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RESUMEN
Las patologias cardiovasculares representan la mayor carga de enfermedades no
transmisibles (ENT) en México y en el mundo. La génesis de estas enfermedades
tiene en comun el desarrollo de la placa aterosclerética en el tejido vascular. La
etapa temprana de la aterogénesis esta condicionada a la existencia de dislipidemia,
es decir altos niveles de colesterol y de triglicéridos asociados a altos niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LBD) y la activacién del endotelio vascular, que
favorecen la formacién de células espumosas por acumulacion de LBD oxidadas en
el endotelio vascular, lo que disminuye la produccion y biodisponibilidad del 6xido
nitrico (NO). Este ambiente aterogénico favorece la formacién y evolucion de la
placa aterosclerotica. En la etapa temprana los antioxidantes pueden inhibir la
oxidacion de las LBD e incrementar la produccion y biodisponibilidad del NO.
Alimentos que inducen nivel sanguineos bajos de colesterol y triglicéridos y que
incorporan antioxidantes a la dieta, tienen el potencial de prevenir el desarrollo del
ambiente aterogénico, disminuyendo el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares (ECV). Las leguminosas han sido descritas como alimentos con el
potencial de disminuir la aterogénesis. El mezquite es una leguminosa actualmente
subutilizada de amplia distribucion en la republica Mexicana, incluyendo el estado
de Hidalgo, cuya caracterizacion nutrimental y nutracéutica es limitada. En el
presente trabajo se analiza el valor nutrimental y el contenido de compuestos activos
en harinas de vainas de la leguminosa Prosopis laevigata. Se analiza el efecto del
consumo de dietas obtenidas por extrusion, formuladas con harinas de vaina de
mezquite, utilizando el raton C57BL/6J, un modelo de roedor con susceptibilidad al
desarrollo de ateroesclerosis y de diabetes por estrés oxidativo. Los resultados en
los analisis del perfil nutrimental y el contenido de compuestos activos definen a la
vaina de P. laevigata como un alimento con propiedades anti-aterogénicas. La dieta
a base de semilla de mezquite disminuye significativamente los niveles de colesterol
y de triglicéridos sanguineos en raton C57BL/6J, un efecto asociado con su carga
de compuestos activos como la apigenina, que da evidencia de su potencial anti-
aterogeénico in vivo. No obstante, es necesario realizar mas estudios para definir los

mecanismos moleculares que generan este efecto.



1. ANTECEDENTES.

1.1. Carga de enfermedad en el mundo y en México.

Paralelo al crecimiento econdmico, la urbanizacion y la globalizacién de las ultimas
cuatro décadas, se ha generado un cambio en la cantidad y en la calidad de la dieta
humana y en la epidemiologia de las enfermedades asociadas a ella [1]. Este
cambio, es de tal grado, que se ha convertido en uno de los mayores retos en el
area de salud a nivel mundial, pues afecta la calidad de vida de una de cada tres
personas [1].

La malnutricion se refiere a deficiencias o excesos en la dieta de los individuos, que
les acerca a un estado de enfermedad [1]. La doble carga de malnutricion es la
coexistencia de desnutricion aguda o crénica, deficiencia de micronutrimentos y
sobrepeso, obesidad o enfermedades no transmisibles (ENT) en individuos y
poblaciones que habitan una misma regién durante el curso de su vida [1, 2].

En 2014, el numero de personas subalimentadas a nivel mundial, fue de 783.7
millones, para 2017, este namero increment6 a 820.8 millones, planteando un
retroceso en las tendencias de la Ultima década y un reto a los gobiernos [3, 4]. En
2016, a nivel mundial, se reportaron 264 millones de mujeres en edad reproductiva,
con anemia, por deficiencia de hierro, 462 millones de adultos con bajo peso y 207
millones de nifios menores de 5 afios, con desnutricion aguda o crénica [1, 3].

En 2016, a nivel mundial, se reportaron dos mil millones de adultos con sobrepeso,
600 millones con obesidad y 41 millones de nifios menores de 5 afios, con obesidad
[1]. En 2016, el nimero de muertes totales en el mundo, fue de 57 millones, el 71%
(41 millones) fueron debidas a enfermedades no transmisibles (ENT),
principalmente enfermedades cardiovasculares (ECV) (17.9 millones, equivalente al
44%), cancer (9 millones, equivalente al 22%), enfermedades respiratorias cronicas
(3.8 millones, equivalente al 9%) y diabetes (1.6 millones, equivalente al 4%) [5]. El
riesgo de morir por alguna de las cuatro principales ENT, entre los 30 y 70 afios es
del 18%, problema particularmente grave en paises de ingreso medio bajo (PIMB),
donde se concentra el 75% de carga de ENT del mundo [5, 6].

La carga de enfermedad global total (mortalidad y morbilidad), expresada en afos

de vida saludable perdidos (AVISA), asociada a enfermedades transmisibles,
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desnutricién y saneamiento, ha disminuido considerablemente durante las Ultimas
cuatro décadas, mientras que las ENT han aumentado [7].

En 1990 los principales 12 factores de riesgo, que configuraron la carga de
enfermedad global total fueron, en orden decreciente; desnutricion infantil, falta de
agua potable, hipertension arterial, emision de gases por combustién casera, uso
de tabaco, particulas en el ambiente, saneamiento insuficiente, falta de lactancia,
falta de lavado de manos, hiperglicemia, consumo de alcohol e hipercolesterolemia.
En 2015, los 12 principales factores de riesgo fueron, en orden decreciente;
hipertension, uso de tabaco, hiperglicemia, alto indice de masa corporal (IMC),
desnutricion infantil, particulas en el ambiente, hipercolesterolemia, emisién de
gases por combustion casera, consumo de alcohol, alto consumo de sal, bajo
consumo de granos integrales y bajo consumo de frutas [7].

El 33 % de la carga global de enfermedad (AVISA) de 2015 fue debida a
enfermedades cardiovasculares (ECV) [7]. Las ECV, son la principal causa de
muerte a nivel mundial, con el 31 % de las muertes totales. En 2016, las ECV,
causaron la muerte de 17.9 millones de personas, el 75 % de estas muertes,
sucedieron en PIMB. EIl 35 % de las muertes prematuras (antes de los 70 afios)
mundiales de 2015, fueron causadas por ECV [8].

El 35 % de esta carga global de enfermedad de 2015, fue debida 5 factores de
riesgo; mala alimentacion (dietas altas en sodio y en carnicos procesados y dietas
bajas en frutas, verduras, leguminosas y granos integrales), hipertension, alto indice
de masa corporal y niveles altos de glucosa y colesterol en sangre [7]. Aunque las
ENT, enfermedades cardiovasculares principalmente, representan el principal
problema de salud actual a nivel mundial, la desnutricion materna e infantil aln
persiste de forma importante, representando el 7 % de la carga total de enfermedad
[7].

Para los paises de América Latina y el Caribe, en donde se incluye a México, los
principales tres factores de riesgo en la carga de enfermedad de 2015 fueron
hipertension, alto IMC e hiperglucemia [7]. En los PIMB, que han experimentado un
desarrollo econdmico en estas tres décadas, se han reducido considerablemente

las enfermedades infecciosas y de nutricion, pero de forma importante las ENT han
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surgido como principal tema de salud en estas regiones [7]. La urbanizacion, el
cambio en la dieta y en el tipo de actividades laborales que acomparfian al desarrollo
econdmico, factores que se han reconocido como los principales que dirigen este
cambion en la salud humana [7].

Las politicas de desarrollo en estos paises, incluyendo a México, deben considerar
este efecto colateral e incluir los esquemas de prevencion adecuados, que atiendan
esta tendencia. Las estrategias enfocadas a la modificacion de los sistemas
alimentarios hacia la reduccion en el consumo de sal, azlcar y grasas, no son
suficientes y es necesaria la inclusion de estrategias que modifiquen el sistema de
consumo de alimentos global, hacia el incremento en el consumo de granos
integrales, frutas, vegetales y leguminosas [7].

En México, las enfermedades transmisibles, relacionadas con la maternidad y la
desnutricion, han disminuido en las dltimas décadas, al mismo tiempo que las
enfermedades no transmisibles, se han incrementado considerablemente (Tabla 1)
[7, 9, 10]. En 1990, la carga de enfermedad, expresada como porcentaje de afios
de vida saludable perdidos (AVISA), en México se constituyé en un 50 % por ENT,
en un 34.7 % por enfermedades transmisibles y enfermedades relacionadas con la
maternidad y la nutricion (ETMN) y en un 15.3 % por lesiones. En 2017 esta carga

de enfermedad cambio a 71, 12.8 y 16 %, respectivamente [10].

Tabla 1. Carga de enfermedad (AVISA) en 1990y 2017 en México y el mundo.

Mundo (%) México (%)
1990 2017 1990 2017
ECV 43.2 62 50 71.2
ETMN 46.3 28 34.7 12.8
Lesiones 10.5 10 15.3 16

AVISA; Afnos de vida saludable perdidos, ECV; Enfermedades cardiovasculares, ETMN;
Enfermedades transmisibles y enfermedades relacionadas con la maternidad y la nutricion.
Elaborado con datos de la referencia 10.

En 2017, el 24 % de la carga de enfermedad en México, expresada como AVISA,

fue debida a ECV (10.3 %) y diabetes e insuficiencia renal (13.7 %), enfermedades
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gue duplicaron su participacion registrada en 1990. La carga de enfermedad por
neoplasias paso de 5.6 % en 1990 a 8.1 % en 2017, mientras que las deficiencias
nutrimentales pasaron de 3.3 a 1.2 % en el mismo periodo [10].

La carga de ECV y diabetes se asocié con dos grupos de factores de riesgo
principalmente; factores de riesgo metabdlicos y factores de riesgo relacionados con
la dieta (Tabla 2). En 2017 el 76 % de la carga de ECV y el 99 % de la carga de
diabetes y enfermedades renales fue atribuido a factores de riesgo metabdlicos. A
los factores de riesgo relacionados con la dieta se les atribuyo el 50 % de la carga

de ECV y el 25 % de la carga de diabetes y enfermedades renales.

Tabla 2. Factores de riesgos metabolicos y relacionados con la dieta.

Factores relacionados con la dieta
Factores Metabdlicos Dieta baja en Dieta alta en

Hiperglicemia Frutas Carnes rojas
Hipercolesterolemia Vegetales Carnes procesadas
Hipertension Leguminosas Bebidas azucaradas
Alto IMC Granos integrales Acidos grasos trans
Baja densidad 6sea Lacteos Sodio
Insuficiencia renal Fibra

Calcio

Omega -3

Acidos grasos polinsaturados

IMC; indice de masa corporal. Elaborado con informacion de la referencia 7 y 10.

En 1976, las enfermedades transmisibles, fueron la principal causa de muerte en
México, con el 39.2 %, para 2017 este grupo de enfermedades se redujeron
considerablemente y las enfermedades no transmisibles (cancer, ECV, diabetes y
enfermedad renal), pasaron a ser la principal causa de muerte con el 40 % (Tabla
3) [9]. Las enfermedades cardiovasculares y la diabetes tipo Il, son en la actualidad,
las principales causas de muerte en México [9, 11, 12], un pais en el que la
esperanza de vida al nacer es de 75 afos (85 para OCDE), el porcentaje de la

poblacién con diabetes es del 16% (la mas alta de la OCDE), mientras que mas del
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73 % de la poblacion adulta y el 35 % de la poblacién infantil presentan sobrepeso
u obesidad [12, 13].

Desde la perspectiva de la mortalidad y morbilidad las enfermedades no trasmisibles
(ENT), ECV y diabetes mellitus, principalmente, son los retos protagonistas de los
actuales sistemas de salud en México y en el mundo. Las ECV y la diabetes mellitus,
comparten factores de riesgo metabdlico y relacionados con la dieta que son
susceptibles de ser modificados a través de esquemas preventivos de modificacién
de habitos alimentarios. La informacién epidemioldgica no puede separar a estas
dos enfermedades, pues mas del 50 % de los individuos con diabetes, mueren por
ECV [14]. Lo anterior, representa la mayor area de oportunidad para las politicas de
salud y los sistemas de produccion y procesamiento de alimentos de alta demanda,
dirigidos a mejorar la vida de la poblacion y abatir el costo econémico de la carga
de enfermedad.

Tabla 3. Mortalidad 1976 — 2017 por ENT y ET en México (porcentaje).

Tipo Enfermedad % 1976 | % 2017

ENT | Cancer cérvico-uterino 15 0.6
Cancer de mama 0.6 11
Hipertensiva 0.7 4.2
Cerebrovascular 4 6.6
Cardiopatia isquémica 2.8 8.8
Diabetes mellitus 5.7 16.4
Insuficiencia renal 2.3 2.8
Total ENT 17.6 40.5

ET Tuberculosis pulmonar 2.7 0.2
Infeccion intestinal 15.2 0.7
Afeccion perinatal 12.7 2
Neumonia 8.6 4.8
Total ET 39.2 7.7

ENT; Enfermedades no transmisibles, ET; Enfermedades transmisibles. Elaborado con

informacioén de la referencia 9.
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1.2. Génesis de las Enfermedades Cardiovasculares (ECV).

La principal causa de enfermedad cardiovascular (ECV) es la ateroesclerosis, un
engrosamiento progresivo de la pared arterial, por desarrollo de la placa
aterosclerotica, que reduce la luz o lumen arterial y el flujo sanguineo en
consecuencia [15]. Si la placa aterosclerética, ademas de disminuir el flujo
sanguineo, se rompe subitamente formando un coagulo que obstruye totalmente el
flujo sanguineo, se puede generar un infarto al miocardio o embolia cerebral con
consecuencias fatales [15, 16].

La aterogénesis o formacién de la placa aterosclerdtica es un proceso complejo,
gue implica diversas etapas y mecanismos moleculares, que modifican la pared
vascular [16]. La pared vascular es una estructura tubular, multicapa, que contiene
y distribuye el flujo sanguineo. La capa en contacto directo con la sangre es el
endotelio vascular (células endoteliales), posteriormente se encuentra la tlnica
intima conformada por tejido conectivo, lamina elastica y musculo liso, después se
encuentra la tinica media y mas al exterior la tunica adventicia [15, 16].

El primer paso, en el proceso de formacion de la placa aterosclerética, es el paso
de lipoproteinas de baja densidad (LBD que contienen apolipoproteina B y son ricas
en colesterol), a través del endotelio vascular y su deposicion en la tdnica intima.
Estas deposiciones de LBD, permiten que en la region de la lesidon, se agreguen
monocitos a la pared endotelial, que posteriormente también migran a la tdnica
intima y se diferencian en macréfagos [15, 16, 17].

Los macréfagos fagocitan y acumulan particulas de LBD transformandose en
células espumosas. Estas células espumosas mueren, formando un ndcleo
necrético al que se asocian células del tejido muscular liso [15, 16]. Este complejo
contintla su desarrollo, generando la deposicion de tejido fibroso en la lesion y
atrayendo monocitos, que en conjunto, producen una matriz extracelular y hacen
mas estrecho el lumen vascular [16].

La agregacion de células inflamatorias del sistema inmune en la lesion, genera un
estado de inflamacion crénico. La lesion modifica la estructura vascular,

obstruyendo el flujo sanguineo, que puede romper el epitelio vascular, generando
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un trombo expuesto al lumen vascular con consecuencias fatales, infarto al
miocardio o embolia [15, 16].

Altos niveles de lipoproteinas de baja densidad (LBD) en sangre son un detonante
del proceso aterogénico. Estas lipoproteinas se difunden pasivamente entre las
células endoteliales y se acumulan en la matriz sub-endotelial. A mayores niveles
de LBD circulante, mayor transporte y acumulacion [16, 17]. Las zonas de mayor
susceptibilidad son las regiones vasculares curvadas y de ramificacién en donde el
flujo sanguineo no es laminar. Una vez que la LBD ha pasado a través del endotelio
vascular su fraccion ApoB - lipoproteina (a), interacciona con la matriz de
proteoglicanos generando su retencion y acumulacion [16].

Una vez que la LBD es retenida en el sub-endotelio, se expone a ser modificada por
oxidacion, lipolisis y protedlisis, estimulando al epitelio vascular a producir y exponer
moléculas de adhesion que favorecen el reclutamiento de monocitos vy linfocitos,
fendmeno conocido como “activacion del endotelio” [16, 17, 18]. La activacion del
endotelio, es considerada como un estado pro-inflamatorio, pro-coagulante, pro-
oxidante y pro-aterogénico, por su accién de reclutamiento y adhesion al epitelio
vascular de células inflamatorias [18].

Una de las principales modificaciones de LBD, es su oxidacion por exposicion a
especies reactivas del oxigeno producidas por actividad lipooxigenasa [16, 17, 18].
Esta LBD oxidada, estimula a las células endoteliales a producir moléculas pro-
inflamatorias (factor estimulante de colonias de monocitos y proteina quimio-
atrayente de monocitos), que atraen a las células inflamatorias y ademas, reducen
la produccion de Oxido nitrico, un factor descrito como anti-aterogénico, que
favorece la homeostasis vascular y particularmente la vaso-relajacion [16].

La produccion de especies reactivas del oxigeno por células endoteliales,
macrofagos y actividad de enzimas como mieloperoxidasas, esfingomielinasas y
fosfolipasas, genera oxidacion de la LBD y su posterior fagocitosis por macroéfagos,
mediado por sus receptores SR-A1, CD36 y CD68 [16]. La acumulacion de lipidos
en los macrofagos, les convierte en células espumosas, que posteriormente mueren
y dan paso a la generaciébn y crecimiento progresivo de la placa fibrosa

ateroesclerotica, con consecuencias obstructivas que pueden ser fatales [16].

16



El endotelio vascular, es una mono-capa de células endoteliales que representan
una barrera fisica entre la sangre y los tejidos, ademas, regula el flujo de sustancias
entre ellos. Este tejido endotelial regula la homeostasis vascular, metabolizando,
sintetizando y liberando, sustancias con actividad vasodilatadora, vasoconstrictora
0 que participan en reacciones inflamatorias y en la coagulacion [16, 19]. Cualquier
accion, como la hipercolesterolemia, hiperglicemia, modificacion del flujo laminar y
activacion del endotelio, que perturbe esta capacidad reguladora puede generar
disfuncién endotelial, un estado considerado como aterogénico [19, 20].

La disfuncion endotelial, implica en general, la pérdida de la homeostasis vascular
y particularmente la disminucidn de la capacidad vasodilatadora por una
disminucioén en la produccién o en la biodisponibilidad de 6xido nitrico (NO) [19, 21].
El NO es un gas soluble, con una vida media de entre 6 y 30 s, que es sintetizado
por el endotelio vascular, a partir del aminoacido L-Arginina (Arg) [21, 22]. La éxido
nitrico sintetasa (ONS), es la enzima responsable de catalizar la produccién de NO
a partir de Arg [22].

La produccién de NO puede ser afectada por una deficiencia en la disponibilidad de
arginina, por la existencia de inhibidores, como la dimetilarginina asimétrica
(DMAA), por modificaciones en la actividad catalitica de la ONS y por estrés
oxidativo. La hipercolesterolemia, puede inducir disfuncion endotelial, reduciendo la
produccién de NO por las causas antes mencionadas [22].

La concentracion de Arg, sustrato de la ONS para la produccién de NO, puede ser
reducida y condicionada por la accién de la enzima arginasa, que convierte a la
arginina en ornitina y urea. La actividad arginasa puede ser estimulada por
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y estrés oxidativo [23, 24, 25, 26]. La
inhibicion de la arginasa, contribuye a disminuir el desarrollo de disfuncion endotelial
y ateroesclerosis [26, 27, 28, 29]. Algunos de estos inhibidores de la arginasa, son
metabolitos secundarios de plantas, del grupo de los compuestos fendlicos [24, 30,
31]. La suplementacion de la dieta con arginina o la administracion farmacéutica de
esta, disminuye los signos de la disfuncion endotelial [32, 33, 34, 35].

La dimetilarginina asimétrica (DMAA), es un inhibidor de la ONS que compite con la

arginina por el sitio activo, inhibiendo la producciéon de NO y generando disfuncién
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endotelial [33, 34, 35]. La presencia de DMAA es el resultado de la metilacion de
arginina en las proteinas, por accion de las metiltransferasas. La dimetil-amino-
hidrolasa transforma a la DMAA en citrulina y dimetilamina, que son eliminadas en
la orina [25, 35]. La hipercolesterolemia y niveles altos de LBD favorecen la accion
de metiltransferasas e inhiben la accion de dimetil-amino-hidrolasas, induciendo la
acumulacion de DMAA, que inhibe a la ONS, impidiendo la produccién de NO y
generando disfuncién endotelial [25, 33, 34, 35].

Altos niveles de especies reactivas del oxigeno (ERO) o nitrégeno (ERN), inducen
a una rapida inactivacion de NO para formar peroxinitrito (ONOOQO"). El peroxinitrito
puede modificar la reaccion redox de ONS, oxidando a su cofactor tetrabiopterina
(BH4) y desacoplando la produccion de NO [27, 36]. En ausencia de arginina, la
ONS cataliza la transferencia de electrones a oxigeno molecular en lugar de
transferirlos a arginina, produciendo superéxido (Oz.), en lugar de NO. El
superoxido formado, reacciona rapidamente con el NO, produciendo peroxinitrito y
agudizando la disfuncion endotelial [23, 32, 35].

La hipercolesterolemia, favorece el estrés oxidativo al incrementar la actividad de
NADPH oxidasa, xantin oxidasa y mieloperoxidasa en el endotelio vascular activado
y produciendo ERO, que disminuyen la disponibilidad y produccion de NO [18, 20,
21]. A diferencia de LBD, que es aterogénica, la lipoproteina de alta densidad (LAD),
se considera anti-aterogénica. La LAD es la encargada de transportar el colesterol
de la circulacion y de los tejidos periféricos al higado, donde es metabolizado y
eliminado por via biliar. Ademas, la LAD tiene propiedades antioxidantes, que
inhiben la oxidacion de fosfolipidos [15, 16].

Niveles elevados de colesterol y de LBD, han sido descritos como los principales
detonantes del desarrollo temprano de la disfuncion endotelial y de la aterosclerosis,
dos condiciones patoldgicas condicionantes de la enfermedad cardiovascular.

1.3. Metabolismo de lipidos y dislipidemia.

El colesterol y los triglicéridos, son los principales tipos de lipidos de relevancia en
el metabolismo energético, ambos son insolubles en agua y para su trasporte y
distribucion en sangre, a través del sistema circulatorio, deben asociarse a proteinas

[36, 37]. Estas proteinas, transportadoras de lipidos, denominadas lipoproteinas
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participan en tres principales vias de transporte; via enddgena, via exdgena y
transporte reverso [37, 38].

La via exdgena, implica el transporte de los lipidos provenientes de la dieta, del sitio
de absorcion en el intestino a distribucidn sistémica y principalmente al higado. Este
transporte es realizado por la lipoproteina denominada quilomicrén, que es una
particula sintetizada por los enterocitos, formada por triglicéridos (93 %), colesterol
(3 %) y apolipoproteinas (ApoB-48, ApoAl, ApoAll, ApoC, ApoE) [36, 37]. En su
paso por el sistema circulatorio, el quilomicron, distribuye triglicéridos a otros tejidos
(corazén, musculo y tejido graso) por accion de la lipoproteinlipasa (LPL) y su
remanente es absorbido en el higado [38, 39].

La via endogena implica el transporte de triglicéridos y de colesterol del higado a
otros tejidos. Para esto el higado sintetiza lipoproteinas de muy baja densidad
(LMBD), formadas por triglicéridos (95 %), colesterol (2 %) y apolipoproteinas
(ApoB-100, ApoC, ApoE). LPL permite la descarga de triglicéridos de LMBD a los
tejidos periféricos (corazén, musculo y tejido graso), convirtiendose en una
lipoproteina de densidad intermedia (LDI) [36, 37]. Esta LDI continua la distribucion
de triglicéridos, hasta que interacciona con su receptor en el higado, donde es
transformada a lipoproteina de baja densidad (LBD), compuesta por triglicéridos (30
%), colesterol (45 %) y apolipoproteinas (ApoB-100) [38, 39].

El transporte reverso, implica el transporte de lipidos y colesterol principalmente, de
tejidos periféricos y lesiones aterogénicas, al higado, para su posterior vinculacion
en la sintesis de &cidos biliares y su excrecién en la bilis [36, 39]. Este transporte es
realizado por lipoproteinas de alta densidad (LAD), formadas por triglicéridos (30
%), colesterol (25 %) y apolipoproteinas (ApoAl, ApoAll) [40, 41, 42].

Las lipoproteinas LMBD, LDI y LBD, que tienen como componente mas importante
a la ApoB-100, se consideran aterogénicas, mientras que la LAD, cuyo componente
principal es ApoA y no presentan ApoB-100, se consideran anti-aterogénicas [40,
41]. Las LAD pueden transportar colesterol de macrofagos, en lesiones
aterogénicas, al higado. Particular importancia en la aterogénesis tiene LBD, dado
su alto contenido de colesterol y su capacidad de retencion y acumulacion por la

matriz extracelular de la tunica intima [40, 42, 43].
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La dieta es la principal fuente de lipidos para el organismo. Los triglicéridos de la
dieta, son hidrolizados a acidos grasos y monoacilglicerol por las lipasas
intestinales, posteriormente son emulsificados con acidos biliares, colesterol,
esteroles de origen vegetal y vitaminas liposolubles para formar micelas [42, 43, 44].
La principal fuente de colesterol intestinal no es necesariamente la suministrada por
la dieta, considerandose que la reabsorcion de los componentes de la bilis, es la
principal fuente de colesterol intestinal [43, 44]. Los acidos grasos Yy
monoacilgliceroles son usados para formar triglicéridos en el enterocito y
posteriormente, son agrupados junto con los esteres de colesterol y ApoB-48, para
formar quilomicrones [43, 44]. El tamafio y composicion de los quilomicrones
dependen de la dieta, una dieta alta en lipidos, generara quilomicrones de gran
tamano [43, 45].

Los quilomicrones llegan a la circulacion sistémica en donde distribuyen triglicéridos
y colesterol al tejido muscular y graso, con ayuda de la lipoproteinlipasa (LPL)
presente en estos tejidos [38]. La fraccion ApoC del quilomicron permite activar la
accion de la LPL y liberar acidos grasos que pueden ser usados para produccion de
energia o almacenamiento [43, 44].

La distribucion de triglicéridos reduce el tamafio del quilomicrén y su remanente esta
enriquecido en colesterol. Los fosfolipidos, ApoA y ApoC, del remanente del
quilomicron, pueden ser transferidos a LAD, disminuyendo la capacidad del
remanente de seguir distribuyendo triglicéridos [38]. Este remanente es capturado
por el higado, utilizando ApoE como ligando y terminando su funcion. El colesterol
del remanente de quilomicron puede ser utilizado para la generacion de acidos
biliares y LMBD en el higado [44].

La disponibilidad de triglicéridos y colesterol en el higado, determinan la sintesis de
ApoB-100 y el ensamble de LMBD [40, 41]. La presencia de fructosa en la dieta
genera la sintesis de acidos grasos Yy triglicéridos en el higado. Esta lipogénesis
genera acumulacion de lipidos, resistencia a la insulina y sintesis de LMBD [45, 46].
Una vez ensamblada la LMBD, sale del higado a circulacién sistémica y reparte
triglicéridos de manera semejante a como lo hace el quilomicron. Dado que el

proceso de descarga de triglicéridos del quilomicréon y la LMBD a tejidos periféricos
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depende de LPL, altos niveles sanguineos de quilomicrones pueden inhibir la
descarga de LMBD [37, 40]. La descarga de LMBD por transferencia de triglicéridos
a tejidos periféricos las convierte en lipoproteinas de densidad intermedia (LDI),
enriguecidas en colesterol, que son capturadas por el higado utilizando su fraccién
ApoE como ligando [44, 45].

Las LDI contintan perdiendo triglicéridos hasta convertirse en lipoproteinas de baja
densidad (LBD) [42, 45]. Es decir las lipoproteinas de baja densidad (LBD),
altamente aterogénicas, son un producto de las LMBD y estas, a su vez, se
producen de forma directamente proporcional a la cantidad de lipidos que llegan al
higado.

La cantidad de LBD presentes en circulacion es resultado de su generacion y su
captura y degradacion en el higado. El receptor de quilomicrones, LMBD, LDIy LBD
en el higado, reconoce a ApoE como ligando para capturar y posteriormente
degradar estas lipoproteinas [36, 37]. Una alta expresion y actividad de este
receptor, disminuye la produccion de LAD debido al incremento en la captura de
LDI. Una baja expresion y actividad de este receptor incrementa la produccion de
LBD, debido a la reduccién en la captura de LDI. ElI 70 % de la captura de LBD es
llevada a cabo en el higado, via receptor de LBD hepéatico. El aumento en el nimero
de receptores LBD incrementa la captura de LBD, disminuyendo su concentracion
en sangre [40, 43, 45].

Los niveles de receptor LBD en el higado, estan regulados principalmente por el
contenido de colesterol en el higado. Si los niveles de colesterol en el hepatocito
disminuyen, se estimula la expresion del receptor de LBD y de la enzima HMG CoA
reductasa, principal enzima para la sintesis de colesterol. Si los niveles de colesterol
en el hepatocito aumentan, no se estimula la expresion de receptor LBD y se activa
la degradacion de los receptores LBD via ubiquitinacién. Altos contenidos de
colesterol en hepatocitos, inhibiran la expresibn de receptor LBD vy
consecuentemente, incrementara los niveles de LBD en sangre, generando un
ambiente aterogénico [36, 39, 44].

La lipoproteina de alta densidad (LAD), es sintetizada en el intestino y en el higado.

La LAD circulante, adquiere colesterol de tejidos periféricos y de otras lipoproteinas
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[44, 45]. Adipocitos y células musculares expresan el transportador ABCA1 que
facilita la transferencia de colesterol a LAD. La LAD, también obtiene colesterol y
fosfolipidos de quilomicrones y LBD, con ayuda de la actividad de LPL [36, 38, 40].
El colesterol de las LAD puede ser transferido a apolipoproteinas que contienen
ApoB en intercambio por triglicéridos [39, 40, 41]. La lipasa hepatica puede remover
estos triglicéridos, generando LAD pequefias, que son degradadas con mayor
facilidad. Esta actividad de la lipasa hepatica se incrementa en condiciones de
resistencia a la insulina, generando bajos niveles de LAD circulante [43, 45].

El colesterol de las LAD es llevado al higado, principalmente, donde es tomado por
el receptor SRB1 y una LAD de menor tamafio es generada y regresada a
circulacion sistémica [36, 37, 39]. La ApoA, principal lipoproteina de las LAD, es
metabolizada independientemente del colesterol que transporta, en su mayoria es
degradada en los rifiones. Las LAD que han sido desprovistas de su carga lipidica,
tienen alta susceptibilidad de ser degradadas [40, 41].

La mayoria de las células del organismo humano, no tienen la capacidad de
catabolizar colesterol, algunas de ellas pueden generar hormonas a partir de este,
por lo que la principal forma de abatir el contenido de colesterol, es por transporte
reverso de este [45, 46, 47]. El paso del colesterol de tejidos periféricos a las LAD,
esta determinado por el transportador ABCA1 y por difusion simple, principalmente.
Altos niveles de colesterol en tejidos, inducen la expresion de ABCAL, incrementado
la salida de colesterol a LAD y reducen la expresion de LBD, inhibiendo la absorcion
de colesterol [47].

Una vez que el colesterol es transferido a las LAD, estas interaccionan con SRB1
en el higado, descargando el colesterol selectivamente [47, 48]. Las LAD también
pueden transferir colesterol a lipoproteinas que contienen ApoB y estas
posteriormente son capturadas por el higado [45, 46]. El colesterol en el higado
puede ser liberado directamente en la bilis o es convertido en &cidos biliares. Altos
niveles de colesterol hepatico estimulan su liberacion en la bilis [37].

La homeostasis del metabolismo de lipidos es un proceso complejo, susceptible de
ser modificado por mdltiples causas y condiciones [48, 49]. El trastorno en el

metabolismo de lipidos, que favorece un ambiente aterogénico, que implica el
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incremento en la cantidad de lipoproteinas aterogénicas (ApoB-100) circulantes y
una disminucion de lipoproteinas anti-aterogénicas (ApoA), se le denomina
dislipidemia [48, 49].

La dislipidemia, se caracteriza por niveles elevados en colesterol, triglicéridos y
apolipoproteina aterogénica ApoB-100 (LMBD, LDI, LBD) en sangre y una
disminucion de lipoproteinas de alta densidad (LAD) [49, 50]. La dislipidemia puede
ser clasificada como primaria o secundaria, la dislipidemia primaria, es de origen
genético o directamente asociado a la dieta y la secundaria, mas frecuente, se
asocia a modificaciones metabdlicas derivadas de otras enfermedades como
diabetes e hipotiroidismo [48, 50].

Dietas con alto contenido calorico, ricas en triglicéridos, colesterol y fructosa,
generan las condiciones para la sintesis de LMBD [46]. Esta lipoproteina se
convierte en LBD, una lipoproteina enriguecida en colesterol que es particularmente
aterogénica [47]. La hiperlipidemia inhibe la expresion de receptores de LBD en el
higado, incrementado su concentracion en sangre y generando un ambiente
aterogénico [48].

El sobrepeso y la obesidad estan asociados con el desarrollo de resistencia a la
insulina, esta condicion incrementa la lipolisis y el flujo de acidos grasos y
triglicéridos del tejido adiposo al higado, favoreciendo la sintesis de LMBD vy el
ambiente aterogénico [49, 50]. La insulina inhibe la lipolisis en tejidos periféricos
[50]. El sobrepeso y la obesidad, también estan relacionados con la reduccion en la
actividad y en la expresién de la lipoproteinlipasa, lo cual, mantiene en circulacion a
las lipoproteinas ricas en triglicéridos, como la LMBD [47. 48, 50]. En la mayoria de
los casos, la dislipidemia, es una condicion asintomatica, una vez diagnosticada el
riesgo aterogénico puede ser eminente y de prondstico incierto [50, 51].

Diversas estrategias farmacologicas han sido desarrolladas para su control.
Estatinas, fibratos, azetimibe y acido nicotinico son algunas de las opciones de
control farmacologico de la dislipidemia, sin embargo, ninguno de los esquemas
farmacoldgicos puede sustituir a las estrategias dirigidas a prevenir su desarrollo
[43, 44, 51]. El ejercicio y dietas de bajo contenido caldrico, bajas en grasas y ricas
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en fibra pueden contribuir a restaurar la sensibilidad a la insulina'y reducir la carga
de lipidos, reduciendo la sintesis de LMBD y LBD [44, 51].

1.4. Dieta y enfermedades cardiovasculares.

A nivel mundial, la mortalidad total, disminuye un 56 % cuando se incluye en la dieta
un consumo alto de cereales integrales, leguminosas, vegetales, frutas, nueces y
pescado, mientras que cuando en la dieta se incluye un consumo alto de azlcares,
carnes rojas y carnicos procesados la mortalidad total, se incrementa
considerablemente [52].

En 2017, la carga de enfermedad (mortalidad y morbilidad) asociada a
enfermedades cardiovasculares en el mundo y en México, fue atribuida a factores
de riesgo en la dieta, con un 56 y 50 %, respectivamente. Los factores de riesgo en
la dieta son dos; dietas con bajo consumo de frutas, vegetales, leguminosas, granos
integrales, nueces, fibra, pescado y lacteos o dietas con alto consumo de carne roja,
carnicos procesados, bebidas azucaradas, acidos grasos trans y sodio [7, 10].

Un consumo alto, mas de cuatro raciones al dia, de frutas, vegetales y leguminosas
(una racion = 125 g de frutas o vegetales o 150 g de leguminosas cocidas), se ha
asociado con menor incidencia y mortalidad por enfermedades cardiovasculares en
Asia, América y Europa [53, 54]. Estos grupos de alimentos contienen antioxidantes,
gue pueden proteger al endotelio vascular de lesiones aterogénicas [53]. El
consumo de granos integrales, también estd inversamente relacionado con el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, mientras que el consumo de
azucares refinadas, carnes rojas y carnicos procesados, esta directamente
relacionado al desarrollo de ECV [54].

El consumo diario que permite obtener el beneficio de proteccion cardiovascular, es
de al menos tres raciones de granos integrales (90 g), tres raciones de frutas y
vegetales (250 g) y una racién de leguminosas (100 g). El consumo diario, para
incrementar en un 60 % el riesgo cardiovascular, es de dos raciones de carne roja
(170 g), dos raciones de carnicos procesados (60 g) y dos raciones de bebidas
azucaradas (500 mL), en comparacién con su ausencia en la dieta [54, 55].

La evidencia epidemioldgica ha generado guias alimentarias dirigidas a reducir el

riesgo cardiovascular. Estas, en general, plantean una dieta que priorice la
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presencia de granos integrales, vegetales y frutas, que incluya productos lacteos,
peces, aves, leguminosas y nueces, que limite la ingesta de azucares, sal, carnes
rojas y carnicos procesados [54]. Estas guias alimentaras deberan mantener el
consumo de grasas saturadas por debajo del 7% de la ingesta energética, sodio
menos de 2400 mg/dia y el colesterol por debajo de los 200 mg/dia [54]. Particular
importancia tiene la incorporacion de carne magra (pescado o0 aves) 0 su sustitucion
por proteina vegetal de leguminosas [54].

Si bien, se ha reportado que un régimen alimentario vegetariano trae consigo menor
riesgo cardiovascular, una dieta que incluye la ingesta recomendada de frutas,
verduras, leguminosas, granos integrales y nueces, que no exceda los niveles de
azucares, sodio y grasa saturada, puede incorporar alimentos de origen animal, sin
incrementar el riesgo cardiovascular [56]. EI consumo alto de carnes rojas se ha
asociado a habitos de vida riesgosos (fumar, inactividad fisica, alcohol), asi como el
vegetarianismo se ha asociado a habitos de vida saludables [55, 56]. Cuando la
proteina de origen animal se sustituye por proteina vegetal, la disminucion del riesgo
cardiovascular solo se presenta en quienes mantienen un estilo de vida poco
saludable [56, 57, 58].

Se ha mostrado que el efecto de la reduccién en el consumo de grasas saturadas
depende de la sustitucion. Si las grasas saturadas se remplazan por grasas
insaturadas o granos integrales puede reducirse el riesgo cardiovascular, pero si se
sustituye por carbohidratos refinados o azlcares, el efecto no seré significativo [55,
57]. El riesgo cardiovascular incrementa cuando se supera el consumo de grasa
saturada, azlcares, colesterol y sal a expensas de una reduccién en el consumo de
granos integrales, frutas, vegetales y leguminosas [55, 57].

Los alimentos de origen animal, son una fuente de grasas saturadas y un consumo
alto de este grupo de alimentos, implica una carga alta de triglicéridos y colesterol,
gue favorece el ambiente aterogénico. Adicionalmente, este grupo de alimentos
ofrece otro componente importante en la homeostasis cardiovascular.
Fosfatidilcolina, colina y carnitina, son metabolitos comUnmente presentes en
alimentos de origen animal. Estos metabolitos, una vez ingeridos, son

metabolizados por la flora microbiana y transformados en trimetilamina (TMA), la
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cual, es absorbida en el intestino y transformada en el higado por las flavin-
monooxigenasas a N-6xido de trimetilamina (TMAO por sus siglas en inglés) [59,
60, 61].

El N-0xido de trimetilamina se ha asociado directamente con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares via aterogénesis, incrementando la expresion de
los receptores SR-A1 y CD36 de los macréfagos, asi como la subsecuente
formacion de células espumosas y la generacién de la placa aterogénica [59, 61].
TMAO, también reduce el transporte reverso del colesterol, reduciendo la sintesis
de acidos biliares, la principal forma de eliminacion de colesterol [60, 61, 62].

La produccion de TMAO, es alta en omnivoros, que ingieren regularmente productos
de origen animal, mientras que es muy baja en vegetarianos. El tratamiento con
antibioticos abate la flora microbiana y se inhibe la produccion de TMAO. En
omnivoros productores de TMAO, se advierte una menor diversidad de géneros
microbianos y un enriguecimiento en el filo Firmicutes en la flora normal [60, 61, 63].
No todos los alimentos asociados a riesgo cardiovascular, son de origen animal.
Uno de los principales factores asociado con riesgo cardiovascular, que involucra a
un alimento que no es de origen animal, es el consumo alto de bebidas azucaradas.
La fructosa es un monosacarido ampliamente utilizado como edulcorante en la
industria alimentaria, junto a la glucosa, se encuentra formando a la sacarosa o
azucar comun y también se encuentra en productos procesados, que utilizan jarabe
de maiz de alta fructosa en su formulacion [64, 65].

La fructosa es absorbida en el intestino y metabolizada en el higado, principalmente,
utilizando transportador y enzimas especificas no involucradas con la glucosa y sin
influencia de la insulina. Esta via metabdlica no tiene los puntos de regulacion de la
glucdlisis (inhibicion de fosfofructoquinasa por ATP o citrato), por lo que cada
molécula de fructosa que llega al higado, es metabolizada, independientemente del
estado energético celular, favoreciendo la produccién de acidos grasos, triglicéridos
y la sintesis de LMBD [64, 65, 66, 67].

La primera enzima en el metabolismo de la fructosa es la fructoquinasa o
cetohexoquinasa, esta enzima cataliza la formacion de fructosa-1-fosfato,

reduciendo los niveles de ATP y generando AMP [66]. Altos niveles de AMP
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estimulan la actividad de la AMP deaminasa (AMPD), que inicia la degradacion de
AMP a &cido urico [66, 67]. La alta actividad de AMPD, bloquea la oxidacion de
lipidos favoreciendo la lipogénesis. El &cido urico generado, alcanza circulacion
sistémica, donde reduce la produccion y disponibilidad de NO, estimulando la
degradacion de arginina e inactivando directamente al NO, lo que genera disfuncién
endotelial y ambiente aterogénico [66, 67, 68].

Los alimentos relacionados con riesgo cardiovascular (alto consumo de céarnicos y
bebidas azucaradas), inducen su efecto a través de las etapas tempranas de la
aterogénesis y de forma muy ligada al metabolismo de lipidos y dislipidemia. Por su
parte, los alimentos asociados con reduccion del riesgo cardiovascular
(leguminosas, vegetales y frutas), no presentan los elementos de riesgo (altos
niveles de lipidos, fosfatidilcolina, colina, carnitina y fructosa) e incorporan
elementos que pueden reducir el riesgo (fibra, bajo indice glicémico y antioxidantes)
[44].

La dieta, puede ofrecer una forma de control del riesgo cardiovascular, con tres
estrategias, la sustitucion en la dieta de componentes de riesgo, por aquellos que
no lo son, la adicion especifica de componentes en la dieta, que puedan prevenir el
riesgo o por la adicion de los dos efectos anteriores.

1.5. Leguminosas y enfermedades cardiovasculares.

Las leguminosas son uno de los grupos de alimentos, cuyo consumo se asocia a la
reduccion de riesgo cardiovascular [7, 10, 69, 70, 71, 72, 73, 74]. El consumo de al
menos 90 g de leguminosas cocidas, cuatro veces a la semana, reduce el riesgo
cardiovascular en un 20 %, riesgo de enfermedad de arterias coronarias,
principalmente, comparado con la ausencia de este grupo de alimentos en la dieta
[69, 70, 71, 72, 73, 74]. El consumo de al menos 4 raciones de leguminosas a la
semana, reduce significativamente los niveles de triglicéridos, colesterol y LBD en
sangre [75, 76, 77, 78].

Estos efectos se asocian a su perfil nutrimental, en general las leguminosas (sin
incluir a la soya), contienen bajos contenidos de lipidos y son de indice glicémico
bajo, ademas contienen metabolitos secundarios con propiedades antioxidantes y

son una excelente fuente de fibra soluble [75, 76, 77, 78]. El efecto hipolipemiante
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asociado al consumo de leguminosas se ha relacionado, principalmente, con una
mayor eliminacion de colesterol por via biliar, debido a la accién de la fibra 'y a la
produccion de &cidos grasos de cadena corta, que reducen la sintesis de colesterol
en el higado [75, 76, 77, 78].

Las principales semillas de leguminosas, consideradas en este grupo de alimentos
son frijol (Phaseolus vulgaris), lenteja (Lens culinaris), chicharo (Pisum sativum),
garbanzo (Cicer arietinum) y haba (Vicia faba), la soya también pertenece a este
grupo, sin embargo, sus caracteristicas contrastantes (alto contenido de lipidos) y
usos industriales (como oleaginosa y en alimentacién animal), le excluyen de la
generalidad [74, 79].

La caracteristica general de las leguminosas es su capacidad de fijar nitrogeno
atmosférico y acumular altas cantidades de proteina en su semilla (16 — 45 %), en
comparacion con los cereales (7 — 13 %) [79, 80]. Las semillas de leguminosas,
ademas de ser una buena fuente de proteina, también ofrecen cantidades
importantes de carbohidratos complejos y fibra [79, 80].

Asociados a estos macronutrimentos, también se encuentran fracciones proteicas
0 metabolitos secundarios descritos como antinutrimentos o con actividad biolégica
[80, 81]. Las semillas de leguminosas, contienen inhibidores de proteasas, amilasas
y lectinas, que tiene la capacidad de disminuir la digestibilidad y absorcion de
nutrimentos, sin embargo, el tratamiento térmico apropiado, abate su actividad
mejorando el valor nutrimental [80, 81].

Componentes como el acido fitico, los oligosacéaridos y metabolitos secundarios,
como los compuestos fendlicos, se mantienen durante el tratamiento térmico [81].
El acido fitico, pude reducir la biodisponibilidad de minerales y al mismo tiempo,
puede restringir su participacién como catalizadores de reacciones de oxidacion [79,
80, 81]. La fermentacion de oligosacaridos, fibra soluble y almiddn resistente, por la
flora normal, puede generar gases y acidos grasos de cadena corta, que reducen la
sintesis hepatica de colesterol y favorecen la saciedad [74, 82, 83].

Las semillas de leguminosas, presentan cantidades importantes de compuestos
fendlicos, acidos fendlicos y flavonoides, principalmente que, dada su capacidad
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antioxidante, pueden proteger a moléculas como la LBD de la oxidacion en la etapa
temprana del desarrollo de la lesion aterogénica [74, 79, 80].

Dada la dinamica alimentaria, epidemiolégica y ambiental mundial actual, las
leguminosas se han establecido como el grupo de alimentos estratégico para
alcanzar la produccion sustentable de alimentos y reducir la carga de enfermedades
no comunicables, por lo que se debera duplicar su consumo en las siguientes
décadas, sustituyendo a la proteina animal [84, 85].

Estd demanda de leguminosas, de los proximos afios, puede enfrentarse haciendo
uso de leguminosas ya domesticadas de amplio y conocido valor comercial, sin
embargo, la biodiversidad ofrece especies y variedades de leguminosas poco
conocidas, aun por describir, que pueden incorporarse en el desarrollo de alimentos
de alta demanda [86, 87].

1.6. El mezquite o género Prosopis.

El género Prosopis, es un grupo de especies arbéreas, de la familia Fabaceae,
también denominadas mezquite, que involucra a 44 especies, distribuidas
principalmente en regiones aridas y semiaridas de Asia, Africa y América. Las
especies del género Prosopis fueron un importante cultivo para los pueblos
indigenas antes de la llegada de los espafioles [88]. EI complejo mezquite se
encuentra firmemente establecido en mas de 3.5 millones de hectareas del centro-
norte de Meéxico e incluye nueve de las siguientes especies autoctonas: P.
glandulosa, P. juliflora, P. velutina, P. pubescens, P. reptans, P. articulata, P.
tamaulipana, P. palmeriy P. laevigata [89]. El fruto maduro del género Prosopis, es
una vaina indehiscente formada por exocarpo, mesocarpo y un endocarpo lefioso
gue contiene a la semilla [88, 89]. El perfil nutrimental de las vainas y sus fracciones
de las especies de Prosopis, ha sido descrito; P. africana [90, 91], P. alba [92, 93,
94, 95], P. chilensis [94, 96, 97], P. glandulosa [98, 99, 100, 101], P juliflora [94, 102,
103], P. laevigata [104, 105], P. nigra [94], P. pallida [95, 106], P. ruscifolia [107,
108], P. tamarugo [97], P. velutina [99, 101, 109], asi como su contenido de
compuestos activos y actividad bioldgica in vitro; P. alba [92, 93, 110, 111], P.
chilensis [97, 112, 113], P. laevigata [104], P. nigra [110, 111], P. ruscifolia [108], P.
tamarugo [97] y actividad biolégica in vivo; P. glandulosa [114, 115].
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Nutrimentalmente, las vainas del género Prosopis son ricas en proteina libre de
gluten (40-60 % en semilla y de 9-11 % en mesocarpo), limitante en aminoacidos
azufrados [88, 90, 92, 98, 102, 103, 105, 108] y su mesocarpo es rico en azucares
(31-60 %), principalmente sacarosa [88, 93, 95, 101, 102, 103, 106]. En las semillas
del género Prosopis, se ha reportado la presencia de inhibidores de tripsina y
lectinas, antinutrimentos que pueden ser desnaturalizados y abatidos con el
tratamiento térmico [88, 94, 98, 104, 105]. Las especies del género Prosopis, han
sido reportadas como fuente de compuestos activos [88], mesocarpo [112], semilla
[92, 93, 108, 113] y vaina integral [92, 93, 97, 104, 110, 111] son una buena fuente
de compuestos fendlicos con actividad antioxidante [92, 93, 97, 108, 110, 112, 113],
antiinflamatoria [92, 110], antihipertensiva [104, 114] e hipoglucémica [115]. Los
miembros del género Prosopis mejor descritos son las especies de Sudamérica P.
alba y P. chilensis y la Norteamericana P. glandulosa. La especie P. laevigata se
distribuye en 16 estados de la Republica Mexicana [116] y esta considerada como

una especie subutilizada y poco descrita.
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2. JUSTIFICACION.

Dado que la dieta es uno de los principales factores de riesgo asociado a la creciente
y actual carga de enfermedades cardiovasculares, en donde la dislipidemia es una
condicionante de su génesis temprana, a través de la aterogénesis, es necesaria la
caracterizacion de alimentos, cuya composicion favorezca la prevencion del
desarrollo de esta enfermedad. En este propésito, particular atencion debe ponerse
a materias primas, que ademas de su potencial preventivo, representen una
alternativa como fuente de proteina, tal es el caso de las leguminosas. Por lo
anterior, en el presente trabajo, se describe el valor nutrimental de harinas de vaina
de mezquite y se evalla el efecto de su consumo en el desarrollo de dislipidemia in

vivo, utilizando el raton C57BL/6J como modelo biolégico de estudio.

3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo general.

Describir el valor nutrimental y los compuestos activos de harinas de vaina de
mezquite y evaluar el efecto de su consumo en el desarrollo de dislipidemia in vivo
empleando como modelo, el ratén C57BL/6J, como indicador de etapa temprana de

la aterogénesis.

3.2. Objetivos especificos.

3.2.1. Describir la composicion quimica y nutrimental de las harinas derivadas de
la vaina de mezquite, para conocer su valor alimentario.

3.2.2. Analizar por métodos espectrofotométricos y cromatograficos, el contenido de
compuestos activos de las harinas de vainas de mezquite, crudas y procesadas por
extrusion.

3.2.3. Formular y describir dietas a base de harinas de vaina de mezquite, obtenidas
por extrusion y evaluar el efecto de su consumo en el desarrollo de dislipidemia en
raton C57BL/6J.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Preparacion de harinas de mezquite.

Las vainas de mezquite (Prosopis laevigata) fueron colectadas en el campo
experimental de la Universidad Politécnica de Francisco |. Madero, en la region del
valle del mezquital, en el estado de Hidalgo, México. Las vainas maduras y secas
fueron colectadas, seleccionadas y deshidratadas en estufa de conveccion a 45 °C,
durante 1 h. Las vainas secas se pesaron y sometieron a molienda en una y dos
etapas, en un molino de cuchillas de 900 W (Nutribullet, CA, USA). Para la molienda
en una etapa, las vainas fueron molidas de forma exhaustiva, con destruccion del
endocarpio y tamizadas en malla 80, produciendo dos fracciones; harina integral de
vaina de mezquite y fibras retenidas en la malla. Para la molienda en dos etapas,
las vainas de mezquite, fueron molidas, sin destruccion del endocarpio,
posteriormente tamizadas en mallas 30 y 80. La malla 30, permitio retener el
endocarpio intacto. La malla 80 permitié retener las fibras y obtener la harina de
mesocarpo que pasoé a través de ella. El mesocarpio intacto, fue sometido a una
segunda molienda y tamizado en malla 80, obteniendo la harina de semilla y fibras.
Las fracciones se pesaron, para obtener los rendimientos y se almacenaron hasta
su andlisis o procesamiento.

Una fraccidon de harina integral de vaina de mezquite, fue sometida a fermentacion.
Un kg de harina se disperso en 2 L de agua, posteriormente se pasteurizo e inoculd
con Saccharomyces cerevisiae. La fermentacion se desarrollo a 27 °C durante 5
dias, hasta el agotamiento de los azUcares. Una vez concluida la fermentacion, la
mezcla fermentada se deshidratd en estufa de conveccion (Thermo Scientific, MA,
USA) a 65 °C durante 4 h, para su posterior molienda y obtencion de la harina
integral fermentada.

4.2. Andlisis proximal.

La composicién proximal de las harinas obtenidas a partir de la vaina de mezquite
se realizo utilizando los métodos 920.39, 992.15, 925.09, 991.43 y 923.03 de la
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), para cuantificar grasa, proteina,
humedad, fibra cruda y cenizas, respectivamente [117], los resultados se

expresaron en porcentaje.
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4.3. Contenido de azucares libres.

El contenido de azlcares libres en las harinas crudas se cuantificO por
cromatografia de liquidos de alta resolucion, usando un equipo Dionex-UltiMate
3000 (Thermo Scientific, MA, USA), equipado con una columna REZEX RPM-
Monosaccharide PB+2(8 %) (300 x 7.8 mm) trabajando a 80 °C, se utilizé agua
como fase movil. La deteccion de azucares se realizo utilizando un detector de
indice de refraccion [118].

4.4. Perfil de aminoé&cidos.

El contenido de aminoacidos en las harinas se cuantificé por cromatografia de
intercambio ionico, utilizando un analizador de aminoacidos (Sykam GmbH,
Eresing, Germany). Las muestras se hidrolizaron con HCI 6 N y se separaron en
una columna LCA KO6/Na de 4.6 x150 mm a 60 °C (Sykam GmbH, Eresing,
Germany), utilizando buffer A de pH 3.45 y buffer B de pH 10.85 como fase mévil.
Después de la separacion, las fracciones se derivatizaron con ninhidrina y los
aminoacidos se cuantificaron espectrofotométricamente a 570 nm [119]. Para
aminoécidos azufrados, se utiliz6 el mismo método, agregando un pretratamiento
de oxidacion de las muestras con acido perférmico, previo a la hidrolisis con HCI
[119]. Para cuantificar triptéfano, las muestras se hidrolizaron enzimaticamente con
papaina, posteriormente, se hicieron reaccionar con p-dimetilaminobenzaldehido y
se cuantificaron espectrofotométricamente a 620 nm [120].

4.5. Extrusion de harinas.

Para la extrusion las harinas se acondicionaron a 16 % de humedad y se procesaron
en un extrusor Brabender (19/25DN, Duisburg, Germany) equipado con u tornillo de
19 mm, con relacién de compresién 3:1, trabajando a 170 rpm con temperaturas de
barril de 80, 100, 120 y 150 °C en las zonas 1, 2, 3 y 4 respectivamente [121]. La
velocidad del alimentador fue de 30 rpm y el diametro del dado de salida fue de
3mm. Se evaluo el indice de expansion [122] de los extrudidos y posteriormente se
molieron y tamizaron en malla 80.

4.6. Tratamiento térmico por horneado de las harinas.

Las harinas obtenidas de la molienda de la vaina de mezquite, harina de mesocarpo,

harina integral y harina de semilla, se hidrataron con 15 mL de agua por cada 10 g
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de harina, se colocaron en moldes y se hornearon a 190 °C, durante 20 min,
posteriormente, se enfriaron y molieron, para obtener las harinas térmicamente
tratadas.

4.7. Preparacion de extractos.

Para la extracciébn de compuestos activos en las harinas se realiz6 una extraccion
con etanol al 40% [123]. Se pesaron 100 mg de cada muestra y se agreg6 1 mL de
etanol al 40% en agua (v/v), se agitd a 60 rpom durante 10 min y se centrifugé a
12,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se colecto y la extraccién se repitié
con el solido residual, ambos extractos se juntaron y se aforaron a 25 mL con etanol
al 40 %.

4.8. Cuantificacion de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales, se cuantifico utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu
segun [124, 125]. A una alicuota de extracto se agregd el reactivo de Folin-
Ciocalteu, la mezcla se alcalinizé con carbonato de sodio y se leyé a 760 nm en un
espectrofotometro Genesys 10S (Thermo Scientific, MA, USA). Los resultados se
expresaron como miligramos equivalentes de acido gélico por gramo de harina (mg
EAG/Q) en peso seco.

4.9. Captacion de radical 2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

La capacidad de captacion de radicales libres, se evalu6 utilizando el radical libre
sintético DPPH [126]. Una alicuota de extracto se hizo reaccionar con una solucion
de DPPH con absorbancia de 0.7 a 515 nm en un espectrofotometro (Genesys 10S,
Thermo Scientific, MA, USA), el abatimiento de la absorbancia a esta longitud de
onda se utilizé para cuantificar la captacion del radical DPPH, expresando los
resultados como miligramos equivalentes de acido ascorbico por gramo de harina
(mg EAA/Q).

4.10. Productos de la reacciéon de Maillard (PRM).

La presencia de PRM en las harinas crudas y procesadas se estimo
espectrofotométricamente a 290 nm [127]. Una alicuota de extracto, se diluyé con
una relacion 1:9 con etanol al 40 % y se procedioé a medir su absorbancia a 290 nm
en un espectrofotdmetro Genesys 10S (Thermo Scientific, MA, USA).
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4.11. Flavonoides.

El contenido de flavonoides se cuantifico utilizando cromatografia de liquidos de alta
resolucién [128]. Una alicuota de extracto se evaporé y suspendié en 3 mL de HCI
2 N, para realizar la hidrélisis de glucésidos a 90 °C durante 90 min. Posteriormente,
se extrajo la fase organica con acetato de etilo, el cual se evaporé a 60 °C y el
residuo se re-suspendié en etanol grado HPLC para su analisis. Para la separacion
de los flavonoides, 20 pL de las muestras hidrolizadas se inyectaron en un equipo
Dionex-UltiMate 3000 (Thermo Scientific, MA, USA) equipado con una columna
Acclaim 120 C-18 (4.6 x 100 mm). Como fase mdvil se utilizé agua acidificada pH
2.8 como solvente A y acetonitrilo como solvente B. La elucion de los flavonoides
miricetina, quercetina, daidzeina, genisteina, apigenina y kaempferol se desarrollo
con un gradiente lineal hasta el 30 % de B a los 5 min, 45 % de B a los 8 min y 55
% de B a los 14 min. Posteriormente, la columna se lavo con 95 % de B durante 3
min y se equilibré a un 100 % de A durante 3 min para iniciar el analisis de la
siguiente muestra, el flujo fue de 1 mL/min con un tiempo total de corrida de 20 min.
La deteccion y cuantificacion de flavonoides se realizé espectrofotométricamente a
una longitud de onda de 254 nm utilizando un detector de arreglo de diodos.

4.12. Formulacion de las dietas.

Considerando las guias de requerimientos nutrimentales para raton [129, 130], se
formularon dos dietas, con un 17 % de proteina a base de harinas de vaina de
mezquite. La primera fue a base de harina de semilla de mezquite y la segunda a
base de harina integral fermentada, ambas en combinacion con maiz y con adicién
de premezclas de vitaminas y de minerales. Adicionalmente y con propdsitos
comparativos, se preparé una dieta a base de caseina, maiz y salvado de trigo,
suplementada con las premezclas de vitaminas y de minerales (Tabla 4). Las
mezclas fueron acondicionadas a un contenido de 16 % de humedad, procesadas
por extrusién bajo las condiciones previamente descritas y almacenadas en

refrigeracion hasta su uso en el ensayo bilogico.
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Tabla 4. Formulacién de dietas.

Ingrediente Dietal Dieta 2 Dieta 3
Semilla  Integral Fermentada Caseina

Harina de semilla (g) 100

Harina integral fermentada (g) 150

Caseina (g) 50

Salvado de trigo (g) 25

Harina de maiz (g) 200 100 200

Vitaminas y minerales (%) 2 2 2

4.13. Ensayo Biologico.

El ensayo biolégico considero las guias nacionales [130] e internacionales [131,
132, 133] del manejo y cuidado de animales de laboratorio, particularmente de
roedores. El protocolo correspondiente al ensayo aqui descrito, considera el marco
internacional de las 3R de las consideraciones éticas del uso de animales [134, 135],
y fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Autbnoma del Estado de
Hidalgo. Se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6J de 4 semanas de vida,
los cuales se mantuvieron en grupos de tres animales por caja de polipropileno, a
25 °C, en ciclos de luz obscuridad de 12 x 12 h, en las instalaciones del bioterio de
la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

En el ensayo biolégico, se incluyeron cuatro tratamientos, incluyendo 6 animales en
cada uno. Los cuatro tratamientos consistieron en el consumo de las dietas 1, 2, 3
y alimento de bioterio a libre demanda, con cuantificacion diaria del consumo de
alimento por caja. El consumo de agua se mantuvo a libre demanda durante el
experimento que concluy6 a las 18 semanas de vida del raton. Durante el periodo
del ensayo se monitore6 la ganancia de peso individual de los animales. Al llegar la
semana 18, los ratones se sacrificaron después de un ayuno de 8 h y se colecté
sangre por puncién cardiaca, el tejido adiposo de la cavidad abdominal y el higado.
4.14. Quimica clinica sanguinea.

La sangre obtenida se centrifugé a 4000 rpm /5 min para obtener el suero. En el
suero se cuantifico glucosa, triglicéridos, colesterol total y colesterol-HDL utilizando
una unidad de quimica seca (Fujifilm Dri-Chem NX5001) y las respectivas
membranas de analisis enzimético.
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4.15. Analisis estadistico.
Los analisis se realizaron por triplicado, con los valores resultantes se llevé a cabo
un analisis de varianza (ANOVA) de una sola via, con una prueba de Tukey para

comparacion de medias (P < 0,05), utilizando el software Statistica 8.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1. Caracterizacion nutrimental de las harinas de vaina de mezquite.
5.1.1. Composicion proximal.
Segun las fracciones resultantes de la molienda de la vaina de mezquite, el
exocarpo, el mesocarpo y el endocarpo, constituyen el 20, 44 y 36 % de la vaina,
respectivamente [Figura 1]. La semilla, en el endocarpo constituye el 16 % de la
vaina. La molienda en una etapa, permitié obtener la harina integral (54 %), que
incluye al mesocarpo y la semilla de la vaina, mas las fibras (46 %). La molienda en
dos etapas, permitié obtener harina de mesocarpo (23 %), harina de semilla (10 %),
mas las fibras (67 %). Los rendimientos de las fracciones de la molienda de la vaina
de mezquite aqui reportados para P. laevigata son similares a los reportados para
la vaina P. alba [95].

’ Exocarpo ( 20%) ’——’—\\ "

] Mesocarpo (44%) |«

! Endocarpo ( 36%) .

| Testa?é%) H Cotiledon (10%) ’/

Molienda en una Etapa Molienda en dos Etapas

Figura 1. Fracciones de la molienda de la vaina de mezquite.
La composicion proximal de las harinas derivadas de la molienda de la vaina de
mezquite (P. laevigata) se presenta en la Tabla 5. El contenido de proteina para el
mesocarpo de la vaina de mezquite fue de 9.2 %, ligeramente mas alto a los valores
previamente reportados para P. alba [95], P. glandulosa [98] y P. pallida [93] con 8,

7y 9 %, respectivamente. El contenido de proteina en la semilla de mezquite fue de
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36 %, mas alto que los valores reportados previamente para semilla de P. africana
[90] y semejante a los reportados para P. alba [93], P. juliflora [102] y P. glandulosa
[98]. El contenido de proteina en harina integral de vaina de mezquite fue de 12.4
%, semejante a los valores previamente reportados para P. chilensis [97], P.
glandulosa [98] y P. tamarugo [97]. El contenido de proteina en la harina integral
fermentada fue de 21.5 %, no se encontraron reportes previos del contenido de
proteina en harinas tratadas por fermentacion de otras vainas del genero Prosopis.
El contenido de grasa no super6 el 5 % en ninguna de las harinas de mezquite, lo
cual coincide con lo reportado anteriormente [95], donde se describe a las vainas
del género Prosopis como bajas en su contenido de grasa. El contenido de fibra, en
las harinas crudas, fue mas alto en la harina integral, seguido por la harina de semilla
y la harina de mesocarpo, con 11.3, 7.8, y 3.5 %, respectivamente. La fermentacion
de la harina integral, increment6 en un 55 % el contenido de fibra, al mismo tiempo

gue redujo significativamente el extracto libre de nitrégeno (ELN).

Tabla 5. Composicion proximal de las harinas de vaina de mezquite (%).

Harina Humedad Cenizas Proteina Grasa Fibra Cruda ELN*

Semilla 8.28+0.15° 4.14%0.03° 36.51%0.36° 4.83:0.04° 7.78+0.46° 38.45:0.66°
Mesocarpo 9.48:0.22° 4.61+0.21° 9.13:+0.1° 1.84+0.03° 3.58:0.38" 71.35:0.57°
Integral 7.7¢0.16° 3.81:0.02° 12.41:0.12° 2.25:0.03" 11.34%0.22° 62.47+0.1

Integral Fermentado 4.08+0.01° 7.25+0.01° 21.54+0.31° 3.98+0.01° 18.58+0.05" 44.54+0.39°
Maiz 10.17+0.26" 1.87+0.03° 7.57+0.19° 7.8120.06° 0.53x0.01° 72.04+0.14"

ELN; Extracto libre de nitr6geno. Se reporta la media = desviacion estandar (n=3).
Diferentes letras en la misma, columna indican diferencias estadisticamente significativas
(P <0.05).

5.1.2. Azucares libres.

El contenido de azucares libres en las harinas de vaina de mezquite se presenta en
la Tabla 6. En las harinas de vaina de mezquite, se encontraron un disacarido
(sacarosa) y tres monosacaridos (glucosa, fructosa, xilosa). En todas las fracciones,
la sacarosa fue el principal azucar, seguido de glucosa, fructosa y xilosa. La fraccion

con mayor contenido de azucares, fue la harina de mesocarpo, seguida de la harina
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integral, la harina de semilla y la harina integral fermentada con 448, 305, 96 y 29
mg/g, respectivamente. No se encontraron reportes del contenido de azlcares en
vaina de P. laevigata, pero en la especie P. alba, se ha reportado el contenido de

sacarosa (382 mg/g), fructosa (96 mg/g), glucosa (26 mg/qg) y xilosa (2 mg/g) [88].

Tabla 6. Contenido de azucares en harinas de vaina de mezquite (mg/qg).

Harina Sacarosa Glucosa Fructosa Xilosa Total

Semilla 69.71+0.64° 13.43+0.69° 10.88+1.19% 1.97+0.09¢ 96.01+2.33°
Mesocarpo 308.61+4.72% 77.67+0.74* 47.97+1.11* 13.56+0.51* 447.83+4.58?
Integral 256.19+4.28" 26.82+0.39® 14.31+0.61°¢ 7.65+0.27¢ 304.98+3.52°
Integral Fermentado  1.42+0.04¢ 1.22+0.05¢ 16.98+0.21° 9.42+0.23° 29.06+0.34¢
Maiz 4.91+0.65¢ ND 9.05+0.23¢ ND 13.96+0.88¢

Se reporta la media + desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma columna,

indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).

5.1.3. Perfil de aminoacidos.

El perfil de aminoacidos de las harinas derivadas de la vaina de mezquite se
presenta en la Tabla 7 y su contenido de aminoacidos esenciales comparados con
los requerimientos de la FAO, se presenta en la Tabla 8. Considerando los
requerimientos de aminoacidos de la FAO, para humanos mayores de tres afios
[136], los aminoacidos limitantes fueron lle y Val, en harina integral, mientras que
en la harina de semilla, mesocarpo y harina integral fermentada, los aminoacidos
limitantes fueron Val, lle y Trp, respectivamente. En las cuatro harinas se
encontraron valores altos de Lys y aminoacidos azufrados (Met + Cis).
Previamente se ha reportado que, en general, las vainas del género Prosopis, son
limitantes en aminoacidos azufrados [88], en patrticular, la semilla de P. chilensis y
de P. juliflora, son deficientes en Val, Thr, lle, Lys, Trp y aminoacidos azufrados, la
harina integral de P. juliflora, es deficiente en aminoacidos azufrados [137], la
semilla de P. africana, es deficiente en Thr [90] y la harina integral de P. laevigata,
es deficiente en aminoacidos azufrados [105]. Considerando semillas de
leguminosas de otros géneros, se ha reportado que en frijol comdn y en chicharo

los aminoacidos limitantes son Trp y aminoacidos azufrados [138]. En el presente
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trabajo cuatro aminoacidos (Glu, Arg, Asp y Leu) representan mas del 45% del total

de aminoécidos en la semilla, un comportamiento antes reportado para P. alba [92],
frijol y chicharo [138].

Tabla 7. Perfil de aminoé&cidos en harinas de vaina de mezquite (mg/g proteina).

Aminoacido Semilla Mesocarpo Integral  Integral Fermentado
Asp 83.41+1.27°  142.68+0.34® 90.51+0.56" 84.87+0.55°
Thr 30.19+0.44° 34.69+0.55%  30.61+0.07° 31.32+0.24°
Ser 48.15+0.152  46.70+1.35*  45.93+0.602 47.93+0.042
Glu 177.1622.08%  62.63+1.679 114.03+1.06° 105.2740.17¢
Pro 62.58+0.95¢  195.51+8.69% 100.67+1.44° 109.39+1.11°
Gly 50.58+0.05%  32.95+0.12¢  41.02+0.28° 44.14+0.09°
Ala 43.02+0.292 38.34+0.15°  36.70+0.23¢ 39.89+0.41°
Val 34.12+0.21°¢ 40.77+0.46%  36.36+0.14° 40.85+0.622
lle 28.59+0.092 28.29+0.69%  26.62+0.12° 29.47+0.352
Leu 68.92+0.45° 75.53+0.20%  70.23+0.27° 68.67+0.58°
Tyr 22.83+0.61° 23.49+0.22°  22.37+0.31° 24.27+0.192
Phe 35.62+0.49° 37.76+£0.44%  38.44+0.262 38.31+0.092
His 24.760.27° 25.79+0.20°  29.51+0.262 30.76+0.192
Lys 55.07+0.332  54.00+0.12° 52.51+0.01° 53.09+0.04¢
Arg 112.26+1.93%  28.70+0.43°  67.84+0.60° 68.95+0.33°
Cis 25.86+0.122 18.18+0.02¢  21.73+0.12° 20.58+0.03°¢
Met 9.02+0.212 8.02+0.082 7.99+0.07° 9.22+0.622
Trp 6.49+0.29° 8.79+0.062 6.40+0.07° 4.85+0.04°¢
SAA 34.88+0.342 26.20+0.05¢  29.72+0.20° 29.80+0.65°
AAA 58.45+1.10° 61.25+0.67%  60.82+0.572 62.59+0.092

Se reporta la media * desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma, fila indican

diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05). SAA; Aminoacidos azufrados, AAA;

Aminoacidos aromaticos.
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Tabla 8. Aminoacidos esenciales en harinas de vaina de mezquite (mg/g

proteina).
Aminoéacido Semilla Mesocarpo Integral Integral Fermentado * FAO, 2013
His 24.76+0.27° 25.7940.21° 29.51+0.262 30.76+0.192 16
lle 28.59+0.09% 28.29+0.69% 26.62+0.12° 29.47+0.352 30
Leu 68.92+0.45° 75.53+0.21% 70.23+0.27° 68.67+0.58° 61
Lys 55.07+0.33% 54.00+0.12° 52.51+0.01°¢ 53.09+0.04¢ 48
SAA 34.89+0.12% 26.2+0.33° 29.72+0.21° 29.8+0.26° 23
AAA 58.45+0.21° 61.25+0.08% 60.82+0.09° 62.6+£0.322 41
Thr 30.19+0.44° 34.69+0.55* 30.61+0.07° 31.32+0.24° 25
Trp 6.49+0.29>  8.79+0.06% 6.40+0.07° 4.85+0.04°¢ 6.6
Val 34.12+0.21° 40.77+0.46* 36.36+0.14° 40.85+0.622 40

Se reporta la media * desviacion estdndar (n=3). Diferentes letras en la misma, fila indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05). SAA; Aminoacidos azufrados, AAA;

Aminoacidos aromaticos. *Requerimientos para mayores de 3 afios [136].

5.1.4. Perfil nutrimental de harinas de vaina de mezquite y su implicacion en
aterogénesis.

Los rasgos mas importantes de los perfiles nutrimentales de las harinas de vaina de
mezquite se resumen en la Tabla 9. Por su bajo contenido de grasa y de azUcares
y su alto contenido de fibra y arginina, la harina de semilla y la harina integral
fermentada, pueden describirse como alimentos anti-aterogénicos. Bajos niveles de
grasa, limitan la produccion hepética de LMBD [40, 41, 46, 48]. Bajos niveles de
azucares limitan la lipogénesis hepatica y la produccion de acido Urico, dos procesos
altamente aterogénicos [64, 65, 66]. Altos niveles de fibra, favorecen la eliminacién
de colesterol por via biliar [37, 44, 75]. Altos niveles de arginina, favorecen la
produccion de oxido nitrico, protegiendo de la disfuncidon endotelial [22, 32, 33, 35].
A pesar de sus bajos contenidos de grasa, por sus muy altos contenidos de
azucares, la harina de mesocarpo y la harina integral, no mantienen las

caracteristicas anti-aterogénicas antes descritas.
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Tabla 9.

Rasgos nutrimentales de harinas de mezquite y su implicacion en

aterogénesis.

Harina Proximal Azlcares Aminoécidos Implicacion en

aterogénesis

Semilla Bajo en grasa | Bajo en | Deficiente  en | Bajos niveles de grasa limitan la
(4.8 %), muy | azicares (9 | Val, muy alto en | produccién de LMBD. Bajos
alto en | %). arginina (112 | niveles de azlucares limitan
proteina (36.5 mg/g proteina). lipogénesis hepéatica y
%) y alto en produccion de &cido urico. Altos
fibra (7.8 %). niveles de fibra favorecen la

eliminacién de colesterol por via
biliar. Altos niveles de arginina
favorecen la produccién de 6xido
nitrico.

Mesocarpo | Bajo en grasa | Muy alto en | Deficiente en lle, | Bajos niveles de grasa limitan la
(1.8 %), | azucares (45 | bajo en arginina | produccion de LMBD. Altos
proteina (9.1 | %). (28.7 mg/g | niveles de azlcares favorecen la
%) vy fibra (3.6 proteina). lipogénesis hepatica y
%). Muy alto produccion de &cido Urico. Bajos
en ELN (71.3 niveles de arginina no favorecen
%). la produccion de 6xido nitrico.

Integral Bajo en grasa | Alto en | Deficiente en lle | Bajos niveles de grasa limitan la
(2.2 %), alto | azlcares (30.5 | y Val, alto en | produccion de LMBD. Altos
en fibra (11.3 | %). arginina  (67.8 | niveles de azlcares favorecen la
%). mg/g proteina). lipogénesis hepética y

produccion de acido Urico.

Integral Bajo en grasa | Muy bajo en | Deficiente en | Bajos niveles de grasa limitan la

Fermentada | (4 %), alto en | azlcares (3%) | Trp y alto en | produccion de LMBD. Bajos
proteina (21.5 arginina (69 | niveles de azucares limitan
%), muy alto mg/g proteina). lipogénesis hepética y
en fibra (18.6 produccion de acido drico. Altos
%). niveles de fibra favorecen la

eliminacion de colesterol por via
biliar. Altos niveles de arginina
favorecen la produccion de 6xido
nitrico.
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5.2. Propiedades nutracéuticas de las harinas de vaina de mezquite.

5.2.1. Compuestos fendlicos totales.

El contenido de compuestos fendlicos totales en harinas de mezquite crudas y
procesadas, se presenta en la Figura 2 y 3. El contenido de fenoles totales, en
harina de semilla, harina de mesocarpo, harina integral y harina integral fermentada
fue de 6.6, 8.9,8.3y 11.3 mg EAG/g, respectivamente. Estos valores son mas altos
a los reportados previamente para harinas de vaina de P. nigra (6.2 mg EAG/g) y P.
alba (4.6 mg EAG/g) [110]. El tratamiento térmico por horneado, incrementé el
contenido de fenoles totales de harina de semilla, harina de mesocarpo y harina
integral, en un 17, 40 y 58 %, respectivamente.

Este incremento puede atribuirse a la generacion de productos de la reaccion de
Maillard (PRM). La cuantificacién de fenoles totales, utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteu, no es especifico para compuestos fendlicos [124] y compuestos como los
PRM, pueden reducir este reactivo, contribuyendo a la medicidén, fenGmeno que ya
ha sido reportado en materias primas tratadas por horneado, como el algarrobo
[139]. A diferencia del tratamiento térmico por horneado, el tratamiento térmico por
extrusion no modifica el contenido de fenoles totales, en las harinas de vaina de
mezquite. No se encontraron reportes del tratamiento por extrusiéon de harinas de
mezquite. El procesamiento por extrusion de harinas de leguminosas, como el frijol,
incrementa ligeramente el contenido de compuestos fendlicos totales [121].

La fermentacion de la harina integral, incremento significativamente el contenido de
compuestos fendlicos, fendbmeno debido a la concentracion de los componentes
durante el proceso. El procesamiento por extrusion de la harina integral fermentada,
incrementa ligera, pero significativamente el contenido de compuestos fendlicos
totales, fendmeno asociado a la produccion de PRM. No se encontraron reportes
del contenido de compuestos fendlicos totales en harinas de vaina del género

Prosopis, procesadas por extrusion o fermentacion.
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Figura 2. Fenoles totales en harinas de vaina de mezquite.
TT; Tratamiento térmico por horneado, E; Extrusién. Se reporta la media + error estandar

(n=3). Diferente letra indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

14

a
12
====£:===

3 10
5
o € €
E 8 T
0
@
o
E 6
0
@
o
G 4
[

2

0

Integral IntegralE IntegralF IntegralFE
Muestra

Figura 3. Fenoles totales en harina integral fermentada de mezquite.
E; Extrusion, F; Fermentada. Se reporta la media + error estandar (n=3). Diferente letra

indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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5.2.2. Captacion de radical DPPH.

La capacidad de captacion de radical DPPH de las harinas de vaina de mezquite,
se presenta en las Figura 4 y 5. La capacidad de captacion de radical DPPH para
harina de mesocarpo, harina de semilla, harina integral y harina integral fermentada
fue de 10.6, 8.9, 10.1y 14.1 mg EAA/g. El tratamiento térmico por horneado de las
harinas de mesocarpo, de semilla e integral, incrementé la capacidad de captacion
de radical DPPH en un 35, 15 y 80 %, respectivamente. Estos incrementos en la
capacidad de captacién de radical DPPH, pueden ser atribuidos a la generacion de
PRM, durante el tratamiento térmico. Los PRM han sido descritos como compuestos
con capacidad de captacion de radicales libres en materias primas tratadas
térmicamente, como el algarrobo [139] y en algunos medios sintéticos [127, 140,
141).

Los principales antioxidantes presentes en alimentos son los compuestos fendlicos,
pero compuestos como el acido ascorbico y PRM, pueden reducir el radical DPPH
[127, 141, 141]. A diferencia del tratamiento térmico por horneado, el tratamiento
térmico por extrusion, no modificé la capacidad de captacion de radical DPPH en la
harina de mesocarpo, mientras que en harina de semilla e integral, lo incrementa

ligera pero estadisticamente significativa.
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Figura 4. Captacion de radical DPPH en harinas de vaina de mezquite.
TT; Tratamiento térmico por horneado, E; Extrusién. Se reporta la media + error estandar

(n=3). Diferente letra indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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La fermentacion de la harina integral, incrementd de forma estadisticamente
significativa, la captacion del radical DPPH, fenomeno debido a la concentracion de
los componentes durante este proceso. El procesamiento por extrusion de la harina
integral fermentada, incrementé de forma ligera pero estadisticamente significativa,
la capacidad de captacién del radical DPPH, fendmeno asociado a la produccién de
PRM. No se encontraron reportes de la capacidad de captacion de radical DPPH en

harinas de vaina del género Prosopis procesadas por extrusion o fermentacion.
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Figura 5. Captacion de radical DPPH en harina integral fermentada de mezquite.
E; Extrusion, F; Fermentada. Se reporta la media + error estandar (n=3). Diferente letra
indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
5.2.3. Productos de la reaccion de Maillard — Absorbancia a 290 nm.
La absorbancia a 290 nm como indicador de la presencia de PRM en las harinas de
vaina de mezquite, se presenta en las Figuras 6 y 7. El mayor incremento en la
absorbancia a 290 nm, después del tratamiento térmico por horneado, se presento
en la harina integral, seguida por la harina de mesocarpo y la harina de semilla. La
reaccion de Maillard, llevada a cabo entre azlcares reductores y el grupo amino de
los aminoéacidos libres, péptidos o proteinas, durante el tratamiento térmico de los
alimentos, produce heterociclos de bajo peso molecular, con maximos de absorcion
a 290 nm [127, 139].
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En el presente trabajo la mayor absorbancia a 290 nm, después del tratamiento
térmico por horneado, se presentd en la harina integral y harina de mesocarpo,
harinas con alto contenido de azUcares reductores (glucosa, fructosa y xilosa)
(Tabla 6), mientras que la harina de semilla, con el menor contenido de azUcares

reductores, presentd la absorbancia mas baja.
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Figura 6. PRM (Abs a 290 nm) en harinas de vaina de mezquite.
TT; Tratamiento térmico por horneado, E; Extrusion. Se reporta la media + error estandar

(n=3). Diferente letra indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

Los PRM pueden provocar la pérdida de aminoacidos esenciales en los alimentos,
reduciendo su valor nutrimental o bajo ciertas condiciones generar la produccion de
compuestos con actividad potencialmente toxica [140]. Recientemente, los PRM, se
han asociado a propiedades benéficas en los alimentos, como capacidad
antioxidante, quelante, antimicrobiana, antiinflamatoria, prebiotica y antihipertensiva
[127, 139, 140].
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La produccion de PRM, se acompafia de un importante incremento de la capacidad
de captacion de radicales libres, que correlaciona con la reduccion del reactivo de
Folin-Ciocalteu en la cuantificacion de fenoles totales [139]. La correlacion lineal de
la absorbancia a 290 nm, con el contenido de compuestos fendlicos totales y la
capacidad de captacion de radicales DPPH, fue de 0.8 y 0.93, respectivamente,
sugiriendo la participacion de los PRM en la medicion de fenoles totales y en la de
captacion de DPPH. La composicion de las harinas de vaina de mezquite les hace
una materia prima muy susceptible a la generacion de PRM, cuando se tratan
térmicamente por horneado, fenbmeno que no sucede si el tratamiento térmico se
realiza por extrusion.

La fermentacion de la harina integral, incremento significativamente la absorbancia
a 290 nm, lo cual puede a atribuirse al tratamiento térmico de la harina, durante la
preparacion del mosto para la fermentacion, que genera PRM. No se encontraron
trabajos previos que evalluen la formacion de PRM en harinas de vaina del género
Prosopis, pero se ha reportado que el tratamiento térmico de harinas de vaina del
genero Prosopis, induce su oscurecimiento [88].
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Figura 7. PRM (Abs a 290 nm) en harina integral fermentada de mezquite.
E; Extrusion, F; Fermentada. Se reporta media + error estandar (n=3). Diferente letra

indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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5.2.4. Flavonoides.

El analisis para la cuantificacion de flavonoides por HPLC, en harinas de vaina de
mezquite, permitid la identificacién y cuantificacion apigenina, los contenidos de
este flavonoide, en las harinas de mezquite, se presentan en las Figuras 8y 9. En
el presente trabajo, se investigd la presencia de O-glucésidos de miricetina,
guercetina, kaempferol, daidzeina, genisteina y apigenina en harinas de mezquite,
sin embargo, segun el tiempo de retencion y su espectro UV-Vis, solo se confirmd
la presencia de apigenina. El contenido de apigenina en harina de mesocarpo, de
semilla, integral e integral fermentada, fue de 8.6, 41.6, 23.2 y 39.7 mg/kg,
respectivamente. El tratamiento térmico por horneado y el procesamiento por
extrusion no modificaron los contenidos de apigenina en las harinas. Previamente
se ha reportado la presencia de C-glucésidos de apigenina en harinas de P. alba
[92, 112, 142] y P. nigra [143] sin la cuantificacion del contenido. En harinas de P.
alba, se ha reportado la presencia de o-glucésidos de quercetina, miricetina y
luteolina [142].

Las semillas de leguminosas han sido descritas como una fuente de flavonoides, la
semilla de soya contiene daidzeina y genisteina, mientras que la semilla de frijol
comun, quercetina y kaempferol y el chicharo quercetina, apigenina y kaempferol
[128, 143, 144]. El consumo de flavonoides, incluyendo apigenina, ha sido
relacionado con efectos benéficos en la salud, dada su probada actividad en la
modulacion del estrés oxidativo, funcibn hormonal, expresion genética y
programacion epigenética [145, 146, 147, 148].

La fermentacion de la harina integral, incrementd de forma estadisticamente
significativa, el contenido de apigenina, lo cual puede atribuirse a la concertacion de
los componentes durante el proceso de fermentacion, donde se consume mas del
90 % de los azucares presentes en la harina. No se encontraron trabajos previos,
gue evallen la presencia de flavonoides en harinas extrudidas o fermentadas del

género Prosopis.
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Figura 8. Contenido de apigenina en harinas de vaina de mezquite.
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TT; Tratamiento térmico por horneado, E; Extrusion. Se reporta la media + error estandar

(n=3). Diferente letra indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

Apigenina (mg/kg)

Figura 9. Contenido de apigenina en harina integral fermentada de mezquite.
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E; Extrusion, F; Fermentada. Se reporta la media + error estandar (n=3). Diferente letra

indica diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).
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El tratamiento térmico de las harinas de vaina de mezquite, incremento el contenido
de compuestos fenolicos totales y la capacidad de captacion de radical DPPH,
debido a la generacién de productos de la reaccién de Maillard, mientras que el
procesamiento por extrusion, no modifico estos parametros. La fermentacion de la
harina integral, incrementd el contenido de fenoles totales, la capacidad de
captacion de radical DPPH y el contenido de apigenina, debido a la concentracion
de los componentes por remocion de azUcares (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto del procesamiento sobre compuestos activos de las harinas.

Harina Procesamiento
Horneado Extrudido Fermentado
Mesocarpo Incrementa fenoles No afecta el contenido
totales y captacion de de fenoles totales, ni la
radical DPPH, genera captacion de radical
PRMy no afecta el DPPH, no genera PRM
contenido de apigenina. | y no afecta el contenido
de apigenina.

Semilla Incrementa fenoles No afecta el contenido
totales y captacion de de fenoles totales, ni la
radical DPPH, genera captacion de radical

PRMy no afecta el DPPH, no genera PRM
contenido de apigenina. | y no afecta el contenido
de apigenina.

Integral Incrementa fenoles No afecta el contenido Incrementa fenoles
totales y captacion de de fenoles totales, nila | totalesy captacion de
radical DPPH, genera captacion de radical radical DPPH, genera

PRMy no afecta el DPPH, no genera PRM | PRM e incrementa el
contenido de apigenina. | y no afecta el contenido contenido de
de apigenina. apigenina.

PRM; Productos de la reaccion de Maillard.

El tratamiento térmico de leguminosas es un requisito indispensable para el
abatimiento de los factores antinutrimentales que son parte de su composicion [80,
81]. La extrusibn es un procesamiento eficiente para el abatimiento de estos
componentes no deseables [149], ademas, segun los resultados del presente

trabajo, la extrusion no modifica las propiedades de las harinas, particularmente, no
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genera productos de la reaccién de Maillard, a diferencia del tratamiento térmico por
horneado, que si los genera. Ya se ha reportado que la extrusion al ser un
tratamiento a alta temperatura, corto tiempo y baja humedad, limita la formacion de
PRM, en comparacion con el procesamiento a altas temperaturas, largo tiempo y
alto contenido de humedad [149].

El aporte global de compuestos con actividad antioxidante de las harinas de vaina
de mezquite, es superior 0 semejante a las leguminosas de mayor demanda y
consumo a nivel mundial (chicharo, frijol, soya, lenteja) [150, 151, 152, 153, 154]

con la caracteristica de ser libres de isoflavonas.

5.2.5. Perfil nutracéutico de las harinas de vaina de mezquite y su implicacion en
aterogeénesis.

Las harinas de vaina de mezquite, analizadas en el presente trabajo, destacan
particularmente por su aporte de antioxidantes, al compérales con otras
leguminosas. Los antioxidantes de la dieta, pueden contribuir a abatir y controlar la
generacion y reactividad de radicales libres en el ambiente celular [155, 156, 157,
158, 159]. Los radicales libres son moléculas cuya estructura incluye al menos un
electrén sin aparear, la condicidén altamente inestable de este electron detona su
reaccion rapida con otras moléculas, oxidandolas [155, 158, 159].

Los principales radicales libres encontrados de forma constante en el ambiente
celular son las especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de
nitrégeno (ERN), los cuales, pueden ser generados durante reacciones de oxido-
reduccion en el metabolismo celular [156, 157, 159]. Estas reacciones de o6xido-
reduccion, estan catalizadas por enzimas, las principales enzimas involucradas en
la generacion de radicales libres son NADPH oxidasa, xantin oxidasa,
ciclooxigenasa, lipooxigenasa, enzimas de la cadena transportadora de electrones,
oxido nitrico sintetasa desacoplada y glucosa oxidasa [157, 159], algunos metales
divalentes, también pueden catalizar este tipo de raciones [157].

Los sistemas biolégicos, tienen defensas enziméticas y no enzimaticas ante la
generacion de estas sustancias altamente reactivas. La superéxido dismutasa, la

catalasa, glutation y glutation peroxidasa, forman parte del sistema enzimético,
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responsable de neutralizar radicales libres [160]. Las defensas no enziméticas,
incluyen al acido ascorbico (vitamina C) y a-tocoferol (vitamina E) [160].

La generacion de radicales libres puede superar la capacidad del sistema
antioxidante celular, favoreciendo un estado de desequilibrio, denominado estrés
oxidativo [160]. El estrés oxidativo, se ha asociado al desarrollo de ateroesclerosis
por dos mecanismos principales. El primero, es favoreciendo la forma oxidada de
las LBD, esta forma oxidada es fagocitada por macréfagos, para producir células
espumosas, caracteristicas de la lesion aterogénica [155, 157]. El segundo, es la
disminucién en la produccién y biodisponibilidad de NO, altos niveles de especies
reactivas del oxigeno (ERO) o nitrogeno (ERN) inducen a una rapida inactivacion
de NO, para formar peroxinitrito (ONOO-), el peroxinitrito puede modificar la
reaccion redox de ONS, oxidando a su cofactor tetrabiopterina (BH4), desacoplando
la produccion de NO, para producir superdxido (O2-.) y generando disfuncion
endotelial [160].

La oxidacion de la LBD y la disfuncion endotelial, son dos procesos reconocidos
como iniciadores de la lesion aterogénica, en los cuales el estrés oxidativo es un
detonante en comun [156, 159, 161]. Los antioxidantes exdgenos de la dieta, como
la vitamina C, vitamina E y los compuestos fendlicos, pueden contribuir al control
del estrés oxidativo, inhibiendo la oxidacién de LBD e incrementando la produccién
y la estabilidad del NO [155, 158, 161]. Debe destacarse que este efecto anti-
aterogénico de los antioxidantes es efectivo a etapas tempranas del desarrollo de
la lesion aterogénica, por lo que su uso terapéutico en pacientes o modelos con
enfermedad desarrollada ha mostrado resultados limitados [158, 159].

Una dieta alta en frutas, hortalizas y leguminosas, puede proveer mas de 1 g de
compuestos fendlicos al dia, nivel asociado a la proteccidon aterogénica [159]. La
estructura de los compuestos fendlicos les permite donar un atomo de hidrégeno,
para neutralizar radicales libres de forma directa o indirecta, quelar metales que
participan en reacciones de oxidacion y regenerar antioxidantes presentes en las
membranas celulares, como el a-tocoferol [162]. Esta actividad antioxidante de los
compuestos fenolicos, se ha asociado con la inhibicion de la oxidacion de LBD y
proteccion del NO [155, 157, 158, 159, 161]. Ademas, los compuestos fendélicos han
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mostrado la capacidad de modular enzimas relacionadas con el estrés oxidativo,
como la xantin oxidasa, la lipoxigenasa y la NADPH oxidasa, principales enzimas
asociadas con la produccion de radicales libres [155, 157, 159].

Particularmente, el flavonoide apigenina (4°,5,7-trihidroxiflavona) ha sido descrito
como un compuesto con actividad antioxidante, su estructura (Figura 10), incluye
el doble enlace entre el carbono 2 y 3 y un carbonilo en la posicion 4, que es
caracteristico de compuestos con actividad antioxidante [162]. Esta flavona ha sido
descrita como un compuesto con capacidad antiinflamatoria, antitumoral,
neuroprotectora, cardioprotectora y antimicrobiana. Ademas de su capacidad de
neutralizar radicales libres, puede quelar metales, modular enzimas de
detoxificacion, inhibir la oxidacion de LBD vy la produccion de COX-2, IL-8 y TNF-q,
factores importantes en el proceso inflamatorio [163, 164].

OH O

Figura 10. Estructura quimica de la apigenina.

La ingestion en la dieta, de 40 mg de apigenina al dia, incrementa significativamente
los niveles de glutation reductasa y superoxido dismutasa en humanos [163, 165].
En modelo de rata, el consumo de 10 a 40 mg de apigenina por Kg de peso al dia,
disminuye la oxidacion de lipidos [163]. En modelo de raton, el consumo de 10 mg
por Kg de peso corporal, de apigenina al dia, incrementa significativamente el
transporte reverso de colesterol por aumento en la expresién de ABCAL [166].

El contenido de antioxidantes y apigenina de las harinas de vaina de mezquite,
particularmente en la de semilla y en la integral fermentada, le confiere un gran
potencial de uso a estas materias primas, para ser incluidas en el desarrollo de
alimentos con el potencial de inhibir el desarrollo de aterosclerosis en su etapa

temprana.
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5.3. Caracterizacion de dietas formuladas con harinas de vaina de mezquite en ratén
C57BL/6J.

La caracterizacion nutrimental y nutracéutica de las dietas formuladas con harinas
de vaina de mezquite se presentan en la Tabla 11. Las harinas de mesocarpo e
integral de mezquite, fueron excluidas de la formulacién de dietas, debido a su bajo
contenido de proteina y a su alto contenido de azucares. A excepcion de la dieta a
base de harina integral fermentada, la composicion proximal de las dietas presentd
los rangos esperados segun los estandares internacionales [129] y nacionales [130]
para ratones, que consideran del 17 al 24 % de proteina, del 4 al 10 % de grasa 'y
de 3 al 6 % de fibra.

Tabla 11. Composicion de dietas formuladas con harinas de vaina de mezquite.

Composicion Dieta

Parametro Unidad 1 Semilla 2 Integral Fermentada 3 Caseina 4 Bioterio
Humedad % 9.5+0.06° 6.520.06° 9.6£0.11°  12.1+0.222
Cenizas % 2.6+0.15° 5.1+0.12° 3.1+0.12°  7.9+0.322
Proteina % 17.2+0.08° 16.1+0.134 18.9+0.06°  22.9+0.542
Grasa % 6.9+0.312 5.5+0.32° 6.6+0.222  6.5+0.43%
Fibra cruda % 2.9+0.25° 11.4+0.27° 4.240.24°  4.1%0.75°
ELN % 60.8+0.252 55.4+0.52° 57.5+0.08°  46.5+1.27°
Energia kcal /100 g 373.1 335.6 365.1 336.5
Fenoles totales mg EAG/g 2.27+0.09° 5.51+0.412 0.53+0.05%  1.84%0.1°
DPPH mg EAA/g 2.82+0.38° 6.44+0.28% 0.36+0.03%  1.97+0.05°
Abs 290 nm 290 nm 0.15+0.01° 0.37+0.022 0.08+0.019  0.21+0.01°
Apigenina ma/kg 13.71+0.69° 23.75+0.93% ND ND
Isoflavonas mg/kg ND ND ND 313.5+1.55

ELN; Extracto libre de nitrdgeno, ND; No detectada. Se reporta la media + desviacion
estandar (n=3). Diferente letra en la columna indica diferencia estadisticamente significativa
(P <0.05).

La dieta formulada con harina integral fermentada, present6 valores de proteina
(16.1%) ligeramente abajo del rango recomendado, los valores de fibra superaron
los rangos recomendados Y los niveles de triptéfano se mantuvieron en el margen.
El requerimiento de triptéfano para raton es de 0.1 % [129] y en la dieta a base de

harina integral fermentada el contenido de triptéfano fue de 0.082 %. El
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requerimiento de triptéfano puede disminuir si la dieta incluye suplemento
vitaminico, dado que un porcentaje importante del Trp de la dieta es destinado a la
produccion hepética de nicotinamida (Vitamina B3) [167].

Desde el punto de vista nutracéutico, la formulacién con el mayor contenido de
fendlicos y antioxidantes, fue la de harina integral fermentada, seguida de harina de
semilla, alimento del bioterio y caseina. El flavonoide apigenina se mantuvo
presente en la formulacion de harina de semilla y en la de harina integral
fermentada, mientras que en la formulacién de caseina y en el alimento del bioterio
no se detectd. En el alimento del bioterio, se encontraron altas cantidades de
isoflavonas, que estuvieron ausentes en el resto de las formulaciones. La
formulaciéon de caseina, mantuvo los valores mas bajos de antioxidantes y
compuestos fendlicos y no se detectd la presencia de algun flavonoide.

En la Figura 11, se muestra el crecimiento del raton C57BL/6J, consumiendo la
dieta 1 (semilla), 2 (fermentada), 3 (caseina) o 4 (bioterio), de la cuarta a la
dieciochoava semana de vida. Considerando las dos primeras semanas de los
tratamientos, es decir de la cuarta a la sexta semana de vida, la ganancia de peso
promedio para las dietas 1, 2, 3 y 4 fue de 0.51, 0.26, 0.52 y 0.52 g por dia,
respectivamente (Tabla 12). Previamente, se ha reportado ganancia de peso, en
las primeras dos semanas después del destete, en la cepa C57BL/6J de 0.53 g/dia
[168] y ganancia de peso de hasta 1.2 g al dia en otras cepas [129].

El consumo promedio de alimento por raton durante el periodo de evaluacion del
tratamiento con las dietas 1, 2, 3 0 4 fue de 353, 351, 363 y 384 g, que expresado
por dia fue de 3.6, 3.5, 3.7 y 3.9 g, respectivamente (Tabla 12). Dado el consumo
de alimento y la densidad energética de cada dieta, el consumo de energia durante
el periodo de evaluacién por tratamiento fue de 1316.7, 1142.3, 1324.9 y 1290.2
kcal, que expresado por dia, fue de 13.43, 12.1, 13.51 y 13.16 kcal, respectivamente
(Tabla 12). Considerando la eficiencia energética de la dieta, como la razén de la
ganancia de peso entre el consumo de energia [169, 170, 171, 172] en el periodo
evaluado, la eficiencia energética de los tratamientos 1, 2, 3y 4, fue de 0.94, 0.63,
1.16 y 1.15, respectivamente (Tabla 12).
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Figura 11. Crecimiento del ratbn C57BL/6J consumiendo las dietas 1, 2, 3y 4.

Tabla 12. Ganancia de peso y consumo de alimento promedio del raton C57BL/6J

en los tratamientos con las dietas 1, 2, 3,y 4.

Parametro Unidad | Dietal | Dieta2 | Dieta3 | Dieta4
Ganancia de peso* g/dia 0.51 0.26 0.52 0.52
Consumo de alimento** g/dia 3.6 3.5 3.7 3.9
Consumo de energia** kcal/dia 13.43 12.1 13.51 13.26
Eficiencia energética** % 0.94 0.63 1.16 1.15
Consumo fenoles** mg/dia 8.3 19.2 1.9 7.1
Consumo antioxidantes** mg/dia 10.1 22.5 1.3 7.4
Consumo apigenina** mg/dia 0.05 0.08 - -
Consumo isoflavonas** mg/dia - - - 1.2

*Ganancia de peso promedio en la etapa de crecimiento entre la semana 4 y 6 de cada

tratamiento. ** Consumo promedio durante el periodo de tratamiento. El calculo de consumo

de alimento se realiz6 en base al registro de consumo por caja.
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La eficiencia energética de los tratamientos durante el periodo de evaluaciéon fue
semejante para las dieta 3 (caseina — 1.16) y 4 (bioterio — 1.15), donde se observo
gue ambas superaron la unidad, mientras que las dietas 1 (semilla — 0.94) y dos
(integral fermentada — 0.63) fueron menores a uno. Este indicador, refleja la
ganancia de peso durante el periodo evaluado, en funcién de la energia consumida.
Estudios previos, llevados a cabo en ratones C57BL/6J de 6 semanas de edad (no
incluye etapa de crecimiento), alimentados con una dieta hipercalérica, con mas del
40 % de las calorias provenientes de grasa, presentaron una eficiencia energética
mayor a uno [170,172]. Esta eficiencia energética alta, fue acompafiada de un
incremento en la acumulacién de grasa visceral después de 10 semanas de
tratamiento [170, 171, 172].

La grasa visceral de los ratones al final del tratamiento se muestra en la Figura 12.
La mayor acumulacion de grasa visceral, se presentd en los ratones alimentados
con las dietas 3 (Caseina) y 4 (Bioterio), con un 3.4 y 3.6 %, respectivamente,
mientras que las dietas 1 (semilla) y 2 (integral fermentada), presentaron valores
menores, 2.3 y 1.3 %, respectivamente. Previamente, se ha reportado, que dietas
altas en lipidos, pueden generar adiposidad visceral de hasta un 10 %, con relacién
al peso corporal, en ratones C57BL/6J, en periodos de 15 semanas [170, 172, 173].
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Figura 12. Porcentaje de grasa visceral del raton C57BL/6J al finalizar el

tratamiento con las dietas.
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La dieta 1, formulada a base de harina de semilla de mezquite, puede satisfacer las
necesidades nutrimentales, durante la fase de crecimiento, de forma semejante a la
dieta basada en caseina o el alimento comercial. Lo anterior, puede deberse a la
densidad energética semejante y al buen perfil de aminoacidos de la harina de
semilla, deficiente en valina, que se complementa bien con la harina de maiz. Se ha
reportado previamente, que la incorporacion, en la dieta de roedor, de frijol extrudido
como fuente de proteina [174] o en combinacibn con maiz [175] reduce
significativamente el crecimiento en comparacion con dietas a base de caseina.
Por su parte, la dieta 2, formulada, a base de harina integral fermentada de vaina
de mezquite reduce a la mitad, la velocidad de crecimiento de los animales en
comparacion con las otras dietas. La disminucion en la velocidad de crecimiento
puede deberse a la baja densidad energética de la dieta debido al alto contenido de
fibra [129] y a la deficiencia de Trp [176].

El consumo, a libre demanda, de las dietas 3 (caseina) y 4 (bioterio), durante 15
semanas, favorecen la acumulacion de grasa visceral en ratbn C57BL/6J, mientras
que las dietas 1 y 2, no inducen este efecto. A diferencia de la dieta 2 (integral
fermentada), que reduce el crecimiento del raton, la dieta 1 (semilla) soporta la etapa
de crecimiento del raton, asi como las dietas 3 y 4, con la ventaja de que esta dieta
no induce acumulacion de grasa visceral.

La quimica sanguinea de cuatro elementos y el indice aterogénico del ratén
C57BL/6J, medido después del tratamiento con las dietas 1, 2, 3y 4, se presentan
en la Tabla 13. Al final de los diferentes tratamientos, las dietas 3 (caseina) y 4
(bioterio) mostraron niveles sanguineos de glucosa, triglicéridos y colesterol,
significativamente mas altos que las dietas 1 (semilla) y 2 (integral fermentada).

El indice aterogénico, estimado como la razon entre el colesterol total y el colesterol
HDL [42, 49], también fue significativamente mas alto en los tratamientos con las
dietas 3 (caseina) y 4 (bioterio), que en los tratamientos con las dietas 1 (semilla) y
2 (integral fermentada). En comparacion con las dietas 3 (caseina) y 4 (bioterio), las
dietas 1 (semilla) y 2 (integral fermentada), tiene un efecto hipoglucemiante e

hipolipemiante en raton C57BL/6J.
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Tabla 13. Quimica sanguinea de 4 elementos e indice aterogénico en ratén

C57BL/6J después del periodo de tratamiento con las dietas 1, 2, 3,y 4.

Dieta
mg/dL 1 Semilla 2 Integral fermentada 3 Caseina 4 Bioterio
Glucosa 233.6+8.7° 161.3+11.2¢ 289.6+8.5¢  309.6+9.62
Triglicéridos 101.649.1° 81.446.9° 158.3+12.52 167.3+13.82
C-Total 73.58+5.6° 50.3+6.2¢ 130.9+11.82  90.3+6.3°
C-HDL 32.76+4.8° 23.914.4¢ 39.8+6.22 25.744.2¢
IA (C/C-HDL) 2.25+0.16° 2.11+0.19° 3.31+0.48*  3.51+0.13%

C; Colesterol, C-HDL; Colesterol en lipoproteinas de alta densidad, IA; indice aterogénico.
Se reporta la media + desviacion estandar (n=6) (mg/dL). Letras diferentes en la misma

columna indican diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05).

Previamente, se han reportado la actividad cardioprotectora del consumo de harinas
de vaina de P. glandulosa, en modelo de diabetes inducida en rata, en donde se
observo la disminucion de los niveles de glucosa en sangre y un estimulo a la
secrecion de insulina en los animales con induccién de diabetes, tratados con 100
mg/kg/dia, de polvo comercial de harina integral de vaina de P. glandulosa, en
comparacion con los animales sin tratamiento, sin embargo, no se reportaron las
caracteristicas nutrimentales o nutracéuticas de los materiales utilizados [115]. En
otro trabajo, en el cual se utilizo la dosis del trabajo anterior de harina integral de P.
glandulosa, se suministré durante ocho semanas, en un modelo de rata, también
se mostré el efecto hipoglucemiante del consumo de estas harinas, que ademas,
redujeron significativamente el dafo isquémico cardiaco, inducido por perfusion del
corazon y la hipertension, tampoco se reportd una descripcion nutrimental o
nutracéutica de los materiales utilizados [114].

Otras leguminosas, como el frijol incluidas en la dieta de ratas (Sprague—Dawley) y
ratones (C57BL/6J) en un 35 y 60 %, reducen, significativamente, los niveles de
colesterol y triglicéridos en sangre después de 7 dias de tratamiento, un efecto
asociado al incremento en la actividad de enzimas involucradas con el transporte

reverso de colesterol [177]. Adema&s, en el mismo trabajo, ratones obesos, pierden
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peso después de 12 dias de tratamiento con una dieta a base de frijol [177], sin
embargo, no se reportod la descripcion nutrimental o nutracéutica de las dietas.
Dietas altas en lipidos que incorporan un 20 % de harina de variedades negras de
frijol de soya, disminuyen el peso corporal y los niveles sanguineos de glucosa,
triglicéridos y colesterol, después de 11 semanas de tratamiento. Estas dietas,
incrementan la produccion de acidos grasos de cadena corta y diversifican la
poblacion de la flora microbiana, un efecto asociado a la fibra y a la presencia de
compuestos fendlicos en las harinas de frijol de soya [178].

Utilizando el mismo modelo de raton (C57BL/6J), con dietas altas en lipidos, se ha
evidenciado la actividad antiobesogénica, hipoglucemiante, hipolipemiante y
antiaterogénica de extractos de té (ricos en epigalocatequin galato) [179], extractos
de bayas rojas (ricos en antocianinas y quercetina) [180], extracto de pitaya (ricos
en betacianinas) [181], extractos del hongo Ganoderma lucidum (rico en polifenoles)
[182], extracto de ginseng (rico en saponinas o ginsenosidos) [183] y extracto de
plantas medicinales, como Sophora tonkinensis (rico en flavonoides) [184]. El efecto
biol6gico de estos materiales ha sido asociado a su actividad antioxidante, a la
modulacion de la flora intestinal, a la regulacion de genes relacionados con el
metabolismo energético-lipidico y a la activaciéon del transporte reverso del
colesterol.

En el presente trabajo ninguna de las dietas, fue alta en el contenido de grasas, sin
embargo, durante el periodo en el que se evaluaron los diferentes tratamientos, se
evidenciaron cambios significativos en la ganancia de peso, la acumulacion de
grasa visceral y en los parametros bioquimicos, incluyendo el indice aterogénico.
Estas diferencias, sugieren la actividad antiaterogénica de las dietas, basadas en
harina de vaina de mezquite, en las que destaca, principalmente su carga de
compuestos fendlicos, la actividad antioxidante y la presencia de apigenina,
caracteristicas que adquieren relevancia per se y por las caracteristicas del modelo

de ratén utilizado.
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5.4. El raton C57BL/6J y la disminucion del riesgo aterogénico por consumo de
dietas basadas en harinas de vaina de mezquite.

El ratobn C57BL/6J, es utilizado ampliamente en ensayos bioldégicos de
enfermedades metabdlicas, debido a que es un modelo con susceptibilidad al
desarrollo de ateroesclerosis y diabetes. Cuando este modelo se expone a una dieta
alta en lipidos, que favorece un balance energético positivo, desarrolla dislipidemia,
es decir, incrementan sus niveles sanguineos de colesterol total, colesterol en
lipoproteina de baja densidad (LBD) vy triglicéridos, al mismo tiempo que disminuye
el colesterol de alta densidad (LAD) [185, 186, 187].

A diferencia de otros modelos, su caracteristica principal, es la disminucion en la
lipoproteina de alta densidad (LAD), descrita como antiaterogénica, por su papel
clave en el transporte reverso del colesterol y por tanto, sus niveles bajos,
correlacionan con un incremento de lesiones en el epitelio vascular [185, 186, 187].
La razon de esta disminucion, en los niveles de LAD se debe al incremento en le
catabolismo de LAD, un efecto asociado al gen Ath-1 y su ligacién al gen Alp-2, el
gen que codifica a la lipoproteina ApoA-lIl, el principal componente de la LAD [185,
186, 187].

En condiciones de hipertrigliceridemia, el colesterol transportado en las LAD puede
ser transferido a apolipoproteinas que contienen ApoB (LMBD, LDI y LBD) en
intercambio por triglicéridos [39, 40, 41]. Los triglicéridos en LAD pueden ser
removidos por la lipasa hepatica, generando LAD pequefias que son degradadas
con mayor facilidad. La actividad de la lipasa hepatica, se incrementa en
condiciones de resistencia a la insulina, generando bajos niveles de LAD circulante
[43, 45]. Las LAD que han sido desprovistas de su carga lipidica, tienen alta
susceptibilidad de ser degradadas [40, 41].

Este incremento en el riesgo aterogénico asociado a la disminucién en los niveles
de LAD en sangre en ratbn C57BL/6J, se asemeja al fendmeno que se observa en
humanos, en donde, una disminucion en las LAD, también incrementa el riesgo
aterogénico [186].

Por otra parte, el ratdbn C57BL/6J, expuesto cronica o subcrénicamente a una dieta

con balance energético positivo, alta en lipidos, desarrolla sobrepeso, resistencia a
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la insulina e incrementan sus niveles de glucosa, un perfil metabdlico semejante a
la diabetes humana tipo Il, en la que la obesidad induce el desarrollo de diabetes
[188]. Este incremento en los niveles de glucosa se genera por una deficiencia en
las células beta del pancreas, para liberar insulina, en respuesta al incremento en
los niveles de glucosa y por el desarrollo de resistencia a la insulina en tejidos
periféricos [189, 190].

La deficiencia en la liberacion de insulina, en el pancreas y la resistencia a la insulina
en tejidos periféricos del raton C57BL/6J, se asocia a una delecién en el gen
nicotinamida nucledtido transhidrogenasa (NNT), una enzima mitocondrial
trasnmembranal con funcion de bomba de protones. La disfuncion de este gen,
modifica la transduccion de sefales, que conducen a una limitada capacidad de las
células pancreéticas de permitir el flujo de calcio y liberar insulina [189, 190].

NNT cataliza la reduccion de NADP a NADPH, utilizando NADH como donador de
electrones y generando NAD. EI NADPH, generado en esta reaccion es utilizado
por la glutation reductasa, para convertir al glutation a su forma reducida, el glutation
reducido, es usado por la glutation peroxidasa, para transformar el peréxido de
hidrégeno (generado por la superéxido dismutasa, a partir del ion superoxido de la
cadena transportadora de electrones) en agua [191, 192].

La ausencia de la nicotinamida nucleétido transhidrogenasa, en el raton C67BL/6J,
genera una disminucion en la capacidad celular de neutralizar radicales libres. En
estas condiciones, el ion superéxido y el peréxido de hidrégeno, pueden activar a la
proteina desacoplante 2 (UPC-2), que permitira el paso de protones a través de la
membrana interna de la mitocondria, reduciendo el potencial de membrana y la
produccién de ATP, estableciéndose como un sistema de control, que limita la
actividad de la cadena trasportadora de electrones y reduciendo la produccion
global de ATP y de radicales libres [192]. El fenGmeno anterior es particularmente
importante, cuando se advierte en las células pancreaticas, donde el resultado final
es una limitada liberacion de insulina [192], sin embargo, en otros tejidos, como
musculo o tejido adiposo, puede inducir resistencia a la insulina, que puede

revertirse con el tratamiento con antioxidantes [193, 194, 195, 196].
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Una dieta, con balance energético positivo, favorece la formacién de ATP, debido a
una alta actividad de la cadena transportadora de electrones y con ello, incrementa
la posibilidad de generar ion superdxido y peréxido de hidrogeno [197]. Este
ambiente celular oxidativo, puede afectar la actividad catalitica de muchas enzimas,
particularmente de aquellas que contiene cisteina (Cys) en su sitio activo. Se han
identificado mas de 20,000 proteinas que cumplen esta condicion y cuya actividad
es susceptible de ser modificada por el estado redox del ambiente celular [197]. El
atomo de azufre de la Cys, puede existir en diferentes estados de oxidacién, como
un tiol reducido (SH), un anion tiolato (S-), un disulfuro (S-S), un sulfenato (SO-), un
sulfinato (SO2) o un sulfonato (SO3). Estos cambios en el atomo de azufre de la
Cys, pueden inducir cambios en la conformacion de la proteina, modificando su
actividad [197, 198].

Un gran grupo de enzimas, cuyo sitio activo tiene una Cys, es el grupo de las
fosfatasas, en general, la actividad de las fosfatasas (remover grupo fosfato), es
abatida en respuesta a un cambio oxidativo en el ambiente celular, pues la Cys
pierde su forma reducida (SH), necesaria para la actividad catalitica, incrementando,
en consecuencia la actividad de las cinasas (agregar grupo fosfato) [197, 198].
Normalmente, en el ambiente celular, la actividad fosfatasa es 10 veces mayor que
la actividad cinasa y el estrés oxidativo puede modificar esta relacion [197, 198].

El estrés oxidativo, que favorece la actividad cinasa, se ha relacionado con la
inactivacién por fosforilacién del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS1), lo cual
interfiere la cascada de sefializacion de insulina e inhibe la expresion y actividad del
transportador de glucosa (GLUT4), generando resistencia a la insulina [199, 200,
201, 202]. Una de las cinasas, relacionada con la inactivacion por fosforilacion de
IRS1, es la Jun N-Terminal cinasa (JNK), también conocida como SAPK (Stress
Activated Protein Kinase), que pertenece a la familia de las MAP cinasas (mitogen-
activated protein kinase - MAPK). La actividad de JNK es particularmente alta en
condiciones de estrés oxidativo y genera resistencia a la insulina [202, 203]. En el
raton C57BL/6J, mantenido con una dieta con balance energético positivo, la

actividad elevada de JNK en musculo, esta asociada con la resistencia a la insulina
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y la hiperglicemia, caracteristica de esta sepa [204]. La inclusion de antioxidantes
reduce la actividad de JNK y la resistencia a la insulina [193, 205].

Otra consecuencia de la inactividad de la NNT, en el raton C57BL/6J es un menor
gasto energético. Dado que la reaccion catalizada por NNT, se realiza a expensas
del gradiente de electrones, que tiene como finalidad principal la produccién de ATP,
la inactividad de esta reaccion disminuye el consumo de energia, de oxigeno y de
produccién de COz2, generando tendencia a la acumulacién de tejido adiposo [198].
En resumen, el ratbn C57BL/6J, es un modelo de dislipidemia e hiperglicemia, ante
una dieta con un balance energético positivo, cuyas caracteristicas son semejantes
a las alteraciones metabolicas encontradas en humanos. La dislipidemia se asocia
principalmente, a la disminucién en el transporte reverso del colesterol, mientras
gue la hiperglicemia, se asocia a una limitada liberacion de insulina y a una
resistencia a la insulina en tejidos periféricos, ambas generadas por estrés oxidativo,
debido a la ausencia de la actividad de NNT.

Segun los tratamientos evaluados en el presente trabajo, la dieta 1 formulada a base
de harina de semilla de mezquite y la dieta 2, a base de harina integral de vaina de
mezquite, generan niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol, significativamente
mas bajos que la dieta 3, a base de caseina y la dieta 4, alimento del bioterio. Al
mismo tiempo, los tratamientos con dietas a base de mezquite, presentaron menor
indice aterogénico y un menor porcentaje de grasa visceral, en comparacion con las
dietas 3 (caseina) y 4 (bioterio).

Considerando los patrones de consumo, en cada tratamiento (Tabla 12), la
velocidad de crecimiento (0.26 g/dia) y la energia consumida (12.1 kcal/dia),
permiten describir a la dieta 2 (integral fermentada), como una dieta cuya deficiencia
en Trp, densidad calérica baja y un contenido de fibra alto, que no permite alcanzar
un balance energético positivo (eficiencia energética de 0.63), por lo que el modelo
animal, no desarrolla el fenotipo de hiperglicemia, dislipidemia y obesidad esperado.
El balance energético positivo, en la dieta del raton C57BL/6J es una condicion
necesaria para el desarrollo del fenotipo esperado [206].

A diferencia de la dieta 2, el perfil nutrimental de la dieta 1 (semilla), permite

mantener una velocidad de crecimiento (0.51 g/dia) y un consumo de energia (13.43
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kcal/dia) semejantes a los de las dietas 3 (caseina — 0.52 g/dia y 13.51 kcal/dia) y
4 (bioterio 0.52 g/dia y 13.26 kcal/dia), pero con una eficiencia energética menor
(0.94), sin desarrollar el fenotipo de hiperglicemia, dislipidemia y obesidad, que si
se manifiesta en los tratamientos con las dietas 3 (caseina) y 4 (bioterio).

Estas diferencias, no pueden ser explicadas con base al perfil nutrimental y
densidad caldrica de las dietas. Considerando las caracteristicas de este modelo de
raton y la asociacion de su fenotipo a una deficiencia en la actividad de la NNT, que
genera estrés oxidativo, resistencia a la insulina y deficiencias en el transporte
reverso del colesterol [185, 190], las diferencias deben ser abordadas en términos
de las propiedades antioxidantes de las dietas o de los componentes presentes,
capaces de modular el metabolismo de cinasas, como JNK [204].

Considerando la composicion de las dietas (Tabla 11) y el patron de consumo
durante los tratamientos (Tabla 12), el mayor consumo promedio de fenoles totales
(19.2 mg/dia), antioxidantes (22.5 mg/dia) y apigenina (0.08 mg/dia), fue en el
tratamiento con la dieta 2 (integral fermentada), en este tratamiento, se encontraron
los niveles sanguineos mas bajos de glucosa (161.3 mg/dL), triglicéridos (81.4
mg/dL) y colesterol total (50.3 mg/dL), un indice aterogénico bajo (2.11) (tabla 13) y
el nivel mas bajo de grasa visceral (1.3%) (Figura 12). Podria inferirse que el
tratamiento con la dieta 2, la mas alta en antioxidantes, inhibe el fenotipo de
hiperglicemia, dislipidemia y obesidad en el ratébn C57BJ/6J, sin embargo, dada su
deficiencia de Trp y su baja densidad caldrica, que determinan una baja velocidad
de crecimiento (0.26 g/dia) y eficiencia energética (0.63) (Tabla 12), la dieta no
permite obtener el balance energético positivo, necesario para la expresion del
genotipo [206], por lo que no es concluyente y mas estudios deberan realizarse para
explorar esta posibilidad.

El tratamiento con la dieta 1 (semilla), permitié el segundo consumo promedio mas
alto de fenoles totales (8.3 mg/dia), antioxidantes (10.1 mg/dia) y apigenina (0.05
mg/dia) (tabla 12), con niveles sanguineos de glucosa (233.6 mg/dL), triglicéridos
(101.6 mg/dL) y colesterol total (73.5 mg/dL), indice aterogénico de 2.25 (tabla 13)
y el 2.3% de grasa visceral (Figura 12). El consumo de fenoles, antioxidantes y

apigenina en el tratamiento con la dieta 1 fue significativamente mas alto al consumo
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en los tratamientos con las dietas 3 y 4 (Tabla 12) y los valores de glucosa,
triglicéridos, colesterol, indice aterogénico y porcentaje de grasa visceral fueron
significativamente mas bajos a los valores encontrados en los tratamientos con las
dietas 3y 4 (Tabla 12 y Figura 12).

Dado que la velocidad de crecimiento y el consumo de calorias en los tratamientos
con las dietas 1 (semilla), 3 (caseina) y 4 (bioterio) fue semejante (Tabla 12), puede
decirse que las tres dietas permiten un balance energético positivo, sin embargo, la
eficiencia energéticafue mas baja en la dieta 1 (0.94) que en las dietas 3 (1.16) y 4
(1.15), esta eficiencia energética alta en las dietas 3 y 4, coincide con los niveles
significativamente mas altos de grasa visceral 3.2 y 3.35%, respectivamente, en
comparacion a la dieta 1. Por lo anterior puede decirse que el tratamiento con la
dieta 1, formulada a base de harina de semilla de mezquite pude inhibir el desarrollo
del fenotipo de hiperglicemia, dislipidemia y obesidad en el raton C57BJ/6J y que
es su contenido de antioxidantes y apigenina, los determinantes causales de este
efecto.

El efecto inhibidor del fenotipo de hiperglicemia, dislipidemia y obesidad, en el ratén
C57BL/6J, de los antioxidantes se ha reportado anteriormente, utilizando
antioxidantes naturales [179], extractos ricos en flavonoides y compuestos fendélicos
[180, 181, 182, 184], vitaminas [205] o sustancias sintéticas [193, 200]. En estos
trabajos, se plantea al efecto antioxidante, como mecanismo para abatir el estrés
oxidativo, que domina en el modelo, debido a la ausencia de la actividad NNT y a la
reduccion de la actividad de las cinasas como JNK, inducibles por estrés oxidativo
[202, 203].

El uso de antioxidantes naturales o presentes en la dieta en la proteccién del
desarrollo de estrés oxidativo y sus efectos en el metabolismo, aun no esta
completamente descrito, se han utilizado sustancias puras como el epigalocatequin
galato (3.2 g/kg de alimento) [179], extractos compuestos por mezclas de
flavonoides sin cuantificar [180, 182, 184] o sustancias sintéticas, administradas por
via parenteral [193, 200], sin embargo aun debe explorarse la farmacocinética de
estos compuestos, a fin de encontrar una relacién cuantitativa entre la naturaleza

del agente utilizado, la dosis y el efecto.
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Particular interés, tiene la presencia de apigenina, en las harinas y dietas a base de
harinas de vaina de mezquite. En el presente trabajo, la dosis alcanzada en el
tratamiento con la dieta 1, con un contenido de apigenina de 13.7 mg/kg de alimento,
es de 3 mg/kg de peso corporal. En el modelo de raton C57BL/6J, la apigenina ha
mostrado su capacidad de reducir los niveles de glucosa y de lipidos en sangre,
cuando se administra intraperitonealmente en dosis de 100 mg/kg durante 7 dias
[207], también cuando se administra en dosis de 10 mg/kg, de peso corporal al dia,
por via géastrica [208, 209] o via intraperitoneal [210]. La apigenina utilizada al
0.005% [211] y 250 mg/kg [212] en la dieta, también reduce significativamente los
niveles sanguineos de glucosa y de lipidos en raton C57BL/6J.

La apigenina ha mostrado su capacidad de reducir y modular la actividad de JNK
en cultivos celulares [213, 214]. En adipocitos de la linea 3T3-L1, la apigenina
suprime la adipogénesis, activando a la AMPK (AMP-activated protein kinase) [215].
La exploracion de la actividad de apigenina en el contexto celular humano, ha
mostrado su capacidad de interaccionar con mas de 160 genes relacionados con
activacion de GTPasas, transportadores de membrana y rearreglos alternativos de
ARNmM, lo que la establece como un metabolito de alto potencial terapéutico, cuyos
alcances estan siendo investigados [146]. Particular atencién tiene la actividad de
este metabolito, en su interaccion con la flora intestinal y el gasto de energia, dietas
altas en lipidos, favorecen poblaciones microbianas intestinales, que metabolizan
apigenina y en consecuencia, disminuyen su biodisponibilidad [216]. Apigenina
estimula el consumo de energia en el tejido graso, activando a la proteina
desacoplante 1 (UPC-1), con actividad termogénica [216].

Los componentes de las harinas de mezquite, de la semilla en particular, tienen la
capacidad de inhibir el fenotipo de hiperglicemia, dislipidemia y obesidad en ratén
C57BL/6J, un efecto asociado a su carga de antioxidantes y apigenina. Es necesaria
una mejor caracterizacion del espectro de metabolitos secundarios en las harias de
vaina de mezquite, asi como del efecto que el consumo de diferentes dosis, pueden
ejercer en la modulacién del metabolismo energético en ratén y en humano.

Dado el perfil nutrimental, el contenido de compuestos activos y su efecto en el

desarrollo de dislipidemia in vivo, las harinas de vaina de mezquite, particularmente
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la harina de semilla, pueden ser incorporadas a los sistemas alimentarios de
consumo internacional, como un elemento que ayude a modificar las dietas en
atencion a las recomendaciones internacionales [84, 217], que promueven la
reduccion del consumo de proteina animal en un 50 % y el aumento en el consumo
de leguminas en un 100 %, a fin de abatir el impacto de los riesgos dietarios en la
carga de enfermedad mundial y alcanzar un sistema alimentario sustentable y

amigable con el ambiente.
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6. CONCLUSIONES Y PERPECTIVAS.

La molienda de la vaina de mezquite, permite obtener tres fracciones, harina de
mesocarpo, harina de semilla y harina integral. La harina de mesocarpo tiene un
contenido muy alto de azucares, bajo contenido de proteinay de fibra y es deficiente
el lle. La harina de semilla, tiene un alto contenido de proteina y fibra, bajo contenido
de azucares y es deficiente en Val. La harina integral, tiene un alto contenido de
azucares, alto contenido de proteina y de fibra y es deficiente el lle y Val. La
fermentacion de la harina integral, disminuye los niveles de azlcares, de forma muy
importante y concentra la fibra y la proteina, siendo deficiente en Trp.

En las cuatro harinas, los niveles de lipidos son muy bajos, mientras que los niveles
de fibra y de arginina son altos en la harina de semilla y en la harina integral
fermentada. El alto contenido de azlcares en la harina de mesocarpo y en la harina
integral, limita su accion antiaterogénica. El perfil nutrimental de la harina de semilla
y de la harina integral fermentada, favorece la inhibicién de la aterogénesis, al ser
bajas en grasas generan bajos niveles de LMBD, mientras que los altos niveles de
fibra, favorecen el transporte reverso del colesterol, mientras que el contenido de
arginina favorece la formacién de NO, protegiendo de la disfuncién endotelial.

Los altos niveles de compuestos fendlicos totales y la capacidad de captacion de
radicales DPPH de las harinas se incrementan significativamente durante el
tratamiento térmico por horneado, un efecto asociado a la generacion de productos
de la reaccion de Maillard, que no se observa durante el procesamiento por
extrusion. La apigenina presente en las harinas, es estable ante el procesamiento
por horneado o extrusion. La fermentacion de la harina integral fermentada
concentra el contenido de fenoles totales, la capacidad de captacion de radical
DPPH y el contenido de apigenina. Este contenido de compuestos activos puede
reducir la aterogénesis, inhibiendo la oxidacion de la LBD y estabilizando la
produccion de NO.

Por su composicion las harina de semilla e integral fermentada, permitieron la
formulacién de dietas para raton C57BL/6J, con un contenido de 17 % de proteina.
La harina de mesocarpo y la harina integral, no fueron usadas en la formulacion de

dietas, debido a su bajo contenido de proteina y a su alto contenido de azUcares
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libres. El contenido de compuestos activos, en las dietas formuladas a base de
harinas de semilla de mezquite e integral fermentada, fue significativamente
superior a los encontrados en la dieta formulada a base de caseina y al alimento
comercial del bioterio basado en soya.

La dieta a base de harina de semilla, mantiene una velocidad de crecimiento del
raton C57BL/6J, semejante a la de la dieta basada en caseina y a la del bioterio,
mientras que la dieta basada en harina integral fermentada genera una disminucion
importante en la velocidad de crecimiento. El valor nutrimental de la dieta a base de
semilla de mezquite, es semejante a las dietas de comparaciéon, mientras que la
dieta a base de harina integral fermentada, es energéticamente menos densa y
deficiente en Trp.

A pesar de mantener una velocidad de crecimiento adecuada, la eficiencia
energética, al final del tratamiento, con la dieta a base de semilla de mezquite, fue
significativamente inferior a las dietas de comparacion y coincidié con la ganancia
de peso y el porcentaje de grasa corporal, sugiriendo que la dieta a base de semilla
de mezquite, limita el desarrollo del fenotipo obeso del modelo.

La dieta a base de semilla de mezquite, también reduce significativamente los
niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre, en comparacion con la dieta
basada en caseina o la basada en alimento de bioterio, generando un menor indice
aterogénico. La carga de antioxidantes y apigenina reduce el estrés oxidativo, que
genera resistencia a la insulina y disminucion de los niveles de LAD, caracteristicos
de este modelo.

El perfil nutrimental y el contenido de compuestos activos, apigenina
particularmente, de las harina de semilla de mezquite, pueden inhibir el desarrollo
del fenotipo de hiperglucemia, dislipidemia y obesidad en el modelo, a través de
mecanismos que limitan el estrés oxidativo en el modelo, por lo que una dieta
basada en semilla de esta leguminosa, puede considerarse como antiaterogénica,
a través de la modulacion de la dislipidemia. En trabajos posteriores, debera
ponerse mayor atencion en una mejor definicibn de los compuestos activos
presentes en las harinas de mezquite y en la blsqueda de los mecanismos

moleculares de interaccion celular que expliquen el efecto en el ratébn C57BL/6J.
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ABSTRACT
Species of the genus Prosopis were a major staple food in Aridoamerica before the arrival of Europeans.
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In the present work, chemical and nutritional properties of Prosopis laevigata pods were described. The
compaosition in weight of pods of P. lgevigata was 44% mesocarp, 35% endocarp, and 21% exocarp.
Sugars, including sucrose, glucose, fructose, and xylose, were important components of pods, reaching a
total sugars content of 447 g/kg in mesocarp flour. Considering the FAO-recommended amine-acid
scoring patterns for humans older than 3 years, high values of Lys and sulfur-containing amino acids
were found in flours. Thermal treatment of flours increases significantly the phenolic compounds
content and free-radical scavenging capacity, an effect associated with the generation of Maillard
reaction products. Flours of mesquite pods are a good source of phenolic compounds, with significantly
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Caracterizacion quimica y nutrimental de harinas crudas y térmicamente trata-
das de vainas de Mesquite (Prosopis laevigata) y sus salvados residuales

RESUMEN

Especies del genero Prosopis fueron alimento importante en Aridoamérica antes de la llegada de los
Europeos. En el presente trabajo se describen las propiedades quimicas y nutrimentales de vainas de
Prosopis laevigata. La composicion en peso de las vainas de P. laevigata fue de 21% exocarpio, 44%
mesocarpio y 35% endocarpio. Azucares, incluyendo sacarosa, glucosa, fructosa y xilosa, fueron impor-
tantes componentes de la vaina, alcanzando un contenido tota de azucares de 447 g/kg en harina de
mesocarpio. Considerando los valores de aminoacidos recomendados por la FAO para mayores de 3
afos, altos valores de Lys y aminoécidos azufrados fueron encontrados en las harinas. El tratamiento
térmico de las harinas incrementa significativamente el contenido de compuestos fendlicos y la
capacidad captadora de radicales libres, un efecto asociado a la generacion de productos de la
reaccion de Maillard. Las harinas de vaina de mezquite son una buena fuente de compuestos
fendlicos, con una capacidad captadora de radicales libres mas alta que las semillas de soya v frijol.

Sciammaro, Ferrero, & Puppo, 2016), P. chilensis (Astudillo,
Schmeda-Hirschmann, Herrera, & Cortes, 2000), P. glandulosa
(Harden & Zolfaghari, 1988), P juliflora (Marangoni & Alli, 1988),
P. laevigata (Barba de la Rosa, Frias-Hernandez, Olalde-Portugal,
& Gonzalez-Castafieda, 2006; Gallegos-Infante, Rocha-Guzman,
Gonzalez-Laredo, & Garcia-Casas, 2013), P. nigra (Felker et al,
2003), P. ruscifolia (Bernardi, Sanchez Freyre, & Osella, 2010),
and P. tamarugo (Astudillo et al, 2000); active compounds
content and in vitro biological activity: P. alba (Cardozo et al,
2010; Cattaneo et al., 2016; Perez et al., 2014; Sciammaro et al,
2016), P. chilensis (Astudillo et al, 2000; Briones-Labarca,
Mufoz, & Maureira, 2011; Schmeda-Hirschmann et al,, 2015),
P. laevigata (Gallegos-Infante et al, 2013), P. nigra (Cardozo
et al, 2010; Perez et al, 2014), P. ruscifolia (Bernardi et al,
2010), and P. tamarugo (Astudillo et al, 2000); and in vivo
biological activity: P. glandulosa (George, Lochner, &
Huisamen, 2011; Huisamen, George, Dietrich, & Genade,

1. Introduction

Legumes have been an essential part of the human diet for
centuries, with a major role in global food security, environ-
mental challenges and healthy diets (FAQ, 2016). The genus
Prosopis is a group of nitrogen-fixing trees belonging to the
Fabaceae family, which involves 44 species distributed mainly
in arid and semiarid regions of Asia, Africa, and America (Felker,
Takeoka, & Dao, 2013). Prosopis species were a major staple
food for indigenous peoples in arid regions of America before
the arrival of Europeans. The mature fruit of the genus Prosopis
is an indehiscent pod conformed by an exocarp, a developed
mesocarp, and a woody endocarp which protects the seed
(Felker et al., 2013). Pods and pods fractions of Prosopis species
have been described in their nutritional profile: P. africana
(lgwe, Qjiako, Anugweje, Nwaogu, & Ujowundu, 2012), P. alba
(Cattaneo et al,, 2016; Felker, Grados, Cruz, & Prokopiuk, 2003;
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Abstract: Mesquite (Prosopis laevigata) is a legume tree widely distributed in Aridoamerica.
The mature fruit of this legume is a pod, which is currently underutilized and has high nutritional
potential. In the present work, mesquite seed flour is described in terms of its nutritional value, as well
as the effect of extrusion cooking on its bioactive components. Mesquite seed flour is rich in fiber
(7.73 g/100 g) and protein (36.51 g/100 g), with valine as the only limiting amino acid. Total phenolic
compound contents in raw and extruded seed flour were 6.68 and 6.46 mg of gallic acid equivalents/g
(mg GAE/g), respectively. 2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging capacity values
in raw and extruded seed flour were 9.11 and 9.32 mg of ascorbic acid equivalent/g (mg AAE/g),
respectively. The absorbance at 290 nm, as an indicator of generation of Maillard reaction product
(MRP), was the same for raw and extruded samples. Apigenin was the only flavonoid found in
mesquite seed flour (41.6 mg/kg) and was stable in the extrusion process. The water absorption index
(WALI) and water solubility index (WSI) were changed significantly during extrusion. The expansion
of mesquite seed flour extrudates was null due to the high protein and fiber content in the sample.
Extrusion cooking of mesquite seed flour is a useful form of technology for the industrialization of
this underutilized and nutritionally valuable legume.

Keywords: mesquite; Prosopis laevigata; extrusion; phenolic compounds; radical scavenging
capacity; apigenin

1. Introduction

Legumes have been an essential part of the human diet for centuries, with a major role in
global food security, environmental challenges, and healthy diets [1]. Legumes have mastered
symbiotic nitrogen fixation, leading to significant advantages for agricultural sustainability; however,
they contribute to just a small portion of staple foods worldwide compared with cereals [2]. A shift in
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