UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION

COMPUESTOS FENOLICOS EN GERMINADOS DE HABA
(ViciafabaL.) Y SU EFECTO ANTIADIPOGENICO IN SILICO

POR

L.N. CARLOS ENRIQUE LINAN TUCKAR

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO
DE MAESTRIA EN CIENCIAS EN NUTRICION

JULIO, 2021



ALERE FLAMMAM |
VERITATIS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION
SUBDIRECCION DE INVESTIGACION, INNOVACION POSGRADO

COMPUESTOS FENOLICOS EN GERMINADOS DE HABA
(ViciafabaL.) Y SU EFECTO ANTIADIPOGENICO IN SILICO

POR
L.N. CARLOS ENRIQUE LINAN TUCKAR

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN NUTRICION

DIRECTOR DE TESIS
DR. EN C. JESUS ALBERTO VAZQUEZ RODRIGUEZ

CO-DIRECTOR DE TESIS
DR. MANUEL LOPEZ-CABANILLAS LOMELI

MONTERREY, NUEVO LEON, MEXICO JULIO 2021



APROBACION DE TESIS DE MAESTRIA

COMPUESTOS FENOLICOS EN GERMINADOS DE HABA (ViciafabalL.) Y SU
EFECTO ANTIADIPOGENICO IN SILICO

Comité de Tesis

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez
Presidente

Dr. Manuel Lopez-Cabanillas Lomeli
Secretario

Dra. Blanca Edelia Gonzalez Martinez

Vocal

Dra. Blanca Edelia Gonzalez Martinez

Subdirectora de Investigacion, Innovacion y Posgrado



FaS PyIN

Facultad de Salud Publica y Nutricion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

COMITE DE EVALUACION DE TESIS

El comité de Evaluacion de Tesis APROBO la tesis titulada: “COMPUESTOS
FENOLICOS EN GERMINADOS DE HABA (Vicia faba L.) Y SU EFECTO
ANTIADIPOGENICO IN SILICO” presentado por el L.N. Carlos Enrique Lifian

Tuckar con la finalidad de obtener el grado de Maestria en Ciencias en Nutricion.

Monterrey, Nuevo Ledn a 15 de junio de 2021

Dr. Manuel Lopez-Cabanillas Lomeli
Presidente

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez
Secretario

Dra. Blanca Edelia Gonzalez Martinez

Vocal



Y UANL FaSPyN

Facultad de Salud Publica y Nutricion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

Dra. en C. Blanca Edelia Gonzalez Martinez
Subdireccion de Investigacion, Innovacion y Posgrado
Facultad de Salud Publicay Nutricion

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

PRESENTE

Por este conducto le comunicamos que hemos concluido la direccién y codireccion
de la tesis titulada: “COMPUESTOS FENOLICOS EN GERMINADOS DE HABA
(Vicia faba L.) Y SU EFECTO ANTIADIPOGENICO IN SILICO”, presentado por el
L.N. Carlos Enrique Lifian Tuckar con la finalidad de obtener el grado de Maestria

en Ciencias en Nutricion.

Sin otro particular, le enviamos un cordial saludo.

Atentamente
“Alere Flamma Veritatis”

Monterrey, Nuevo Ledn a 22 de junio de 2021

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez Dr. Manuel Lopez-Cabanillas Lomeli

Director Co-Director



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a Dios, al Sr. Carlos Enrique Lifian Torres y la Sra. Claudia
Esther Tuckar Vazquez; mis padres, a Ana Karen Lifian y Ricardo Lifian; mis

hermanos, a Josefina Vazquez y Enrique Lifian; mis abuelos. A toda mi familia.

Gracias.



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYyT) por el apoyo econémico

durante el programa de posgrado.

A la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (UANL) y a la Facultad de Salud Publica

y Nutricion (FaSPyN) que permitieron el desarrollo de este trabajo.

Al Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez, por su guia y apoyo para la realizacion de

este trabajo, gracias por sus consejos y disponibilidad siempre.

Al Dr. Manuel Lopez-Cabanillas Lomeli, por su guia en la realizacion de este trabajo,
asi como por el apoyo brindado durante el programa de posgrado.

Al Dr. David Arturo Silva Mares, por su apoyo y aporte de nuevos conocimientos

durante el programa de posgrado.
A todos los Doctores, Maestros y personal administrativo que forman parte de la
FaSPyN, de los cuales siempre recibi un trato amable y apoyo durante el programa

de posgrado.

A mis compafieros y amigos de generacion por el apoyo y amistad que me

brindaron.

A mis padres Carlos Liflan y Claudia Tuckar, por siempre apoyarme en mis

proyectos y ser una guia en mi vida.

A mis hermanos Ana Karen Lifian, Ricardo Lifian y Gio Gaona, a mis abuelos

Josefina Vazquez y Enrique Lifian. A toda mi familia por el apoyo brindado.

Muchas gracias a todos.



INDICE

RESUMEN 1
ABSTRACT 3
|. INTRODUCCION 5
[I. ANTECEDENTES 7
2.1 Leguminosas 7
2.2 Germinado de leguminosas 8
2.3 Haba (Vicia faba L.) 12
2.4 Composicion nutricional del haba (Vicia faba L.) 13
2.5 Generalidades de los compuestos fendlicos 15
2.6 Contenido de compuestos fendlicos en haba (Vicia faba L.) 18
2.7. Estudios realizados con compuestos fendlicos presentes en haba (Vicia
faba L.) 20
2.8 Sobrepeso y obesidad 21
2.9 Proceso fisiologico de la obesidad 22
2.10 Obesidad y PPARYy 23
2.11 Modelo in silico para evaluar la interaccion de compuestos fendlicos y sus
metabolitos con el receptor PPARy 24
. JUSTIFICACION 27
IV. HIPOTESIS 28
V. OBJETIVOS 28
5.1 Objetivo General 28
5.2 Objetivos especificos 28
VI. METODOLOGIA 29
6.1 Disefio del estudio 29
6.2 Estrategia general del desarrollo del estudio 29
6.3 Materiales y reactivos empleados para la realizacion del estudio. 30
6.4 Método para la germinacion de semillas de haba (Vicia faba L.) 31
6.5 Método para la obtencion de extractos de germinados haba (Vicia faba L.) 31
6.6 Método para determinacion de compuestos fendlicos totales 31
6.7 Método para la determinacion de la capacidad antioxidante 32
6.8 Método in silico para la determinacion de la actividad sobre adipogénesis 32
6.9 Plan de analisis 34
6.10 Etica 34

6.11 Implicaciones y medidas de bioseguridad 34



VIl. RESULTADOS 35
7.1 Rendimiento de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.) 35
7.2 Polifenoles totales de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.) 35
7.3 Actividad antioxidante de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.) 36
7.4 Método In silico para la determinacion de la actividad sobre adipogénesis 37

VIII. DISCUSION 48
8.1 Rendimiento de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.) 48
8.2 Polifenoles totales de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.) 49
8.3 Actividad antioxidante (DPPH) de extractos de germinados de haba (Vicia

faba L.) 51
8.4 Método in silico para la determinacion de la actividad sobre adipogénesis 52
IX. CONCLUSION 57

X. BIBLIOGRAFIA 58



LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina
1 Composicion nutrimental de leguminosas de acuerdo con la
National Nutrient Database of USDA 2018. 8
2 Cambios en el perfil de compuestos fendlicos por proceso de
germinacién en leguminosas. 11
3 Composicion nutricional del haba (Vicia faba L.) cruda y
cocida de acuerdo con la National Nutrient Database of
USDA 2018. 14
4 Tabla de clasificacion de compuestos fendlicos (Martinez,
2010). 16
5 Materiales y reactivos empleados para la realizacion del
estudio. 30
6 Rendimientos de extractos de germinados de haba (Vicia
faba L.). 35
7 Polifenoles totales de extractos de germinados de haba (Vicia
faba L.). 36
8 Actividad antioxidante de extractos de germinados de haba
(Vicia faba L.). 36
9 Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (compuestos
fendlicos). 37
10 Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Quercetina). 38
11 Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Miricetina). 39
12 Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Catequina). 40
13 Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Epicatequina). 41
14 Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de Acido
cafeico). 42
15 Valores de energia libre para las interacciones ligando-

proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Luteolina). 43



16

17

18

19

Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Apigenina).

Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Kaempferol).

Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de
Resveratrol).

Valores de energia libre para las interacciones ligando-
proteina predichas por DockingServer (Metabolitos de Acido
galico).

44

45

46

47



Figura

a b~ w N

\‘

10

11

12
13

14

15

16

17

18

19

LISTA DE FIGURAS

Proceso de germinaciéon de haba (Vicia faba L.) (Nkhata
et al., 2018).

Planta de Haba (Vicia faba L.) (Thomé, 1885).

Estructura quimica del fenol

Glicosido de quercetina Quercetin-3-O-glucuronido
Sobrepeso y obesidad en adultos a nivel mundial en 2016
segun la OMS (OMS, 2020) y en México en 2018 segun
ENSANUT (ENSANUT, 2020).

DockingServer AutoDock.

Avogadro software.

Diagrama de flujo de la estrategia general del desarrollo del
estudio.

Union de estructura 3D de Apigenina con PPARYy.

Unidn de estructura 3D de Quercetin-4-O-glucurénido con
PPARYy.

Unién de estructura 3D de Miricetin 3-rutindsido con
PPARYy.

Union de estructura 3D de Catequin 4'-O-galato con PPARYy.
Union de estructura 3D de (-)-Epicatequin-5-galato con

PPARYy.

Union de estructura 3D de Acido cafeico 4-O-glucurénido
con PPARYy.

Union de estructura 3D de Luteolin 7-glucurénido con
PPARYy.

Union de estructura 3D de Apigenin 4'-sulfato 7-glucurénido
con PPARY.

Union de estructura 3D de Kaempferol 7-galactésido con
PPARYy.

Union de estructura 3D de Cis-resveratrol 3-O-glucurénido
con PPARYy.

Union de estructura 3D de Acido galico3-galoil con PPARY.

Pagina
10
13

15
17

21
25
26

29
38

39

40
41

42
43
44
45
46

47



ANOVA
cm
DPPH
ENSANUT
FAO
FeCls

g

HCI
H20
Kcal

L

LDL

M

min
mm
mM

mg
mg/L
mL
NaCOs
NaNO:
nm
OMS
pH

rpm
SDS
Trolox
USDA

(2¢)

ML

MM

um
Mg/mL
umolTE/g
°C

LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Analisis de varianza.

Centimetros.

Método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion.

Food and Agriculture Organization.

Tricloruro de hierro.

Gramos.

Acido clorhidrico.

Agua.

Kilocalorias.

Litro.

Lipidos de baja densidad.

Concentracion molar.

Minutos.

Milimetros.

Concentracion milimolar.

Miligramos.

Concentracion expresada en miligramos por litro.
Mililitros.

Carbonato de sodio.

Nitrito de sodio.

Nanometros.

Organizacion Mundial de la Salud.

Grado de acidez/alcalinidad de una disolucion dada por la
concentracion de iones de hidrégeno.
Revoluciones por minuto.

Dodecilsulfato sodico.

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico.
United States Department of Agriculture.
Microgramo.

Microlitro.

Concentracion micromolar.

Micrometro.

Concentracion expresada en microgramos por mililitro.
Micromoles de equivalentes Trolox por gramo.
Grados Celsius. Unidad de temperatura.



RESUMEN
La obesidad es la acumulacién anormal excesiva de tejido adiposo. Esta asociada
a diversas patologias que afectan la salud, teniendo datos epidémicos a nivel
nacional y mundial. El estudiar los mecanismos adipogénicos con diversas
herramientas tecnoldgicas, que ayuden a comprender el efecto de los alimentos y
sus compuestos funcionales sobre el tejido adiposo, es importante para contribuir a
atacar esta epidemia. En los ultimos afios, se ha reportado efecto anti-adipogénico
de diversas especies vegetales como las leguminosas, principalmente cuando son
germinadas; debido a que suelen incrementar el contenido y actividad de los
compuestos fendlicos presentes en las mismas. El haba (Vicia faba L.) es una
leguminosa ampliamente cultivada, conocida por el potencial de rendimiento y
contenido nutrimental. Las semillas de haba (Vicia faba L.) son ricas en proteinas,
carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales y compuestos fenélicos. Su contenido de
compuestos fenolicos varia entre 817.02 y 1,337.82 mgE acido gélico/L, segun la
variedad. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antiadipogénico in silico
de compuestos fendlicos presentes en extractos de germinados de haba, y sus
metabolitos de digestion. Se llevé a cabo un proceso de germinacion de 6 dias del
haba, posterior a ello se analizaron los germinados de haba de los dias 0 (semilla
sin germinar), 2, 4 y 6. El dia 6 fue el que presentdé mayor cantidad de compuestos
fendlicos totales (1,697 £ 17.69 mgEAGI/L de solucion) pero el que presenté mayor
actividad antioxidante fue el del dia 4 (705.75 + 24.64 yME Trolox). Para la
metodologia in silico, se realiz6 una busqueda en bases de datos (Phenol-Explorer,
PhytoHub y FOODB), obteniendo los 10 principales polifenoles presentes en haba:
acido cafeico, acido galico, miricetina, quercetina, apigenina, kaempferol, catequina,
epicatequina y resveratrol, y los metabolitos reportados de estos en las bases de
datos. Los valores de energia de activacion a PPARy mas representativos se
encontraron en los glicésidos de miricetina (Miricetin 3-rutinésido = -9.7 Kcal/mol) y
catequina (Catequin 4'-O-galato = -9.8 Kcal/mol), epicatequina ((-)-Epicatequin-5-
galato = -9.0 Kcal/mol), apigenina (Apigenin 7-galactésido = - 9.1 Kcal/mol),
kaempferol (Kaempferol 7-galactosido = -9.0 Kcal/mol), todos estos presentando
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valores de -9.0 Kcal/mol, siendo mayores a los presentados por los compuestos
fendlicos. Sin embargo, los resultados sugieren que tanto los compuestos fendlicos
como sus glicésidos pueden ser potentes agentes antiadipogénicos al presentar una
afinidad de unién < -5 Kcal/mol con el receptor PPARYy. Por lo tanto, el llevar a cabo
un proceso de germinacion de haba en las condiciones del estudio, incrementa
significativamente el contenido de compuestos fendlicos totales presentes, sin
mostrar diferencia significativa en su actividad antioxidante. Del estudio in silico, los
polifenoles putativamente presentes en germinados de haba muestran una afinidad
de union < -5 Kcal/mol con el receptor PPARYy, siendo mas fuerte la afinidad de los
metabolitos de digestion que los mismos compuestos fendlicos, generando
inhibicion del receptor PPARY, cumpliendo con el objetivo del estudio. Sin embargo,
escalar su estudio a nivel in vitro o in vivo seria crucial para la comprobacion de este

efecto.



ABSTRACT
Obesity is the abnormal accumulation of excess fatty tissue. It is associated with
various pathologies that affect health, having epidemic data at the national and
global levels. The study of adipogenic mechanisms with various technological tools,
which help to understand the effect of food and its functional compounds on adipose
tissue, is important to help tackle this epidemic. In recent years, it has been reported
anti-adipogenic effects of various plant species such as legumes, mainly when they
are germinated; because they usually increase the content and activity of phenolic
compounds present in them. Fava bean (Vicia faba L.) is a widely cultivated legume,
known for its yield potential and nutrient content. Fava bean are rich in proteins,
carbohydrates, fiber, vitamins and minerals and phenolic compounds. Its phenolic
compounds content is between 817.02 and 1,337.82 mgE gallic acid/L, according to
variety. The aim of this study was to evaluate the antiadipogenic effect in silico of
phenolic compounds present in extracts of fava bean sprouts, and their digestive
metabolites. It began by carrying out a 6-day germination process of the fava bean,
after which the fava bean sprouts were analyzed of days 0 (not germinated), 2, 4
and 6 were analyzed. Day 6 was the one with the highest total polyphenols content
(1,697 17.69 mgEAGI/L of solution) but the one with the highest antioxidant activity
was day 4 (705.75 24.64 yME Trolox). For the in-silico methodology, a search was
carried out in databases (Phenol-Explorer, PhytoHub and FOODB), obtaining the 10
main polyphenols present in bean: caffeic acid, gallic acid, myricetin, quercetin,
apigenin, kaempferol, catechin, epicatechin and resveratrol, and the metabolites
reported from these in the databases. The most representative PPARYy activation
energy values were found in the glycosides of myricetin (Myricetin 3-rutinoside = -
9.7 Kcal/mol) and catechin (Catequin 4'-O-gallate = -9.8 Kcal/mol), epicatechin ((-)-
Epicatechin-5-gallate = -9.0 Kcal/mol), apigenin (Apigenin 7-galactoside = - 9.1
Kcal/mol), kaempferol (Kaempferol 7-galactoside = -9.0 Kcal/mol), all of these
having values of -9.0Kcal/mol, being higher than phenolic compounds. However, the
results suggest that both phenolic compounds and their glycosides can be potent
antiadipogenic agents by presenting a binding affinity < -5 Kcal / mol with the PPARYy

receptor. Furthermore, that carrying out a process of fava bean germination under
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the conditions of the study significantly increases the content of total phenolic
compounds but not a significant difference in their antioxidant activity. From the in-
silico study, it can be concluded that the polyphenols putatively present in fava bean
sprouts show a considerable bond affinity with the PPARY receptor, and the affinity
of the digestion metabolites being stronger than the phenolic compounds
themselves, generating an inhibition of the PPARY receptor, fulfilling the aim of the
study. Therefore, scaling your study to in vitro or in vivo study would be crucial for

the verification of this effect.



|. INTRODUCCION
Se define como obesidad a la acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede
ser perjudicial para la salud, representando un problema de salud a nivel mundial.
Presentar sobrepeso u obesidad aumenta el riesgo a presentar otras patologias
como dislipidemias, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y algunos

tipos de cancer (Avila et al., 2016).

Por lo tanto, estudiar los mecanismos que generan sobrepeso y obesidad y como
pueden ser regulados por diversos compuestos presentes en los alimentos, es
importante para generar informacion y contribuir a atacar esta epidemia. En los
altimos afios, se ha reportado el efecto contra la adipogénesis de diversas especies
vegetales como las leguminosas, principalmente cuando son germinadas; debido a
que pueden incrementar el contenido y actividad de los compuestos fendlicos
presentes en la misma. Estudios donde se ha empleado un proceso de germinacion
en leguminosas han presentado un incremento de hasta un 200% de compuestos
fenodlicos (Yue Gao, 2015) (Guzméan-Ortiz et al., 2017). Por ello la importancia de
conocer como actuan dichos compuestos fendlicos atenuando y/o modificando

dichos mecanismos de adipogénesis (Li et al., 2017).

Gracias al desarrollo de diversos modelos in silico, in vitro, in vivo y clinicos se ha
generado una mejor comprension de la adipogénesis asociada con la obesidad
(Ruiz-Ojeda, Rupérez, Gomez-Llorente, Gil, & Aguilera, 2016). En los estudios en
modelos in silico se pueden realizar predicciones rapidas mediante un andlisis de
acoplamiento molecular, en donde se puede determinar la actividad inhibitoria del
compuesto fendlico mediante su capacidad para modular la actividad de distintos
receptores como PPARy, C/EBP y SREBP; los cuales estan involucrados en la

regulacion del proceso de diferenciacion de preadipocitos en adipocitos maduros.

Sin embargo, no existen estudios in silico en donde se evalle el efecto modulador
de los compuestos fendlicos presentes en haba (Vicia faba L.) sobre receptores
involucrados en la regulacion de la adipogénesis, Hasta el momento, los reportes
cientificos se han enfocado en leguminosas como soya Y frijol, por lo que se resalta

la importancia de estudiar otras leguminosas de relevancia comercial. El objetivo



del trabajo es evaluar el efecto antiadipogénico In silico de compuestos fendlicos, y

sus glicésidos, presentes en de germinados de haba (Vicia faba L.).



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Leguminosas
La FAO considera leguminosas a las semillas comestibles secas y con bajo

contenido en grasa. Entre las leguminosas con mayor consumo a nivel mundial se
encuentra el frijol (Phaseolus vulgaris), las habas (Vicia faba L.), los garbanzos
(Cicer arietinum L.), los chicharos (Pisum sativum L.), el frijol mungo (Vigna radiata
L.), la soya (Glycine max) y diversas variedades de lentejas (Lens culinaris Medik.)
(FAO, 2016).

El afio 2016 se declaro el afio internacional de las leguminosas, esto por parte de la
Asamblea General de las Naciones Unidas en su 68° sesion. Esta declaracion se
realiz6 debido al papel que desempefian las leguminosas en el abordaje a la
seguridad alimentaria, en los cambios del medio ambiente y en la contribucion al

consumo de dietas saludables en la poblacion mundial (Calles, 2016).

Las leguminosas se vinculan con una agricultura sostenible debido a que
biologicamente generan la fijacion de nitrégeno y fésforo libre unido al suelo,
presentan la capacidad de adaptacién al cambio climatico, su consumo puede
prevenir y ayudar a controlar enfermedades como obesidad, diabetes,
enfermedades coronarias, entre otras. En cuanto a su importancia nutricia son
fuente de proteina, vitaminas y minerales de origen vegetal, ademas, de que son

econdmicamente accesibles para toda la poblacion (Calles, 2016).

Las leguminosas se consideran un factor clave en la dieta debido a las propiedades
nutrimentales que contienen. De acuerdo con evidencia cientifica, tienen un alto
contenido de proteina y grandes cantidades de fibra alimentaria soluble, acidos
grasos poliinsaturados, vitaminas y minerales, y en especial sustancias bioactivas
con capacidad antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena como lo son los

compuestos fendlicos (Getek et al., 2014).

Las leguminosas generan un considerable aporte de proteina: el frijol (Phaseolus
vulgaris) hasta un 20% y en chicharo (Pisum sativum L.), soya (Glycine max) y haba
(Vicia faba L.) hasta 38-40%. Se sabe que las leguminosas contienen una adecuada

cantidad de fibra alimentaria soluble, entre 4 a 6%, variable contenido de &cidos
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grasos poliinsaturados (18% en soya), vitaminas del grupo B y minerales como
fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, zinc y cobre. Tabla 1. Ademas, presentan
un indice de glucemia bajo (<50) (Getek et al., 2014).

Tabla 1. Composicion nutrimental de leguminosas de mayor consumo de acuerdo
con la National Nutrient Database of USDA.

Composicion nutrimental de leguminosas de frecuente consumo
Valor nutrimental en Haba Frijol Soya Garbanzo Lenteja
100 g

Energia (Kcal) 341 337 469 378 352
Proteina (g) 26.12 22.53 38.55 20.47 24.63
Lipidos totales (g) 1.53 1.06 25.40 6.04 1.06
Carbohidratos (g) 58.29 61.29 30.22 62.95 63.35
Fibra (g) 25.00 15.20 17.70 12.20 10.70

Calcio (mg) 103 83 138 57 35
Potasio (mg) 1062 1359 1470 718 677
Vitamina C (mg) 1.40 4.50 2.20 4.00 4.50

(USDA, 2018).

Se distinguen por la alta cantidad de compuestos bioactivos que pueden interferir
en la disminucién de tejido adiposo y en el metabolismo de la glucosa, segun
estudios in vitro. Las leguminosas son una excelente opcion de una alimentacion
saludable, considerandose alimentos funcionales por los nutrimentos y compuestos

bioactivos que aporta (Getek et al., 2014).

2.2 Germinado de leguminosas
La germinacion es un proceso en el cual se humedecen las legumbres para

desarrollar a la semilla. Ocurre al inicio del desarrollo de las semillas en las plantas,
durante el cual la semilla es activada metabdlicamente, generando el apice y la

radicula. Este proceso implica cambios en las caracteristicas nutricionales,



bioquimicas y sensoriales de las semillas. Estos cambios se asocian a la activacion
de algunas enzimas enddgenas que hacen que los alimentos germinados presenten
mayor calidad nutricional en comparacion con las semillas no germinadas (Nkhata,
S. G, Ayua, E., Kamau, E. H., & Shingiro, J.-B, 2018). Esto se debe a que dichas
enzimas reducen o eliminan los factores antinutricionales e indigeribles que estan

presentes en las legumbres (Saleh et al., 2019, Ohanenye et al., 2020).

El proceso de germinacion es muy utilizado en leguminosas, al ser una técnica
eficaz para mejorar la digestibilidad y calidad nutricional de estos alimentos en un
corto periodo de tiempo, ademas, de ser una técnica econémica. Dentro de los
cambios nutricionales, se han identificado cambios en el contenido de macro y
micronutrientes, asi como en el contenido de componentes bioactivos, que tienen
lugar durante el proceso de germinacion. Esta es una de las razones por las cuales
el consumo de germinados de leguminosas se ha incrementado como parte de una
dieta saludable, segura y econémica (Kapravelou et al., 2020).

Ademas de que el proceso de germinacion genera un aumento en el contenido de
proteinas y algunas vitaminas y minerales, y disminuye el contenido de grasas, se
ha observado una mejora en la capacidad antioxidante, la cual puede atribuirse al
aumento del contenido de compuestos fendlicos. Este varia segun la especie y
condicion de germinacién (Kapravelou et al., 2020).

Se ha identificado que la germinacion en leguminosas aumenta el contenido de
compuestos fenolicos (Tabla 2). Por ejemplo, se encontré que la germinacion en
garbanzo (Cicer arietinum) incrementd su contenido de compuestos fendlicos de
0.52 mg GAE/g peso en seco a 1 mg GAE/g peso en seco con un aumento del
92.30% (Mamilla & Mishra, 2017).

A su vez, en estudios en los que se ha llevado a cabo la germinacion de soya
(Glycine max), se ha presentado un incremento considerable en la cantidad de
polifenoles, especialmente en el contenido de isoflavonas, las cuales aumentaron

en un 215% durante una germinacion de 6 dias (Guzman-Ortiz et al., 2017).



PR

Figura 1. Proceso de germinaciéon (Nkhata et al., 2018).

Otro estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de la germinacion en los
perfiles fitoquimicos y la actividad antioxidante de los brotes de frijol mungo (Vigha
radiata L.), se demostr6 que la germinacion increment6é considerablemente los
compuestos fendlicos totales y los flavonoides totales en brotes de éste de manera
dependiente del tiempo, hasta 4.5 y 6.8 veces mayor que la concentracion original
de semillas sin germinar, respectivamente (Guo, X., Li, T., Tang, K., & Liu, R. H,
2012).

El consumo de semillas germinadas se relaciona con una reduccion del estrés
oxidativo al aumentar los niveles de antioxidantes en plasma sanguineo y la
actividad de las enzimas antioxidantes en diferentes tejidos animales (Saleh et al.,
2019).

De acuerdo con los datos en la (Tabla 2) se puede observar que las leguminosas
presentan importante cantidad de compuestos fendlicos, en especial una vez que

pasan por un proceso de germinacién generando un incremento de estos.
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Tabla 2. Cambios en el perfil de compuestos fenolicos por proceso de germinacion

en leguminosas.

Leguminosas Contenido de polifenoles % Referencia
incremento
No Germinadas
germinadas
Frijol de carita (Vigna 73.30 73.70 12.12 (Aguilera et al.,
unguiculata) 2013)
Frijol Jack (Canavalia 72.30 73.60 56.52 (Aguilera et al.,
ensiformis L.) 2013)
Mucuna (Stizolobium 737.40 746.30 23.79 (Aguilera et al.,
niveum L.) 2013)
Soya (Glycine max) 71.50 2.40 60 (Mamilla&Mishra,
2017)
Garbanzo (Cicer arietinum) 70.52 7.0 92.30 (Mamilla&Mishra,
2017)
Frijol mungo (Vigna radiata) ~1.00 72.50 150 (Mamilla&Mishra,
2017)
Lenteja roja (Lens culinaris) 70.40 ~1.80 350 (Mamilla&Mishra,
2017)
Frijol (Phaseolus vulgaris "3.79 "5 18.73 (Aguilera et al.,
L) 2014)
Frijol Sword (Canavalia *0.40 *0.58 45 (Gan etal., 2017)
gladiata)
Frijol mungo (Vigna radiata) 70.10 .20 1,100 (Huang et al.,
2014)
Soya negra (Glycine max *0.70 *1 42.85 (Gan et al., 2017)
(L.) Merr.)
Frijol Adzuki (Vigna *0.43 *0.80 86.04 (Gan et al., 2017)
angulariz (Willd.) Ohwi & H.
Ohashi)
Frijol Mungo (Vigna radiata) NLT71 9.66 464.91 (Guo et al., 2012)

mg acido galico/g de peso seco
*mg acido galico/g de peso himedo
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2.3 Haba (Viciafaba L.)
El haba (Vicia faba L.) da nombre a la familia de las fabaceas. Es una planta con

tallo grueso y recto, con un follaje verde grisaceo. La vaina es de color verde cuando
se encuentran inmaduras, se obscurece y torna una tonalidad amarillenta al
secarse. Dentro de la vaina se pueden encontrar de 2 a 9 semillas puestas en fila,
son tiernas cuando no han madurado y de color blanco a verde. Figura 2. Los
nodulos de la raiz de la planta tienen la propiedad de fijar nitrdgeno en el suelo, por
lo que el cultivo se emplea en sistemas de rotacion para fortalecer suelos agotados
(Valero Gaspar, 2018).

Es una leguminosa ampliamente cultivada, conocida por el potencial de rendimiento
y contenido nutrimental. Tiene una gran capacidad de crecer bajo riego limitado y
una salinidad moderada por lo tanto es uno de los cultivos preferidos para la
produccion agricola que se realiza en tierras aridas y semiaridas (Bhattacharya,
2019).

Se cultiva en todo el mundo bajo diferentes sistemas de cultivo y se consume como
grano seco y granos frescos. Se ha demostrado que el haba contribuye a la
sustentabilidad de los sistemas de cultivo debido a su capacidad de aportar
nitrégeno al sistema mediante la fijacion de Nz, la diversificacion de los sistemas de
produccion que conducen a una disminucion de enfermedades, plagas y
acumulacion de maleza, ademas de tener la capacidad de reducir el consumo de
energia fosil y con esto generar habas con gran valor nutricional (Fouad et al.,
2013).

Las variedades de haba se distinguen en especial por el tamafio de sus semillas.

e En Vicia faba var. minor, las semillas son pequefias, pesando entre 0.3y 0.7
g cada una, y son de forma elipsoidal. La vaina es cilindrica y alcanza los 15

cm de largo.

e En Vicia faba var. equina, las semillas son de tamafio mediano y chatas,

pesando entre 0,7 y 1,1 g. Las vainas son moderadamente dehiscentes.

e En Vicia faba var. major, la mas usada para consumo fresco, las semillas

pesan entre 1,2 y 1,8 g. La vaina alcanza 35 cm de largo.
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Figura 2. Planta de Haba (Vicia faba L.) (Thomé, 1885).

Las semillas de haba (Vicia faba L.) son ricas en proteinas, carbohidratos, fibra,
vitaminas y minerales y compuestos fendlicos. Se ha encontrado que tienen un
efecto hipocolesterolémico. Respecto a su contenido de vitaminas destacan la
vitamina C y los folatos, seguidos de la tiamina y niacina. En cuanto a su contenido
mineral, cabe destacar la presencia de potasio, el cual contribuye al funcionamiento

normal del sistema nervioso y de los musculos (Valero Gaspar, 2018).

El uso mas comun de las habas es en paises en desarrollo, debido a que son
relativamente mas baratas y su rendimiento es mayor, en comparacion con los
productos céarnicos. Sin embargo, el valor biolégico en micro y macronutrientes de
las habas se ve afectado de manera negativa debido a la presencia de factores
antinutricionales, como los son los inhibidores de la tripsina, los taninos
condensados y las hemaglutininas. Por lo tanto, la eliminacion de estos
antinutrientes es necesaria para el adecuado aprovechamiento de los nutrimentos.
Estos factores, se pueden destruir facilmente mediante un proceso térmico o
mediante un proceso de germinacion el cual genera otros beneficios como el
aumento de la cantidad de compuestos fendlicos (Revilla, 2015). Por lo tanto, las
habas son leguminosas con una adecuada composicion nutricional y con ciertas
caracteristicas como su capacidad de crecimiento bajo riego limitado, una salinidad

moderada, entre otras que favorecen su cultivo.
2.4 Composicion nutricional del haba (Vicia faba L.)

En la tabla 3 se muestra la composicién nutricional del haba (Vicia faba L.) cruda

(sin coccidn) y posterior a su coccion.
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Tabla 3. Composicién nutricional del haba (Vicia faba L.) cruday cocida.

Composicion

Cantidad por 100 (g) de
porcién comestible cruda

Cantidad por 100 (g) de porcién
comestible cocida

Valor energético (Kcal) 341 110
Agua (g9) 10.98 71.54
Proteinas (g) 26.12 7.06
Grasa (g) 1.53 0.40
Grasas monoinsaturadas (g) 0.303 0.079
Grasas poliinsaturadas (g) 0.627 0.279
Grasas saturadas (g) 0.254 0.112
Hidratos de carbono (g) 58.29 19.65
Azlcares () 5.70 1.82
Fibra (g) 25.0 5.40
Sodio (mg) 13 5
Potasio (mg) 1062 268
Calcio (mg) 103 36
Fosforo (mg) 421 125
Magnesio (mg) 192 43
Hierro (mg) 6.70 1.50
Zinc (mg) 3.14 1.01
Vitamina A (mg) 3 1
Vitamina K (ug) 9.0 2.9
Vitamina C (mg) 1.4 0.3
Tiamina (mQ) 0.555 0.097
Riboflavina (mg) 0.333 0.089
Niacina (mg) 2.832 0.711
Vitamina B6 (mg) 0.366 0.072

(USDA, 2018).
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2.5 Generalidades de los compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos constituyen un grupo de compuestos derivados del

metabolismo secundario de plantas y se encuentran significativamente distribuidos

en alimentos de origen vegetal (Baginsky et al., 2013).

Desempefian un papel estructural, trabajando en sefializacidon, defensa y contra el
dafio oxidativo (Garcia-Salas, P., Morales-Soto, A., Segura-Carretero, A., &
Ferndndez-Gutiérrez, A, 2010). Los compuestos fendlicos pueden tener uno o méas
grupos hidroxilo unidos directamente a un anillo aromético. El fenol es la estructura
sobre la cual se basa todo el grupo. Los compuestos fenolicos como grupo,
generalmente se encuentran como ésteres o glucosidos en lugar de compuestos
libres (Vermerris, Wilfred & Nicholson, Ralph, 2006).

Los compuestos fendlicos son en muchos aspectos similares a los alcoholes de
estructuras alifaticas donde el grupo hidroxilo esta unido a una cadena de carbonos.
El grupo hidroxilo fendlico, sin embargo, esta influenciado por la presencia del anillo
aromatico. Debido al anillo aromatico, el hidrégeno del hidroxilo fendlico es labil, lo
gue hace que los fenoles sean acidos débiles (Vermerris, Wilfred & Nicholson,
Ralph, 2006).

El fenol es la molécula basica de los compuestos fendlicos la cual se compone de
un anillo aromatico (fenil) el cual se encuentra unido a un grupo hidroxilo (OH). El
anillo aromatico juega un papel importante en las propiedades antioxidantes (Bravo
et al., 2015).

OH

Figura 3. Estructura quimica del fenol (Bravo et al., 2015).
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En la tabla 4 se muestran los compuestos fendlicos extraibles mas comunes en

alimentos de origen vegetal.

Tabla 4. Tabla de clasificacion de compuestos fendlicos.

Compuestos fendlicos
extraibles

Ejemplos

Estructura general

Flavonoles

Rutina
Quercetina
Miricetina
Kaempferol
Glicosidos de quercetina

Flavanoles

Catequina
Epicatequina
Galocatequina
Epicatequina galato
Epigalocatequin galato
Galocatequin galato

Isoflavonas

Daiceina
Genisteina
Daicina
Genistina

Flavanonas

Naringenina
Naringina
Hesperetina
Hesperidina
Floridzina

OCH;
HO. 0. ©/

Antocianidinas

Malvidina

Cianidina

Delfinidina

Petunidina
Glucésidos de antocianidinas

Estilbenos

Resveratrol

Acidos hidroxicindmicos

Acido clorogénico
Acido cafeico
Acido fertlico
Acido sinapico

Acido trans-cinamico

Acidos benzoicos

Acido p-hidroxibenzoico
Acido galico
Acido protocatéquico
Acido vanilico
Acido siringico
Acido elagico
Acido tanico
Acido gentisico

Tomado de (Arranz-Martinez, 2010), adaptado por (Rodriguez-Heredia, 2017).




Para los humanos, el control de los radicales libres por compuestos fendlicos de
fuentes vegetales puede tener efectos positivos en la salud, en especial en
patologias como el sobrepeso y la obesidad, incluido el control de diferentes tipos
de cancer (Stankovi¢, M. S., Petrovi¢, M., Godjevac, D., & Stevanovi¢, Z. D, 2015).

Se han estudiado ampliamente durante la Ultima década por sus propiedades anti-
obesogénicas y antioxidantes principalmente (Aranaz et al., 2019). Son resistentes
a la oxidacion y protegen el dafio celular para prevenir el riesgo de enfermedades
degenerativas gracias a sus actividades antialérgicas, anticancerigenas,

antioxidante y antiinflamatoria (Khang, D., Dung, T., Elzaawely, A., & Xuan, T, 2016).

En leguminosas como el haba se producen metabolitos especializados, con
estructuras diversificadas que se han definido como metabolitos secundarios los
cuales pertenecen a tres grupos principales terpenoides, alcaloides y compuestos
fendlicos. Presentan funciones fisidlogicas importantes en las leguminosas,
protegen a las plantas contra enfermedades, patdégenos, la interperie (Corso, M.,
Perreau, F., Mouille, G., & Lepiniec, L., 2020).

Los metabolitoa de digestion de los compuestos fendlicos se conocen como
glicésidos, debido a que presentan un enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar (glucosa, galactosa, ramnosa, arabinosa, xilosa y glucurénico)
se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo como lo es en el caso de la
moélecula basica de los compuestos fendlicos (fenol) la cual se compone de un anillo
aromatico (fenil) el cual se encuentra unido a un grupo hidroxilo (OH) y con esto
formando los glicésidos de los compuestos fendlicos (Corso, M., Perreau, F.,
Mouille, G., & Lepiniec, L., 2020).

Figura 4.Glicésido de quercetina Quercetin-3-O-glucurénido (PubChem,
2021).
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En la figura 4, se observa la Quercetin-3-O-glucurénido un glicésido de quercetina
unido a beta-D-glucuronopiranosilo en la posicion 3 a través de un enlace
glicosidico, presenta un papel como glicésido (metabolito) y es un acido beta-D-

glucosidurdnico y un O-glucdésido de quercetina (PubChem, 2021).

La adicion de un grupo glucosidico en compuestos fendlicos ocurre dentro de la
funcion O-H en la posicion C3, C5 y C7 del compuesto fendlico (aglicona),
beneficiando la acumulacién, transporte y bioactividad de los mismos. Las
sustituciones mas comunes de azUcar son la glucosa y ramnosa (Corso, M.,
Perreau, F., Mouille, G., & Lepiniec, L., 2020).

A su vez, los compuestos fendlicos se presentan como agliconas al ser compuestos
sin la presencia de un azucar el cual puede ser una molecula de glucosa, galactosa,
ramnosa, arabinosa, xilosa o glucuroénico (Corso, M., Perreau, F., Mouille, G., &
Lepiniec, L., 2020).

2.6 Contenido de compuestos fendlicos en haba (Vicia faba L.)
La presencia de compuestos fendlicos en las habas se encuentra a través de todo

el cuerpo de la planta, asi como en diferentes estadios de desarrollo y después de
ser sometida a varios procesos alimentarios. Se evalué el contenido de compuestos
fendlicos presentes en diez distintas variedades de haba inmaduras, se encontrd
gue el contenido de compuestos fendlicos en las distintas variedades de haba se
encuentra en un rango de 817.02 a 1337.82 mgE acido galico /L (Baginsky et al.,
2013).

En otro estudio se cuantificé la cantidad de compuestos fendlicos en distintas
presentaciones del haba: crudas, hervidas y al vapor. Las semillas enteras de haba
maduras y crudas fueron las que presentaron mayor cantidad de compuestos
fendlicos totales con 36.35 mg GAE/g de peso seco, mientras que las inmaduras al
vapor presentaron la cantidad de 28.33 mg GAE/g de peso seco de compuestos
fendlicos totales y las habas inmaduras hervidas presentaron 20.16 mg GAE/g peso
seco de compuestos fendlicos totales. Estos resultados muestran que un proceso

culinario puede modificar el contenido de compuestos fenolicos que aporta el haba
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y qué opcion de ingesta es la mas recomendable para obtener un mayor beneficio
nutricional (Boukhanouf, S., Louaileche, H. & Perrin, D, 2016).

Se ha reportado que el solvente utilizado para la obtencion de los extractos influye
en el resultado de la cantidad de compuestos fendlicos. Con el extracto acetonico
de haba se obtuvo un contenido total mas alto de polifenoles y flavonoides en
comparacién con el extracto etandlico y acuoso, presentando una actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos de haba para el porcentaje de inhibicion
(actividad de captacion de radicales libres) de 86.47%, el contenido maximo de fenol
se observo en el caso del extracto de acetona (33,87 £ 0,70 equivalente de &cido
galico / g de peso seco) y el contenido maximo de flavonoides se encontr6 en el
extracto de acetona (27,93 £ 0,45 equivalente de quercetina / g de peso seco)
(Choudhary, D. K., & Mishra, A, 2019).

En la base de datos de Phenol-Explorer se encuentra informacién del contenido de
algunos compuestos fenolicos presentes en semillas de haba, como catequina con
12.83 mg/100 g en peso humedo, epicatequina con 22.51 mg/100 g en peso
hamedo y epigalocatequina con 14.03 mg/100 g en peso humedo (Phenol-Explorer,
2021).

En la misma base de datos, se obtuvo informaciéon del contenido de algunos
compuestos fendlicos en vainas de haba, como catequina con 16.23 mg/100 g en
peso humedo, galocatequina con 9.68 mg/100 g en peso hiumedo, epicatequina con
37.55 mg/100 g en peso humedo, epigalocatequina con 17.38 mg/100 g en peso
hamedo, kaempferol con 0.03 mg/100 g en peso humedo, también se presenta el
contenido de compuestos fendlicos en algunos glicésidos como quercetin 3-O-
galactosido 7-O-rhamnosido con 14.15 mg/100 g en peso humedo, kaempferol 3-O-
galactosido 7-O- rhamnosido con 6.00 mg/100 g en peso humedo (Phenol-Explorer,
2021).

En la revision de literatura, hay poca literatura relacionada con la germinacion de
haba y su incremento en la concentracion de compuestos fendlicos, por lo que se
busca utilizar este tipo de proceso, que potencialmente generara en las habas un
incremento del contenido de compuestos fendlicos y un beneficio mayor a la salud
de la poblacion (Baginsky et al., 2013).

19



2.7. Estudios realizados con compuestos fenélicos presentes en haba (Vicia
faba L.)

En un estudio in silico se observd la capacidad adipogénica de compuestos
fenolicos, mediante un ensayo de acoplamiento molecular, para determinar la
afinidad de union con el receptor PPARYy, algunos de los compuestos fendlicos
estudiados en este articulo se encuentran presentes en las habas y presentaron
una energia libre de unién con PPARy considerable. Quercetina presentd una
energia libre de unién de -5.07, kaempferol -5.27, luteolina -5.84, entre otros (Aranaz
et al., 2019).

En un estudio in vitro con extracto de acetona, metanol, etanol y agua de haba se
observo el efecto protector contra el estrés oxidativo, dando como resultado un
efecto protector a la muerte celular en la linea celular 3T3-L1, generando una

reduccion en la tasa de apoptosis (Choudhary et al., 2020).

Un estudio elaborado por Mejri y colaboradores, (2018) investigo la composicion
qguimica en habas, en especial el contenido de minerales, acidos grasos y
compuestos fendlicos, donde el extracto con metanol fue el que exhibié un mayor
contenido de compuestos fendlicos, los flavonoides glucésidos y agliconas
presentaron alta polaridad. Se evaluo la actividad biologia del haba en un estudio in
vivo con ratones diabéticos a los cuales se les administro via oral el extracto de
metanol (500 mg/kg de peso corporal), genero un efecto positivo en la normalizacion
del estado del perfil lipidico, mitigé el estrés oxidativo a través de la activacion de
enzimas antioxidantes (CAT, GPx Y sod), y alivid los cambios histopatologicos

mediados por estrés oxidativo en pancreas, higado y rifidn.

Distintos estudios clinicos han demostrado que variedades de leguminosas
presentan efectos benéficos a la salud, gracias al contenido de compuestos
fendlicos, también presentes en habas. La ingesta regular disminuye los niveles de
colesterol total, de colesterol LDL sérico y eleva los niveles de colesterol HDL. Por
ejemplo, se demostré que dos semanas de consumo regular de Frijoles Comunes
(Phaseolus vulgaris L.) en individuos con hipercolesterolemia mostraron una
reduccion significativa de colesterol total en un 12% y de colesterol LDL en un 15%
(Ganesan & Xu, 2017).
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2.8 Sobrepeso y obesidad
El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva

de grasa que puede ser perjudicial para la salud. En 2016, a nivel mundial el 39%
de las personas adultas de 18 o méas afios tenian sobrepeso, y el 13% presentaban
obesidad (figura 3). Desde 1975, la obesidad se ha casi triplicado en todo el mundo.
Presentar sobrepeso u obesidad aumenta el riesgo a presentar dislipidemias,
diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, algunos canceres (OMS, 2020).
En la figura 3 se muestra el porcentaje de poblacion adulta con sobrepeso y
obesidad a nivel mundial segun la OMS y a nivel nacional (México) en 2018 segun
la Encuesta nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT).

48%

Sobrepeso Obesidad Resto

® Mundial = Nacional

Figura 5. Sobrepeso y obesidad en adultos a nivel mundial en 2016 segun la
OMS (OMS, 2020) y a nivel nacional en 2018 seglin la ENSANUT (INSP, 2020).

Una de las principales causas de sobrepeso y obesidad es un desequilibrio
energético entre calorias que se han consumido y las calorias que se gastan, a nivel
mundial existe una alta prevalencia en el aumento de la ingesta de alimentos de alto
contenido caldrico que sonricos en grasa y un descenso en la actividad fisica debido
a la naturaleza cada vez mas sedentaria de muchas formas de trabajo, los nuevos
modos de transporte y la creciente urbanizacién, lo que en conjunto favorecen el
aumento del porcentaje de personas con sobrepeso u obesidad (OMS, 2020).

Segun la ENSANUT publicada en el aflo 2018 se aumentaron las cifras de
sobrepeso y obesidad en comparacion con el afio 2016. Se presentdé una
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prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en adultos de un 75.2%, en
mujeres adultas se presenta una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad
del 76.8% y en hombres del 73.0% (INSP, 2020).

Ademas, la ENSANUT presento resultados sobre los porcentajes de sobrepeso y
obesidad en el estado de Nuevo Leodn en el afio 2016, reportando un porcentaje del

71% con presencia de sobrepeso y obesidad (Avila et. al., 2016).

De acuerdo con las graficas de sobrepeso y obesidad a nivel mundial, nacional y
estatal, se observa que existe similitud en los resultados, con mas del 50% de la
poblacion con un estado de sobrepeso u obesidad, lo que nos lleva a la necesidad
de generar estudios y estrategias con base cientifica para impactar de manera

significativa en la disminucion de los porcentajes de sobrepeso y obesidad.

Una alternativa es el consumo de ciertas especies vegetales que por el aporte
nutrimental y de compuestos bioactivos que presentan, y de acuerdo con evidencia
cientifica se ha observado que tienen un efecto en la disminucion de tejido adiposo

en diferentes niveles de estudio

2.9 Proceso fisiolégico de la obesidad
La obesidad se define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede

ser perjudicial para la salud, representando de esta manera un problema de salud
a nivel mundial (Torres-Villarreal, D., Camacho, A., Castro, H., Ortiz-Lopez, R., & de
la Garza, A. L, 2019).

Este proceso de adipogénesis se presenta generando un aumento tanto en tamafio
como en numero de los preadipocitos en la generacion de adipocitos maduros

mediante un proceso de diferenciacion (Aranaz et al., 2019).

El aumento de tejido adiposo genera un estado de sobrepeso y obesidad y se
localiza en mayor o menor cantidad en distintas partes del organismo, las células
adiposas en obesidad son mayores tanto en tamafio como en numero en
comparacion con las células adiposas presentes en un rango de peso normal
(Mendez-Sanchez, 2013).
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La adipogénesis esta regulada por distintos factores transcripcionales como el
receptor de peroxisoma proliferador activado gamma (PPARYy), que se expresa a
niveles altos en el tejido adiposo, este receptor induce la expresion de distintos
genes que contribuyen con el proceso de diferenciacion de los preadipocitos en
forma de fibroblastos en adipocitos maduros con lipidos almacenados (Aranaz et al.,
2019).

2.10 Obesidad y PPARy
El proceso de adipogénesis es un proceso que esti estrechamente regulado por

activaciones secuenciales de distintos factores transcripcionales, como la proteina
de unién potenciadora de CCAAT alfa (C/EBPa) y el receptor gamma activado por
proliferador de peroxisomas (PPARYy) los cuales inducen la expresion de genes
implicados en el almacenamiento de lipidos y ademas contribuyen a la maduracién
de adipocitos (Aranaz et al., 2019; Ganesan & Xu, 2017).

El receptor PPARy pertenece a la familia del receptor nuclear de factores de
transcripcion dependientes de ligando, estructuralmente contiene seis dominios, el
dominio de unién al ligando es el que constituye la mayor parte de la proteina, y es
el responsable de la habilidad que presenta PPARYy para inducir la adipogénesis
(Lefterova, M. |., Haakonsson, A. K., Lazar, M. A., & Mandrup, S, 2014).

Se han presentado distintas moléculas como ligandos biolégicos de PPARYy, los
cuales interactian con distinta afinidad hacia el dominio de unién al ligando y con
una posible modulacion de la actividad del receptor PPARYy (Aranaz et al., 2019).
Se han estudiado algunos compuestos fendlicos y su relacién con la inhibicion de la
adipogénesis y se han sugerido que actian como posibles ligandos presentando
interacciones moleculares con el dominio de union al ligando de PPARYy por sus
propiedades anti obesogénicas. Dichas interacciones pueden estar determinadas
por la afinidad de unidn que presenten con el receptor y por consecuencia presentar

la capacidad de modular su actividad (Aranaz et al., 2019).

Ademas, de que PPARYy se requiere para llevar a cabo el proceso adipogénesis,
también se requiere para la regulacion de la sensibilidad a la insulina, la lipogénesis

y la supervivencia y funcién de los adipocitos (Lefterova et al., 2014).
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De acuerdo con evidencia cientifica se ha demostrado que estudios a nivel celular
demostraron que PPARYy se induce durante la adipogénesis y es necesario para
dicha diferenciacion, estableciéndose de esta manera como un regulador maestro
de la adipogénesis, por esta razon la relevancia de estudiar el efecto de compuestos
fendlicos y su interaccion con PPARy generando una posible inhibicion de su
actividad (Lefterova et al., 2014).

2.11 Modelo in silico para evaluar la interaccion de compuestos fendlicos y
sus metabolitos con el receptor PPARy

Los modelos in silico son estudios que se realizan mediante una simulacién por
computadora. El término in silico proviene del componente de computadora silicio;
Este tipo de estudio genera predicciones utilizando enfoques computacionales, su
principal ventaja es que se pueden obtener resultados para un gran conjunto de

compuestos en un modo de alto rendimiento.

Sus resultados se basan en la estructura de un compuesto (Vogel et al., 2013). Por
lo tanto, el uso de un modelo in silico permite evaluar la actividad inhibitoria de
compuestos fendlicos presentes en alimentos como el haba, con receptores
involucrados en la adipogénesis como PPARy. Esto, mediante el empleo de un
analisis de acoplamiento molecular, se puede observar la capacidad para modular
la actividad del receptor PPARYy por parte del compuesto fendlico, generando de
esta manera una vision mecanicista de los efectos de los compuestos sobre la
adipogénesis, de la misma manera se puede realizar este proceso con metabolitos
de compuestos fendlicos los cuales se han producido a partir de la digestion de los
mismos, observando su efecto sobre adipogénesis mediante un proceso de mayor
agilidad en comparaciéon con estudios in vitro e in vivo (Aranaz et al., 2019). Los
resultados del acoplamiento molecular de los compuestos con el receptor utilizado
se presentan como valores de energia libre de union y se expresan en (Kcal/mol),
de esta manera se clasifican los compuestos por su energia libre estimada de unién

al receptor, que en este caso seria PPARy (Prabhu & Rajeswari, 2018).

La energia libre de unidn es representativa de la precision con la cual el ligando se

une a la proteina, valores de energia mas bajos (mas negativos) corresponden a
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una unién mas favorable, mientras que los valores mas cercanos a 0 son menos

favorables (Djanic et al., 2016).

Para llevar a cabo el método in silico se utiliza un DockingServer de codigo abierto

denominado AutoDock vina (http://vina.scripps.edu/) con licencia apache, un

programa de acoplamiento molecular y cribado virtual creado por el Dr. Oleg Trott
en el Laboratorio de Graficos Moleculares del Instituto de Investigacion Scrippses,
es un procedimiento computacional que genera una prediccién de la unién no
covalente de macromoléculas (receptor) y de moléculas pequefias (ligando) de
manera eficiente, generando una prediccion de las conformaciones unidas y la
afinidad de union (Trott & Olson, 2010).

A

AutoDock 4

Figura 6. DockingServer AutoDock vina (Morris et al., 2012)

A su vez, se utilizan otros programas como Avogadro (https://avogadro.cc/) con

licencia publica general GNU, creado a finales del afio 2006 y se inici6 en el afio
2007. Durante los primeros 5 afios de desarrollo se ha descargado mas de 270,000
veces y tiene mas de 20 colaboradores. Ofrece un constructor quimico semantico y
una plataforma para la visualizaciéon y andlisis de moléculas, disefiado para el uso
multiplataforma en quimica computacional, modelado molecular, bioinformética,
ciencia de materiales y areas relacionadas. Presenta un soporte integrado para la
descarga de bases de datos como PubChem y Protein Data Bank (PDB) extrayendo
datos quimicos de una amplia variedad de formatos. Permite la visualizacion de las
estructuras de los polifenoles en formato 3D (Hanwell et al., 2012), los cuales se
obtienen en formato SDF de la base de datos PubChem

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), un deposito publico de propiedades biologicas

de moléculas pequeiias organizado por los Institutos Nacionales de Salud de EE.
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UU. (NIH) creado en 2004 convirtiéndose en un recurso de informacion quimica
clave para cientificos, actualmente contiene resultados de pruebas biologicas de
mas de 700,000 compuestos (Wang et al., 2009), dichas moléculas se transforman

a formato MOL2 por medio de Avogadro para poder utilizarse en otros programas.

Figura 7. Avogadro software

Ademas, se utiliza el servidor Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) que

desde 1971 ha servido como un depdésito de informacion sobre las estructuras 3D
de proteinas, acidos nucleicos y ensamblajes complejos, convirtiéendose en el primer
recurso de datos digitales de acceso abierto en las ciencias biolégicas, de donde se
obtienen distintas estructuras como la estructura tridimensional de PPARYy en la
secuencia 1PRG. El archivo de la PDB contiene actualmente ~ 130.000 entradas
(mayo de 2017) y esta gestionado por la organizacion Worldwide Protein Data Bank
(Burley et al., 2017).

Ademas, para realizar el acoplamiento molecular se utiliza el programa PyRx
(https://pyrx.sourceforge.io/) con licencia BSD, un programa de codigo abierto con

una interfaz de usuario intuitiva que esta escrito en el lenguaje de programacion
Python y puede ejecutarse en cualquier computadora, permite la deteccién virtual
para el descubrimiento computacional de farmacos, que se puede utilizar para
analizar bibliotecas de compuestos frente a posibles dianas de farmacos. Ademas,
el programa PyRx utiliza una gran cantidad de programas de codigo abierto
incluyendo el programa AutoDock Vina con el cual se realiza el acoplamiento

molecular (Dallakyan & Olson, 2015).

26


https://www.rcsb.org/
https://pyrx.sourceforge.io/

l1l. JUSTIFICACION
De acuerdo con la FAO, se considera que las leguminosas tienen un elevado
contenido de nutrientes. Entre las mas consumidas en todo el mundo se destacan
los frijoles (Phaseolus vulgaris), los garbanzos (Cicer arietinum L.) y las habas (Vicia
faba L.) (FAO, 2016).

Las habas son legumbres que contienen compuestos fendlicos con capacidad
antioxidante, sin embargo, hay pocos reportes sobre el efecto de la germinacion
sobre este cultivo, siendo dicho proceso, un proceso sencillo para el incremento de
compuestos fendlicos, por lo que es una técnica importante para el incremento y
posible biodisponibilidad de estos compuestos (Guzman-Ortiz et al., 2017) que
potencialmente presentan efectos positivos contra la obesidad a distintos niveles de
estudio como in vitro, in vivo y clinico. Aun asi, es importante indicar el posible efecto

de estos bajo modelos predictivos in silico.

El sobrepeso y la obesidad es una de las patologias con mayor incidencia; de
acuerdo con la OMS en el afio 2016, el 39% de las personas adultas de 18 o mas
afos tenian sobrepeso, y el 13% tenia obesidad a nivel mundial y en México un
75% tenia sobrepeso y obesidad en el afio 2018 (ENSANUT, 2020). El aumento de
tejido adiposo caracteristico del sobrepeso y obesidad, (adipogénesis) se presenta
generando un aumento tanto en tamafio como en numero de los preadipocitos y en
la generacion de adipocitos maduros mediante un proceso de diferenciacion
(Aranaz etal.,, 2019). El proceso de adipogénesis es un proceso que esta
estrechamente regulado por activaciones secuenciales de distintos factores
transcripcionales, como el receptor gamma activado por proliferador de
peroxisomas (PPARy) el cual induce la expresion de genes implicados en el

almacenamiento de lipidos y ademas contribuye a la maduracion de adipocitos.

Por lo tanto, el estudiar mecanismos de regulacion del sobrepeso y obesidad
mediante compuestos bioactivos presentes en alimentos, es importante para
generar nuevo conocimiento y empleo de distintos modelos que beneficien a
aminorar esta epidemia. Por ende, la relevancia de estudiar el efecto
antiadipogénico in silico de diversos compuestos fendlicos presentes en extractos

de germinados de haba (Vicia faba L.) y sus glicésidos (metabolitos de digestion).
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V. HIPOTESIS
Los compuestos fendlicos extraidos de germinados de haba (Vicia faba L.), asi

como sus metabolitos de digestion, presentan un efecto antiadipogénico in silico.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar el efecto antiadipogénico in silico de compuestos fendlicos presentes en

extractos de germinados de haba (Vicia faba L.), y sus metabolitos de digestion.

5.2 Objetivos especificos
1. Evaluar el contenido de compuestos fendlicos en cuatro diferentes extractos

de germinados de haba (Vicia faba L.).

2. Analizar la actividad antioxidante en cuatro diferentes extractos de

germinados de haba (Vicia faba L.).

3. Evaluar el efecto antiadipogénico in silico de compuestos fendlicos presentes
en extractos de germinados de haba (Vicia faba L.), y sus metabolitos de

digestion, sobre el receptor PPARYy.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Disefio del estudio
Disefio de estudio experimental, descriptivo, analitico y transversal.

6.2 Estrategia general del desarrollo del estudio
En el diagrama de flujo 1 se muestra el esquema general del analisis de habas (Vicia

faba L.) y las determinaciones planteadas en los objetivos especificos de esta

investigacion.

( )

1) Germinacion de semillas maduras
de haba (Vicia faba L.).

\ v
r )

2) Obtencion de los extractos de
germinados de haba segun (Jiménez-
Escrig, 2001).

\ v
r /)

3) Determinacion de compuestos
fendlicos totales por método Folin-
Ciocalteu (Lopez-Contreras et al., 2015).

\ »
r E—

4) Determinacion de la capacidad
antioxidante por método DPPH segun
(K. Thaipong, 2006).

\. -

,
5) Determinacion de actividad
antiadipogénica in silico de compuestos
fendlicos presentes en germinados de
haba (Vicia faba L.) y sus metabolitos de
digestion segun (Aranaz et al., 2019).

\

Figura 8. Diagrama de flujo de la estrategia general del desarrollo del

estudio.
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6.3 Materiales y reactivos empleados para la realizacion del estudio.
Tabla 5. Materiales de laboratorio

Materiales

e Bolsas de polietileno e Tubos de ensayo con rosca
e Vasos de precipitado e Frascos de vidrio con tapa.
e Matraces Erlenmeyer e Espétulas metdlicas
e Probetas 10, 50, 100y 1000 mL e Varillas de vidrio
e Tubos de plastico con tapa 15y 50 mL. e Agitadores magnéticos
e Tubos de ensayo e Desecador de vidrio
e Puntas para micropipeta e Frascos de vidrio ambar

e Guantes

e Lentes de protecciéon

e Cubreboca

Equipo

e Homogeneizador mill-IKA universal M20 e Refrigerador (-80, -20°C)
e Horno Felisa FE-292D e Centrifuga
e Extractor-Goldfish LABCONCO e Campana de flujo laminal nivel 2
e Vortex Mixer Labnet S0200 (AirClean ® Systems).

e Espectrofotdmetro

Reactivos

e Agua destilada e Reactivo de DPPH
e FEtanol e Metanol
e Hipoclorito de sodio e Reactivo FRAP
e Metanol/agua
e HCI
e Acetona/agua
e Reactivo de Folin Ciocalteu
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6.4 Método para la germinacion de semillas de haba (Vicia faba L.)
Para llevar a cabo el proceso de germinacion en las habas (Vicia faba L.), primero

se desinfectaron por inmersion con etanol al 70% durante 2.5 minutos, seguido de
hipoclorito de sodio al 2.5% durante 15 minutos. El etanol y el hipoclorito de sodio
se eliminaron con cuatro enjuagues de agua estéril. Después de la desinfeccion, las
habas se hidrataron en agua a 18 °C + 2 durante 17 horas. Posteriormente, se
elimind el agua. Las habas se germinaron en oscuridad en placas de Petri estériles
a 18°C + 2 con papeles de filtro Whatman nimero 2, humedecidos con agua estéril
durante una semana. Las habas se analizaron en cuanto a materia seca,
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante a lo largo del tiempo.
Dependiendo de su tamafio y peso, 3 semillas de haba representan una réplica. Se
realizaron de tres a seis réplicas para cada ensayo (Cevallos-Casals & Cisneros-
Zevallos, 2010).

6.5 Método para la obtencion de extractos de germinados haba (Vicia faba L.)
La obtencion del extracto se realizé de acuerdo con la metodologia adaptada de

(Jiménez-Escrig, A., Jiménez-Jiménez, |., Pulido, R., & Saura-Calixto, F, 2001).
Inicialmente, se utilizé 1 g del haba germinada molida y se colocé en tubo con 40
mL de metanol/agua (50:50), ademas se afiadié HCI 1M para llegar a un pH final de
2.0. Posteriormente, se agitdé el tubo a temperatura ambiente por 1 hora. Se
centrifugd a 3,000 rpm por 10 min y se recupero el sobrenadante. Al residuo que se
obtuvo tras la primera centrifugacion, se le adicion6 40 mL de acetona/agua (70:30)
en 3 lavados en total (13, 13 y 14 mL), repitiendo los pasos de agitacion y de
centrifugacion. Finalmente, se mezclaron los extractos, para liofilizarlos vy

almacenarlos en oscuridad a -20 °C hasta su uso (Jiménez-Escrig et al., 2001).

6.6 Método para determinacion de compuestos fendlicos totales
Los compuestos fendlicos fueron analizados a partir de los extractos metanadlico-

aceténico. Se utilizé el método Folin-Ciocalteu para determinar la cantidad de

compuestos fendlicos solubles totales (Lopez-Contreras et al., 2015).
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Primero se realizé la solucion de stock de acido galico donde se pesaron 0.05 g de
acido galico en un matraz aforado a 10 mL y después se agregaron 1 mL de etanol
y se aforé con 10 mL de H20 destilada. Para la determinacion, se filtro 1 mL del
extracto obtenido en membrana de celulosa 0.45 pum, después 100 pL de muestra
o blanco o estandar + 0.75 mL de reactivo de Folin Ciocalteu 0.2N, se agregaron
0.75 mL de solucién de carbonato de sodio al 6%, se agitd y dejé a temperatura
ambiente 90 min (oscuridad), se leyo la absorbancia a 760 nm y por altimo se realizo

la curva de calibracion con acido galico en concentraciones de 10 a 100 mg/L.

6.7 Método para la determinacién de la capacidad antioxidante
Para la determinacién de la capacidad antioxidante por el método de DPPH, se

pesaron 0.0024 g del reactivo de DPPH y se aforaron a 100 mL con metanol
(solucion a 60 uM) y la absorbancia del reactivo se ajusté a 0.7 en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm. Para la preparacion de la
muestra, a 0.2 mL de extracto se le agregaron 3.3 mL del reactivo de DPPH, se
dejaron reaccionar por un periodo de 30 minutos a temperatura ambiente y
finalmente se leyeron las absorbancias a 517 nm. Los resultados se expresaron
como micromoles de equivalentes Trolox por gramo de muestra (umoITE/Q)
utilizando una curva de calibracién de Trolox (0-200 pymol/L). Este ensayo se realiz6
de acuerdo con lo descrito por (Thaipong, K., Boonprakob, U., Crosby, K., Cisneros-
Zevallos, L., & Hawkins Byrne, D, 2006). con modificaciones de (Lopez-Contreras
et al. 2015).

6.8 Método in silico para la determinacién de la actividad sobre adipogénesis
Inicialmente se obtuvo informacién sobre los principales polifenoles presentes en

haba (Vicia faba L.), y los metabolitos de la digestidon de éstos, por medio de distintas

bases de datos como Phenol-Explorer (http:/phenol-explorer.eu/) que es la primera

base de datos completa sobre el contenido de polifenoles en los alimentos con mas
de 35.000 valores de contenido para 500 polifenoles diferentes en mas de 400

alimentos.
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La base de datos del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA)

(https://www.usda.gov/) la cual desarrolla y ejecuta politicas de ganaderia,

agricultura y alimentacion, almacena informacion del contenido nutricional de

alimentos, como los principales compuestos fenélicos presentes en haba. PhytoHub

(http://phytohub.eu/) una base de datos que contiene informacion detallada sobre

los fitoquimicos dietéticos y sus metabolitos y FooDB (https://foodb.ca/) que genera

informacion de compuestos presentes en los alimentos (lvey, K. L., Croft, K., Prince,
R. L., & Hodgson, J. M, 2016). Posteriormente, para realizar la determinacién de la
capacidad antiadipogénica de los compuestos fenodlicos y los metabolitos de
digestion, se implementd un ensayo de acoplamiento molecular in silico, el cual
permitié determinar la afinidad de union de los compuestos y los metabolitos con el
receptor PPARYy. De acuerdo con la metodologia de (Aranaz et al., 2019), se utilizé
la estructura tridimensional de PPARYy en la secuencia 1PRG obtenida del Protein

Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) que desde 1971 ha servido como un

depdsito de informacion sobre las estructuras 3D de proteinas, acidos nucleicos y

ensamblajes complejos (Burley et al., 2017).

Una vez obtenida la estructura 3D del receptor PPARYy, las estructuras 3D de los
compuestos fendlicos y los metabolitos de digestion, se obtuvieron en formato SDF
de la base de datos PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) del Instituto

Nacional de Salud (NIH) creada en 2004 como un recurso de informacion quimica

clave para cientificos (Wang et al., 2009).

Para poder emplear los compuestos y los metabolitos obtenidos de PubChem se
transformaron a formato MOL2 por medio del programa Avogadro

(https://avogadro.cc/) con licencia publica general GNU, un visualizador y editor de

moléculas que permite visualizar las estructuras de los compuestos en formato 3D
(Hanwell et al., 2012), posterior a el cambio de formato de los compuestos, pudieron

ser utilizados y realizar el acoplamiento molecular utilizando el programa PyRXx.

PyRx (https://pyrx.sourceforge.io/) con licencia BSD, es un programa que permite la

deteccién virtual para el descubrimiento computacional de farmacos, se puede
utilizar para analizar bibliotecas de compuestos frente a posibles dianas de

farmacos.
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Ademas, el programa PyRx utiliza una gran cantidad de programas de cdodigo

abierto incluyendo el programa AutoDock Vina (http://vina.scripps.edu/) con licencia

apache, con el cual se realiza el acoplamiento molecular (Dallakyan & Olson, 2015).
El programa PyRx se utilizé para emplear el programa AutoDock Vina creado por el
Dr. Oleg Trott en el Laboratorio de Graficos Moleculares del Instituto de
Investigacion Scripps, el cual permitié ejecutar la deteccién virtual de la afinidad de
unién entre los compuestos fendlicos y los metabolitos de digestion con el receptor
PPARYy ( Trott, O., & Olson, A. J., 2010). La afinidad de unién que presentaron los
compuestos fendlicos y los metabolitos con el receptor PPARy se obtuvo mediante
los valores de energia libre de unién expresada en (Kcal/mol), la cual es
representativa de la precision con la cual los compuestos fendlicos y los metabolitos
se unieron a PPARYy, valores de energia de unibn mas bajos (mas negativos)
corresponden a una unidon mas favorable, a una modulacion mayor y a un posible
efecto antiadipogénico, mientras que los valores mas cercanos a 0 son menos

favorables.

6.9 Plan de andlisis
El analisis estadistico que se aplicO en este proyecto de investigacion fue un

analisis descriptivo que incluyé promedios, desviacion estandar, coeficientes de

variacion y comparacion de medias por prueba ANOVA.

6.10 Etica
Toda la informacion generada de este trabajo es propiedad de la UANL, por lo que

se guardara la confidencialidad de los datos.

6.11 Implicaciones y medidas de bioseguridad
Para el desarrollo de la metodologia se contemplo el uso correcto de las normas y

reglas de seguridad del Laboratorio de Alimentos del Centro de Investigacion en
Nutricion y Salud Publica de la Facultad de Salud Publica y Nutricion. El proyecto
de investigacion fue registrado como 19-FaSPyN-AG-04.TP, siendo revisado por el

comité de la Maestria en Ciencias en Nutricion.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Rendimiento de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)
A partir de la germinacion de las semillas de haba se obtuvieron los extractos

correspondientes a cada dia, asi como sus respectivos rendimientos de

compuestos fendlicos con la extraccidn alcohdlica-acetonica descrita (tabla 6).

Tabla 6. Rendimientos de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)

Extracto Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6

Rendimiento 25.93 £ 7.85¢ 20.73 £10.81° 22,91 + 14.55° 17.80 £ 6.212
Promedio (%)

Valores expresados como media * desviacion estandar (n=3).

&€ Superindices diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0.05).

Los rendimientos fueron similares entre cada uno de los dias de germinacion en las
réplicas analizadas, sin embargo, se presento diferencia significativa (p<0.05) entre
los distintos dias.

7.2 Polifenoles totales de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)
La concentracion de los compuestos fendlicos totales presentes en los germinados

de haba, presentd un incremento constante conforme a los dias de germinacion,
siendo el sexto dia el de mayor concentracion, duplicando la concentracion
respecto al dia cero; estos valores presentaron una diferencia significativa (p<0.05),
por lo tanto, el efecto de la germinacién en las semillas de haba en relacion con el

aumento de compuestos fendlicos fue significativo, duplicandose del dia 0 al dia 6.
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Tabla 7. Polifenoles totales de extractos de germinados de haba (Vicia fabaL.)

Polifenoles totales de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)

Dia de germinado

Concentracion (mg Equivalentes de acido galico/ litro)

0 793 +£11.27°
2 710 £ 13.232
4 1,266 + 12.49¢
6 1,697 £ 17.69¢

Valores expresados como media + desviacién estandar (n=3).

a¢ Superindices diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

7.3 Actividad antioxidante de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)
La concentracion de la actividad antioxidante en los extractos de germinados de

haba present6 un incremento constante de los dias 0 a 4 de germinacion, siendo el

cuarto dia el que present6 diferencia significativa (p<0.05) respecto a los demas

dias. El dia 6 disminuy0 respecto al dia 4, presentando valores estadisticamente

similares al dia O y 2.

Tabla 8. Actividad antioxidante de extractos de germinados de haba (ViciafabalL.)

Actividad antioxidante de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)

Dia de germinado

Concentracién (UME Trolox)

0 682.08 + 43.032
2 692.58 + 25.242
4 705.75 + 24.64b
6 699.92 + 27.502

Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3).

ab Superindices diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05).
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7.4 Método In silico para la determinacion de la actividad sobre adipogénesis
En la tabla nimero 9, se observan los principales compuestos fendlicos presentes

en haba, reportados en la literatura por (Haytowitz, D.B., Wu, X., Bhagwat, S, 2018).
Ademas, de sus valores de energia de unién con el receptor PPARYy, los cuales se
obtuvieron utilizando el método in silico mediante un diagnostico con
DockingServer.

Tabla 9. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas
por DockingServer.

Compuestos Contenido en semillas de haba mg / Energia de union
fendlicos 100 g, porcidn comestible, segln la (Kcal/mol)
USDA
Acido cafeico* 14.1 a 0.52 mg/100 g peso seco -7.8
Acido galico * 1.62 mg/100 g peso seco -6.0
Luteolina ¢ 0.70 mg/ 100 g, porcion comestible -7.6
Miricetina 2.60 mg/ 100 g, porcion comestible -7.7
Quercetina 2.00 mg/ 100 g, porcién comestible -7.4
Apigenina* 16.8 a 0.89 mg/ 100 g, porcién comestible -7.5
Kaempferol * 1.26 a 0.91 mg/ 100 g, porcién comestible -6.0
y presencia de numerosos glucésidos
Catequina 14.29 mg/ 100 g, porcién comestible -7.7
Epicatequina 28.96 mg/ 100 g, porcidon comestible -7.2
Resveratrol * 2.9 mg/ 100 g, porcion comestible -6.8

*Valente et al., 2018, " Kalogeropoulos et al., 2010, ¢ Kwon et al., 2018, * Baginsky et al., 2013.

Como se observa en la tabla namero 9, los polifenoles con mayor energia negativa
(presentan mayor interaccion) de uniéon hacia PPARYy, como el acido cafeico,
miricetina, catequina y luteolina, con valores de -7.8, -7.7, -7.7 y -7.6 Kcal/mol
respectivamente. Sin embargo, todos los polifenoles presentaron una energia de
union a PPARy mayor a -5 Kcal/mol, lo que significa que todos presentan fuerte
interaccién hacia PPARYy.
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En la figura nimero 9 se esquematiza el sitio de union del compuesto fendlico

apigenina con la estructura del receptor PPARYy, con una afinidad de -7.5 Kcal/mol.

Figura 9. Unién de estructura 3D de apigenina con la estructura de PPARYy.

A continuacién, se presentan los glicésidos para cada uno de estos polifenoles y
sus energias de union obtenidas utilizando el método in silico mediante un
diagndstico con DockingServer.

En la tabla numero 10, se observa la energia de unién a PPARYy de quercetina 'y sus
glicésidos.
Tabla 10. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Quercetinay sus glicésidos).

Quercetinay sus glicésidos Energia de union (Kcal/mol)
Aglicona (Quercetina) -7.4
Quercetin-3-O-glucurénido -8.0
Quercetin-4-O-glucurénido -8.1
Quercetin-3-O-sulfato -7.3
Tamarixetina -7.5
Isorhamnetina -7.6
Quercetin-7-O-glucésido -8.9
Quercetin-3-0O-glucosido 7-O-ramnosido -8.5
Quercetin-3-metil éter 7-glucurdénido -8.4
Quercetin-5-glucésido -8.3
Quercetin-3-galacturénido -8.5
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Los valores de energia de union son de hasta -8.9 kcal/mol como lo es en el caso
de la Quercetin-7-O-glucésido. La Quercetin-3-O-sulfato es la que presenta menor

energia de union con PPARYy al presentar un valor de -7.3 Kcal/mol.

En la figura nimero 10 se esquematiza el sitio de union del metabolito Quercetin-
7-O-glucdsido con la estructura del receptor PPARYy, siendo el que presenta la

mayor afinidad de unién con un valor de -8.9 Kcal/mol.

Figura 10. Uni6n de estructura 3D de Quercetin-7-O-glucésido con la estructura de
PPARYy.

En la tabla nimero 11, se observa la energia de unién a PPARy de miricetina y sus
glicésidos.
Tabla 11. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Miricetina 'y sus glicosidos).

Miricetinay sus glicosidos Energia de union (Kcal/mol)
Aglicona (Miricetina) -1.7
Miricetin 3-O-ramndsido -7.3
Miricetin 3-galactdsido -7.6
Miricetin 3-ramnosido -7.8
Miricetin 3-O-glucurénido -8.0
Miricetin 3-rutindsido -9.7
Miricetin 7-O-glucurénido -9.1
Miricetin 3-O-galactoésido -8.4
Miricetin 5-O-glucurénido -8.6
Miricetin 7-glucdsido -9.2
Miricetin 3-ramndsido-7-glucdsido -8.8
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Como muestra la tabla, Miricetin 3-rutindsido presenta mayor energia de union
hacia PPARYy con un valor de -9.7 Kcal/mol, siendo Miricetin 3-O-ramndsido el que

presenta menor energia de union con PPARYy al tener un valor de -7.3 Kcal/mol.

En la figura nimero 11 se observa la Miricetin 3-rutindsido y su sitio de unién con
PPARYy, presentando una mayor afinidad de unién con un valor de -9.7 Kcal/mol,

en comparacion con los otros glicosidos de miricetina.

Figura 11. Unién de estructura 3D de Miricetin 3-rutinésido con la estructura de
PPARYy.

En la tabla numero 12, se observa la energia de union a PPARYy de catequina y sus
glicésidos.
Tabla 12. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Catequinay sus glicésidos).

Catequinay sus glicésidos Energia de unién (Kcal/mol)
Aglicona (Catequina) -7.7
Acido 4 — hidroxifenolacético -5.4
Catequin 7-O-galato -9.3
Catequin 5-O-galato -9.0
Catequin-7-O-glucdsido -8.7
Catequin 5-glucésido -7.6
Catequin 3'-O-galato -8.6
Catequin 4'-O-galato -9.8
Catequin 3'-glucésido -8.1
(+)-Catequin 6-C-galactésido -8.8
(+)-Catequin 6-C-ramnosido -8.8
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Como se observa Catequin 4'-O-galato es el glicésido que presenta mayor energia
de unién hacia PPARYy con un valor de -9.8 Kcal/mol, presentando mayor energia
de union que la misma catequina con un valor de -7.7 Kcal/mol.

En la figura nUmero 12 se presenta el sitio de unién de Catequin 4'-O-galato con la

estructura del receptor PPARYy.

Figura 12. Union de estructura 3D de Catequin 4'-O-galato con la estructura de
PPARYy.

En la tabla numero 13, se observa la energia de unién a PPARy de epicatequina y
sus glicésidos.

Tabla 13. Valores de energia libre para las interacciones de ligando-proteina

predichas por DockingServer (Epicatequinay sus glicosidos).

Epicatequinay sus glicésidos Energia de unién (Kcal/mol)
Aglicona (Epicatequina) -7.2
Epicatequin-3'-glucurénido -8.7
Epicatequin-7-glucurénido -8.7
Epicatequin-4'-sulfato -8.5
Epicatequin-3-galato -7.9
Epicatequin-5-sulfato -7.7
4'-O-Metil-(-)-epicatequin 3'-O-glucurénido -8.1
Epicatequin-3'-sulfato -7.9
(-)-Epicatequin-5-galato -9.0
(-)-Epicatequin-sulfato -7.0
4'-Metilepicatequin -7.3
3'-O-Metil-(-)-epicatequin 7-O-glucurénido -8.7
4'-O-Metil-(-)-epicatequin-7-O-sulfato -7.5
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Como se observa en la tabla numero 13, el metabolito (-)-Epicatequin-5-galato es
el que presenta mayor energia de uniéon hacia PPARYy con un valor de -9.0 Kcal/mol,

la epicatequina presento una energia menor con -7.2 Kcal/mol.

En la figura numero 13 se puede observar el sitio de union del metabolito (-)-

Epicatequin-5-galato con la estructura del receptor PPARYy.

Figura 13. Unién de estructura 3D de (-)-Epicatequin-5-galato con la estructura de
PPARYy.

En la tabla numero 14, se observa la energia de unién a PPARYy del &cido cafeico y
sus glicésidos.
Tabla 14. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Acido cafeico y sus glicosidos).

Acido cafeico y sus glicésidos Energia de union (Kcal/mol)
Aglicona (Acido cafeico) -7.8
Acido cafeico 3-glucésido 7.1
Acido cafeico 3-sulfato -6.6
Acido cafeico 3-O-glucurénido -7.4
Acido cafeico 4-O-glucurénido -7.8
Acido cafeico 4-sulfato -6.6

En la tabla nimero 14 el Acido cafeico 4-O-glucurénido es el que presenta mayor
energia de unién hacia PPARYy con un valor de -7.8 Kcal/mol, presentando el mismo
valor que el acido cafeico.

En la figura nimero 14 se esquematiza el sitio de unién del Acido cafeico 4-O-

glucurénido con la estructura del receptor PPARY.
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Figura 14. Union de estructura 3D de Acido cafeico 4-O-glucuronido con la
estructura de PPARYy.

En la tabla nimero 15, se observa la energia de uniéon a PPARYy de luteolina y sus
glicésidos.

Tabla 15. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Luteolinay sus glicésidos).

Luteolinay sus glicosidos Energia de union (Kcal/mol)
Aglicona (Luteolina) -7.6
Luteolin 3'-O-glucurénido -8.8
Luteolin 7-glucurénido -9.0
Luteolin 3'-O-glucésido -8.7
Luteolin 4'-O-glucosido -8.3
Luteolin 5-glucurénido -8.4
Luteolin 7-sulfato -8.2
Luteolin 4'-sulfato -8.5
Luteolin 3'-metil éter 7-glucurénido -8.6
Luteolin 4'-metil éter 3'-sulfato -8.0
Luteolin 7-rutinésido-4'-glucésido -8.7

Como se muestra en la tabla nimero 15, los valores de energia de union son de
hasta -9.0 Kcal/mol como lo es en el caso de la Luteolin 7-glucurénido, presentando
mayor energia de union que la misma luteolina.

En la figura nimero 15 se esquematiza el sitio de union de la Luteolin 7-glucurénido

con la estructura del receptor PPARYy.
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Figura 15. Union de estructura 3D de Luteolin 7-glucurénido con la estructura de
PPARYy.

En la tabla numero 16, se observa la energia de union a PPARYy de la apigenina y
sus glicosidos.

Tabla 16. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Apigeninay sus glicésidos).

Apigeninay sus glicésidos Energia de union (Kcal/mol)
Aglicona (Apigenina) -7.5
Apigenin 4'-glucésido -8.2
Apigenin 7-O-beta-D-glucésido -9.2
Apigenin 7-glucurénido -8.9
Apigenin 7-sulfato -8.2
Apigenin 5-glucdsido -8.1
Apigenin 4'-glucurénido -8.2
Apigenin 7-O-glucésido -8.9
Apigenin 7-galactésido -9.1
Apigenin 5-galactésido -7.9
Apigenin 4'-sulfato 7-glucurénido -9.6

En la tabla 16, los valores de energia de union son de hasta -9.6 Kcal/mol como lo
es en el caso de la Apigenin 4'-sulfato 7-glucurénido, presentando -2.1 Kcal/mol
mas de energia de unién que la Apigenina.

En la figura nUmero 16 se presenta el sitio de union de Apigenin 4'-sulfato 7-

glucurénido con la estructura del receptor PPARY.
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Figura 16. Unién de estructura 3D de Apigenin 4'-sulfato 7-glucurénido con la

estructura de PPARYy.
En la tabla numero 17, se observa la energia de union a PPARy del kaempferol y

sus glicosidos.

Tabla 17. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Kaempferol y sus glicésidos).

Kaempferol y sus glicésidos

Energia de union (Kcal/mol)

Aglicona (Kaempferol) -6.0
Kaempferol-3-O-glucurénido -8.4
Kaempferol 7-O-glucésido -8.3
Kaempferol 7-O-glucurénido -8.6
Kaempferol 3-glucurénido -7.9
Kaempferol-3-O-galactdsido -7.4
Kaempferol 5-O-glucurénido -8.3
Kaempferol 3-O-sulfato -7.2
Kaempferol 3-glucurénido-7-sulfato -8.2
Kaempferol 3-glucésido-7-galactésido -8.3
Kaempferol 7-galactésido -9.0

Como se observa en la tabla namero 17, el Kaempferol 7-galactésido es el

glucdsido que presento mayor energia de unién con el receptor PPARy con un valor

de -9.0 Kcal/mol, con -3.0 Kcal/mol mas de energia de union que el propio

kaempferol.

En la figura nimero 17 se esquematiza el sitio de unién de Kaempferol 7-

galactosido con la estructura del receptor PPARYy.
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Figura 17. Unién de estructura 3D de Kaempferol 7-galactésido con la estructura de

PPARY.

En la tabla nUmero 18, se observa la energia de union a PPARYy del resveratrol y

sus glicosidos.

Tabla 18. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Resveratrol y sus glicésidos).

Resveratrol y sus glicésidos

Energia de union (Kcal/mol)

Aglicona (Resveratrol) -6.8
Resveratrol-3-O-sulfato -7.5
Resveratrol-4'-O-glucurénido -8.1
Resveratrol 4-glucdsido -7.9
Cis-Resveratrol 3-O-glucurénido -8.2
Trans-Resveratrol-3,5-disulfato -7.6
Trans-Resveratrol 3-O-b-D-glucurénido -8.2
Cis-Resveratrol 4'-O-beta-D-glucurénido -8.0
Resveratrol-3,4'-disulfato -7.8
Trans-Resveratrol-3-O-beta-glucésido -7.9
Resveratrol 3-glucdsido -8.1

En la tabla anterior se observa que los valores de energia de unién son de hasta -

8.2 Kcal/mol, como es en el caso del Trans-resveratrol 3-O-b-D-glucurénido y de

Cis-resveratrol 3-O-glucuronido, siendo los que presentan mayor interaccion con el

receptor PPARYy.

En la figura niumero 18 se presenta el sitio de union del Cis-resveratrol 3-O-

glucurénido con la estructura del receptor PPARY.
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Figura 18. Union de estructura 3D de Cis-resveratrol 3-O-glucurénido con la
estructura de PPARYy.

En la tabla numero 19, se observa la energia de union a PPARy del acido galico y

sus glicosidos.

Tabla 19. Valores de energia libre para las interacciones ligando-proteina predichas

por DockingServer (Acido galico y sus glicosidos).

Acido gélico y sus glicésidos Energia de unién (Kcal/mol)
Aglicona (Acido gélico) -6.0
Acido galico trisulfato -6.8
Acido gélico presulfato -6.9
Acido gélico 4-éster hidroxifenetilico -7.0
Acido galico propil -6.3
Acido gélico 3-galoil -7.0

En la tabla numero 19 los valores de energia de union de los glicésidos son de
hasta -7.0 Kcal/mol como lo es en el caso del Acido galico 4-éster hidroxifenetilico
y acido galico 3-galolil, los cuales presentan mayor energia de uniéon que la misma

aglicona con -6.0 Kcal/mol.

En la figura nimero 19 se esquematiza el sitio de union del metabolito Acido gélico

3-galoil con la estructura del receptor PPARYy.
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Figura 19. Union de estructura 3D de Acido galico 3-galoil con la estructura de
PPARYy.

VIIl. DISCUSION

8.1 Rendimiento de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)
El rendimiento de los extractos de germinados de haba en este estudio va del

17.80% como el menor rendimiento que se obtuvo, hasta el 25.93%, siendo el
rendimiento de mayor porcentaje. De acuerdo con otros estudios como el de Do y
colaboradores (2014) y Navarro del Hierro y colaboradores (2018), el rendimiento
de los extractos mejor6 de acuerdo con la cantidad de agua que se utilizd,
observandose que, a mayor agua, mayor rendimiento del extracto; sin embargo,
extractos con mayor etanol mostraron mayor actividad antioxidante y mayor
contenido de polifenoles, teniendo un mayor rendimiento con acetona/agua (50:50).
En los extractos obtenidos en este estudio, se utilizaron metanol/agua (50:50) y
acetona/agua (70:30) como solventes, de acuerdo con la metodologia establecida.
Puede ser que por esta razén se presentara poca variacion en el rendimiento de
los extractos de los distintos dias de germinacién (Do et al., 2014; Navarro del
Hierro et al., 2018).

El rendimiento de los extractos etanol/agua en el estudio de (Navarro del Hierro
et al., 2018) fueron menores en comparacion con nuestro estudio, sin embargo, el
extracto con agua en soya presentdé mayor rendimiento en comparacién con
nuestro estudio. En el caso del estudio de Do y colaboradores (2014), los extractos
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50/50 y 75/25 de etanol/agua y 50/50 y 75/25 de acetona/agua presentaron mayor

rendimiento en comparacion con nuestro estudio.

El estudio de Navarro del Hierro y colaboradores (2018), evalud el rendimiento de
distintas leguminosas en extractos con distintos solventes, se observé que la soya
presentd un mayor rendimiento en el extracto que se realizé solamente con agua,
con etanol/agua y solo con etanol, quizd sea debido a la alta concentracion de
fosfolipidos en esta leguminosa. El extracto en soya con etanol como solvente fue
el que presento mayor contenido de compuestos fendlicos, en el caso de las
lentejas el extracto con etanol/agua fue el que presentd mayor contenido. Estos
resultados, se relacionan con los de este estudio y como se observa puede existir
diferencia de acuerdo con el tipo de leguminosa que se esta utilizando y a la
proporcion de agliconas y compuestos fendlicos conjugados por la diferencia de

solubilidad.

8.2 Polifenoles totales de extractos de germinados de haba (Vicia faba L.)
Se encontraron similitudes en el contenido de compuestos fendlicos presentes

conforme a los dias de germinacion en distintas variedades de leguminosas. En un
estudio elaborado por Saleh y colaboradores (2019), se observd un
comportamiento similar, al presentar un incremento constante en flavonoides vy
fenoles, como el &cido gélico y quercetina, manteniendo un incremento constante
conforme a los dias de germinacién, siendo el dia 6 el que presentd un mayor

contenido de compuestos fendlicos en comparacion con los demas dias.

Un estudio elaborado por Baginsky y colaboradores (2013), evalu6 el contenido de
compuestos fendlicos en distintas variedades de habas cultivadas en Chile, el
contenido total de compuestos fendlicos oscilé entre 817 y 1337 mg equivalente de
acido galico por Kilogramo en habas no germinados. En comparacién con nuestro
estudio, las habas en el dia 0 de germinacidn presentaron una concentracion de
793 mg equivalente de acido galico por litro de extracto, presentando una similitud

con el rango inicial presentado en las habas cultivadas en Chile.

En otro estudio elaborado por Mekky y colaboradores (2020), se realiz6 una

comparacion del contenido de compuestos fendlicos totales de 3 distintos cultivos
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de habas sin germinar y con 8 dias de germinacion. Los germinados de haba
Nuburia presentaron un incremento 4 veces mayor a las habas sin germinar; en el
caso de los germinados de haba Giza presentaron un incremento 3 veces mayor y
en el caso de los germinados de haba Sakha un incremento del doble en
comparacion con las habas sin germinar. En nuestro estudio los germinados de
haba al dia 6, presentaron un incremento del doble en el contenido de compuestos

fendlicos totales en comparacion con las habas sin germinar.

Aunque las leguminosas y sus compuestos fendlicos han sido ampliamente
estudiados, en el caso del haba germinada hay poca informaciéon en la literatura
cientifica. Por lo tanto, ademas de comparar el contenido de compuestos fendlicos
presentes en haba y haba germinada, también se compara el contenido de

polifenoles totales en distintos tipos de germinados de leguminosas comerciales.

De acuerdo con (Aguilera et al., 2013) leguminosas como el chicharo de vaca, frijol
Jack, Dolichos y Mucuna presentaron una concentracion mayor de compuestos
fendlicos una vez que pasaron por un proceso de germinacion. El chicharo de vaca
paso de una concentracion de 3.30 mg Equivalentes de &cido galico/ gramo en
peso seco a 3.70 mg GAE/q, el frijol Jack de 2.30 mg GAE/g a 3.60 mg GAE/g,
Dolichos de 0.72 mg GAE/g a 1.70 mg GAE/g y Mucuna de 37.40 mg GAE/g a
46.30 mg GAE/g. Con esto se observa que el proceso de germinacion en estas

leguminosas también generd un incremento en el contenido de polifenoles.

En otro estudio realizado por (Memilla & Mishra, 2017) se observo el incremento en
el contenido de polifenoles de distintas leguminosas, como lo es el caso de la soya
con un contenido de 1.5 mg GAE/g peso seco sin germinacioén y después del
proceso de germinaciéon de 2.4 mg GAE/g, en chicharo se presentdé un aumento de
0.52 mg GAE/g a 1.0 mg GAE/qg, en el caso del frijol mungo con un aumento en la
cantidad de polifenoles de 1.0 mg GAE/g a 2.5 mg GAE/qg y por ultimo en lenteja
roja se presentd un aumento de 0.4 mg GAE/g a 1.8 mg GAE/g.
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8.3 Actividad antioxidante (DPPH) de extractos de germinados de haba (Vicia
fabaL.)

Se ha relacionado con el contenido total de polifenoles, debido a que el proceso de
germinacion genera un aumento de polifenoles totales, junto con la actividad
antioxidante (Khang et al., 2016). La actividad antioxidante de los polifenoles
presentes en alimentos como las leguminosas se han considerado como el principal
mecanismo de accién de los polifenoles (Cipolletti, M., Solar-Fernandez, V.,
Montalesi, E., Marino, M., & Fiocchetti, M, 2018).

Un estudio elaborado por (Okumura, K., Hosoya, T., Kawarazaki, K., Izawa, N., &
Kumazawa, S, 2016) evalu6 la actividad antioxidante de compuestos fendlicos
presentes en germinados de haba en comparacién con habas sin germinar y
vegetales germinados como brécoli, repollo rojo y rdbano blanco. De acuerdo con
los resultados obtenidos la actividad antioxidante de los germinados de haba es
mayor que la que presentaron el haba sin germinar y los germinados de vegetales,
siendo 7 veces mayor a la presentada por el haba sin germinar.

En otro estudio elaborado por (Mekky y colaboradores (2020) se realiz6 una
comparacion de la actividad de captacion de radicales libres por método DPPH de
3 distintos cultivos de habas sin germinar y con 8 dias de germinacion. Todos los
germinados presentaron una actividad de eliminacion de radicales libres (actividad
antioxidante) mayor en comparacion con las habas sin germinar. Los germinados
de haba Nubaria presentaron la mayor capacidad con un 77.7% de inhibicién, los
germinados de haba Sakha un 70.9% y los germinados de haba Giza un 62.3%. Lo
cual esta relacionado con el aumento de compuestos fendlicos en los germinados

de haba dentro del estudio.

Estudios como los que se presentan a continuacion han evaluado el contenido de
actividad antioxidante en distintos tipos de germinados de leguminosas, por lo que

es relevante compararlas con los resultados obtenidos en los germinados de haba.

Un estudio elaborado por (TaraseviCiené etal., 2019) evalio la actividad
antioxidante por DPPH en leguminosas como chicharo y lentejas. En el caso de las
lentejas se presentd un incremento en la actividad antioxidante del dia O al dia 1 de

germinacion, sin embargo, se presentd una disminucion en el dia 3. En el caso de
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las lentejas se presentd un incremento de casi el 400% del dia 0 al dia 1 de
germinacion, con un incremento en el dia 3 y una disminucién al dia 5. Se encuentra
relacion con los resultados obtenidos en este estudio al observar un incremento
constante en la actividad antioxidante en los primeros 3 dias de germinacion,

disminuyendo alrededor del dia 4 o 6.

En otro estudio Kapravelou y colaboradores (2020) se llevo a cabo el proceso de
germinaciéon en semillas de frijol mungo durante un periodo de 4 dias, se
distribuyeron en bandejas sobre hojas de papel de filtro y se dejaron a oscuras a
una temperatura de 30°C, no se presenté un cambio significativo en la capacidad
antioxidante de los mismos, del dia 0 al dia 3 se present6 un incremento, sin
embargo, no fue significativo (p > 0.05). Otro estudio realizado por (Khang et al.,
2016) evalu6é la capacidad antioxidante de distintos tipos de leguminosas
germinadas como la soya, frijol negro, frijol mungo, frijol adzuki y también
cacahuates evaluados mediante el método DPPH. Las leguminosas se dejaron
germinar durante 5 dias, los cacahuates presentaron la mayor capacidad
antioxidante de 32.51% siendo significativamente diferente de los demas (p < 0.05)

y los frijoles negros presentaron el menor incremento con solo un 7.44%.

De acuerdo con distintos estudios y el nuestro, se ha observado que se genera un
aumento en la capacidad antioxidante de los germinados de leguminosas en los
primeros dias de germinacion, sin embargo, en casi todos los germinados se
presenta una disminucién de la capacidad antioxidante al quinto dia, lo cual podria
estar relacionado con diferencias cualitativas y cuantitativas en el contenido de

compuestos fenolicos en las leguminosas (Taraseviciené et al., 2019).

8.4 Método in silico para la determinacion de la actividad sobre adipogénesis
Un estudio elaborado por (Encinar, J. A., Fernandez-Ballester, G. J., Galiano-lbarra,

V., & Micol-Molina, V, 2015) evalué mediante un analisis in silico el efecto de
compuestos fendlicos de origen vegetal como moduladores del receptor PPARYy.
Se observaron valores de energia de unién que van desde -10 a -11.4 Kcal/mol.
Genisteina presentd valores de -8.8 Kcal/mol, resveratrol de -7.5 Kcal/mol,
quercetina y kaempferol de -8.0 Kcal/mol, presentando una fuerza de unién
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considerable. En nuestro estudio y el estudio de (Encinar, J. A., Fernandez-
Ballester, G. J., Galiano-Ibarra, V., & Micol-Molina, V, 2015) los valores de energia
de union fueron menores a -5 Kcal/mol, por lo que presentan una fuerte fuerza de

union al receptor PPARYy.

Otro estudio in silico elaborado por Aranaz y colaboradores, (2019), donde con el
mismo método evaluaron los valores de energia libre de unién de una variedad de
compuestos fenolicos con el receptor PPARY. Los valores obtenidos van desde -
3.16 Kcal/mol en el caso de la hesperidina, -5.07 Kcal/mol en quercetina y el valor
mas alto en troglitazona con -7.23 Kcal/mol. En comparacién con nuestro estudio
los valores obtenidos presentaron una mayor afinidad al receptor PPARy con

valores de energia de unién menores a -5 Kcal/mol.

A su vez Prabhu & Rajeswari, (2018) realiz6 un analisis in silico con el cual evalu6
la afinidad de union al receptor PPARY de compuestos fendlicos como la apigenina,
quercetina, miricetina y catequina con valores de energia de unién de -8.7. -8.6, -
8.6 y -8.2 Kcal/mol, respectivamente, presentando un efecto inhibitorio de la
adipogénesis. En comparacion con nuestro estudio los valores de energia de union
por parte de la apigenina, quercetina, miricetina y catequina fueron -7.5, -7.4, -7.7,
-7.7 Kcal/mol, respectivamente. Presentando mayor afinidad los compuestos
analizados por Prabhu & Rajeswari, (2018) en comparacion con los compuestos

analizados en nuestro estudio.

Los valores de energia de union de quercetina al receptor PPARy obtenidos en el
estudio de Aranaz y colaboradores, (2019) fueron de -5.07 Kcal/mol y presentaron
una diferencia de -2.93 Kcal/mol en comparacién con los resultados obtenidos en
el estudio de (Encinar et al, 2015) con -8 Kcal/mol, presentando una menor afinidad
al receptor PPARYy por parte de la quercetina evaluada en el estudio de Aranaz y
colaboradores, (2019). Nuestro estudio presentd una afinidad de unién de -7.4
Kcal/mol teniendo de esta manera una diferencia de 0.6 Kcal/mol respecto al
estudio de (Encinar, J. A., Fernandez-Ballester, G. J., Galiano-lbarra, V., & Micol-
Molina, V, 2015) desplegando de esta manera una mayor afinidad al receptor
PPARYy en dicho estudio (Encinar, J. A., Fernandez-Ballester, G. J., Galiano-lbarra,
V., & Micol-Molina, V, 2015). Sin embargo, el estudio de Prabhu & Rajeswari, (2018)
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fue el que presentd resultados con mayor afinidad por parte de la quercetina al
receptor PPARYy con una afinidad de union de -8.6 Kcal/mol y por ende un posible
efecto antiadipogénico mayor. Los valores obtenidos de quercetina fueron distintos
en cada estudio, esto puede variar por la version del programa que se utilizg, en
nuestro caso se utilizé el mismo programa que en Aranaz y colaboradores, (2019),
sin embargo, el programa AutoDock tools se utilizé por medio de otro programa el
cual fue PyRXx, esto pudo generar una mayor precision de la afinidad y generar un

resultado distinto.

La metodologia utilizada en este estudio se baso en la utilizada por Aranaz y
colaboradores, (2019), se empleo la misma estructura tridimensional de PPARYy la
cual se encuentra en la secuencia 1PRG y se obtuvo por medio del Protein Data
Bank (PDB), en cambio en el estudio de (Encinar, J. A., Fernandez-Ballester, G. J.,
Galiano-lbarra, V., & Micol-Molina, V, 2015) se utilizo la estructura de hPPARY sin
especificar en que secuencia se encuentra también se obtuvo por medio del PDB
y en el estudio de Prabhu & Rajeswari, (2018), se utiliz6 la estructura molecular de
PPARYy (3V9V) recuperada del PDB.

Las estructuras 3D de los compuestos fendlicos utilizados en nuestro estudio se
obtuvieron de la base de datos de PubChem en formato SDF, de la misma manera
se obtuvieron por parte de Aranaz y colaboradores, (2019), y Prabhu & Rajeswari,
(2018), solo en el caso de (Encinar, J. A., Fernandez-Ballester, G. J., Galiano-
Ibarra, V., & Micol-Molina, V, 2015) se obtuvieron las estructuras en 2D en formato
SDF de la base de datos de Phenol Explorer 3.6.

Una vez obtenidas las estructuras de los compuestos fendlicos en formato SDF se
transformaron a formato MOL2 por medio del programa Avogadro para poder ser
utilizadas para el acoplamiento molecular, en Aranaz y colaboradores, (2019), se
utilizé el programa Openbabel para cambiar el formato de SDF a MOL2 de las
estructuras de los compuestos, (Encinar, J. A., Fernandez-Ballester, G. J., Galiano-
Ibarra, V., & Micol-Molina, V, 2015) utilizé el programa Marvin Suite 6.0 de
ChemAxon para convertir las estructuras SDF 2D en estructuras 3D formato mol2,

Prabhu & Rajeswari, (2018), no especifica este dato.
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Para realizar el acoplamiento molecular en este estudio se utilizo el programa PyRx
que utiliza una gran cantidad de programas de codigo abierto como el programa
AutoDock Vina, donde se realiz6 el acoplamiento, en cambio Aranaz y
colaboradores, (2019), calculé el acoplamiento molecular utilizando DockingServer

(www.dockingserver.com) que permite realizar un acoplamiento molecular

utilizando herramientas de AutoDock. Prabhu & Rajeswari, (2018), utilizo el
programa de codigo abierto AutoDock vina en el sistema operativo Linux, y (Encinar,
J. A., Fernandez-Ballester, G. J., Galiano-lbarra, V., & Micol-Molina, V, 2015)
empleo Autodock Vina el cual se configuro en un clister de Linux bajo la distribucién
ROCKS 6.1.

Las diferencias presentadas en las metodologias de los distintos estudios son
factores para presentar una variacion en la energia de union que presentaron los
compuestos fendlicos hacia el receptor PPARy. En especial en la estructura
tridimensional de PPARYy utilizada y en los programas que se utilizaron para realizar

el acoplamiento molecular.

En nuestro estudio, ademas de evaluar la afinidad de unién de los compuestos
fendlicos, también se evalu6 la afinidad de union de glicésidos (metabolitos de
digestion) de éstos, con el receptor PPARY, con el fin de evaluar a los compuestos
que putativamente, estarian produciéndose a partir de la digestion intestinal. Un
estudio elaborado por Damian-Medina y colaboradores, (2020) evalu6 la fuerza de
unién de compuestos fendlicos y metabolitos con distintos receptores como PPARY.
Uno de los metabolitos evaluados fue miricetin 3-O-glucdsido, el cual presentd una
afinidad de union de +2.12 Kcal/mol, en comparacion con nuestro estudio,
obtuvimos valores de -7.6 Kcal/mol para miricetin 3-galactésido, de -8.0 Kcal/mol
para miricetin 3-O-glucurénido y de -8.4 para miricetin 3-O-galactésido, de esta
manera los metabolitos de miricetina evaluados en nuestro estudio presentaron una
considerable mayor afinidad de union al receptor PPARy. En el mismo estudio de
Damian-Medina y colaboradores, (2020), se evaluaron metabolitos de quercetina
como quercetin 3-0 rutindsido con un valor de energia de union de -1.95 Kcal/mol
y quercetin 3-O-glucésido con un valor de energia de uniéon de +26.43 Kcal/mol,

presentando una muy baja afinidad de union a PPARy. En nuestro estudio se
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obtuvieron resultados del metabolito quercetin-7-O-glucésido con una afinidad de
unioén de -8.9 Kcal/mol y quercetin-3-O-glucdésido 7-O-ramnésido con -8.5 Kcal/mol,
por lo que los valores presentados en éste presentaron una mayor afinidad de unién

al receptor PPARYy.

Por altimo, Grzelczyk y colaboradores, (2020) evalué la afinidad de compuestos
fendlicos y sus metabolitos de digestién con el receptor PPARy, se obtuvo como
resultado que metabolitos como el acido 3-O'Cafeoilquinico, el acido 5-
Cafeoilquinico y el acido 4-O'Cafeoilquinico presentaron afinidad de -9.3, -8.2 y -
8.7 Kcal/mol hacia PPARYy, respectivamente. Se puede observar que la mayoria de
los glicosidos mencionados presentan una alta afinidad de union al receptor PPARYy
y en mucho de los casos, mayores a la presentada por parte de los compuestos

fendlicos precursores, como es el caso en nuestro estudio.
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IX. CONCLUSION
De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que el llevar a cabo un
proceso de germinacion en habas (Vicia faba L.) incrementa el contenido de
compuestos fendlicos totales, siendo el 6to dia de germinacion el de mayor
concentracion de estos, duplicando la concentracién respecto al dia 0 de

germinacion.

En el andlisis de actividad antioxidante, también se presenté un aumento constante
conforme a los dias de germinacién hasta el dia 4, sin embargo, las diferencias

entre los dias de germinacion no fueron estadisticamente significativas.

En el andlisis in silico se predijo la posible actividad antiadipogénica que presentan
los compuestos fendlicos presentes en germinados de haba, asi como sus
glicésidos. Los resultados sugieren que los compuestos fendlicos y sus glicosidos
pueden ser potentes agentes antiadipogénicos al presentar una afinidad de unién <
-5 Kcal/mol con el receptor PPARYy, siendo mayor la afinidad de unién presentada

por parte de los metabolitos.

Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para evaluar la eficacia de los
compuestos fendlicos presentes en germinados de haba, asi como sus glicésidos
como agonista de PPARYy, por lo que escalar su estudio a nivel in vitro seria crucial

para la comprobacién de esta actividad antiadipogénica.
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