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INTRODUCCION

Hoy en dia la creciente demanda de alimentos a nivel mundial .
conlleva a la blisqueda de fuentes de abastecimiento econémicamente
accesibles. Una de estas pueden ser las leguminosas, que forman parte de

la dieta esencial de muchos paises en la actualidad.

Mexico es uno de los paises de mayor consumo-de frijol (Phaseolus
spp) que junto con el maiz constituye, la dieta basica de una gran parte de
la poblacion rural, se conocen cerca de 3 000 tipos de frijol cultivados,
agrupados en 67 variedades que se consumen fradicionalmente en las
diferentes regiones del pafs.

En 1990 mas del 50% de los menores de cinco afios en el pals
padecia algin grado de desnutricién, elevandose este indice al 80% en las
zonas marginadas de las grandes ciudades y en las areas rurales. En ef
sur de la Republica Mexicana, el 22% de los nifios menores de cinco afos
presentan nutricién deficiente(FAO, 1994). Esta situacidn conjuntamente
con la practica de habitos alimentarios inadecuados ha motivado la
preocupacion de muchos investigadores a fin de conocer las sustancias
nocivas que pueden tener los frijoles de mayor consumo ¥ su contribucion
en la salud de la poblacion.

Uno de los factores antinutricionales que afecta a la calidad
nutricia del frijol son las lectinas, las cuales tienen la capacidad de

aglutinar los glébulos rojos de especies animales e incluso del hombre,
de manera especifica.



INTRODUCCION

Este tipo de compuestos son de naturaleza proteinica y pueden
representar del 2 hasta el 10% de la proteina total de grano seco. Este
tipo de proteinas, cuando son ingeridas en forma activa como parte de la
alimentacién produce con mayor o menor gravedad, una intensa
inflamacion de la mucosa intestinal, con la posterior destrucion de las
células epiteliales, edema y hemorragias del tejido linfatico.

Actualmente se cuenta con una metodologia /i vitro para la

determinacién de lectinas; la cual es semicuantitativa y solo cuando se
corre simultaneamente una muestra de referencia puede darnos un
grado de comparacion en el contenido de este tdxico.

Con base en lo anterior se hicieron las modificaciones pertinentes
a la metodologia semicuantitativa con el fin de obtener una metodologia
que maneje datos cuantitativos que, aplicada a diferentes muestras
biolégicas proporcionara datos cuantitativos del contenido de
hemaglutininas.

Se ha establecido que el valor nutricio de las proteinas de frijoles
Phaseolus wulgaris se incrementa por procesos térmico, especialmente
por tratamientos con calor humedo. Se trabajoé con dos condiciones de
calor para disminuir el contenido de lectinas en las muestras y con la

aplicacion de la metodologia cuantitativa a éstas se logro cuantificar el
contenido de lectinas remanente.
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Ademas se realizé un estudio de toxicidad subaguda con ratas de
ambos sexos, administrando dietas de frijoles Phaseolus de la variedad

Pinto, Gordo y Negro Jamapa, tanto crudos como cocidos.

Los resultados obtenidos /i vifre concordaron con los resultados

in vivo pues las muestras que contenian mayor contenido de lectinas--

segun la metodologia cuantitativa-- fueron las dietas que causaron mas
rapido efectos toxicos en los animales de prueba. Mientras que las
muestras que no contenian niveles tan altos de hemaglutininas,
administrados a los animales de estudio, aunque no causaron la muerte
de éstos, si hubo dafo a nivel gastrointestinal y valores bajos de
digestibilidad y REP comparados con una muestra de referencia.
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Ohbjetivo General:

e Desarrollar una metodologia cuantitativa basada en el método
semicuantitativo de Jaffé para la medicién de lectinas en muestras
vegetales que permitan establecer una relacion con el grado de
toxicidad.

Obijetivos Particulares:

¢ Realizar los cambios pertinentes que permitan expresar el grado de
aglutinacion en términos cuantitativos.

+ Correlacionar el contenido de lectinas con el de la fraccion proteinica
soluble (albuminas y globulinas) de extractos de diferentes muestras
de frijol comiin.

» Emplear el método propuesto en muestras vegetales tratadas a dos
diferentes tratamientos térmicos que togren disminuir su toxicidad,
para lo cual se cuantificara el contenido de lectinas en las muestras
tratadas.

+ Correlacionar el contenido de lectinas utilizando el método propuesto

con el grado de toxicidad /n vivo.
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Capitulo 1.Generalidades

1.1.LAS LEGUMINOSAS

1.1.1.Antecedentes

La familia de !as leguminosas es la tercera mas numerosa de las
plantas y se consume desde hace 8,000 anos. Existen alrededor de 18,000
especies agrupadas en 650 géneros y so'n solo aproximadamente 20 las
que se ulilizan en la alimentacién humana y animal en gran escala. El

género Phaseolus es uno de los mas importantes dentro de este grupo de

plantas. Se cree ser originario de México y su distribucion esta
concentrada en América Central.

El consumo de leguminosas (principalmente Phaseolus wulgaris,

frijol comun) forma parte de los habitos alimentarios de las poblaciones en
desarrollo, especialmente de los grupos de nivel socioecondmico bajo; lo
cual se debe a su costo relativamente bajo y a su gran aceptabilidad; por lo
que se le ha denominado "la came de los pobres” -

Se caracterizan por ser una excelente fuente de vitaminas y
minerales asi como su elevado contenido de proteinas que en muchos
casos supera el 10%. Sin embargo, son deficientes en aminoacidos
azufrados y por esta razdon suelen consumirse combinados con cereales,
complementandose asi sus cualidades nutricias. Otro aspecto importante
que hay que considerar en las leguminosas, es su resistencia al ataque de
plagas, debido entre otros factores a la existencia de determinadas
sustancias tdxicas naturales que actian como un mecanismo de defensa

para la pfanta contra insectos y microoorganismos dafinos.

' Mulle, T., and Tubin, G., 1986. Nutricién y ciencia de los alimentos. Ed. Acribia, Zarpa, Pp 112.
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Las legqumincsas se distinguen por tres caracteristicas principales:
a) Forman vainas de las mas variadas formas y tamafos, dentro de las

cuales se hailan uno o mas grano.

b)Tienen la capacidad de asociarse con bacterias Rhizobium, las cuales

forman nddulos en las raices de la planta. Estas fijan el nitrdgeno
atmosférico convirtiéndolo en amoniaco y asi queda disponible para ser
absorbido.

c) Pueden sintetizar aminoacidos y acumular cantidades elevadas de
proteinas debido a la capacidad de fijar el nitrogeno de la atmdsfera.(2)

E! frijol comun, es la especie mas cultivada y conocida del género
Phaseolus en México. El frijol es nativo de América, probablemente del
centro de México y Guatemala. Brasil es el mayor productor de frijol en el
mundo y México es el mayor productor en América Central y América del
Norte con un promedio anua! de 968 mi! toneladas de grano y 1,800 000 ha
cultivadas. Los rendimientos son de 550 kg./ha., aunque con riego se ha
mejorado su cultivo obteniéndose hasta 1200 kg./ha.

En Meéxico y el resto de América Latina se cultivan

fundamentaimente cuatro especies de Phaseolus: P. wulgaris, P.

lunatus, P. coccineus y P.acutifolius.. El consumo de frijol para

algunas regiones constituye la fuente basica de proteinas aportando hasta
el 30 % del total de la dieta y es también una buena fuente de algunas
vitaminas como la tiamina y la niacina, hidratos de carbono y de minerales
como el hierro y ef calcio.
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Existen multiples variedades de frijol que se caracterizan por el

tamaiio, la forma, el color de la semilla y el crecimiente de la planta .(1)

Las variedades mexicanas de P. wulgaris, contienen

aproximadamente de un 14 a 23 % de proteina cruda , mientras que en
otros paises se han encontrado variedades que poseen contenidos que
oscilan de 19 a 26 % proteina cruda. Algunas caracteristicas

bromatolégicas del grano maduro de estas variedades se presentan en el
cuadro 1.1.(3)
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Cuadro 1.1. Composicion general de algunas leguminosas
comestibles
Grano seco Porcion Energia Proteina Lipidos Carbo Fibra
Comestible (Kealpor cruda. (%) hidratos Cruda
(%) gramo)* (%} (%) { %)
Chicharo 100 345 220 20 64.0 a7
Frijol negro 100 22 218 25 554 41
Alubia 100 330 203 28 586 40
Frijol Amarillo 100 337 14.2 17 67.1 45
Frijol bianco 100 312 22.4 27 520 39
Garbanzo 96 370 19.0 6.2 61.0 34
Haba 80 345 229 22 615 5.9
Lenteja 100 335 231 1.4 59.7 32
Haba blanca 100 331 254 13 571 49
Frijoliio 100 325 200 10 610 49
* Base seca

1.1.2. Sustancias téxicas presentes en leguminosas

Las leguminosas, ademas de poseer esas cualidades nutricias, son

fuente de téxicos y sustancias antinutritivas naturales que se encuentran

presentes en el reino vegetal en pequefias cantidades, denominandose
constituyentes secundarios de las plantas. El papel que desempefan no

esta bien esclarecido; no obstante, el criterio mas difundido es el de sugerir
su posible rol como sistema de defensa contra sus depredadores como
son: baclerias, hongos e insectos.
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La severidad de sus efectos varian en el organismo humano, desde
una simple irritacién dérmica hasta provocar la muerte. Estos aspeztos
conjuntamente con la dureza del grano contemplan algunas de las mas
importantes lineas de investigacién en la actualidad. Estas sustancias
toxicas pueden estar presentes en los granos de forma variable ya que su
existencia y concentracion estan determinadas por las condiciones de
humedad, variedad, parte de la planta y época de recoleccion; asimismo,
durante el almacenamiento de los granos, pueden ocurrir cambios debido a

la accion de agentes fisicos y bioldgicos que alteran la presencia de estos
compuestos (3)

Entre las sustancias téxicas naturales que estan presentes en las
leguminosas se encuentran los glicdsidos cianogénicos y segln las
condiciones de almacenamiento las aflatoxinas. Algunos de los
compuestos toxicos presentes en los granos tiene mayores implicaciones
toxicoldgicas que otros, pudiendo limitar el consumo de la variedad que los
contiene.(4)

Existen leguminosas que contienen glicésidos cianogénicos pero en
cantidades que no llegan a ser téxicas. Otros glicosidos son del tipo de las
saponinas que son compuestos con propiedades tensoactivas. Ellas
forman espuma en soluciones acuosas y provocan hemélisis de ias células
rojas de ia sangre. Sin embargo, tiene efectos benéficos como la reduccion
del colesterol. Se encuentra en la soya, alfalfa, hojas de té, azucar de
remolacha y tienen sabor amargo.(5)

Los frijoles contienen en su fraccion de carbohidratos algunos
oligosacaridos responsables de la flatulencia, ellos no son toxicos, pero el
hombre carece de enzimas para digerirlos, por lo que llegan al colon donde
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son fermentados por la flora generando gases (metano principalmente) y
esto hace que su consumo pueda limitarse .(2,3)

1.2.LECTINAS

1.2.1. ANTECEDENTES

El estudio de las hemagilutininas se origina con Kobert y
colaboradores, quienes investigaron la toxicidad de proteinas de ciertos
miembros de Euforbiaceas y Leguminosas. Asi Stillmark (1888) fue el
primero en describir la agiutinacion de eritrocitos de animal por extractos
de semilla de ricino, proteina aislada de la semilla de Ricinus communis
(Euforbiaceas) obtuvo pruebas demostrativas de que el material
responsable de la aglutinacion era una proteina, a 1a que Hamo ricina.
Mientras Hellin y Elfstrand descubrieron en otras semilla dos

hemaglutininas similares; 1a abrina en ta semilla Abrus precattorius y la

croetina de |la semilla Croton tiglium{Euforbiaceas). (6)

Paul Ehrlinch, bacteridlogo aleman, descubrié que estas sustancias
podian utilizarse para estudiar algunos problemas de inmunologia en

lugar de usar las toxinas bacterianas con la ayuda de ricina y de la
abrina.

La primera lectina que se logré purificar fue la concanavalina A,
procedente del jack bean(Canavalina ensiformis), que fue cristalizada en

1918 por James B. Summer. En 1936, Summer y Stacey F. Howell
comprobaron, por una parte, que la adicidbn de concanavalina A a una

solucion de glucégeno, carbohidrato que actiia como forma de reserva de
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los azlcares en los organismos animales, provocaba la precipitacion del
glucogeno de la soiucién y por otra parte, que el azdcar de cafa inhibia
la aglutinacion de los glébulos rojos mediante concanavalina A. (7)

Summer y Howell establecieron la hipétesis de que la
hemaglutinacion provocada por la concanavalina A podria ser la
consecuencia de una accion de la proteina con carbohidratos situados
sobre la superficie de los glébulos rojos.(8)

Esto fue confirmado en 1952 por Winifred Watkins y Walter
Morgan, la adicién de algunos azlcares sencillos podia inhibir o impedir
la hemaglutinacién provocada por lectinas. Al parecer, las moléculas de
azucar inhibidoras ocupan los {ados de union de las lectinas, interfiriendo
de esta forma en el proceso de unién de la lectina a las unidades de
azucar situadas sobre los gldbulos rojos.{ 7)

El término de lectina deriva del latin Legere, escoger. Las lectinas
son definidas como glicoproteinas aglutinantes de células. En contraste
con los anticuerpos, los cuales tienen una estructura similar, las lectinas
varian en composicién, peso molecular, etc. Las lectinas son nombradas
de acuerdo a su nombre triviall Concanavalina A) o segun su
fuente(Lectina del frijoi de soya, lectina de! cacahuate, etc) o nombre

botanico ( lectina Dolichos biflorus)(8).

Se ha detectado la presencia de lectinas no solo en plantas
(incluyendo a las bacterias ) sino también en algunos inverteblados, por
ejemplo caracoles. Vivian Teichberg descubrié la presencia de una
lectina en la anguila eléctrica. No obstante, parece que las lectinas estan
mas ampliamente distribuidas entre ias plantas.(7)
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1.2.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

No existe una estructura caracteristica para todas las lectinas.
Muchas de estas proteinas son relativamente ricas en acido aspartico,
serina y treonina que constituye hasta el 30% del contenido en
aminoacidos, sin embargo son deficientes o totalmente excentos en
aminoacidos que contienen grupos sulfuro. En contraste, existen
lectinas como las extraidas de la papa y germen de trigo que son ricas

en cisteina( ya que contienen 20 y 11.5 % del total de residuos de
aminoacidos respectivamente).

A. Peso molecular y subunidades

El rango del peso molecular de las lectinas comprende de 36,000
para el germen de trigo hasta 265,000 para la lectina del frijof de lima.
Algunas lectinas tienen una alta tendencia a la agregacion. Aun bajo el
almacenamiento y temperatura controlada, 1a lectina extraida de la Soya
(Peso molecular 120,000) y posiblemente la lectina de cacahuate ( Peso

molecular 110,000) tienden a agregarse debido a su alto peso molecular.

Todas las lectinas estan compuestas por subunidades, las cuales
comunmente son de 2 6 4. La disociacién en subunidad puede ser
irreversible como en el caso de la presencia de agentes detergentes
como el dodeci! sulfato de sodio 6 reversible por ejemplo, utilizando
clorhidrato de guanidio en la lectina del germen de trigo Y
fitohemaglutininas.
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B.Requierimientos de iones.

Con algunas excepciones, la mayoria de las lectinas contienen
metales y en algunos casos se presentan requerimientos de Mn 2 yio
Ca?" para su actividad. El Mn?* en las lectinas puede ser reemplazado
por una variedad de metales de transicion sin perder su actividad
biologica, como fue demostrado para fa Concanavalina A y para la
lectina extraida de la Soya. ElCa® en la Concanavalina A puede ser
reemplazado por Cd 2

Los metales confieren un alto grado de estabilidad a la
Concanavalina A protegiendo a la lectina contra la inactivacion por
calentamiento y por la hidrélisis por enzimas proteoliticas. El Ni 2 solo,
protege a la Concanavalina A contra la protedlisis a pH 7 pero no a pH
8.2.(8)

C.Temperatura y pH

La mayoria de las aglutininas interaccionan entre un pH de 4.5 a
11. A pH bajo la carga de la superficie celular es reducida y a pH alcalino
hay una gran interaccién celular. La temperatura esta relacionada con la
fluidez de la membrana y ésta necesita fluidez para que los receptores se
muevan.

Las lectinas pueden presentar reaccidn en valores de 4 °C a 40°C.
A 0°C la movilidad de los receptores es reducida. Los agentes que
reducen la polaridad como el etilenglicol incrementan la especificidad de
la lectina. Las lectinas que requieren iones metalicos son muy sensibles
a las variaciones de pH. A pH bajos los iones metalicos son liberados y la
lectina pierde su actividad.(9)
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1.2.3.ESPECIFICIDAD

Los carbohidratos forman parte del determinante antigénico del grupo
sanguineo correspondiente. Las lectinas que son especificas para el
grupo sanguineo A, se inhibiran con N-acetil-galactosamina y sus
derivados glicosidicos, el grupo B se inhibiran con galactosa, en
cambio las lectinas que son especificas para el grupo sanguineo
0 (H) seran inhibidas con L-fucosa. Muchas de las lectinas pueden ser
inhibidas por carbohidratos sencillos, considerando asi que son
especificos para determinado azicar. Los o-glicosilproteinas naturales
son mejores inhibidores que los glicanos libres lo que se sugiere que
se produce interacciones hidrofébicas durante la interaccion lectina
carbohidrate.(10)

Cada molécula de una lectina posee al menos dos sitios de unién,
cada uno de los cuales puede acoplarse a una molécula
complementaria de azicar o a varias unidades de azucar
pertenecientes a un oligosacarido. La lectina se une a los azicares de
las superficies celulares por medio de estos lados de unién. Teniendo
a su disposicién una serie de lectinas que difieren en su
especificidad(por presentar fados de unién de formas diferentes). La
aglutinina de soya también es especifica para la N-
acetilgalactosamina, pero de un forma menos restrictiva: la lectina de
soya se une a la N-acetilgalactosamina tanto si las moléculas de
azucar estan unidas en posicion aifa como si lo estan en posicién beta,
mientras que la lectina de frijol de lima s6lo se une a las moléculas de

N-acetilgalactosamina que estan en posicion alfa.
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En las membranas celulares se encuentran ambas
configuraciones, pero el azdcar determinante de la especificidad para
el grupo sanguineo A es la N-acetilgalactosamina con unidn en
posicion aifa. La aglutinina de soya nos es especifica de ningan grupo
sanguineo, por lo que ademas de unirse a la N-acetilgalactosamina,
esta se une a la galactosa y, en consecuencia, provoca la
precipitacién de glicoproteinas en solucion, tales como el colageno que
presenta una galactosa en posicion terminal.

La unién de Ia lectina con el azlcar es bastante débil. No provoca
la formacién de enlaces covalentes sino que es reversible, como Ila

reaccion de una enzima con su sustrato ¢ de un anticuerpo.(11)
1.2.4. LOCALIZACION DE LAS LECTINAS EN LAS PLANTAS

La fuente mds rica de lectinas en numerosas plantas es la semilla,
la cual puede comprender un porcentaje considerable de la materia seca;
en el jack bean, la concanavalina A es de 3-4 % de la proteina.

De acuerdo con datos reportados, en los cotiledones y en el
embrién si hay aclividad de lectinas trabajando con lectina extraida de

lenteja; Lens culinaris. L.a mayor cantidad de lectina esta asociada con

los cotiledones; raices y tallos tienen poca lectina y al estar
desarrollandose se notd menos cantidad de lectina en los cotiledones(2 a
3 semanas de desarrollo).Numerosos investigadores han estudiado la
aparicion y desaparicion de las lectinas durante el ciclo de vida de las
plantas.(12)
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Jones(13) trabajd con las lectinas obtenidas de semilla de Maclura
pomifera. arbol conocido comiunmente como naranjo chino y clasificado

actualmente como Toxylon pommiferum.

La actividad de hemaglutinina se detectd en las semillas a las
primeras 10 semanas y se incrementd en un maximo hasta alcanzar la
madurez en 15 semanas. La actividad comenzé a decrecer después de
la germinacion de las semillas, pero aun se detectaba a bajas
concentraciones en la plantula hasta los 6 meses de edad. En las hojas
no se encontrd actividad, asi como tampoco en la cuticula (cubierta) de
las semillas. En todas las partes restantes de la semilla en mayor o
menor grado se detectaron componentes aglutinantes. La mayor
cantidad de lectinas se observo en el epicotilo(porcion del eje de la
plantula.}(14).

; En las semillas mas que en cualquier otro estado de vida de la
blanta, hay mayor cantidad de lectinas. La pérdida de actividad de las
lectinas con la germinacion quizas esté relacionada con la actividad
proteolitica, al parecer hay una relacién inversa entre la cantidad de
polisacaridos y la actividad de las lectinas, puesto, que si se incrementan

los carbohidratos, se reduce la actividad de ia hemaglutinina.

Boyd sugiere que las lectinas, al ser inhibidas por los
carbohidratos, pueden funcionar en el aimacenamiento de éstos en las
plantas. Es muy notorio que hay mds lectinas encontradas en las
semillas de leguminosas que en cualquier otra familia, y estas lectinas -
asegura Jones- estan principalmente involucradas con el

almacenamiento de proteinas y no con el de carbohidratos.
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El concepto basico del almacenamiento de carbohidratos quiza
deba reconsiderarse debido al hecho de que la mayoria de las semillas
de la familia de las leguminosas almacenan proteinas en un mayor grado
que carbohidratos. Para el almacenamiento de carbohidratos se requiere
un mecanismo de transporte e inmovilizacién, y las proteinas unidas a

carbohidratos especificos estdn adaptados para esos propositos.(15)

1.2.5.ACTIVIDADES BIOLOGICAS.

Las lectinas presentan varios efectos sobre las células, los mas
estudiados han sido la aglutinacion y estimulacion mitogénica, sin
embargo, también pueden presentar modificaciones en la actividad

membranal de enzimas, bloqueo de la ferilizacion del dvulo por
espermatozoides, toxicidad /i wvive e in vitro y la inhibicién del

crecimiento de hongos.

A.Enlaces entre células.

Con objeto de actuar sobre las células, las lectinas deben formar
enlaces sobre la superficie de éstas. Asi la aglutinacion puede ser
tomada como evidencia del enlazamiento con las ¢élulas, sin embargo, la
falta de aglutinacién no demuestra que los enlaces entre células no se
hallan dado. Los enlaces son mejor demostrados con la adicion de
lectinas marcadas con isétopos radioactivos o con compuestos que son
visibles bajo el microscopio como ferritina, peroxidasa,etc.

La estructura superficial para los enlaces lectina son de

carbohidratos de glicoproteinas o glicolipidos que sobresalen de cada
célula.
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Esta conclusién se basa primeramente en el hecho de que los enlaces
son inhibidos o impedidos por el azucar que es especifico para la lectina.
El hecho de que el enlace lectina sea afectado por la modificacién de ia
superficie del azdcar de la célula por glicosidasas, glicosiltransferasas y

galactosa oxidasas provee evidencias de esta conclusidn.(8)

B. Aglutinacién.

La aglutinacién es la manifestaciéon mas facilmente detectable de la
interaccion de una lectina con las células, y hasta la fecha es la prueba
mas utilizada para revelar la presencia de lectinas. La aglutinacién puede
ser afectada por numerosos factores como se ilustra en el siguiente
cuadro.

1.2.5. Factores que afectan a la aglutinacion de células por las lectinas.

Propiedades de las lectinas

‘Numero de sitios de enlace con sacaridos
Fuerza del enlace con sacaridos

Carga eléctrica

Peso molecular

Estructura quimica de la superficie del receptor

Propiedades de la superficie de 1a ¢élula

Numero, accesibilidad y distribucidn de los sitios del receplor
Fluidez de la membrana
Carga electrica

Rigidez de la superficie

Componentes citoptasmicos

Membranas de proteinas periféricas
Abastecimientos de energla
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Se define como aglutinacion como la reaccion antigeno-anticuerpo
en la cual un antigeno solido o en pariculas forma un cristal con un
anticuerpo soluble.

En la algutinacion invertida el anticuerpo estd insertado a la
particuta sélida y es aglutinado por un antigeno insoluble. Esta se divide
en dos tipos:

-Aglutinacion directa; aglutinacion de eritrocitos, microorganismos u otras
particulas directamente por el anticuerpo del suero. £n la técnica directa
simple, un antigeno celular o de particulas insolubles es aglutinado

directamente por el anticuerpo.

-Aglutinacién indirecta o pasiva; la aglutinacion de particulas o de
eritrocitos a los que se les ha fijado un antigeno por medios quimicos .Se
refiere a la aglutinacién de las células recubiertas de antigeno o a las

particulas inertes que son portadoras pasivas de antigenos solubles.(16)

Las lectinas no solo aglutinan a los glébulos rojos sino también a
otros tipos de células como son los linfocitos, fibroblastos,
espermatozoides, bacterias y hongos(27)

C. Estimulacion de linfocitos.

Uno de los efectos mas dramaticos causados por la interaccion de
las lectinas con las células es la falta de division de linfocitos lo cual
causa un estado de crecimiento y proliferacion, fendmeno conocido como
estimulacién mitogénica. Los primeros agentes mitogénicos descritos

“fueron las fitohemaglutininas.
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Para el afio de 1970 fueron descubiertos tres agentes mas; lectina

extraida de Phytolacca americana, una lectina extraida de Wistaria

floribunda y la Concanavalina A.

L a estimulacion de los linfocitos por las lectinas (u otros agentes
mitegénicos) da como resultado la liberacion de sustancias solubles con
muchas implicaciones bioldgica incluyendo la linfocinesis, la inhibicidn del
factor de migracion de componentes macrofagos, linfotoxinas e
interferones en ciertos casos se ha observado un aumento en la
produccidn de inmunoglobulinas. A pesar de numerosos estudios el
mecanismo gue desencadena 1a reaccion de estimulacién mitogénica es
aun desconocido.

Es hasta la fecha aceptado que el paso inicial o de arrangue es Ia
unioén de la lectina a la superficie de la célula por medio de un azicar
especifico. El enlace puede actuar modificando a la estructura y funcién
de la membrana, dando como resultado la transmision de la segunda
sefial, la cual inicia en el interior de la misma célula con una serie de
cambios biogquimicos que culminan con el crecimiento y proliferacion de
la célula.

Hay lectinas que producen el efecto mitogénico, unas tienen
habilidad de estimular solo a los linfocitos T y otras a los linfocitos B. A
pesar de tener efectos distintos en los dos tipos de poblaciones celulares,
las lectinas actian en ambas células. lLas fitohemaglutininas vy
Concanavalina A estimulan poblaciones de linfocitos T. El mitogeno de
la fitolaca(PWN) estimula a ambos linfocitos T y B de diferentes
especies de animales y el mitégeno hidrosoluble de Nocardia (NESM)
activa preferentemente a las células B.
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Hay otras lectinas mitogénicas como es la iectina del escarabajo
Allmyrina dichotoma, que presenta actividad en linfocitos de raton, rata

y humano.{9)

D.Estimulacion celular en plantas.

La concanavalina A y las fitohemaglutininas estimulan la
germinacion del polen /n vifro como resultado de la reduccion del

periodo gue antecede a la salida del polen hacia e! tubo.
E. Inhibicién del crecimiento de hongos

La lectina del germen de trigo se fija selectivamente a ia hifas de
Thichoderma viride inhibiendo el crecimiento de éstas medido por la
incorporacion de acetato radioactivo. De la misma forma la lectina de la

papa actda sobre la Botrytis cinerea. La inhibicién por incorporacion de

precursores dentro de hifas de hongos por lectinas de diferentes
especies parece resultar en la inhibicién de la toma de nutrientes
causando el abultamiento de la superfice de las hifas por las lectinas.

La inhibicién del crecimiento por las lectinas es una prueba del
efecto en la germinacion de esporas fungicas. La cual probablemente
ocurra en ias primeras etapas del proceso de germinacién, después de

que la espora se abulte pero poco antes de que los microorganismos
sean detectables en el tubo.
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Dicha inhibicion es mejor expresada por la prolongacién del periodo
latente, el cual precede a la germinacién. Una vez iniciada, el curso de la
germinacion parece ser normal y después de 18 horas de incubacién el
porciento de esporas de lectinas tratadas que lograron ser germinadas es
casi el mismo que las que no fueron tratadas.

1.2.6.TOXICIDAD
A. Interaccion con la mucosa intestinal

Jaffé y colaboradores propusieron que la toxicidad de las lectinas
del frijol comun podria ser atribuible a su habilidad para formar enlaces
con receptores especificos de la superficie de células intestinales.
Estudios posteriores comprobaron dicha teoria demostrando que lectinas
de diferente selectividad por un carbohidrato se unian a varias regiones y
diferentes tipos de céiulas de la mucosa intestinal.(8)

Boldt y Banwell (17) en estudios con ratas observaron una mala
absorcidn intestinal, y como consecuencia favorecia la colinizacion
bacteriana en el intestino delgado. En cada caso observaron que el
enlace era inhibido por la adicion del oligosacarido apropiado, indicando
que la interaccion isolectina-microvellosidades de la membrana era
mediado por la identificacién de! carbohidrato.

B.Adsorcidn de nutrientes.

Una de las consecuencias del dafo de la mucosa intestinal por las
lectinas es el grave deterioro en fa adsorcion de nutrientes a través de la
pared intestinal.
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Esto fue primeramente demostrado /i vive por Jaffé y Commejo(18)

quienes mostraron que en el aislamiento de una porcion de intestino
extraido de animales que ingirieron frijoles crudos o lectinas purificadas,
mostraban una disminucion significativa en la proporcion de glucosa que
fue transportada a través de la pa.red intestinal. La habilidad de las
lectinas para disminuir la capacidad de adsorcion en el intestino delgado
no se limita a carbohidratos.

Por ejemplo, la lectina extraida del chicharo (Pisum arvense)

disminuye la absorcién de L-histidina en el duodeno en ratones y la
adicién de lectinas de frijol a una dieta de caseina resulta en la pobre
absorcion de lipidos, nitrdgeno y vitamina By, asi como en la
interferencia en el transporte de iones,

Se ha sugerido que el efecto de las lectinas sobre la capacidad de
absorcion en el intestino es una consecuencia de cambios sobre la
permeabilidad intestinal. Al respecto se encontré que la incorporacion
de lectina del germen de soya al intestino delgado de ratas disminuye la
permeabilidad de las moléculas de polietilenglicol(P.M.<600) pero
aumentan la permeabilidad de las grandes moléculas de dextrano(P.
M.3000). Por ofro lado, la concanavalina A no presenta efectos en la
permeabilidad, del polietilenglicol en el intestino, pero si disminuye la
permeabilidad del dextrano.

Estos resultados pueden ser relevantes con respecto a las
reacciones alérgicas de los alimentos que contienen lectinas. Esta
interferencia “ no especifica” con la absorcion de nutrientes, es sin duda
una de las razones por las cuales la proteina de fas leguminosas crudas
es pobremente utilizada.
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Las lectinas pueden interactuar con enzimas hidrolizantes situadas
en la region de borde en cepillo , las cuales juegan un papel importante
en 1a digestién de proteinas y carbohidratos. Esta interaccién provoca la

inhibicién de as peptidasas situadas en la region de borde en cepillo y
enterocinasas, todos estos estudios realizados in vitro; sin embargo la

razén por la cual las lectinas inhiben la actividad de estas enzimas aun

no es bien comprendida.(8)

Banwell y colaboradores (17) demostraron la forma especifica de
union de las fitohemaglutininas a microvellosidades de la region epiteliar
del intestino delgado utilizando inmunoglobulinas de cabra- anticonejo
marcadas con fluoresceina. Los enlaces de lectinas fueron observados
después de un consumo cronico de la dieta. Aplicando una dieta control
de caseina se observo la pérdida de dichos enlaces en el intestino
después de 48 horas, sin dafios morfologicos a las microvellosidades de

la mucosa intestinal, ademas de una ganancia en peso y crecimiento.

C.Colonias bacterianas

El crecimiento de bacterias coliformes ha sido observado en el intestino
delgado de ratas y pollos en dietas de frijoles crudos o lectinas
purificadas. La mucosa que cubre a la superficie del yeyuno, es el
lugar donde se ha encontrado la mas extensa poblacion de bacterias con
diferentes morfologias- los cocobacilos gram positivos y bastones gram
negativos encontraron una alta acumulacion de bacterias en el sitio de
ruptura de microvellosidades del duodeno inducidos por una dieta de
frijoles crudos. Estudios bacteriolégicos realizados a los organos
internos demuestran que ta muerte del animal por consumo de frijoles

crudos esta acompanada de invasion bacteria.
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Al respecto Wilsan y colaboradores{1980) sugieren la siguiente
posibilidad:
a) Un deterioro inmunolégico de la supresion del crecimiento de ciertas
bacterias
b) Una agregacion de células bacterianas inducida por las lectinas
¢) Una eliminacion violenta de bacterias competitivas.
d) La presencia de mas sustancias apropiadas para el desarrollo de
dichas bacterias provoca la pobre absorcién de nutrientes.(8)

Otra teoria explica que las lectinas debido a su caracteristica de
polivalencia se enlazan a sitios receptores de la region de borde en
cepillo asl como a las bacterias, causando un efecto de “pegado” de
bacterias a la superficie del intestino.(19)

En contraste con los efectos tdxicos de las lectinas existen
reportes que indican que hay otras lectinas que no sélo no son téxicas
para animales superiores, sino que pueden ser benéficas. Debido a que
la fijacién las bacterias a los tejidos y células es mas complejo que a
carbohidratos -especificos fimbrial y/o superficies a las que se adhieren
las lectinas, dichos reportes indican que algunas lectinas de plantas
pueden inhibir competitivamente la adhesién de bacterias a la pared
intestinal.

Este bloqueo depende de la especificidad del entace tanto para las
lectinas como para las bacterias. Si ambas fueran similares 6 iguales, el
enlace de la bacteria al receptor glicosidico presente en la membrana
epitelial puede ser impedido o reducido por la administracion de una
lectina apropiada a la dieta.
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De esta forma, la infeccion del intestino por agentes patogenos es

prevenida por la administracién de una dieta natural.

El uso de GNA; una lectina manosa-especifica del Galanthus
mivalis, reduce significativamente |a adherencia de manosa sensitiva

proveniente de bacteria E. coli, a la pared del intestino sin observarse
efectos toxicos. El uso de GNA causa una inversién dramatica de las
reacciones causadas por fitohemagiutininas; induce el crecimiento de
bacterias de esta forma se reduce el nimero de bacterias E.coli en el
intestino delgado(20).

D.Internalizacién de las lectinas.

Existe la posibilidad de que las lectinas entren al sistema
circulatorio ya sea por una digestion parcial o nula, ejerciendo reacciones
toxicas como la inhibicién de sintesis de proteinas, hipersensibilidad local
o sistematica del sistema inmune causando dafios directamente sobre
tejidos. Apoyando esta teoria, se ha demostrado que las lectinas pueden
ser detectadas inmunologicamente con técnicas quimicas en sangre de
ratas que ingirieron frijoles crudos.(19)

E.Toxicidad aguda

El consumo de frijoles crudos puede causar diversos sintomas que
pueden presentarse entre una a tres horas después de la ingestion. La
sintomatologia tipica se caracteriza por ndusea extrema, seguida del

vomito, el cual puede ser muy severo.
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Puede presentarse el desarrollo de diarrea mas tarde(una hora o
mas horas), y algunas personas han reportado dolor abdominal. Algunas
personas han sido hospitalizadas, pero su recuperacion es rapida ( 3 -4
horas después de los ataques).

El diagnostico es realizado en base a la sintomatologia, historia

alimentaria y la exclusion de otros ataques causados por agentes

envenenantes( como Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,

arsénico, mercurio),

El sindrome usualmente es causado por la ingestion de frijoles
crudos y numerosas erupciones han sido asociadas con el incompleto
cocimiento o cocimiento en cacerolas que no han alcanzado la suficiente
temperatura interna para destruir fas glicoproteinas de las lectinas.

Frecuencia de la enfermedad: Siete erupciones ocurrieron en Reino
Unido durante 1976 y 1979, dos incidentes mas fueron informados por
Public Health laboratory Services(PHLS), Colondales, en el verano de
1988.(21)
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Capitulo 2.Material y Métodos

2.1 Diagrama de trabajo
En la Figura 2.1 se muestra el de diagrama del trabajo
experimental para el presente proyecto y la descripcidon de los puntos

mas sobresalientes.

Adiestramiento en el método
semicuantitativo para
lectinas.2.1.1

Obtener un método cuantitative
para lectinas en frijoles. 2.1.2

Seleccidn de muestras para
correlacionar actividad aglutinante
y toxicidad.2.1.3

Acondicionamiento y Acondicionamiento y
caracterizacion de caracterizacion de muestras
muestras crudas. 2.1.4 cocidas. 2.1.5

[

Bioensayo de toxicidad
subaguda. 2.1.6

Fig.2.1.

Andlisis de resultados
21.7.
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2.1.1.ADIESTRAMIENTO EN EL METODO SEMICUANTITATIVO

Consiste en la familiarizacion de la metodologia /n witro, en
especial en [a preparacion de los hematies ( lavar, sensibilizar y ajustar la
suspension de eritrocitos) hasta obtener resultados reproducibles en
muestras cuyo titulo ha sido determinado previamente. También en la
familiarizacion de la visualizacion de la prueba positiva de aglutinacion en
las microplacas.

21.2.0BTENCION DE MODIFICACIONES A UN METODO
CUANTITATIVO

Se trabajo con la lectina especifica de Phaseolus wigarisy conla
ayuda de eritrocitos de hamster(minimo cinco animales),que sean lo mas
homogéneo posible en cuanto a su sensibilidad a la aglutinacion de sus
respectivos hematies. Se realizaron las modificaciones y ajustes
pertinentes para obtener el limite de deteccién y que ésta muestre la
menor variacion posible, ademas se expresara en base al contenido de
proteina, por lo cual se realizé colateralmente la determinacion de
proteina en el extracto de lectinas a ensayar.

2.1.3. SELECCION DE MUESTRAS

En la primera etapa del trabajo, se manejaron siete diferentes
muestras de frijol Phaseolus wulgaris con el objeto de aplicar las

modificaciones a ta metodologia semicuantitativa de lectinas y manejar
datos cuantitativos. El siguiente cuadro se indican las variedades de frijol
utilizadas y la adquisicién de éstas.
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Muestra Procedencia

Frijol Negro Jamapa |Unidad de Posgrado.

Universidad Autonoma de Chapingo

Frijol azufrado Unidad de nutricién.

Hospital pediatrico de Centro médico.

Frijol Negro San Luis |Mercado local de Perdte, Veracruz.

Frijol importado Mercado local de D.F. México

Frijol Gordo Municipio de Cuetzalan, Puebla.

Frijol Pinto Departamento de granos, CONASUPO
Frijo! Coloni Aquismon, San Luis Potosi.

Posteriormente con base en la cuantificacion de lectinas y disponibilidad

de material biolégico, se escogieron 3 muestras de frijol Phaseolus

wigaris para ser trabajados en pruebas posteriores.

2.1.4. MUESTRAS CRUDAS

Una vez que se cuenta con el material biolégico seleccionado, una
fraccién de éste, se sometid a una molienda fina para obtener una harina
de la semilla respectiva o mas homogénea posible. Se le realizd su
analisis proximal y a la vez al extraclo para lectinas se le determino el
contenido de proteina, con el fin de obtener el dato cuantitativo para este

téxico por el método de aglutinacion previamente definido.

2.1.5. MUESTRAS COCIDAS

Al mismo material seleccionado en el inciso anterior, se le sometio
a dos tratamientos térmicos. Una vez que se realizd el tratamiento
térmico, se acondicioné el material para obtener una harina lo mas
homogénea posible, y al igual que como a las crudas se le realizé el

analisis proximal y la cuantificacion de lectinas.
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2.1.8.BIOENSAYO

Contando con el material crudo y cocido de las muestras de
frijoles seleccionados y con la informacion del analisis proximal, se
elaboraron dietas isoproteicas e isocaloricas de acuerdo al protocolo del
AQAC para la determinacion del indice de eficiencia proteinica, con

ciertos ajuste para los fines que se pretende en el presente estudio.

El bioensayo, se realizé en ratas recién destetadas con minimo
seis animales por cada lote. Se utilizaron ratas macho y hembras para
evaluar si esta variable mostraba alguna tendencia en el estudio. La
cantidad de dieta a preparar fue para un periodo de 21 dias. Se
llevé un control tanto del alimento ingerido como del peso corporal de los
animales, y al final del estudio o si se presentaba la mortalidad con
anterioridad, se realizd la necropsia de los animales respectivos, para
realizar un examen morfolégico, e histopatolégico en especial del tracto
gastrointestinal.(22)

2.1.7.ANALIS!IS DE RESULTADQOS

Con los resultados obtenidos del bioensayo de toxicidad como el
contenido de lectinas por hemaglutinacion tanto de muestras crudas
como cocidas, se realizé un analisis estadistico, principalmente un
analisis de varianza de una via{ANOVA) y prueba de rango
multiple{(Prueba de Dulncan), para buscar una posible correlacion entre
el efecto hemaglutinante y el caracter toxico de las lectinas en las
muestras estudiadas.{23)
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2.2.DETERMINACION SEMICUANTITATIVA DE LECTINAS

Fundamento:La deteccién de hemagiutininas se lleva a cabo con una
técnica de diluciones seriadas en la cual se determina el punto final por
una estimacién visual de la aglutinacion de los glébulos rojos en
estudio.(24)

Material /reactivos:

Agitador magnético con tacémetro marca THERMOLINE

Centrifuga para tubos marca DINAC

Incubadora marca Blue M

Espectrofotémetro COLEMAN Junier [I-A

Sangre desfribrinada y lavada

Solucién anticuagulante: heparina. -
Soluciédn salina al 1%-Solucién salina al 0.9%

Solucién de pronasa al 0.2% en solucion saiina ( a)

{a) Cuando se trabaja con sangre de cualquier roedor es conveniente

trabajar con esta solucion para el proceso de sensibilizacion.

Procedimiento

1.- Pieparacién del extracto
Moler finamente la muestra y suspender 0.1 gr en 10 ml de
solucion salina al 1%, se efecttia una extraccion con agitacién mecanica

durante 2 horas a 300 r.p.m. a la temperatura ambiente.

Después de este tiempo se centrifuga al extracto a 1,400 r.p.m.

durante 15 minutos para eliminar el residuo insoluble; el sobrenadante
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.

se filtra a través del filtro de vidrio y de ser necesario se puede lavar el
residuo con mas solucion salina al 1%, para llevar el extracto filtrado al

volumen inicial.

2.- Preparacién de la sangre:

Una vez que se sangre al animal, la sangre se coloca en un
matraz pequefio que contenga solucidn anticoagulante, agitar
suavemente para la completa homogeneizaciéon de la sangre con la
solucién anticoagulante.

La sangre con anticuagulante se transvasa a tubos de centrifuga
para lavarla (3 veces) con solucion salina al 0.9 %. La relacién sangre:
solucion salina es aproximadamente 1. 5. Se centrifuga a 1,500 rp.m
durante 10 minutos. Después de! Gltimo lavado, se mide en el tubo de
centrifuga de acuerdo a la cantidad de paguete de eritrocitos se diluyen
al 4% para lo cual se agregan por cada 1.0 mi de glébulos rojos 24 ml de
sol. salina at 0.9%.

3) Sensibilizacion de los glébulos rojos

A cada 10 ml de suspension de glébulos rojos al 4% agregarles 1
ml de solucién de pronasa a! 0.2 % y colocarlos en incubadora por
espacio de 1 hora a 37°- C. Después del tiempo estipulado, centrifugar
para eliminar la enzima sobrenadante, dando ademas 3 lavados con

solucion salina 0.9%.

Después del dltimo lavado se resuspende el paquete de globulos
rojos al 5%, por lo cual cada 1.0 ml de paquete de eritrocitos se le
adiciona 19 ml de solucion salina 0.9%.
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NOTA: Cuando se observa que la sangre fiene algunos coagulos, es

necesario filtrar esta suspensién a través de un trozo de gasa.

4) Ajuste de la suspension de giébulos rojos.

Se toma 1 ml de la suspension de glébulos rojos ya sensibilizada y
se agregan 4 ml de solucién salina al 0.9%. Se lee en el
espectrofotdmetro a 620 nm, usando como blanco solucion salina al
0.9%. La lectura que se debe obtener sera de 25 + 1 de transmitancia, en

caso contrario se realizara la dilucién necesaria.

5) Microtitulacién

En las placas tipo V del microtiter, colocar en cada pozo de una
hilera 50 ulL de sol. salina al 0.9% con el pipeteador de gota evitando
tocar las paredes del pozo.A continuacion lienar el microdilutor de 50 ulL
por contacto con la superficie del extracto problema y se procede a
realizar las diluciones sucesivas en la hilera escogida, introduciendo el
microdilutor en el pozo rotandolo sin excesiva presion.

Por dltimo con un pipetero de gota colocar en cada pozo 50 pl de
la suspensién de glébulos rojos sensibilizados y ajustados. Luego se rota
la placa en forma circular y se lleva a la incubadora a 37°C durante 1
hora.

6) Lectura

Una vez transcurrido el tiempo estipulado se coloca la placa de
plastico sobre el dispositivo de lectura. Se observa a través del espejo el
fondo de ios pozos de cada hilera de prueba. Se reporta la maxima
dilucién que presente aglutinacién.
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NOTA: Cuando se trabaja con sangre de alta sensibilidad es conveniente
realizar un mayor ndimero de diluciones, por lo cual se pueden tomar
hasta 3 hileras, realizando la serie de dilucion en forma de culebra. (25)

2.3.DETERMINACION DE PROTEINA POR METODO DE LOWRY.

Modificacion del método de Lowry que da una respuesta
fotomeétrica lineal.
Fundamento: Se basa en la reaccidn del fosfomolibdato, en solucién
alcalina, con los residuos de tirosil de las proteinas: se utiliza Cu?* para
incrementar la sensibilidad de la reaccién. El color azul que se forma es
bastante estable y tiene un maximo de absorbancia a 650nm.

Equipo y material

Bario de agua con termostato y homogenizador marca Grant, mod SE10
Pipeta automatica Labsystems de 200-1000 pL

Pipeta automatica Labsystems de 50-100 pL

Cronémetro

Espectrofotometro Sequoia-Torner mod 340

Fotoceldas 19X105 nm.

Reactivos y soluciones

Reactivo de Folin-Ciocalteau(Sigma cat.2790)

Hidroxido de sodio 1.0N

Albumina bovina (Sigma cat. A-3425)

Solucion A, tartrato de sodio y potasio y carbonato de sodio(1)
Solucion B, tartrato de sodio y potasio y CuSO, 5 H; Q(2)
Solucién C (3)
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(1) Solucién A: se disuelven 2g de tartrato de sodio y potasio y 100 g de
carbonato de sodio en 500 ml de solucion 1N de hidroxido de sodio para
despues aforar a 1000 ml con agua.

{2) Solucion B: Se disuelven 2g de tartrato de sodio y potasio y 1 g de
CuS0, 5 Hy O en 90 ml de agua para aforar después a 100 ml con Ia
solucion 1N de hidroxido de sodio.

(3) Solucion C: Un volumen del reactivo de Folin-Ciocalteau se diluye en
15 volumenes de agua. Esta solucion se prepara diariamente y debe
tener una normalidad entre 0.15 N y 0.18 N cuando se titula a pH10 con
NaOH 1N. Si la acidez fuese mayor a 0.18 N debera ser ajustada con
NaOH. £l tartrato de sodio y potasio se divide entre ambas soluciones A
y B, para evitar una cristalizacion en B, ademéas de mantener la
concentracién de tartrato necesaria.

Procedimiento

Para la curva estandar se utiliza una solucién de albimina bovina
cuya concentracion equivalga a 360 pg/ml en agua destilada. La curva
estandar va de 36-324 pg de proteina (albamina bovina) donde se

cumple la ley de Lambert -Beer. Y esta serie de tubos se trabajan en la
misma forma que las muestras de proteina problema.

Los extractos de las muestras de frijol problema tanto crudos
como procesados se preparan de !a misma forma que se prepara el

extracto para la determinacidn semicuantitativa de lectinas, descrito en el
apartado 2.2.

Considerando que las semillas de frijol pueden contener hasta el
20% de proteina se utilizan unicamente 150 uL del extracto para trabajar
dentro del rango de la ley Lamber-Beer.
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Posteriormente las muestras problema se llevan a 1 ml con agua
destilada, se colocan en tubos con su correspondiente etiqueta y se les
adiciona 0.9 ml de la solucién A con agitacion para que se mezclen, a
continuacioén se colocan en un bafio de agua a 50 °C durante 10 minutos,
después de los cuales se retiran del bafio hasta que vueivan a alcanzar
la temperatura ambiente (21-25°C en aproximadamente 10 minutos) y
puedan ser tratados con 0.1 mi de la solucién B; los tubos se dejan a la
temperatura ambiente al menos 10 minutos y después se tratan con 3
ml de la solucion C, que es adicionada de manera rapida y con cierta

presion para asegurar que se mezclen en cuestion de 1 a 2 segundos.

Los tubos son nuevamente colocados en el bafio de agua a 50°C
por 10 minutos y enfriados a temperatura ambiente, para finalmente
proceder a la lectura de las absorbancias a 650 nm.(26)

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION
DE PROTEINA

Tubo Solucién estandar | Agua destilada Concentracion
pl pl {ng)
B 0 1000 0
1 25 975 9
2 50 950 18
3 75 925 27
4 100 900 36
5 200 800 72
6 300 700 108
7 500 500 180
8 700 300 252
g 900 100 324
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2.4 TRATAMIENTOS TERMICOS APLICADOS AL FRIJOL

Fundamento: Debido al caracter proteico de las lectinas, es posible la
inactivacion o inutilizacién de éstas por medio del calor. Esto se logra por
la desnaturalizacion de las proteinas.(27)

La efectividad de los procesos témmicos aplicados a muestras
biolégicas depende de la combinacidon de temperatura, tiempo, humedad,
etc. De acuerdo a la cantidad de lectinas encontradas en las diferentes
muestras a estudiar se seleccionaron unicamente tres de ellas ias cuales
fueron sometidas a dos tratamientos de coccidn con lo cual se intenta

disminuir el contenido de hemaglutininas en las muestras vegetales.
2.4.1. Tratamiento de frijol: remojo en agua coccién (T RC)

Equipo y material
Termdmetro
Parrilla

Recipiente de aluminio grande

Reactivos
Cloruro de sodio
1 Kg de frijol crudo.

Procedimiento:

Pesar 1kg de frijol crudo y adicionar agua destilada, la relacién
agua:muestra es aproximadamente 1:3, dejar remojando por lo menos 5
horas. Transcurrido este tiempo hacer un recambio del agua destilada
adicionandola hasta que cubra por completo la muestra. Dejar hervir
vigorosamente durante 10 minutos.
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Posteriormente las muestras cocidas son colocadas en charolas de
aluminio para ser desecadas en la estufa a una temperatura de 55 + 2°C
para que después pudiera obtenerse una harina lo mas homogénea
posible.

Nota: Debido que era necesario mantener una temperatura de 95°C, se
adiciono cloruro de sodio al agua destilada en un 5%, para aumentar el
punto de ebullicién, debido a la altitud de la Ciudad de México.

2.4.2.Tratamiento de frijol en autoclave(TA)

Equipo y material
Balanza

Autoclave vertical
Cronémetro

Vasos de precipitado de 1 L

Papel aluminio

Reactivos
Agua destilada
300 g de frijol crudo.

Procedimiento

Se pesan 300 g de frijol crudo y se vacia en el vaso de
precipitado, se agrega agua destilada, la relacion muestra: agua es
aproximadamente 1:3. Se colocan los vasos de precipitado en el

autoclave y se lleva a hasta una presién equivalente a una temperatura
de 121°C durante 30 minutos.
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Al término de este tiempo las muestras son colocadas en charolas
de aluminio para ser desecadas en la estufa a una temperatura de 55
2°C para que posteriormente pueda obtenerse una harina lo mas

homogénea posible.
2,5.ANALISIS BROMATOLOGICO

Fundamento: El andlisis proximal o sistema analitico Weende, se
desarrollo en Alemania hace mas de cien afos, en |z estacion
experimental que lleva su nombre. Este sistema se ha criticado mucho,
pero hasta la fecha nadie ha desarrollado otro mejor que sea tan practico
y aceptable.(28)

La determinacién de humedad, cenizas, grasa, fibra cruda,
proteina y carbohidratos por diferencia se llevd a cabo de acuerdo al
método oficial del A.O.A.C.(29)

2 .6.PRUEBA BIOLOGICA DE REP

E! grado de crecimiento de un animal bajo condiciones bien
definidas, provee un cambio relativamente simple para evaluar el valor
nutritivo de una proteina. Si la dieta a probar es insuficiente en uno a mas
aminoacidos, el crecimiento puede ser reducido o detenido. Asi el
crecimiento es un indice sensible a la disponibilidad de los aminoacidos y
pueden ser usados para evaluar el efecto global de una dieta
proteinica.(29,30)

Fundamento: El incremento de peso de ratas recién destetadas,
alimentadas con una dieta proteinica bajo condiciones bien establecidas
provee una medida confiable de valor nutricional.(31)
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Procedimiento

+ Preparacién de dietas

Para llevar a cabo la evaluacién nutricional de una fuente de
proteina, se necesita elaborar una dieta que sea isoproteinica e
isocalorica, con respecto a una dieta de referencia(generalmente
CASEINA) y que ademas la Unica variable sea precisamente la proteina,
por lo que es de suma importancia contar con el andlisis proximal de la
fuente de proteina a evaluar, para poder ajustarla a la dieta de
referencia.(32,33)

Es importante sefalar que las dietas se prepararon considerando
un 15 % de proteina. Ademéas fueron suplementadas con un 1% de
pancreatina para todas las dietas para contramrestar el efecte que
causan los inhibidores de tripsina y un 0.4% de metionina para todas las
dietas excepto para la dieta de referencia.

La proporcion de los materiales que fueron utilizados para la
preparacion de las dietas tanto crudas como cocidas de las 3 variedades
se muestran en los cuadros 2.6.2., 26.3, y 2.6.4, asi comg para la dieta

de referencia en el cuadro 2.6.1, quedando de la siguiente manera:
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Cuadro 2.6.1. Dieta de Caseina para la prueba biolégica REP

Componentes Caseina
Caseina {g) 16.77
Aceite(g) 7.96
Minerales{g) 4.90
Vitaminas(g) 1.0
Celulosa{g) 1.0
| Agua(mL} 449
Carbohidratos(g 63.88
Metionina(q) -
Pancreatina(g) 1.0

Cuadro 2.6.2 Dieta preparada con frijol Pinto crudo y cocido para la

prueba biolégica REP

Componentes

Crudo cocido (TRC)'| cocido (T A)?
Harina de frijol(g) 79.07 83.61 83.89
Aceite(g) 7.24 7.71 7.36
Minerales(g) 2.24 2.08 -
Vitaminas(g) 1.0 1.0 1.0
Celulosa(g) - - -
|Agua(mi) - - -
Carbohidratos{(a) 9.05 6.27 4.27
Metionina(g) 04 04 04
Pancreatina(g) 1.0 1.0 1.0

1. Tratamiento remojo y coccién
2.Tratamiento en autoclave
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Cuadro 2.6.3. Dieta preparada con frijol Negro Jamapa crudo y
cocido para la prueba biolégica REP

Componentes crudo cocido (TRC)'| cocido (TA)?2
Harina de frijol(g) 58.32 63.67 73.78
Aceite(qg) 7.25 7.79 7.23
Minerales(g) 2.42 0.81 2.33
Vitaminas(g) 1.0 1.0 1.0
Celulosa(g) - - -
|Agua(mL) - 0.85 -
Carbohidratos(g 2917 24.47 14.26
Metionina(g) 04 04 0.4
Pancreatina(g) 1.0 1.0 1.0

1. Tratamiento remojo y coccion

2. Tratamiento en autoclave

Cuadro 2.6.4. Dieta preparada con frijol Gordo crudo y cocido para
la prueba biolégica REP

Componentes crudo cocido (TRC)' ! cocido (T A)?
Harina de frijol(g) 62.4 63.96 59.74
Aceite(g) 6.6 7.72 7.62
Minerales(g) 241 0.39 2.36
Vitaminas(g) 1 - 1.0 1.0
Celulosa(g) - - -
|Agua(mL) - - -
Carbohidratos(g 27.19 25,53 27.88
Metionina(g) 0.4 0.4 04
Pancreatina(g) 1 1 1

1. Tratamiento remojo y coccién

2.Tratamiento en autoclave
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¢+ Animales

Se utilizaron ratas recién destetadas(21-23 dias de nacidas) de
ambos sexos, que fueron colocadas de acuerdo a la distribucién de
“culebra japonesa”, quedando tres ratas macho y tres hembras por cada
lote. Un grupo debe ser alimentado con una dieta de referencia(caseina)
y otro(s) con una dieta que contiene la(s) proteina(s) de prueba y deben
ser isocaldricas entre si.

Ademas se llevo un registro del comportamiento que se observaba

dia a dia para cada una de las ratas en estudio. Las observaciones se
registraban en una tabla como la que se muestra en la figura 2.6.

Toxicidad aguda: Fecha:

Espaecie: Peso Inicial Peso final :
Sexo:

Decripcién:

Dia Lordosis § Xifosis | Ataxia | Piloereccién { Ereccidn | Agresividad | Aletarga Exitacidn | Disnea | Cianosis
caudal micnto

Inicio

10

a°

6°

9°¢

Observaciones:

J= Si se observo

X= no se observe

Fig.2.6.
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« Desarrollo de la prueba

£1 peso de cada rata es registrado a! inicio del experimento y todos los
animales deben de tener libre acceso al alimento durante el periodo de
prueba y agua “ad libitum”. Los animales fueron pesados tres veces a fa
semana y €l ltimo dia de prueba. Al final del experimento los valores de
REP tanto para la proteina de referencia como para las proteinas de

prueba se calculan como:

REP= Incremento de peso(q) = Pf - Pi
Proteina consumida(g) ZA)*(F)

Donde:
F= Factor correspondiente al contenido de proteina en la dieta,
expresado en fraccion décimal.

YAI= Sumatoria del alimento ingerido durante el periodo de estudio.

2.7. Prueba biolégica de digestibilidad

Fundamento: La digestibilidad de las proteinas se considera como un
indicador inicial de su calidad y es definida como la cantidad de los
aminoacidos constituyentes de las proteinas, para ser absorbidos por el
organismo de prueba.(31)

Procedimiento
La recoleccién de heces se inicié al quinceavo dia de estudio
hasta el término de éste. Las heces de cada rata se recibian en un frasco
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de vidrio y se metieron en una estufa de secado a una temperatura de
50 + 5 °C(para evitar el crecimiento de hongos en las heces).Una vez

que fueron secadas las heces, se pesaron y molieron en mottero.

Posteriormente a las heces se les determiné el contenide de
nitrégeno, lo mismo que a las dietas evaluadas y esta forma obtener el
nitrogeno fecal y nitrégeno ingerido.

D= N absorbido _ = (Ni_- Nf) *100
Ni N ingerido

Dende:
D=Digestibilidad

Ni= Nitrdgeno ingerido
Nf= Nitrdgeno fecal

2.8.Estudio histopatologico

Al final del estudio se sacrifico el animal o si la muerte se presenté
antes, se extrajeron dos porciones del intestino(yeyuno e ileon) ademas
del higado; érganos que son principalmente dafiados por el consumo de
lectinas. Los cuales eran colocados en un frasco de plastico previamente
etiquetados que contenian una solucidn de formaldehido al 10%. Las
observaciones fueron realizadas por el Departamento de Patologia, de la
Facultad de Veterinaria y Zootecnia.(34)
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2.9. Estudio estadistico.

Se realizd un analisis estadistico para correlacionar los resultados
de toxicidad in vivoy el contenido de lectinas en muestras tanto crudas

como cocidas.

Se aplico un andlisis de varianza de una via y la prueba de rango
multiple (Prueba de Duncan) ambas con un nivel de significancia de 95%.
(23)
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Capitulo 3.Resultados y discusion

3.1.Analisis bromatolégico

Los cuadros 3.1.1., 3.1.2., y 3.1.3., de la seccion 3.1 muestran los
resultados obtenidos de la determinacién de humedad, cenizas, grasa,
fibra, proteina y carbohidratos, respectivamente. Datos que eran
- necesarios para poder llevar a cabo la evaluacion nutricional de las
muestras de frijol estudiadas y poderlas ajustar a la dieta de
referencia(caseina) en el bioensayo de toxicidad subaguda.

La caracterizacién de las muestras cocidas (ambos tratamientos)
mostré en términos generales, una disminucién del contenido de proteina
al aplicar alguno de los tratamientos térmicos como consecuencia de la
desnaturalizacién de las proteinas por efecto del calor, que se vio
afectada de acuerdo a la estabilidad de cada proteina. El contenido de
lipidos también se vio disminuide por el calor, siendo las muestras
fratadas con condiciones (T RC) las que disminuyeron en mayor
proporcion.

Por ofro lado, el contenido de cenizas fue mayor para todas
muestras que se les aplico las condiciones (T RC) mientras que para las
muestras con condiciones de autoclave(T A) mostraron un % de cenizas

ligeramente mayor o igual al de las muestras crudas.
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Cuadro 3.1.1. Muestra de Frijol Negro Jamapa

Determinacién |F.Negro J. crudo {F.Negro J.(T RC)' |F. Negro J. TA)*
% Humedad 7.82 6.50 8.07
% Cenizas 442 6.57 3.62
% Grasa 1.29 0.33 1.04
% Fibra 4.0 57 7.39
% Proteina 25.72 23.56 20.33
%Carbohidratos 56.75 57.33 59.55

1. Tratamiento remojo y coccién
2. Tratamiento en autoclave

Cuadro 3.1.2. Muestra de Frijol Pinto

Determinacién |F.Pinto crudo |F.Pinto (TRC)' |F.Pinto(TA) ‘
% Humedad 10.45 6.50 6.97
% Cenizas 3.49 6.57 3.48
% Grasa 0.96 0.34 0.76
% Fibra 5.37 570 413
% Proteina 18.97 23.56 17.88
%Carbohidratos 60.76 57.33 66.78

1. Tratamiento remojo y coccion
2.Tratamiento en autoclave
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Cuadro 3.1.3. Muestra de Frijol Gordo

Determinacion |F.Gordo crudo  |F.Gordo (TRC)' |F.Gordo (T A)*
% Humedad 10.09 11.72 1.1

% Cenizas 414 7.20 4.41

% Grasa 2.23 0.44 0.63

% Fibra 458 514 7.92

% Proteina 23.92 23.45 25.19
%Carbohidratos 55.04 52.04 50.74

1.Tratamiento remojo y coccibn
2.Tratamiento en autoclave

3.2.Contenido de lectinas y proteina soluble en muestras de frijol

El cuadro 3.2.1 muestra

los resultados resumidos del titulo de

hemaglutinacién de los eritrocitos de diferentes individuos de la misma

especie(hamsters) utilizando la lectina purificada de Phaseolus wilgaris

(PHA-P Sigma #L-8754) comprobandose que no hay diferencia

significativa al trabajar con los eritrocitos de diferente individuos de esa

misma especie. De esta forma ésta variable no afecta a los resultados

posteriores.
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Las modificaciones realizadas a la metodologia sgmicuantitativa

de lectinas consistieron en lo siguiente:

e cambio del volumen de microtitulacion, para lo cual se colocaban 100
pk de solucién salina en cada pozo y el volumen final de titulacion

era de 150uL. De tal forma que al llenar el microdilutor y llevarlo al
siguiente pozo se estaba realizando una ditucion 1:3.

» limpieza cuidadosa del cuello del microdilutor con papel absorbente,

de tal forma que se asegurara que se tomaban exactamente 50 ul.

» se realizaron las diluciones necesarias para obtener el titulo visual no
mayor a 15 en las placas tipo V del microtiter, ya que titulos de
microtitulacion mas grandes dificultaban la reproducibilidad de los
resultados.

* se definio la unidad de hemoaglutinacion ( U H) para manejar datos

cuantitativos , que en el presente estudio es equivalente a 50 mg de

lectina purificada de Phaseolus vulgaris (PHA-P Sigma # L-8754).

La Fig 3.2 muestra la Curva Patrén que fue utilizada para la
determinacion de proteina por método de Lowry. La r* obtenida indica
una buena correlacion lineal de los datos manejados.

Los cuadros 3.2.2 y 3.2.3 se presentan los resultados de la fraccion

protéica (alblminas y globulinas) en mg por gramo de muestra.
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Con la obtencion del contenido proteico por mg de muestra se
pudo expresar la concentracion de lectinas en UH por mg de proteina en
los cuadros 3.2.4. al 3.2.6.

La cuantificacion de lectinas de las diferentes muestras estudiadas
permitié visualizar el contenido de hemaglutininas que se encontraban
en las siete variedades de frijol estudiadas para posteriormente hacer

una seleccion de éstas para trabajar Unicamente con tres de ellas.

‘Dicha clasificacion se hizo considerando la disponibilidad del
material mismo y su contenido de lectinas, de esta forma se trabajo con
el frijol Gordo que tiene el mayor contenido de lectinas(103 312 UH),frijol
Pinto que se encuentra con valores intermedios v frijol Negro Jamapa

que tiene una concentracién relativamente baja del toxico en estudio.

La determinacion de la fraccion proteica(albuminas y globulinas)
aplicando los tratamientos (T R C) y (T A) por el método de Lowry se
muestra en el cuadro 3.2.3, los resultados sefialan que el tratamiento
(T R C) disminuyé de manera significativa el contenido de albuminas y
globulinas pero fue menos severo que el tratamiento (T A) que causo
una modificacién importante en el grado de solubilidad de ia fraccion
proteica determinandose valores sumamente bajos menores a 1 mg de

albuminas y globulinas por gramo de muestra.

En general, la aplicacién de calor a la fraccion proteica de las
muestras, disminuyd el contenido de albdminas y globulinas, que es
donde se encuentran las glicoproteinas, como consecuencia de la

desnaturalizacion de las proteinas por el efecto del calor.
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Por otro lado estudios de hidrolisis enzimatica /n vitro sugieren
que el calentamiénto de la globulina G1 es rapidamente hidrolizada por
enzimas proteoliticas. Lo mismo, que el calentamiento de la globuiina G2

y glutelinas que fueron hidrolizadas mas rapidamente que en su forma
nativa.(35)

Los cuadros 3.2.5. y 3.2.6. muestran los resultados del contenido
de lectinas utilizando los tratamientos (TR C)y (T A) respectivameﬁte.
Se obtuvo el titulo de maxima dilucién donde se observa prueba
positiva de aglutinacion, asi como el contenido de lectinas expresado
en UH por gramo de muestra.

La aplicacién del tratamiento{T R C) aunque logré disminuir la
concentracién de lectinas no fue tan severo, dejando un remanente de
hasta 1 600 UH, como es el caso de la lectina del Frijol Pinto. Por otro
lado el tratamiento(TA) es decir, con condiciones de autoclave,
disminuyé de manera drastica el contenido de lectinas(ver cuadro3.2.6.),
pues en ninguna de las tres muestras estudiadas la concentracion de
lectinas expresada en UH fue mayor a 1 UH, observaciéon que no se
pudo haber diferenciado si se contara unicamente con el titulo de la
maxima dilucion.

Se observd que la apiicacion de calor a las muestras bioldgicas
disminuyd el contenido de la fraccion proteica; las muestras de frijol
crudo fueron las que contenian el mayor contenido de albiminas y
globulinas, y después de ser sometidas a los tratamientos TRC y TA
disminuyd de manera importante el contenido de albuminas y globulinas.



Absorbancia

0.6

Curva Patron para determinacion de proteina

e e e 1 B e
100 150 200 250
[ mg proteina]

y = 0,0036x + 0,0357
R? = 0,9954
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Cuadro 3.2.1.Contenido semicuantitativo de lectinas utilizando

lectina purificada de Phaseolus vulgaris

No. hamster Titulo'+ D.S
1 5.0+0.00
2 52+041
3 472071
4 52+045
Promedio gtobal :C.V 49 CV.=13.17

1 Maxima dilucién donde se muestra prueba positiva de aglutinacion. Desviacion estandar

donde n=5. {Dilucion 1:100)

Cuadro 3.2.2. Contenido de proteina en el extracto salino de los

frijoles crudos evaluados.

Muestra cruda Concentracién '
Frijol Negro Jamapa 153+4.0
Frijol Azufrado 114+£1.0
Frijol Negro San Luis 85+49
' Frijol Negro importado 94178
Frijol gordo 115217
Frijol pinto 125145
Frijol coloni 93+7.8

"' Concentracion de proteina expresado en mglg muestra
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Cuadro 3.2.3 .Contenido de proteina en el extracto salino de los
frijoles procesados

Muestra cocida Contenido’
Frijol Negro Jamapa(TRC) * 4.92
Frijo! Pinto(TRC)? 408
Frijol Gordo{TRC})* 6.32
Frijol Negro Jamapa(TA)° 1.01
Frijol Pinto { TA)® 1.23
Frijo! Gordo (TA)® 1.78
1 Contenido de proteina expresado en mg/ g de muestra.
a. Tratamiento remojo coccidn
b. Tratamiento en autoclave
Cuadro 3.2.4. Contenidos de lectinas en las muestras de frijoles
crudos evaluados
Muestra Titulo'+ D.S. Concentracién * UH / mg proteina
Frijol Negro Jamapa 6.7 £0.57° 1.7 0.01
Frijol Azufrado 4.8 10.55 0.18 1.6e-3
Frijo! Negro San Luis 7.4 +0.55 17 0.02
Frijol Negro importado 7.6+0.52 5.25 0.05
Frijo! gordo 17+0.52 103 312 898.3
Frijol pinto 11x0.74 1417 1.13
frijol coloni 15+1.1 11479 123.4

'Titulo promedio de las muestras. Desviacién estandar donde n=5 .

{Dilucidn 1:160)

Concentracian de lectinas expresado en unidades hemoaglutinanies{UH) / g muestra
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Cuadro 3.2.5. Contenido de lectinas en las muestras de frijoles
procesados con el tratamiento{T RC)

Muestra_ Titulo® +D.S. Concentracion * UH / mg proteina
F.rijol Negro 10.7 1_;'2" . 1.41 0.29
Frijol Pinto 16.8+ 0.84° 1033 253
Frijol Gordo 10 £1.22° 47.2 7.47

Titulo promedio de las muestras y desviacion estandart donde n=5 .
a Sin dilucién b Dilucién 1:100

*Concentracion de lectinas expresado en unidades hemoaglutinantes{UH)/ g muestra

Cuadro 3.2.6.Contenido de lectinas en las muestras de frijoles
procesados con el tratamiento (TA)

Muestra Titulo'+D.S. | Concentracion® UH / mg
proteina

Frijol Negro Jamapa 566 +0.81 0.005 495e-3
Frijol Pinto 6.16+ 0.4 0.005 4.06e-3
Frijol Gordo 1+0.0 2.4 e5 1.34 e-5

Titulo promedio de las muestras y desviacién estandart donde n=5. (Sin dilucién)
*Concentracion de lectinas expresado en unidades hemoaglutinantes{UH) / g muestra
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3.3.Evaluacion biologica

Las dietas elaboradas con frijoles crudos se elaboraron para una
duracion de apreximadamente 2'semanas, sin embargo, la mortalidad de
los animales se presentd en los primeros dias de estudio, como puede
verse en las figuras 3.3.1.,3.3.2. y 3.3.3.

Las dietas de frijol Gordo y Pinto, que eran las de mayor conienido
en lectinas(ver cuadro 3.2.4) fueron también las mas dafinas ya que
causaron la mortalidad de los animales desde el primer dia y para el
cuarto dia ya se tenia el 100% de mortalidad. Mientras que el frijol Negro
Jamapa crudo mostré sus efectos hasta el segundo dia y el 100 % de
mortalidad hasta el sexto dia.

De igual forma, las dietas preparadas con frijoles cocidos por el
tratamiento (TR C)--que dejé un contenido de lectinas adn alto- causd la
muerte desde los primeros dias de estudio y la mortalidad del 100% del
lote al sexto dia, para el caso del frijol Pinto y frijol Gordo representados
en las figuras 3.3.4. y 3.3.5. Excepto para la dieta elaborada con frijol
Negro Jamapa, figura 3.3.6., que tuvo el contenido mas bajo de
lectinas(1 UH)aungue no causé la mortalidad de todo el lote, produjo un
dafio significativo (33% de mortalidad).

De las observaciones obtenidas del comportamiento de los
animales, registrados como se ilustra en la figura 2.6, en general, se
encontré que los animales sufrian de aletargamiento, y sélo en algunos

casos presentaban piloereccion.
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Los animales que consumieron frijoles tratados en autoclave( T A)
que contenian el menor contenido de lectinas{ menos de 1 UH) se
adaptaron a la dieta administrada durante el periodo de estudio y no
presentaron mortalidad. Por lo tanto, fue a éslos asi como a los
animales del iote de frijol Negro Jamapa( T R C) a los que se les pudo

medir el REP y digestibilidad que se explican en los siguientes parrafos.

Los cuadros 3.4.1, al 3.4.5 muestran el balance de nitrogeno,
ganancia de peso y consumo de alimento obtenidos durante un periodo
de 21 dias. Del cuadro 3.4.5. fue necesario eliminar dos datos debido a la
alta variabilidad con respecto a los resultados del mismo grupo, lo

mismo que en el cuadro 3.4.2, en el cual, se elimind un dato.

Las tablas 3.4.6., 347, 3.48., 349 y 3.4.10., muestran los
indices biologicos mas relevantes como son la digestibilidad, REP y peso
porcentual de! higado, en forma resumida y concreta los resultados del
bioensayo respectivo.

La determinacion de digestibilidad de la dieta de referencia mostrd
que la fuente de proteina fue bien asimilada por los animales en
experimentacion, lo cual era de esperarse debido a la fuente proteica.
Mientras que los valores de digestibilidad de las dietas evaluadas
fluctuaron entre 56 y 60 , resultados que son similares a los reportados
por la literatura por tratarse de una proteina de origen vegetal, excepto
en el caso de la dieta de frijol Negro Jamapa (T R C) que mostré el
valor mas baijo de digestibilidad.

El REP de la dieta de referencia determinado fue de 2.42 Por otro
lado, las determinaciones de relacion de eficiencia proteica para las

dietas de frijo! (T A} mostraron valores cercanos al REP de referencia, [0
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cual indica que después de ser procesadas las muestras se eliming de
forma significativa los factores téxicos y quedo una proteina de buena
calidad que mantiene el crecimiento de los animales en forma similar a la

dieta de referencia.

Sin embargo para la dieta de frijol Negro Jamapa ( T R C) el REP
determinado al igual que la digestibilidad fueron bajos, recordando que
fue en esta dieta en la cual el 33 % de los animales murieron antes de
concluir el estudio.

Es probable, que los efectos téxicos asociados con la ingestion de
frijoles crudos, se deban a la interaccién directa de las lectinas con la
mucosa intestinal come ha sido demostrado por varios autores como
Pusztai, Sotelo et al,, etc.

Estudios similares del frijol comin (Phaseolus vulgaris)sefialan
que los frijoles crudos disminuyen e! crecimiento de ratas y causaban la
muerte, cuando se incluian en la dieta. (17)Estos efectos téxicos eran

eliminados por coccidn de los frijoles a 120°C durante 30min como ha
sido demostrado por varios autores.



Figura 3.3.1. Mortalidad de ratas evaluadas con
dieta de frijol Gorde crudo
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Figura 3.3.2. Mortalidad de ratas evaluadas con
dieta de frijol Pinto crudo

% Mortalidad
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Figura 3.3.3. Mortalidad de ratas evatuadas con
dieta de frijol Negro Jamapa crudo

% Mortalidad
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Figura 3.3.4, Mortalidad de ratas evaluadas con
dieta de frijol Gordo cocido(TRC)
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Figura 3.3.5. Mortalidad de ratas evaluadas con
dieta de frijol Pinto cocido(TRC)

% Mortalidad

Figura 3.3.6. Mortalidad de ratas evaluadas con
dieta de frijol Negro Jamapa (TRC)

% Mortalidad
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3.5. Estudio Histopatoldgico

Al realizar la necropsia de los animales, se observd una
inflamacion a nive! intestino grueso y flatulencia, en algunos casos el

higado de los animales presentaba una coloracion obscura y jazpeada.

A continuacion se muestran algunas definiciones que se utilizaron
para caracterizar el dafio causado por las dietas de frijoles crudos y

cocidos a los animales en estudio.

La extension y distribucién de las lesiones son importantes
caracteristicas de los procesos patoldgicos. Las lesiones
focales{localizadas) estan por lo general mas controladas por el
hospedador que las difusas (las que se distribuyen por los tejidos) su
caracter focal indica que el proceso patoldgico ha sido defimitado.

Multifocal: En algunas enfermedades, un tnico foco de lesién puede
extenderse hasta formar numerosos focos, o bien, muchos de estos

pueden aparecer simultaneamente.

Atrofia: Disminucion del tamano celular o del nimero de célutas que

han alcanzado su tamafio normal

Inflamacién:La respuesta inflamatoria es una reaccion a una agresion
en la que componentes de la sangre circulante se transladan a través
de la pared de un vaso sanguineo con permeabilidad alterada. La
inflamacién se inicia cuando la dilatacién y permeabilidad aumentada del
vaso se combinan con la activacion de leucocitos circulantes para

promover el paso de fluidos y células hacia los espacios tisulares.{(34)
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En el cuadro 3.5.1 se muestran los resultados obtenidos del
estudio histopatoldgico realizado por el Departamento de Patologia de la

Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Las observaciones de los cortes del higado no se presentan en
dicho cuadro ya que revelaron que ninguna de las dietas de frijol tanto

crudas como cocidas causaron lesién alguna.

La atrofia causada a las vellosidades de la region del intestino
delgado, especificamente del yeyuno, fue clasificado en grave, discreto y
moderado. Ademas se expresod la distribucion de la lesién como difusa o
multifocal. Sin embargo, existieron factores que impidieron realizar
observacion en los tejidos, como son los cambios post-morten,
representados en el cuadro 3.5.1 como cambios autoliticos, debido a que
pasaron mas de 2 horas a la temperatura ambiente de haber fallecido el

animat al practicarle la necropsia.

Cada numero en el cuadro 3.5.1. indica el numero de animales de
cada lote que presentaron o no alguna patologia descrita en el parrafo

anterior, asi como |a localizacién de ia atrofia en caso de existir.

Los animales a los que se les administro frijoles crudos mostraron
un grado de atrofia en general discreta, excepto en el caso particular del
lote de frijol Gordo crudo, en el cual los resuitados indicaron que no se
presentd lesion alguna, siendo que es éste el que contiene el mayor

contenido de lectinas de todas las dietas evaluadas.
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Posiblemente la fraccion dafada se encontraba en la region
proximal al yeyuno y no en la zona en que se realizd 1a bigpsia, ya que
se tomé la parte final del yeyuno y principio del ileon, que es donde se
reporta que se presentan las lesiones a nivel del tracto gastrointestinal

por accion de las lectinas.

Las dietas de frijoles cocidos con el tratamiento(T R C) también
presentaron una lesion discreta, en general el 60 % de los animales
tenian atrofia discreta. Mientras que las dietas de frijol { TA) es decir, que
fueron cocidos en autoclave, ain cuando fueron las que contenian el

menor contenido de lectinas, presentaron un grado de atrofia de discreta

a moderada.

Lo cual se explica si se considera que los animales de ingirieron
frijoles crudos o cocidos de los lotes(T R C) murieron en la primera
semana de estudio debido al alto contenido de lectinas, sin embargo

los animales de los lotes con tratamiento( T A) consumieron durante

21 dias dicho alimento.

Pusziai (35) demostrd que lectinas de frijol comun (Phaseolus
vulgarisjcausaban una ruptura de las células de la region del borde en

cepillo de ratas alimentadas con dietas del frijol crudo, asi como una
severa alteracion de las microvellosidades de las células del duodeno y

yeyuno.

Las figuras 3.5.1. a la 3.5.8, representan de forma esquematica, el

grado de atrofia en porcentaje que presenté cada una de las dietas
evaluadas.
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De ia misma forma se representan de forma grafica los cambios
autoliticos que impidieron visualizar alguna alteracion. El lote de
referencia (caseina) y el lote de Frijol Gordo crudo que no presentaron

alteraciones se omitieron.

Las figuras 3.5.10. , 3.5.11 y 3.5.12,, ilustran un corte transversal
de una seccion del intestino delgado. La figura 3.5.10. muestra atrofia
discreta en la cual se observa una ligera disminucion del tamafo de las
vellosidades, en la figura 3.5.11 muestra un grado de atrofia moderada,
las vellosidades del intestino delgado han disminuido de forma notoria su
tamafio pero no todas las células han sido afectadas. Estudios similares

con escumite(Phaseolus acutifolivs ) se encontr6 una marcada

alteracion de las microvellosidades donde se mostraban notablemente

delgadas y largas comparadas con las normales(36)

Mientras que la figura 3.5.12 el grado de atrofia es grave, todas las
vellosidades fueron afectadas por la dieia administrada y el tamafo de
éstas disminuyo significativamente comparado con la figura 359. enla
cual se muestra un corte de la dieta de referencia, donde las vellosidades

se encuentran sin cambio alguno.

Sotelo et al.(36) demostraron que la administracion de frijoles
crudos de escumite(Phaseolus acutifolius) causan danos patologicos en

las células absortivas, asi como la destruccion de microveliosidades,

dilatacidn de mitocondrias fragmentacién del reticulo endoplasmico, etc.



RESULTADOS

78

Cuadro 3.5.1. Estudio histopatoldgico del tracto intestinal de ias ratas a

las que se les administrd dietas de frijol Gordo, Pinto, Negro Jamapa
crudos y cocidos, si como la dieta de caseina.

Severidad de a atrofia Localizacién
Dieta | Discreta |Moderada| Grave | Difuso | Multifoc. | Cambio Sin
autolitico | alteracion
Caseina 6
F.Gordo 6
cr ”
F.Pinto 3 1 4 2
cr?
F. Negro 4 4 2
cr®
F.Gordo 4 4 2
(TRC)®
F.Pinto 4 2 4 2
(TRC)®
F.Negro 2 3 5 1
(TRC)®
F.Gordo 3 3 4 2
(T. A
F Pinto 4 2 5 1
(T.A)° ]
F.Negro 3 3 5 1
(T.A)°

a. Frijol crudo
b.Frijol con tratamiento de remojo y coccion

¢. Frijol con tratamiento en autoclave




Figura 3.5.1. Resnltados histopatoligicos de porcidn del intestine
de ratas evaluadas con dieta de frijol Negro Jamapa crudo

% Frocuencla

Fiqura 3.5.2. Resufiados hisinpatolbgico de porciin del intestino
de matas evaluadas con dieta de frijnl Pinto oudo

% Freouencia
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Figura 3.5.3. Resultados bistopatolégices de porcion del intestino
de ratas evaluadas con dizta de frijol Gordo{TRC)

% Fracuancia

Figura 3.5.4. Resultados bistopatolégicos de porcion del intestino
de ratas evaluadas con dicta de frijo! Pinto (TRC)

% Proocuoncla




-

\

Figura 3.5.5. Resultados hxstupatnlogxms ur,.._ruon del intestino
de ratas evaluadas con dicta de frijol Negro Jamapa{’i‘hC}

—

% Fraocuencla

Figura 3.5.6.Resultados histopatolégicas de porcion del intestino
de ratas evaluadas con dieta de frijol Gordo {TA)

% Procuoncla

N



Figura 3.5.7. Resultados histopatolégicos de porcién del intestino
de ratas evaluadas con dieta de frijo! Pinto (TA}

% Frutdencgla

Figura 35.8 Resnltados histopatolbgicos de porcion del intestino
de ratas eveloadas con dietn de frijol Negro Jamapa (TA)

% Frocucricla
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Figura 3.5.9.
Microfotografia (10X) Seccidn del intestino delgado(yeyuno).
Esquematizacion de vellosidades.{ Control)

De corte de animal que ingiri¢ dieta de caseina
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Figura 3.5.10.
Microfotografia (10X) Seccién del intestino delgado{yeyuno).
Esquematizacion de atrofia discreta, localizacion difusa.

De corte de animal que ingiri¢ dieta de Frijol Negro Jamapa (TA).
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Figura 3.5.11.

Microfotografia (10X) Seccién del intestino delgado(yeyuno).
Esquematizacion de atrofia moderada, localizacion difusa.
De corte de animal que ingirié dieta de frijol Pinto (TR C )
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Figura 3.5.12.
Microfotografia(10 X) Seccion del intestino delgado(yeyuno).
Esquematizacion de atrofia grave , localizacién difusa.

De corte de animal que ingiri6 dieta de frijol Pinto(T R C )
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3.6. Estudio estadistico

El cuadro 3.6.1 muestran los resultados de! estudio estadistico
realizado a los resultados del bioensayo nutricional: Rep, digestibilidad y
relacion porcentual del higado de las diferentes dietas evaluadas.
También se realizd una prueba de rango multiple {(Prueba de Duncan)
con un valor de significancia del 95%.Las cuales indican que el higado
no fue afectado por ef consumo de lectinas como se explico en el estudio
histopatolégico.

Por otro lado las dietas de frijo! procesadas con el tratamiento (TA})
mostraron  diferencia  significativa respecto a la dieta de
referencia(caseina), en ia evaluacion de digestibifidad , lo mismo que la
dieta de frijol Negro Jamapa procesada con el tratamiento (TRC) con
respecto a la dieta de referencia y a las dietas de frijol (TA).

En la evaluacion de REP también se observd diferencia
significativa entre las dietas, la dieta de frijol Gordo (TA) no mostro
diferencia significativa comparada con la dieta de referencia, pero si con
las dietas de frjol Pinto (TA) ,Negro Jamapa (TA) y Negro Jamapa
(TRC).Y ésta ditima fue significativamente diferente con respecto a las
dietas evaluadas.

El estudio estadistico concordd con los resultados del estudio de
toxicidad subaguda, pues ambos sefialan que de las pruebas de
digestibifidad y REP se obtuvieron valores diferentes significativamente
con respecto a la dieta de referencia ‘dependiendo del contenido de
lectinas en las muestras evaluadas.
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Cuadro 3 6.1.
Muestra UH/gM dias(100%) REP Digest. Relacion %

mort. higado

Gordo crudo 103 312 4 - - -

Pinto crudo 1417 3 - - -

Negro crudo 1.7 6 - - -

Gordo{TRC) 47.2 6 - - -

Pinto (TRC) 103.3 6 - - -
Negro (TRC) 1.41 - 1.65° 42 6° 6157
Gordo(TA) 24e5 - 2.47° 58.2° 6.32°
Pinto (TA) 0.005 - 2.13° 56.4° 6.23°
Negro(TA) 0.005 - 1.99° 50.8° 6.09°
Caseina - - 2.42° 89.7° 6.02°
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« Al modificar el volumen de microtitulacion y realizar una dilucion
adecuada, se logré cuantificar el contenido de lectinas en las muestras

bioldgicas evaluadas.

+ Con la aplicacion de esta metodologia y un estandar de referencia se
pude cuantificar en términos de unidades de hemaglutinacion {(UH) €l
contenido de lectinas en las semillas crudas y procesadas.

e Asl mismo, se verifico que diversas concentraciones de lectina

provocaban diferentes grados de atrofia en las vellosidades en los
estudios realizados /n vive. Como resultado se observé desde una
disminucion del crecimiento de los animales hasta la muerte de estos,

debido a la interaccién directa entre las lectinas y las vellosidades
intestinales.

« Se establecid que no existe correlacion entre el contenido de lectinas
con la fraccion proteica soluble{albiminas y globulinas) pero son

significativamente disminuidas por procesos térmicos.

« Se encontrd una correlacién entre el contenido de lectinas expresados
en UH / g muestra y su toxicidad, pues al parecer desde 1 UH /g se

manifiestan dafios severos en el tracto gastrointestinal.
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