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Resumen

La baja incidencia de enfermedad cardiovascular en
Francia llevó a la realización de estudios sobre la uva
roja y sus productos (jugo y vino tinto), en los cuales se
encontraron flavonoides y polifenoles derivados de
difenilpiranos. Los flavonoides pueden contribuir a los
efectos ateroprotectores, como se ha sugerido en varios
estudios que muestran asociación entre la ingesta de

flavonoides con un riesgo ¡'~ferior a presentar eventos
coronarios con respecto a la población general, lo cual
se explica por los efectos antioxidantes y antiagregantes
de estas sustancias. La baja incidencia de ef~fermedad
vascular per(férica y cardiovascular en otras regiones
del globo, donde el consumo de vino es más raro, sugie-
re la posibilidad de un factor ateroprotector en la dieta,
di:>poniblepara estas poblaciones. En el área del Cari-
be, la región norte de Sur América y América Central,
existe un alto nivel de consumo de fríjol rojo en la dieta,
por lo cual éste puede ser el responsable de dicho efecto.
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Diseñamos un estudio prospectivo con una población
de 20 voluntarios sanos que tomaron extracto de fríjol
rojo durante 14 días como suplemento a su dieta. Se
registraron mediciones de agregación plaquetaria, ac-
tividad antioxidante y niveles de polifenoles.

Se demostró que el suplemento de la dieta con extracto
de fríjol rqjo aumenta los niveles de antioxidantes de
bajo peso molecular en el suero; esto sugiere que dicho
elemento puede ser el equivalente de los jlavonoides de
la uva roja en regiones donde su consumo es raro.

Introducción

La baja incidencia de enfermedad cardiovascular en
Francia llevó al desarrollo de estudios sobre los efectos
de los derivados de la uva roja, demostrándose que esta
fruta tiene niveles altos de flavonoides, elementos
polifenoles derivados de los difenilpiranos vegetales.
Las uvas y sus derivados, especialmente aquellos he-
chos de la cáscara, semillas y pulpas, son una muy bue-
na fuente de flavonoides. Estos últimos pueden
contribuir al efecto ateroprotector como lo han sugeri-
do en diferentes trabajos que muestran asociación entre
su ingesta y bajos niveles poblacionales de enfermedad
vascular periférica y cardiovascular (1.2). La uva roja ha
mostrado, tanto in-vivo como in-vitro, importante inhi-
bición plaquetaria y disminución de su acción trombótica
en arterias coronarias caninas estenosadas. Reciente-
mente, en estudios en humanos, los flavonoides mos-
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traron también una disminución de la agregacIOn
plaquetaria, reversible tras la suspensión de la ingesta
de productos de la uva (3AI.

La baja incidencia de enfermedad vascular periférica
y cardiovascular en otras regiones del planeta donde el
consumo de vino es raro, sugiere la existencia de un
factor ateroprotector en la dieta de estas poblaciones.
Las islas del Caribe, Centroamérica y la región norte de
América del Sur, tienen un alto nivel de consumo de
fríjol rojo (Phaseolus vulgaris), el cual puede ser el res-
ponsable de dicho efecto.

El fr(jol rojo seco es una fuente única de nutrientes;
contiene una mezcla de fibra soluble que contribuye a
la buena función gastrointestinal, así como también al
control de los niveles de colesterol y glicemia ().XI.

Los isoflavones del fríjol pueden tener efectos
bioquímicos importantes; uno de estos biotlavones, la
genisteína, es un potente inhibidor de proteincinasas,
reduce la proliferación de las células cancerígenas (9.11))

y tiene un efecto ateroprotector mediante una acción
antioxidante que previene la lipooxidación de membra-
nas y por lo tanto inhibe la progresión aterosclerótica
en la subíntima (1111).

Los mecanismos hipocolesterolémicos del fríjol, así
como las sustancias responsables de los mismos, están
todavía en etapa de investigación y discusión (14.1)).

Lo.s componentes vegetales no proteicos como los
isotlavones, alteran el metabolismo de las lipoproteínas
mediante vías que involucran el aumento de la excre-
ción de ácidos biliares, una probable reducción del me-
tabolismo del colesterol, un aumento en las hormonas
tiroideas o una reducción en los índices insulina/
glucagón (1('1.

La mayoría de los componentes de las leguminosas
se han estudiado en la soya. Los isotlavones de este
vegetal son estructuralmente similares a los estrógenos,
interactúan con los receptores estrogénicos y pueden
llegar a disminuir las concentraciones séricas de
colesterol por mecanismos similares ya esclarecidos.
Anthony y cols. (17) reportaron que en monos alimenta-
dos con proteína de soya rica en isofiavones, se encon-
traban mejores valores lipídicos en suero (menores
valores de colesterol y más altos niveles de colesterol-
HDL) que en monos alimentados con proteína de soya

pobre en isoflavones. Estudios in-vitro de cultivos de
células vasculares han mostrado que el isoflavón
genisteína puede inhibir el desarrollo de lesiones
arterioscleróticas mediante una disminución en la ad-
hesión celular, una alteración de la actividad de facto-
res de crecimiento y finalmente una inhibición de la
proliferación celular (18).

La formación de trombina y la activación plaquetaria
son inhibidas también por derivados de leguminosas
(como la genisteína) in-vivo. Sin embargo los estudios
clínicos en humanos, han fallado en mostrar un efecto
significativo de las dietas ricas en isofiavones de pro-
teína de soya (191.

Debido a que la oxidación de LDL desempeña un
rol principal en la patogénesis de la arteriosclerosis, los
isotlavones de las leguminosas, particularmente del frí-
jol rojo, pueden llegar a tener un efecto contra ésta en
los humanos (211.211• La oxidación de LDL dispara una
cascada de eventos que incluye agregación plaquetaria
acelerada, daño al endotelio arterial (22) y producción de
citocinas, factores de adhesión, factores de crecimiento
y otras moléculas que facilitan el desarrollo de la placa
arteriosclerótica. Estudios in-vivo sugieren que la
genisteína y la daidzeína inhiben la oxidación de LDL
en el subendotelio de una manera similar a como lo hace
la vitamina E (23).

Con base en la hipótesis de que una dieta suplemen-
tada con cantidades importantes de fríjol rojo puede ejer-
cer un efecto ateroprotector similar al observado por
otros grupos en Europa mediterránea, diseñamos un
estudio donde se estudiaron los efectos de una dieta
suplementada con extracto de este tipo de fríjol.

Materiales y métodos

Se obtuvo sangre venosa de individuos sanos que no
recibieron suplementos vitamínicos' ~ inhibidores
plaquetarios durante un período mayor a siete días pre-
vios al reclutamiento en el estudio. Esta sangre fue in-
cubada con extracto de fríjol rojo (Cargamanto beans,
Rionegro, Colombia) por un período de 20 minutos a
temperatura ambiente (24). El aislamiento plaquetario y
la agregación de las mismas se realizó según las pautas
descritas por Freedman y cols. (2) con un agregómetro
de impedancia (Chronolog Corp, Havertown, PA).
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Para estudiar los efectos de la suplementación dieté-
ticacon EFR, 20 individuos sanos (edad media 24,7±1,4
años, rango 20 a 43 años, catorce hombres, seis muje-
res) consumieron EFR tras haber obtenido consenti-
miento informado en nuestro centro. Cada donante
consumió 3ml~g/día de EFR durante catorce días. La
dosificación fue controlada en nuestra consulta diaria-
mente. A lo largo del estudio, los voluntarios no consu-
mieron medicamentos, cafeína, alcohol, suplementos
vitamínicos, ajo o hierba alguna.

Análisis de antioxidantes

Los niveles sérico s de (X-tocoferol y y-tocoferol fueron
determinados mediante cromatografía líquida de alto
rendimiento (HPLC) con detección electroquímica (26).

Se realizaron estudios de absorbancia de radicales de
oxígeno en plasma (ORAC) y de actividad antioxidante
independiente de proteínas en fase plasma-fenoclórica
(PCA). Doscientos microlitros de beta-ficoeritrina en
PBS (concentración final 16,7 pmoVL) fueron agrega-
dos a 30 IlL de la muestra, seguidos de adición de 70
IlL de dihidrocloruro 2,2'-azobis-(2-amidinopropano)
(AAPH) en PBS (4 mmollL concentración final). Se
usó Trolox (6-Hidroxi -2,5,7 ,S-tetrameti lcroman- 2-áci-
do carboxílico) en PBS o en PBS con cantidades co-
rrespondientes de PCA) como antioxidante de referencia
para calibración (27). Los kits Sigma cholesterol, (pro-
cedimiento 352) y HDL cholesterol, (procedimiento
352-3) se utilizaron para las mediciones de colesterol
en plasma total, HDL y LDL-colesterol.

Análisis de polifenoles

El grupo de componentes polifenólicos se separó me-
diante HPLC en columna de fase reversa (ClS, partí-
culas de 1°Ilmol/L, 4,5 mmx25 cm de diámetro interno
por longitud) en cinco subgrupos. La identificación
cualitativa de estos componentes se llevó a cabo me-
diante detección y análisis del espectro visible/UV de
los picos más altos en cada fracción (Millennium
chromatography software, (Waters Corporation,
Milford, MA).

Los componentes fenólicos se agruparon en cuatro
clases: ácidos ciamídicos (ésteres de ácido ferúlico y
cumárico) y tres tipos de f1avonoides: antocianinos
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(cianidina y glucósidos de delfinidina), f1avonoles
(glucósidos de quercetina) y poliflavan-3-01es (conoci-
dos también como taninos condensados) (28).

Análisis estadístico

Los datos fueron presentados como media ± desviación
estándar. Las muestras pareadas se compararon con la
prueba t de Stlident. Las curvas de dosis-respuesta fue-
ron evaluadas utilizando la prueba comparativa de
Dunnett. Se aceptó una P<0.05.

Resultados

Para determinar si la suplementación dietética con EFR
en individuos sanos alteraba o no el contenido de
antioxidantes plasmáticos, se determinaron niveles de
(Xy y-tocoferol antes y después del consumo de EFR.
No hubo cambios significativos en los niveles de (X-
tocoferol; sin embargo, los niveles de ~-tocoferol tu-
vieron un aumento modesto tras catorce días de consumo
de EFR (de 13,5±O,4 a 15,2±0,5 Ilmol/L (P=O,OOS)).
(y-tocoferol, de 2,4±0,2 a 3,9±0,S Ilmol/L (P=0,07)).

El efecto del EFR en la actividad antioxidante se de-
terminó mediante cuantificación de capacidad de
absorbencia de radicales de oxígeno en plasma con el
estudio ORAC. Dicha actividad se elevó de 0,5±O,2 a
0,7±0,3 unidades ORACx1 OÜO(según medidas de nive-
les ORAC de proteína libre en plasma). Las medidas
ORAC totales en plasma no cambiaron significativamente
(de 5,1±0,4 a 5,S±O,3, P=NS;), lo cual sugiere que la in-
gestión de EFR aumenta los antioxidantes de bajo peso
molecular en plasma. No hubo cambios significativos en
los niveles de colesterol plasmático tras los aportes con EFR.

Discusión

En este estudio se determinaron los efectos in-vitro y
ex-vivo, así como las fracciones obtenidas de flavonoides
en la función plaquetaria tras la suplementación dieté-
tica con EFR. El consumo de este elemento por parte
de voluntarios sanos y la incubación plaquetaria secun-
daria llevó a una inhibición dosis-dependiente de la agre-
gación plaquetaria en un proceso que puede involucrar
la producción de óxido nítrico (ON). El superóxido es
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un subproducto plaquetario (29) y según nuestros hallaz-
gos, su liberación s,evio comprometida al entrar en con-
tacto con el EFR.

La bioactividad del üN es dependiente del estatus
antioxidante. Los flavonoides tienen capacidad
antioxidante y pueden llegar a afectar los fenómenos
trombóticos mediante cambios en otros antioxidantes.

El consumo de EFR aumentó significativamente los
niveles de a-tocoferol y en forma no significativa los de
y-tocoferol. Las procianidinas aisladas en el EFR dismi-
nuyen la peroxidación de las membranas y previenen la
pérdida de vitamina E. El incremento en a-tocoferol es
muy interesante, debido a que este elemento es un
antioxidante claramente dirigido a las plaquetas con co-
nocidos efectos antitrombóticos (30) (figura 1).
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FIGURA l. Efecto del EFR en la agregaci6n plaquetaria. Las plaquetas
se incubaron con diluciones progresivamente mayores (O a 1:250).
Posteriormente, se estimularon con 5 ¡.unol/L de ADP y se midi6 la
agregaci6n plaquetaria.

Sin embargo, los cambios en los niveles de a-
tocoferol fueron relativamente bajos y ab"ren la posibi-
lidad de que exista otro elemento en el EFR causante de
los efectos inhibitorios encontrados en las plaquetas (fi-
gura 2). La capacidad antioxidante en plasma fue
significativamente elevada tras el consumo de EFR,
según lo demostró el análisis ÜRAC. Los experimentos
en proteína total y libres de proteína mostraron que des-
pués del consumo de EFR hubo un incremento de los
antioxidantes en fase acuosa, mas no en la reserva
liposoluble. Este experimento es altamente sensible, aun-
que refleja numerosos antioxidantes y no determina cuál
es el responsable de los cambios.
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FIGURA 2. Niveles plasmáticos de antioxidantes antes y después de
la ingesta de EFR. Valores en ¡.unol/L, media±SEM. . .

Mediante la utilización de agonistas dependientes de
proteincinasa (PMA) se detectaron cambios en la fun-
ción plaquetaria. Adicionalmente, la incubación de
plaquetas con EFR mostró una inhibición de la actividad
de la proteincinasa. Los radicales libres pueden causar
una activación a través de la regulación de estas cinasas;
por lo tanto, el metabolismó antioxidante tanto de los
radicales libres de oxígeno exógenos como propios de la
plaqueta activarían las proteincinasas y potencialmente
la producción de üN. Algunos flavonoides, incluida la
quercitina, han mostrado previamente la inhibición de
las proteincinasas mediante este mecanismo (31) (figura 3).
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FIGURA 3. Efecto del EFR en la producci6n de super6xido. Las
plaquetas se incubaron con diluciones progresivamente mayores
de EFR (O a 1:250). Posteriormente, se estimularon con 5 ¡.unol/L
de PMA y la liberaci6n de super6xido se midi6 mediante

, agregometría (y = unidades arbitrarias). ..
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Los flavonoides presentes en el EFR se aislaron por
grupos para poder caracterizar otros componentes del
EFR que pudieran ser responsables de los cambios ob-
servados en la función plaquetaria y en la producción y
secreción de üN. Hay una marcada diferencia entre los
efectos sobre l~s.plaquetas en las cinco fracciones estu-
diadas. Las f acc;;iones3, 4 Y5 llevaron a una inhibición
de la agregación.en sangre total, lo cual sugieren una
elevación de su actividad en este medio. Por su parte, la
fracción 2, que contiene principalmente catecininas,
aumentó la agregación plaquetaria en plaquetas lava-
das y resuspendidas, causó menos inhibición de la pro-
ducción de superóxido, generando mínimos cambios en
la agregación cuando se encontró en sangre total. Se
demostró así que estos flavonoides no tienen una uni-
formidad bioactiva (figura 4).

En resumen, tanto la incubación in-vitro, como la
suplementación oral con EFR, disminuyeron la
agregación plaquetaria y la producción de superóxido.
La suplementación oral tuvo un discreto pero significa-
tivo efecto en los niveles antioxidantes, que no puede
ser enteramente adjudicable a la antiagregación
plaquetaria observada.

A pesar que los flavonoides son presumiblemente el
componente activo del EFR, los subgrupos extraídos

de este compuesto tienen diversos efectos en las
plaquetas; por lo tanto, la inhibición de la función
plaquetaria y de la producción de superóxido puede ser
resultante del efecto de flavonoides encontrados en el
EFR. La supresión de la trombosis, mediada por
plaquetas, representa posible uso para los efectos bené-
ficos del fríjol rojo en la enfermedad vascular periférica
y cardiovascular.
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FIGURA 4. Efecto del consumo de EFR en el análisis ORAC. Niveles
plasmáticos antes y después del consumo de EFR tras la incubación
con PCA, beta-jicoeritrina y AAPR. Las lecturas fluorométricas
obtenidas por una hora y el área bajo la curva se calculó contra
curvas de calibración estándar (Trolox). Una unidad ORAC corres-
ponde a la actividad antioxidante de 1 J.1rnollLde Trolox. En las y:
capacidad antioxidante en unidades ORAC.

Abstraet

The 'low incidence of cardiovascular disease in France led to investigation of red grapes and their products (juice
and red wine);flavonoids and polyphenols derivedfrom diphenylpyranes were identified. Flavonoids may contribute
to atheroprotector effects, as suggested by the results of diverse studies that demonstrate an association between the
intake of flavonoids and a diminished risk of coronary events in comparison to the general population, a phenomenon
that could be explained by the antioxidant and antiaggregant effects of these substances. The low incidence of
peripheral vascular and cardiovascular disease in other parts of the world where wine consumption is scarce,
suggests the possibility of an atheroprotector factor in the usual diets of these populations. In the Caribbean area,
in the northern region of South America and Central America there is a high dietary intake of red beans, and this
could be the responsible factor.

We designed a prospective study in a population of20 healthy volunteers that ingested a red bean extractfor 14 days
as supplement of their diet, with determinations of platelet aggregation, antioxidant activity, and polyphenollevels.

Results show that the dietary supplement of red bean extract increases the serum levels of low molecular weight
antioxidants. Thisfinding suggests that this element may be the equivalent to theflavonoids ofred grapes in region
where it is not consumed.

Key words: antioxidants, platelet aggregation inhibitors, beans, arteriosclerosis.
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