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RESUMEN

Be estudld el efecto de la lectina de Amaranthus cruentus

sobre la mucosa del tracto gastrointestinal de los monogdstricos,
a nivel macroscdpico, microscdpleco y molecular.

La lectina fue purificada por cromatografia de afinidad
en una matriz con fetuina unida covalentemente; tuvoe eapacifi-
cldad por N-acetllgalactosamina y el peso molecular del mondmero
fue de 32.5 KD, pér electroforesis. La lectina mantuve su
actividad Dbioldglca cuando fue sometida a cambios de pH, calor

Al dncubar cortes histoldégicos de la mucosa gastrointes~
tinal c¢on la lectina marcada con fluoresceina, ésta wpe unid
egpecificamente a las célulap parietales gdstricas y del epitelio
suparficial  en el Intestino delgado. ElL patrén electrofordtico
(en condlciones reductoras) de los extractos de mucosa, presentd
solo una banda fluorescente de 17 KD, correspondlente a una
glicoproteina gastrica.

No se encontraron diferencias significativas (p»>0.05) en
la wtilizacién de proteina (WPU) al comparar ratas alimentadas
con una dieta control con otra contenlendo la lectina, a un nivel
de 0.2 %. A pesar de éste, la mucosa intestinal de las ratas
del segundo grupo, sufrid cambios morfoldégicos tales como reduc-—
cidn y ensanchamlento de las vellosidades y una pérdlda excesiva
de epitelic superficial. Ademds la lectina fue detectada activa

en lag heces de las ratas del grupe experimental,

viidd



INTRODUCCION

e ha sugerido gque el amaranto por su alte valor
alimenticio, pueda  ser una alternativa para  solucionar
parcialmente el problema de la falta de proteinas en nuestro
pais, ya que la calidad de las proteinas de su semilla es
comparsble & la de caseina de la leche (Sénchez Marroguin, 1980),
adenas de que su congumo forma parte de nuestra cultura desde la
época prehispinica (Ruskin, 1984).

La semilla de Amaranthus leucocarpus (sin. hypochondria-

cug) contiene una lectina especifica para N-acetilgalactosamina,
facilmente extraible en soluclidn =alina. Cuando ge compararon
una  dieta conteniendo la semilla entera con  otra dieta
conteniendo la semilla extraida en wmolucidén salina, Ge
encontraron diferencias significativas en la calidad de 1la
proteina (PER) y retencidn de nitrdgeno estimado a través de NPR
en ratas Sprague Dawley (Calderdn de la Barca et al, 1985a).

En algunos casos  otrog  factoras antinutricionales
encontrades en las semillas como taninos, inhibidores de tripsina
Y lectinas, interaccionan causando un efecto sinergistico que
oscurece la respuesta de solo uno de ellos (JTaffé, 1980) 1 esta
podria ser la explicacidon de lo observado al trabajar las dietas
de amarante, en donde la eemilla entera contenia diversos
factores potencialmente tdxicos. Por tal motivo, se considerd de

interés estudiar el efecto de sole la lectina sobre 2l balance de

nitrdgeno de ratas de laboratorio,

1
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En el presente trabajo se aisld y purificéd la lectina de
A,  cruentus, una  especie de awarante con  propiedades

natricionales y contenido de amincdcidos similar al de A hypo-

chondriacus  (Ruskin, 1984), fsta  lectina se utilizdo como

material  principal en un intento de aislar e identificar
receptores de mucoga gastrointestinal, especificos para la
lectina, y de hacer una evaluacidn del dafio fisliolégico que
conlleva el ingerir la lectina, sobre la mucosa gastreintestinal,

a nivel macroscdpleo, microscépico y molecular.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Lags lectinas son moléculas protelcas que interaccionan
especificamente con carbohidratos, no son de origen lnmunoldgice
y no presentan actividad enzimdtica demostrable (Goldstein,
1981); poseen una warcada habilidad para aglutinar welulas, en
especlal eritrocitos. = =a encuentran distribuidas ampliamente en
ia  naturaleza. En las plantas, las semillas tienen mayor
concentraclon de lectinas, aungue se presentan en otros tejidos
como rafces, hojas y cortezas (Sharon y Lis, 1972).

Debido a gue enlazan especificamente a los carbohidrates
de la superficle celular, es posible inhibir la aglutinacidn de
células por lectinas ahadiende amicares simples (Sharon y Lis,
1972). A esta propledad de distinguir entre las estructuraz de
los carbohlidrator, deben su nombre las lectinas (Latin legere:
seleccionar, escoger), y por la miswma se han convertideo en
instrumentos valiosos para la investigacidn de la argquitecturs de
membranas  celulares, madicina, biologia y  aplloaciones
bioguinicas. Las lectinas son utilizadas en Areas tan variadas
comdo  la tipificacion de bacterias y los transplantes de médula
ésea, entre otras (Lis y Sharon, 1986) ¢

La primera descripcién de una proteina con accidn toéxica
y capacidad para aglutinar eritrocitos, fue hecha hace 100 sfios.
Desde entonoces, la  investigacidn sobre las propledades vy
aplicaciones de lae lectinas se ha visto estimulada por diversos
factores, en tal forma que existen unas 15000 publicaciones al

3
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respecte  (Lis y Sharon, 1986); de éllas, solo un minero may
reducido se refiere a sus propledades antinutricionales (Jaffé,
1980) .,

La asimilacidn de los nutrienteg que contiensn las
semlllas, tan eficlente cuando se trata de proteinas de origen
animal, se ve reducida por la presencia de lectinas y otros
compuestos (Pusztal, 1985). Be ha encontrado a las leoctinas
responsables de efectos antifisloldgicos tales como: retardo del
crecimiento (Liener, 1981), inmunosupresion, diaminumién én la
digestibilidad y en la absorcidén de nitrdégeno (Jaffé y Cameio,
1961 Pusztal et al, 1979); asi como en la digestibilidad vy
absorcidn de carbohidratos (Rea et al, 1985); se han relaclonado
con problemas como la enfermedad celiaca ocasionada por gluten de
trigo y otros cereales (Auricchio et al, 1885); e incluso algunas
de ellas han causado la muerte en animales de laboratorio gue han
ingerido diversas proporciones de lectinas con la dieta (Pusztai
et al, 1979).

En  la década presente, se ha establecido que la accion
toxicoldégica de las lectinas wse da principalmente wvia el
intestino delgado (JYafféd, 1980), y gue puede estar medlada al
menos  por cuatro diferentes proceseos: a) efectos destructivos
sobre las microvellosidades de la mucosa del tracto gastro-
intestinal, come es el caso de las lectinas de frijol comin
estudiadas por Rossi y colaboradores (1984}, Begble y Ring (1988)

y Pusztai et al (1979):; y de la Con A de Canavalia ensiformis vy

germen de trige (Lorentz-Meyer et al, 1985); estos autores
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encontraron dafie en el borde de cepillo del intestino delgado, de
monogdstricos cuyas dietas contenfian las semillas crudas o lag
lectinas purificadas, b) efecto sobra las enzimas intestinales;
como lo ha mostrade la disminucidn en la actividad enzindtica de
homogenados  de tejido intestinal de ratas cuyas dletas contenfan
lectinas de soya, frijol y germen de trigo (Jindal et al, 1984;
Higuchi et al, 1984); o la influencia de lectinas dletarias sobre
la dlgestion de almiddén poxr humanos, gue mostrd una reducceioén con
respecto al control, la cual puede ser ocasionada por el enlace
directo de lag lectinas con las enzimas digestivas, asl como por
una reduccion de la accesibilidad de las enzimag al sustrato (Rea
et al, 1985). «¢) enlace de wélulas del epitelio intestinal Y
reduceidn de la abgorcién de nutrimentos a través de 51 pared;
demostrado por microscopia de inmunofluorescencia en esecclones
del yeyuno de puerco alimentado con una dieta conteniendo frijol
crude, en donde puede observarge la presencia de la fitohemaglu-
tinina enlazada al borde de cepillo de los enterocitos (Begbie vy
King, 1588): o las lectinag de germen de trigo y haba bhlanca, que
se unieren especificamente a la mucosa del yeyuno de rata al
incubar los intestinos completos con las lectinas marcadas
(Lorenz-Meyer et al, 1985). Por udltimo, d) proliferacién de las
bacterias normales del intestino; en los experimentos realizados
poxr Wilson et al (1980), se encontrd una sobrepoblacién de E.
coli en el intestlno delgado de las ratas después de segulr una

dieta que contenia frijol con un alto contenide de lectina, estos

autores sugleren come un mecanismo posible 1la inmunosupresion
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ocasionada por las lectinas. Banwell et al (1983), encontraron
ademds Embrﬁcrémimimntm de aeroblos y anaeroblos totales, en las
diversas secclones de intestino delgade de ratas alimentadas con
fitohemaglutininae.

Khaﬁ consecuencias de la ingestidn de lectinag de senillas
sobre ﬁanmgéﬂtriam&, se han estudiadoe en general con senillas
arudas o lectinas purificadas en altas concentraciones dae la
dieta; hay pocos estudios sobre la occurrencia d@ lectinas en
alimentos procesados, y menos sobre la relaciédn de éstas con
efectos adversos en una dieta variada. Se ha detectade actividad
biologica de lectina en 33% de los alimentos de una dieta comndn
que incluye ingredientes para ensalada, frutas frescas, nueces y
cereales procesados (Nachbar y Oppenheim, 1980). Otros autores,
han encontrado termoresistencia en lectinas tratadas con calor
himedo, durante diversos periodos (Liener, 1981; Goldstein,
1981 Newburg y Concon, 1985), incluso se ha demostrado que wuna
lectina de frijol mantiene su actividad después de 18 hrs de
tratamiento con calor seco (Liener, 1981),“} En un trabaio sobra
el efecto de las lectinas de log alimwntméwen la digestibilidad
del almidon, se detectd actividad hemaglutinante en 16 alimentoes
de origen vegetal, ricos en almiddn, cocinados en  forma
convencional; esta actividad correlaciond bien con la depresidn
en la digmmtibiliqu del almiddn en humanos sancs y diabéticos

(Rea et al, 1985): mostrando asi que las lectinas afectan la

digestibilidad de otras biomoléculas diferentes a las proteinas,



7

f Ya que las lectinas son proteinas, se podria pensgar gue

un  proceso  digestive las desactivard por completo, evitando
efectos antifisloldgicos. 8in embargo, hay lectinas resistentes

a procesos proteolitices, como se ha demostrado in vitro al
dlgerir caseina y albimina bovina en presencia de una fitohema~
glutinina de frijol gue deprime la digestibilidad de ambas en 223
Y 12.5 % respectivamente; debido a gqua no se hidroliza en esas
condleiones y asi puede afectar la actividad enzimdtica (Thompson
et al, 1986). Tamblén se han encontrado lectinas activas de
frijol y haba en las heces de ratas cuyas dietas las contenian
(Nakata y Kimura, 19885), indicando asi su resistencia a
variaclones de pH unidas al procese de protedlisis por enzimas
digestivas,

Practicamente todas las wsemillas contienan lectinas
(Pusztai, 1985) y en la actualldad existen métodos gque facilitan
su  aislamiento y purificacidn, permitiendo evaluar la posible
significancia de las aglutininas de las plantas sobre el valor

nutritivo de las proteinas (Goldstein, 1981).



CAPITULO 1.

PURIFICACION ¥ CARACTERIZACION PARCIAL DE LA LECTINA
DE Amaranthus aruentus.

Introduceidn

Para la determinacion de lectinas, el material en estudio
se muele y se extrae con agua, solucidn salina o buffers de pH
neutro (Jaffé, 1980); las lectinas del gluten de algunaa cereales
se extraen sucesivamente en buffers de fosfatos, alcohol vy
soluciones alcalinas, debido a que algunas de sus proteinas son
insolubles en buffers acuosos (Concon et al, 1983).

Las lectinas 80N rutinariamente detectadas y
cuantificadas por su habilidad para aglutinar eritrocites; de
acuerde al monosacarido que inhibe mejor la hemaglutinacién, las
lectinas se clasifican en un nimero pequefio de grupos: manosa,
galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, fucosa y
acide acetilneuraminico (Lis y Sharon, 1986). Cuando se estudia
una nueva fuente de 1actinam, se utillzan eritrocitos humanos vy
animales en forma nativa o tratados con tripsina o neuraminidasa,
ya que hay lectinas especificas para cliertos tipos sanguineos y
otras que solo aglutinan eritrooitos pretratados (Jaffé, 1980),

Lor  esquemas de purificacldn de lectinas se basan
principalmente en su especificidad quimica, inmovilizande los
carbohidratos adecuados en una watriz inerte para afinidad
cromatografica (Lis y Sharon, 1986). En  algunos casos se
utilizan el -Sefadex .y la Sefarosa (polimeros de dextranos ¥

i



galactosza), para lectinas con afinidad por grupes glucoszile Y
galactosilo (Jaffé, 1980), Cuando se dificulta la preparacidn de
un  adgorbente especifico, debide a gue la lectina no presenta
afinidad guimica por una estructura simple, pero  aglutina
eritrocitos, se utilizan eritrocltos tratados con formaldehido o
estroma  de eritrocitos tratades c¢on  glutaraldehido COMD
adsorbente (Ochoa y Kristiansen, 1978),

La purificacidn puede complicarse porgue las lectinas no
solo difieren cuando provienen de diversas plantas, sino también
entre variedades y cultivares de una misma especie, presentando
propledades diferentes que requieren modificaciones  del
procesaniento utilizado (Jaffé, 1980),

Para analizar los diversos pasos del proceso de
purificacion de lectinas y caracterizarlas se utilizan 1la
electroforesis en gel de poliacrilamida lineal o en gradiente, en
condiciones nativas o reductoras (Laemmli, 1970; Caron y Faure,
1983): la doble inmuncdifusidn y la inmunoelectroforesis cruzada

Una vez purificadm, la lectina se encuentra en 1la
gsolucidén con la que se eluyd de la columna cromatograflica de
afinidad, en la mayoria de las veces en concentraciones bajas, es
necesario entonces dlalizarla, ya que los buffers de elucidn son
de pH bajo o contienen el azicar inhibildor de la lectina. Se
cambian entonces a buffers adecuados para mantener la estabilidad
de la molécula y gue hagan posible la disolucidn de la lectina

después de -la liofilizacidn., - Muchas veces las lectinas pierden
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actividad al liofilizarlas por lo que se utiliza entonces la
concentracién  por ultrafiltracidn. El almacenamiento final se
realiza slempre a bhaja temperatura y se le afaden inhibidores de
erecimiento bacteriano para su conservacién,

El objetivo de esta primera parte ﬁmi\utrmhajm, fue
chiener la lectina purilficada, conocer gus prmpiedad?ﬁ relevantes
al presente estudio y mantenerla estable por el tiempo necesario

para realizar las pruebas pertinentes.

Materiales y Métodon

Extraccidn

La semilla de A, c¢ruentus fue proporcicnada por el Dr.
Sanchez Marroguin del Instituto Nacional de Investigaclones
Agricolas (Chapingo, Mex.). La extraccidén de la lectina de las

semillas fue realizada en la misma forma que la de A, leucocarpus

(Calderon de la Barca et al, 198%5a). Bl extracto crudo
centeniendo la lectina fue clarificado usando papel de fibra de
vidrio (Whatman GF/A)} y almacenado a 4°C hasta su uso,

La concentracion de las solucicnes proteicas se determiné

por el método de Lowry (Lowry et al, 1951).

Ensayo de Hemaglutinacidn
Para detectar la actividad aglutinante sn el extracto
crudo y en log diversos pasos de la purificacidn, se utilizé una

modificacidn del método de doble diluciédn seriada (Jafré, 1980).

. Be tomaron muestras de 25 ul y se depositaron en la placa de

aglutinacidén, diluyéndose en la forma usual con DBS (buffer



11

malino de fosfatos NaH,PO./Na,HPO, 0,02 M, Nacl 0.9% pH 7.4), se
anadieron entonces 25 nl de suspensidn de eritrocitos ABO al 2% a
cada pozo. Bl titulo de hemaglutinacién fue definido como el
inverso de la midxima dilucidn que mestraba aglutinacidn visible a
los 30 min, La actividad especifica se caleculd dividiende el

titulo entre la concentracién de proteina en mg/ml.

Vo
Eppecificidad gquimica

Lag pruebas de inhibicién se realizaron haclendo las
diluciones de 25 ul de la muestra en soluciones de azticares 0.1 M
¢ fetuina al 1%; después de 40 min, se afiadieron a cada dilucién
26 ul de suspensién de eritrocitos al 2% y determinado el titulo
en  la forma antes descrita. Los azicares utilizados fueron N-
acetllglucosanina, N-acetilgalactosamina, D-galactosa, D-manosa,

L-fucosa y ac, acetilneuraminico.

Purificacion

Se acoplaron 700 nmg de fetulna tipo IIT a 15 ml de gel de

agarosa activada con sulfonato de divinilo (Mini-lLeak de Rem En

Tec) . El  procedimiento para acoplar la lectina se realizd de

acuerdo o como lo indica Kem En Tec, (Hellerup, Dinamarca). ¥«
gel asi preparade, fue empacado en una columna de cromatografia
de 12 x 1.1 em y lavado varias veces con PBS, Glicina-HCl 0.1 M
pH 2.5 y Glicina NaOH 0.1 M pH 9, equilibrdndose finalmente con
PRE. Be inocularon 40 ml de extracto crudo a la columna,
lavéndose con 10 volimenes de PBS y eluyéndose la lectina unida

con 3.5 yolumenes de glicina-HCl pH 2.5,
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Cavacterizacidn parvaial
S tomaron nmuestras conteniendo entre 100150 ng  de
proteina ¥ se precipitaron won 9 vollmenes de acetona fria; al
cabo de 2 h a 4°C, se centrifugaron las suspensiones a 5000 rpm
en  una centrifuga Damon/iEC. Los precipitadeos fueron resuspen-
didos en buffer de Laemmli para muestras y cargados en un gel al
15%  de  poliacrilamida para electroforesis en condiciones

desnaturallzantes (Laemmli, 1970).

Estabilidad

Tratamiento con calor hmedo. Se incubaron cinco nuestrags

de 1la lectina purificada en concentracidn de 0.8 mg/ml, en bafo
de agua a 30, 40, 45, 55 y 60°C durante 15 min., Inmediatamente

después de la incubacidn, se midid la actividad hemaglutinante,

Buffers de almacenamiento Las soluciones con la lectina

purificada eluidas de la columna cromatografica, fueron
dializadas contra los siguientes buffers: CH,COONa/CH,CO0H 0,05 M
PH 4.8, Na,HPO,/NaH,PO, 0.02 M pH 7.2 y NaHCO,/Na,C0; 0.05 M pH
9: me almacenaron a 4'C durante 7 dias, wmidiendo la agtividad

hemaglutinante cada dia.

Actividad hemaglutinante a diferentes pi's. Se midido la

actividad aglutinante de las soluciones de lectina purificada
(0.8 mg/ml), haciende las diluciones en Glicina-HCl/Glicina-Naol
desde pH 3.5 hasta pH 8.5. La hemaglutinacidn fue deternminada
con eritrociteos tratadeos con glutaraldehido (Ochoa y Rristiansen,

1978} .
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Concentracion. Se wconcentraron 100 ml de una solucidén de

lectina purlficada por ultrafiltracidn utilizande un sistema
Amicon (Mod 400) con membrana FM1O0. S tomaron muestras cuando
la  solucldén estuve concentrada 2, 4 y 10 veces &Su volumen
inicial, a dichas mnuestras se les determiné el titulo de

hemaglutinacion.

Rezultados y Discusicon

La Tabla 1.1 muestra que la lectina de A, oruentus tiene
especificidad por N-acetilgalactosamina unlcamente, esta es una
caracteristica importante debido a wgue otras lectinae conocidas
que son edpecificas para N-acetllgalactosamina, también reconocen

D-~galactosa (ejemplos: lag  lectinas de DPolichus biflorus,

Sophora japénica y soya), come lo reportan Goldstein y Hayes

(1978) . La lectina de A, cruentus reconoce N-acetllgalactosamina
en carbohidratos y glicoproteinas complejas como la fetuina
(Tabla 1.1). Las anteriores lectinas con doble especificidad han
sido utilizadas para el andlisis histolégice de células
parietales de la mucosa gdstrica humana (Kessimian et al, 1986),
indicande la prevalencia de uno o ambos residuocs carbohidrato en

las glicoproteinas de la membrana celular.
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TABLA 1.)  Especificidad guimica de la lectina de
Amaranthus cruentum,

Inhibidor Titulo
Ninguno ‘ 32
D-Galactosa 32
H-Acetll~D~Galactosamnina 4
N-Acetil-D-Glucosamina 32
D-Manosa 32
L=TFucosa 32
Ac, N-acetilneuraminico . 3z
Fetuina 0

El método para purificar la lectina de cruentus, fue

dimenado en base a la propiedad de la lectina de unirse a
fetuina, como puede observarse en la Fig. 1.1 una gran proporcidn
de las proteinas del extracto crudo no se unen a la fetuina de la
matriz cromatografica, mientras que la fraccidn "d" gue =i se une
quinicanente, es& eluida con facilicad al bajar el pH y presenta
titules de hemaglutinacidn directamente proporcionales a 1la
concentracidén de lectina eluida. En la Tabla 1.2 se incluyen
titulos de hemaglutinacidn, contenido de proteinas, actividades
aspecificas Yy rendimientos del extracte crudo y las  dog
Iracciones cromatograficas. La pureza de la Jlectina aumenta
desde 5,62 hasta 101.59 unidades en actividad especifica, lo que
resulta en un factor de purificacidn de 1B vecaes. La actividad
aglutinante es recuperada por completo, indicande un método muy

eficiente y senclllo conaistente en un solo paso.
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Figura 1.1 Purificacién de la lectina de A. cruentus por

cromatografia de afinidad en Mini ILeak-Fetuina.
(¢} fraceddn no enlazada (d) lectina purificada.

TARLA 1.2, Rewstimfentor en Lo extraccion y purificecidn de la Lecting
de A, ceuentus en Mind Lesk-Tetuina,

Proteina  Activided Proteims  Factor de

Froceidn D Tituln Cogdmly  enpeeificn (%) Purificocidn
Extrocto eruda (b 50 %69 5472 100 b}
Fraceion no enlazods (cy 0 1.72 0 95,45 0
Fraceidn enlozada (d) Gy 0.63 10 .59 H,38 1507

B e 4 g de somilin
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Como muchas obras lectinas, la de amaranto es termolabil
al tratamiento con calor himedo; no me ha estudiado su
reslstencia  a calor seco, pero es caracteristica comin de las
lectinas de muchos cereales come maiz vy arroz el mantenerse
activas bajo este tipo de tratamiento (Nachbar vy Oppenhein,
1980),

Bl indicador utilizado para medir la estabilidad de 1la
lectina, fue la capacidad de hemaglutinacitén, ésta se mantiene
mejor abajo de 30°C, a mayor temperatura la actividad se plerde
gradualmente (Tahla 1,3).

TABLA 1.3, Efecto del tratamiento con calor hinedo mobre
la estabilidad de la lectina de amaranto.

Temperatura (°C) Titulo
4 A2
a0 32
40 16
45 4
55 4
60 0

La Tabla 1.4 muestra la influencia del PH en la actividad
de la lectina, los titulos de hemaglutinacidn mas altos a PH's
arriba y abajo de 5, son debidos probablemente a la inactivacidén
gue sufre la lectina en su punto isoeléctrico. Be sabe gque la

lectina de A. leucocarpus tiene un punto iseeléctrico cercano al

pH 5 (Calderdn de la Barca et al, 1985b).
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TABLA 1.4. Efecto del pH sobre la actividad de la lectina
de A, cruentus.

...............................................

pH Titule
3.5 - 4.5 12
5 1 0 - 5 [ 5 B
6.0 16
7.5 - B.B 32

Bl  conocimiento sobre las condiciones de almacenamiento,
es importante porgue las lectinas son ampliamente usadas como
instrumentos para el alslamlento y purificacion de glicopro-
teinas, asi como en la determinacion de estructuras carbohidrato.
Be encontrd gue la lectina de A. cruentus retlene su actividad
bioldgica al menos 7 dias en buffer de acetatos a 4°C (se ha
mantenido activa por mas de 3 meses en este buffer); el buffer de
carbonatos la inactiva en 2 dias y el de PBS y el de Glicina-HCl
la hacen perder parcialmente su actividad después de dos dlias
(ver Tabla 1.5). Es util saber de la establlidad temporal de la
lectina a pH's extremece, porgue para inmovilizar lectinas en un
gel de afinidad o acoplarlos a marcadores vadloactives y de
fluoresceina, se regqulere pH cercano a 9 por cortos pericdos de

tlempo.
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TABLA 1.5, JEfecto del buffer de almacenamiento sobre la
establlidad de la lectina de A, cruentus

Titulo de hemagiutinacion

Buffer pH dia
e i 7
Na, CO, /NaliCco, 9.0 32 2 0
Na, PO, /Nal, rO, TR 32 16 L6
CH, COONa/CH, COOH 4.8 32 32 32
Glicina -~ Hel 2.5 a2 16 16

Es posible concentrar la lectina de A, c¢ruentus hasta 10
vaceg  por  ultrafiltracidn sin reduccidn de =su  actividad
kiologica, como se muestra en la Tabla 1.6, Easte procedimiento
es mejor que liofilizarla o precipitarla con sulfato de amonio,
métodos por los cuales hay pérdida de actividad (no me muestran
datos) . Ademds, la ultrafiltracidn es un método riapido y que se
puede utilizar para cambiar de buffer.

TABLA 1.6. Estabilidad de la lectina de A, cruentus después
de la uvltrafiltracidén en Amicon PM-10

Veces que se Proteina Titulo
concentroa (mg/ml)
Control 0,71 64
2 1.3? 128
4 2.52 256
10 6.23 512

“Solucién de lectina de amaranto purificado por
cromatografia de afinidad.
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La Fig. 1.2 presenta el gel de electroforesis en poli-
acrilamida con 8DS (dodecil sulfato de sodie) del extracte crudo
(b) y las fracciones de la cromatografia {(c y 4d) de afinidad; la
muestra (d) presenta una sola banda correspondiente a 32,500
daltons, la cual se puede observar en el extracto crudo (b), pero
ne aparece en la fraccidn no ligada al gel (¢}, indicando 1la
eficiencia del proceso de purificacidn, el cual prdcticamente ge

realizé en un polo paso por cromatografia de afinidad.

Flgura 1.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS, de
la purificacién de la lectina de A. cruentus.

a) Estdndares de peso molecular, b) Extracto crudo,
¢) Fraccidn no enlazada, d) lectina purificada,
En esta forma es posible aislar, purificar y mantener
activa la lectina de A, cruentus, Conociendo los parametros
medidos aqui, se puede continuar el trabajo del efecto fisio-

logico de la lectina sobre el tracto gastrointestinal,



CAPTTULGO 2,

INTERACCION DE LA LECTINA DE Amaranthus cruen

LA MUCOSA DEL TRACTO GASTROTHNTESTINAL

Introduceidn

El  tracto gastrointestinal esta anatdmicamente adaptado
para sus funciones, los drganos que lo conforman tienen paredes
estratificadas en la siguiente distribucién general: la capa
serosa, la muscularis y la subnmucosa, rodeando una capa interna
de mayor Importancia mutricional llamada mucosa,

La mucosa del estomage, tilene una estructura distintiva
dependiendo de la regidn que recubra; al borde del esdfago estan
las glandulas del cardias, alargadas y muy juntas. En la regldn
distal a la mucosa del cardias (fundus) y en el cuerpo, se
encuentran  las glédndulas oxinticas ocupande el B80% de la
superficie de la mucosa gédstrica, estas gléndulas tienen células
parietales u oxinticas que secretan acide y factor intrinsece en
humanos y las células principales o pépticas que secretan
pepaindgeno. La porelidn distal del estdmago, el antrum, incluye
glénﬁuimm piléricas con células endderinas que  desprenden
gastrina en la sangre. Lag eélular superficiales de la mucosa
gastrica completa, secretan moco, bimarbwnaté y otro pepsindgeno
(grupo  II). El estdmage también contiene otras células
enddcrinas, en particular células de somatostatina en el antrum

(Walsh 1984).

20
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La mucosa del intestino delgade recubre sus tres
regiones: el ducdeno en la parte superior, el yveyuno en la media
y @l ileon en el bajo abdomen. Desde la mucosa hacia el lumen se
extienden los pliegues clroulares con protubesrancias alargadas
llamadas vellosldades, que estan cublertas con un epitelioc de una
“célula de grueso de dos tipos principales; caliciformes, cue
- secretan una muceosidad protectora y células absortivas para
digestion y absorcidén de nutrimentos; las vellosidades tienen en
su  interior vasos sanguineos y linfaticos que Lrangportan los
nutrientes hacla el cuerpo. La estructura mas distintiva de lag
células absortivas es un borde estriado (horde de cepillo),
compuesto de peguehias microvellosidades cuyo interior esta
constituido por un conjunto de fibras estructurales Yy una
" membrana celular mauy rica en carbehidratos, llamada el
glicocalix, ocon extensiones de membrana en forma de fibras finas
(Moog, 1981), que imparten movimiente para Iincrementar 1la
absoreion de nutrientes por medio de la agitacién (Lehninger,
1982) .

Para estudiar un tejido en el microscoplo se preparan
cortes del mismo por diversos métodos, smiendo el de la parafina
el mas comin. El tejido debe tomarse y fijarse lo antes posible
después de la muerte del animal, luego se deshidrata con
alcoholes, se aclara con xilel y se incluye en parafina (Ham,
1967) .

La hematoxilina es el reactive de tincidn mas utilizado

en histologia en dos formas bdsicas de tincidn; una de allas, la
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progresiva, emplea una solucidn que contlene un exceso de sales
de aluminio o de 4dcldo, incrementando asi la selectlvidad por el
micleo, después de tefildos, En el método regresive, las
secciones son sobretefidag en una solucidén neutra de hematoxi-
1ina, lavadas con una solucidn dcida de alcohol, y neutralizadas
con una solucidn alealina; en esta forma el cltoplasma se colorea
bien y las sustancias nucleares mgon claramente visibles {Tuna,
1968) ,

Para estudiar componentes celulares que no se diferencian
con los métedos convencionales de tincloén se utilizan frecuente-
mente los métodes inmunohistogquimicos, estos métodos estan
basados en la reaccidn de los anticuerpos con los antigenos,
formando complejos muy estables (Cooper, 1977), los cuales pueden
gser detectados por microzcopia de fluorescencia si el anticuerpo
fue conjugado con una  sustancia  fluorescente.

En leos ultimos afos, se han utilizado las lectinas en
estudios histogquimicos como reactivos especificos y sensiblen
(Lis y Sharon, 1986), ya sea directamente con la lectina conjuga-
da con biotina, fluorescefna, oro coloidal o peroxidasa; o con un
método indirecto, marcande los anticuerpos preparados contra 1la
lectina especifica.

Las lectinaes se uman tanbién en estudios bloguimicos de
los glicoconjugados presentes en los tejides. El método consiste
en extraer los glicocomponentes, separarlos en un gel de
poliacrilamida y detectar componentes especificos basindose en su

reactividad con clertss lectinag mnarcsdas, o indirectamente
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uniende primere la lectina y despusés incubando el gel con una
solucion de anticuerpos marcados. La sensibilidad del wmétode
puede incrementarse y la manipulacidn facilitarse, sl se hage una
transferencia electroforética de los componentes en el gel de
poliacrilamida a papel de nitrocelulosa (blotting), haclendo la
detecuidn de glicoproteinas especificas sobre este dltimo (Ushara
et al, 1986).

La metodoleogia disefada en esta parte del estudio tenia
comoe Finalidad: preparar anticuerpos y lectina marcados para el
andllels histoguimico y de receptores, y estudiar las células (y
sus  receptores especificos) de la mucosa gastrointestinal que

reacclonan con la lectina de A, cruentus,

Materiales y Métodos

Preparaclén de anticuerpos antilectina de A, ggggﬂggg.

la lectina parcialmente purificada (1 mg) y emulsificada
en solucidn completa de Freund, fue inyectada intramuscularmente
en un conejo de 3 Kg, siguiende un protocolo tipico para
producelidn de anticuerpos descrito por Maurer y Callahan (19%80),
un  mes despuésg se le Inyectaron otros 0.5 mg de la lectina para
amplificar la respuesta. A 10 dias de la ultima inyeccion, =me
empezd a sangrar el animal por la vena de la oreja, se separd el
puero por centrifugacidn a 3000 rpm (Damon CRU-5000) durante 10
min., v se determind la actividad de los anticuerpos chtenidos por
inmunodifusidn doble en gel de agarosa al 1%, tifendo las bhandas

de precipitacién con azul de Coomassie, por el método de

ouchteriony, como s& describe por Johnson (19886).
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Conjugacion con fluoresceina

La lectina de A, cruentus purificada y los anticuerpos
antiamaranto fueron conjugados con fluoresceina por la técnica de
Hurn  y  Chantler (1980), se ensayo de nuevo la actividad por
Inmunodifusion doble, asi como actividad hemaglutinante da la
lectina marcada.

Preparacion de los cortes histoldgicos del tracto
gastrolntestinal.

Se sacrificaron 4 ratag  macho de 200 o de peso
dietadas 24 h, anestesiandolas con éter y cortando la yugular,
se dleectaron y se les extraje el tracte gastrointestinal
completo, se tomaron seccliones del cuerpo del estémago, duodeno,
yeyuno e ileon gue fueron fijados durante 24 h en formalina al
4%, embebldos en parafina y cortadas en secciones de 4 um de

grueso (Hamm, 19267).

Tincion de cortes histoldgicos con hematoxilina-eosina (HE).

Una ver desparafinizados, los cortes de la mucosa
gastrointestinal, fueron tehidos por el método regresive de
Harris con hematoxilina y eosina HE, como me describe por Luna

(1968) ¥y se wmontaron para observarlos al microscopio dptico.

Los cortes de mucosa gastrointestinal preparados por el
método antes descrito, fueron desparafinizades e incubados
durante 18 h a 4°C tanto con la lectina marcada como con la

lectina sola; en el caseo del procedimiento indirecto, los cortes
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tratados con la lectina sola fueron incubados durante 30 min a
temperatura amblente, con les anticuerpos anti-lectina marcados
won flueresceina. Se lavaron 3 veces las preparaclones con PBS
conteniendo 1% de albumina bovina, antes de hacer el montaje vy
observar al microscoplo de fluorescencia (Peschke v Xuhlmann,
19885}, Se¢  hicleron controles de la lectina en presencia de

fetuina y con antiouwerpos marcvados en cortes sin la lectina.

Extracecion de glicoproteinas y electroforesis en gel de
polimcrilamida en condiciones desnaturalizantes.

Extraccién de glicoproteinas. Muestras frescas de estdmago,

ducdeno, yeyune e lleon de 3 ratas macho de 250 g de peso,
tratadas en la misma forma gue para cortes histoldgicos, fueron
lavadas con. NaCl al 0.9 % y raspada la mucosa con un bisturd.
Los  raspados de mucosa fueron suspendidos en 10 vol. de buffer
de exbtracclion (Tris 10 wmM, CaCl, 1L mM, NaCl 0.%% pH 7.3,
conteniendo tritdn X~100 al 1%, flupruro de fenilmetanosulfonilo
(PMEF) 2 mM y 1% de etanol) y fueron tratados posteriormente de
acuerde al procedimiento usado por ¥ischer (1583), con la iinlca
nodificacion de afadir PMSF 2 mM cada 30 min para inhibir
protedlisis.

Blectroforesis en gel de poliascrilamida. Los extractos de

la  mucosa fueron precipitados con acetona 1:10 en frio y despuéds
de 18 h, resuspendidos en buffer para muestras de Laemmli vy
cargados en un gel de poliacrilamida al 15% para electroforesis

en condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970). En la mitad
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del gel se cargaron 4 muestras correspondientes a mucosa de
estdmago, duodeno, yeyuno e ileon Yy un marcador de peses
woleculares, en la obra mitad, se repitid el mismo orden. Al
terminar la electroforesis, el gel fue cortado en dos parteﬁ_ Y
una de ellas tefiida con azul de Commassie por la tdenica de

rutina (Laemmli, 1970).

del gel sin tefiir del apartado anterior, una vez lavado con PBS +
1% de albumina, fue puesto a incubar con 1mllmmﬁinm marcada con
fluoresceina durante una noche a 4@, lavado con PBS + 1% de’
albimina y observado en un transiluminador de ium ultravioleta

(UVP mod TL~33).

Resultados y Discusidn

Preparacidn de anticuerpos

La Fig. 2.1 corresponde a laﬁ‘plamaa de dImmunodifusidn
doble de Ouchterlony para el antisuero antiamaranto (A), contra
la lectina de amaranto en concentracidén de 0.8, 0.4, 0.2y 0.1
mg/ml correspondientes a leos pozos (1), (2), () Yy (4) o contra
el extracto crudo de amarante (5), la fraccldn no enlazada (6) y
la gue sl se enlaza a la columna cromatografica (7}. Se observan
dos lineas de precipitacidn con el extracto crude, una que se
fusiona completamente con la linea formada contra la fraceidn
cromatogratica no enlazada y otra que se fusiona con la de 1la
lectina purificada, no hubo continuldad entre 6 y 7 lo gque indica
la falte de ldentidad inmunoldégica entre la lectina y las demds

proteinas del extracto crudo.
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Pigura 2.1 Patrdn de Inmmunodifusidn doble del  antisuero
antiamaranto (A), contra la lectina purificada en
concentraciones de 0.8, 0.4, 0.2 ¥ 0.1 mg/ml (pozos
1, 2, 3 vy 4) y contra el extracto crude (%), la
fraceidn no enlazada (6) y la lectina (7) obtenida
por cromatografia de afinidad. L

Con el antisuero preparado es posible detectar hasta 1.0
pg de la lectina y no plerde la actividad inmunolégica al ser
conjugado con fluoresceina, Asi mismo, la lectina conserva su
propiedad hemaglutinante después del acoplamiento a fluoresceina.
células que enlazan la lectina de A. cruentus en la
nucoza del tracto gastreintestinal.

El patrdn caracteristico del enlace de la lectina de A,
cruentus a los diversos tipos celulares de la mucesa gastrica
normal de las ratas estd resumido en la Tabla 2.1, comparandose
con el de otras lectinas cuya especificidad es para grupos
galactosilo y galactosaminilo.

En la mucosa gastrica, el citoplasma de las células

parietales se obeserva fuertemente tefido (Fig. 2.2) debido a la
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presgencia de gran cantidad de receptores para la lectina de
amaranto, asi como lo reportan varles autores (Tabla 2.1), para
otras lectinas de especificidad similar; wmientras gue en las
mismag glandulas gdstricas hay ecédlulas del cuello menos tefidas.
La mucosa del intestino delgado presenta un patron de tincidn mas
debll definiendo el epltelio columnar (Fig. 2.3), esta dlstribu-

clén  también corresponde a la encontrada para otras lectinas

blespacificas como Dolichus biflorus, Arachls hypogaea y Ricinus

320x 320%
Figura 2.2a Flgura 2.2b
Microfotografia wmostrande las El c¢itoplasma de las células
gldndulas fiuindicas de la mucosa parietales se destaca en tono
gastrica de rata. Se senala en claro  sobre el fondo oscuro,
el lado izquierdo de la figura después de incubar el tejideo in
una c¢élula parietal tipica con vitro con la lectina de amaranto

citoplasma gris y micleo oscuro. fluoresceinada,



Flgura 2.3a

Microfotografia de una seccidn de
yeyuno de rata gue muestra las
vellosidades delimitadas por una
capa de células epiteliales.
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Figura 2.3b

Algunas de las
epitelio  columnar

células del
del yeyuno,

fluorescen daspués de incubar el

tedido con la lectina de amaranto
gonjugada y ee observan  agui
gobre el fondo oscuro.

Extraccién y caracterlzacldn de receptores.

En la Pig.
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Figura 2.4 Patrén electroforético de las proteinas de la mucosa
gastrointestinal, en gel de poliacrilamida al 15% en

BEDS, tefidas con azul de Coomassie.
a) Mucosa de estdmago, b) duadeno, <) yeyuno,

d) ileon y e) marcadores de peso molecular.

Cuande la otra mitad del gel fue Incubado con la lectina
fluoresceinada, esta solo Interacciona con la mucosa gdstrica Y
especificamente con una banda de aproximadamente 17 XD (Fig.
2.8). No se puede declr que esta glicoproteina sea la nica
estructura de enlace para la lectina de amaranto en la mucosa
gastreintestinal, ya que el método utilizade no es lo

suficientemente sensible para detectar otros glicoconjugados que

se encuentren en menor concentracidn,
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Figura 2.5 Glicoproteinas de mucosa gastrointestinal, receptoras
especificas para la lectina de amaranto. La banda en
A (sehalada con una flecha), corresponde a una
dlicoproteina de muroga gdstrica unida a la lectina.
En B, estdan las proteinas marcadoras de  peso
molecular.

En esta forma el cbjetivo planteado en este capitulo ha
sido alcanzado: se obtuvieron anticuerpos que pueden detectar las
proteinas del extracto crudeo, incluyendo la lectina de amaranto,
aun cuande esta se encuentre en muy baja concentracidén y que
pueden ser utllizadas como herramientas para detectar la
presencia de solo la lectina. Be prepararon conjugados de
lectina y anticuerpo con fluoresceina y fueron éstos utilizados
con  efectividad, para detectar in vitre células y  sus

glicoproteinas rmmﬁptoraw egpecificas para la lectina, en el

tracto gastrointestinal.



CARPITULD 3.

EFBCTO DE LA LECTINA DE Amaranthus cruentus SOBRE LA
DIGESTIBILIDAD DE BROTEINAS in vitro.

Introduocidn

Cuando las lectinas son Ingeridas por via oral pueden
causar toxicidad molo sl resisten la dlgestidn; las diferenclas
en suceptibilidad a la digestidn, pueden estar relacionadas a lag
varlaciones en su accidn tédxica (Taffé, 1980). For otra parte,
sl las proteinas dietarias o los productos de su digestion
parcial llegan hasta las células epitelisles del intestino,
pueden modificar las funciones absortivas o secretoras e
interferir con la utilizacidn nutricla de la dieta. Cuando una
lectina es resistente a protedlisis puede enlararse al glicocalix
o glicoproteinas de membrana, inhiblendo las dipeptidasas o 1la
enteroguinaga gue activa los zimdgenos producidos por el pancreas
(Pusztal, 1985).

El proceso de digestidn normal de proteinas en el tracto
gastrointestinal comienza ocuando éstas entran al estdmago,
entonces se estimula la secrecidon de la hormona gastrina, que a
su vezs estimula la produccoidn de acido clorhidrico en las células
parietales de las glandulas gdstricas y del pepsinégenc en las
células principales (Walsh, 1984). El jugo gdstrico tiene un pH
entre 1.5 y 2.5 gue actua como un antiséptico y  ademds
desnaturaliza a las proteinas globulares, en forma tal, gue los

enlacens peptidlicos internos puedan guedar accesibles a la
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hidrdlisis enzimidtica. Bl pepsindgeno, por autocatallsis, es
convertido en pepsina la cual hidroliza los enlaces peptidicos de
tag proteinaeg Ingerides, a nivel estdmago. Cuando él contenido
gastrico acidulade pasa al intestino, =su pH estimula la secreciodn
de la secretina en la sangre, esta hormona estimula al pangreas a
secratar bicarbonato al intestino delgndo, para neutralizar el
nel  gastricor el pH  sube entonces de 2 a 7. La entrada de
proteinas al ducdeno estimula la secreclion de enginas
proteoliticas y peptidasas, cuyo pH déptimo estd entre 7-8. Lag
célulag  exocrinas del pancreas producen los zimdgenos de
tripsina, gquimiotripsina y  carboxipeptidasa. Cuando el
tripsindgenc penetra al intestino delgado, es convertide en
tripsina por la enteroguinasa. Tamblén la tripsina producida
puede  transformar al tripsindgeno y al gquimiotripsindgenc en sus
formas actlvas, Debido a que la pepsina, la tripsina y la
guimiotripsina tienen diferente especificidad para hidrolizar
enlaces peptidicos, la degradacidn es bastante completa. Ademds
en el intestino, los peptldos cortos son hidrolizadeos a
aminodcidos libres por otras peptidasas como carboxipeptidasa vy
aminopeptidasas (Lehninger, 1982). Este Gltimo tipo de enzimas,
se encuentra fija a la membrana microvellosa del borde de cepillo
como glicoproteinas integrales (Moog, 1981).

Los péptidos pequefios como di y tripeptidos producides,
por la digestidn enzimitica, =son absorbidos directamente por las
células epiteliales del intestino, mientras que los aminodcidos

libres cuentan wcon cuatro sistemas de transporte active, de



a5
acuerde a su configuracion, son reconoeidos por un acarreador vy
transportades  hacla el Interlor de las células amétra un
gradiente de concentracidn que reguiere eneryia (Mooy, 1981).
Finalmente a través de los vasos capilares de las micro-
vellosidades, son transportados al higade (Lehninger, 1982).
Thompson ¥y colaboradores (1986), demostraron que hay
lectinas que tienen una acoldn directa sobre lar ensginas
dlgestivas, Al digerir con pepsina y pancreatina mmwclmﬁ de
cageina o de albimina bovina conteniendo lectina de frijol;
éllos encontraron que la lectina puede disminuir la digesti-
bilidad de las proteinas independientemente de la composicidn de
aminoacidos. En forma independiente, Erickson y colaboradores
(1985) y Higuchi et al (1984), reportan gue las lectinas de
frijol y wgermen de trigo disminuyen la actividad de las
aminopeptidasas asociadas a membrana del borde de cepillo cuando

............ i

X“,Dmbiﬂm B gue la digestibilidad es un factor importante
e ﬁkaatm la disponibilidad de los aminocdcidos y los métodos
para evaluarla in vivo son lentos y costosos, se han desarrollado
procedimientos  in vitre rdpldos y confiables (Mozersky vy
Panettieri, 1983). Akeson y Stahmann (1964), aplicaron una
técnica para evaluar la calidad de las proteinas in vitro
utilizando pepsina y pancreatina; otros autores han trabajado con
diversas enzimas proteoliticas para digerir proteinas animales o
vegetales por separado o en mezclas (Satterlee et al, 1981).

Entre los wmétodos de mayor aceptacidén estd el de Satterlee vy



30
colaboradores (1979), en donde la digestibilidad de las proteinas
5@ calcula del pH obtenido después de la digestlon in vitro del
sustrato inicialmente a pH 8, con  enzimas pancreaticas,
intestinales y bacterlanas, Este método correlaciona bien con
los resultados in vivo soloe para algunas clases de alimentos, ya
que la caida del pH depende de otros factores diferentes a la
hidrélisis producida (Mozersky y Panettieri, 1983), tales como la
composicliin  de aninocdcidos vy su capacidad de buffer al ser
liberados en la hidrdélisis pos sus diferentes pK's influenciando
el medio en donde continda la protedlisis (Rothenbuthler vy
Kinsella, lgaﬁxiy El método de Stahmann (1978) utiliza pepsina y
pancreatina  seguido de un analisis de los aminocdcidos
hidrelizados, tomando asi en ouenta la digestibilidad vy 1la
disponibilidad de los amincdcldos que se han hidrolizado via
digestidn, parametros baslcos para evaluar la calidad nutricional
de una proteina (Satterlee et al, 1981). En algunog laboratorios
se realiza la digestion in vitro a pH constante y se mnide el
CONBUMO de 4&lcali para mantenerlo o la cantidad de nitrdgeno
“-amino producido, la cual es directamente proporcional al nimero
de enlaces peptidicos rotos (Rothernbutler y Kinsella, 1985),

Low objetivos de estam fase  experimental fueron:
cuantificar la suceptibilidad de la lectina de A, cruentus a la
digestidn por las enzimas gastrointestinales y detectar si la
lectina afecta la digestidn de las proteinas dletarias en el

tracto gastrointestinal,



a7

Materiales y Métodos

Digestibllidad in vitro de caseina ANRC en presencia de la

lectina de 3, crugntus.

Se prepararon nezclas de caselna ANRC (B7% proteina) con
0.072, 0,72 y 7.2 mg de lectina de A, cruentus, para hacver 72 mg
totales correspondientes a 10 mg de nitrdgeno con 0.1, 1.0 y 10%
del miemo proveniente de la lectina, se prepararon controles con
el  buffer en que se encontraba la lectina vy con caseina en laz
cantidades de 71.88, 71.38 y 65.75 correspondientes a lag
utilizadas en las mezclas caseina~lectina, Se procedidé con la
técnlca de digestibilidad in vitro de Satterlee et al, tal como
se describe en ACAC (1984).

Las medlias de los valores de digestiblidad (%), fueron
anallizadas por una prueba de hipétesis para medias, a través de
"t" con una confiabilidad o = 0,05,

Antes y después de la protedlisis se midid la actividad
aglutinante de las soluclones conteniendo la lectina, con el
métodeo descorito en el Capitulo 1.

Log productos (10 pl) de cada una de lag 3 digestiones
fTueron corridos en inmunodifusién doble de Ouchterleny contra

10 4l del antisuero anti-amaranto diluido 5 veces con PBRE.

Andlisis electroforético de la protedlisis in vitro de

albumina, en presencia de la lectina de A, cruentus.

La protedlisis de albimina bovina (Merck) in vitro con

pepsina, asi como de las mezcolas de albtimina con 10% de la
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lectina activa o con 10% de la lectina inactivada con calor (10
min,l 920°C), se hizo con 110 wmg de sustrato proteico y 1.5 mg de
pepsina (de nucosa de estdmago porcino 4500 U; Sigma) en 10 ml de
HCL 0.1 N (pH 1.75), incubdndose a 37.5°C en baho de agua,
tomdndose alicuotas de 200 ul a los 90, 180 y 270 min, gue
fueron precipitadas en frio con acetona, centrifugadas vy
redisueltas en buffer para muestras y se cargaron en un gel de
poliacrilamida al 15% en 808 (como se describe en el Cap. 1). Se
prepararon controles con albuimina sola, también con pepsina sola
para comparar los patrones electroferdticos,

Para la protedlisis in vitre las proteinas  fueron
digeridas con pepsina durante 90 min como en el pérrafﬁ anterioy
seguida por la adicion de 2 ml de NaOH 0.1N y 7.5 wl de buffer de
fosfatos 0.1 M, pH 8, conteniendo 4 my de pancreatina (grade VI,
4% U.8.P, de pancreas de puerco; Silgma) y se incubaron a 37.8°C
durante 3 h; tomdndose al final una muestra de 200 Ul para
andlisis electroforético. Este modelo de protedlisls in vitro es
basicamente el de Akeson y SBtahmann (1984), con la modificacidn
de que en éste se miden al final el incremento de grupos amino, y
aqui se hace un andlisis electroforético cualitativo.

Antes de empezar la digestién, a un tiempo de 3 h y al
final de la protedlisis con pancreatina; se midid la actividad
aglutinante de las mezclas, con eritrocitos tratados con
glutaraldehido (para evitar la 1lisis), como e describe en el

Capitule 1 para aglutinacidn a pH's extremos.
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Resultades y Discusidn

Digestibilidad in vitro de caseina en presencia de la lectina de
A, cruentus,

Debido a gque la técnica de digestibilidad in vitro de

Satterlee, et al (AOAC, 1984), indica utilizar sustratos
conteniendo 10 mg de nitrégﬂnm; ge disminuyd la cantidad de
caseina correspondiente (72 mg), a 71.88, 71.38 Yy 65.75 mg para
que al anfadirle la lectina en proporciones de 0.1, 1.0 y 1l0%
sumara 10 mg de nitrdgeno total. Como no se sabia en gué grado
ge hidrelizaba la lectina y por tanto cual era su aportacion para
el cambie de pH, ese determind la variacidn de pH  proporcionada
por las tres diferentes cantlidades de caseina mola, para detectar
sl habia un efecto debido a la concentracidn. No #se encontraron
diferencias significativas (prueba de hipdtesis para medias con
e = 0,08), entre valores de la digestibilidad de caseina en
cantidad menor a 72 mg y el de 90.68% encontrado cuando este
sustrate es 72 mg (Tabla 3.1}, Este hecho es explicable
considerando que el método estima la diQEhLihi]1dad en  funclén
del cambio en pH, el cual se da debido a los diferentes pX's de
los aminodcldos liberados y como se trata del misme sustraro
(caseina) i la proporcidn entre aminocdcidos, dcldes y bdsicos serd
La misma, Independientemente de la cantlidad de sustrato
utilizade,

La actividad bioldgica de la lectina de A, oruentus es
mejor preservada en buffer de acetatos (Capfitulo 1), por esto al

afiadir la lectina al sustrato se agregaron tamblén pequefas
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cantidades de lones acetato; asl, se trabajaron tres controles
conteniende las tres cantidades de caseina utilizadazs en el
experimento oon lag goncentraciones nolares de acetato
correspondientes. Al  comparar cada promedio de digestibilidad
estimada, cuando estdn presentes los acetatos, con la media de
digestibilidad para caseina sola, g2 encuentra gue  gon
slgnificativamente diferentes ( @= 0.,05); indicando con esto,
la interferencia de los acetatos en el cambio de pH dado por los
aminodcidos liberados (Tabla 3.1). De nueve, la explicacién estd
en que el estimador de la digestibilidad es el pH y este puede
ser afectado por diversos tipos de iones presentes en el
sustrato. Este problema tamblén se puede dar al probar por el
método de Batterlee et al (AOAC, 1984) proteinas provenlentes de
diversas fuentes conteniendo diferentes iones con capacidad de
buffer, en forma nativa.

En  resumen, del andlisis de resultados de la Tabla 3.1,
se puede inferir gue la lectina de A, cruentus no afecté la
digestibilidad in wvitro de la caselna con las enzimas
proteoliticas prﬁvenimntmm del pancreas y que actian a nivel del

Intestino delgado.
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TABLA 3,1, Digestibilidad in Viirm de caseina en presencia de

lectina de A. cruentus.’

CASETNA ACETATOS CONC, DE pH DIGESTIBELIDADY
(o) (m Moles) LECTINA (%) FINAL (%)
72,00 0,00 0.0 6.39 90.68%2
71,88 0.00 0.0 ETAE 95, 4§
© 71,38 0.00 0.0 6.41 90,2239
65,75 0.00 0,0 | 6.39 90,684
T1.68 0.03 0.0 6.45 B9, 330
71.38 0.18 0.0 6.47 gs.88"
65.75 1.79 0.0 6.82 - 80.oad
71.88 0.03 0.1 ) 6.42 90.00b
71.38 0.18 1.0 6.45 89.23%
65,75 1.79 10.0 6.77 gz2.114

1
© Premedio de den sbplicas por debesminacion,
Rnirtﬁl'onhrm lotrae indicon Alferencias sipnifioativan (w0, 05) won wen p):uabn du hiphtesdn o tzovhs de "L,

Es intmrmwantm congstatar gque la tripsina, la
guimotripsina, la peptidasa y la proteasza con las gue se realizd
la protedlisis, no tilenen ningin efecto sobre la lectina de
amaranto puesto gque es pmgibla detectar la actividad aglutinante
completa al final del experimento de digestibilidad, Ademas de
la actividad aglutinante, en la Fig. 3.1 pueden observarse las
bandas de precipitacién formadas por los productos de digestién
¢que contenian inicialmente 0.1% (A), 1% (B) y 10% (¢) de lectina
de amarante en relacidn a la caseina presente, contra los
anticuerpos antiamaranto: indicando que la lectina conservé 1a

actividad immunoldgica después del tratamiento enzimitico,
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Fig, 8.1 Tommedifusidn deobls de los hideelivsdes de easeinn conteniends 10T (A), 3% (B) ¥ 0,1 (0}
de Lauhina, contire los anbicusrpon sphisuerante (b,
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Al  analizar una electroforesis preliminar de caseina
ANRC, me encontro gue este producto ademds de estar parcialmente
hidrolizado, presenta handas correspondientes a pesos moleculares
mayoreg que los de las caseinas de leche, que pueden ser
agregades de éstas, o restos de otro tipo de proteinas que forman
parte de la leche, Por tal motivo se modeld la digestibilidad
para analizar por electroforesis, con una proteina purificada; la
albhimina de suero bovino. Be cambld tamblén la técnica de
digestion debido a que se gqueria conocer el efecto de la pepsina
que empleza la digestidn de proteinas a nivel estdmage y la

técnica anterior no la considera.
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La Flg. 3.2 muestra las bandas correspondientes a las
mezolas  de albumina y pepsina (b), albimina, lectina y pepsina
{¢), pepsina sola (d) y lectina 4 pepsina (e), después de 3h de
digestidén a 37"C. Aungue hay bandas que indican hidrdliszis de la
.‘albﬁmina en (b y c) no se observa diferencia entre la mezcla que
"cdntianm lectina () ¥y la que no la contiene (b): tampoco re
vieron diferencias en degradacidn de albumina entre los tienmposn
1:30 h, 3:00 h ¥y 4:30 h (no se muestra el gel). Se sabe que la
digestién de proteinas en el estdémago es parcial, aungue Thompson
et al (1986) al cuantificar grupos amino liberados a las 3 h de
una digestidén de albimina con pepsina encontraron un incremento
del 38% con respecto a la cantidad inicial; a pesar de que la
téenica de electroforesis no es para cuantificar, una proporcidén
de hidrélisis del 38% es lo suficientemente grande para que se
cherve en electroforesis. Como dichos autores utilizaron wuna
téenlca colorimétrica solo con fines comparativos posiblemente
haya habido interferencias gue incrementaran la intenszidad de 1la
coloracion, ocasionando valores altos. Aparentemente de acuerdo
a los resultados de este andlisis la albuimina se hidroliza muy
poco con pepsina;  aungue completamente con la acceldn secuencilada
de pepsina y pancreatina, ya gue desaparece en la electroforesis,
al final del experimento; asi se puede probar gue su hidrélisis
no se ve afectada por la lectina. En el experimento de Thompsoen
et al antes mencionado hubo una peguefa depresion en la velocidad
de digestion de la albimina por pepsina en presencia de una

lectina de frijol comin., En esto dltimo si se puede coincidir ya
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qua una  diferencia asi (5%) no seria ohsarvable en
electroforesis,

Por otro lade, para analizar el efecto de las enzimas

Nb

sobre la lectina, en funpcidn de lo gue muestra la Flg., 3.2,
(lineas d y e), hay problemas de interpretacidén debhido a gue la
pepeina y la lectina tienen practicamente el mismo peso molecular
(33 KD} y no se puede discernir una de otra, la unlca observacidn
poslible es la falta de bandas de bajo pezo molecular en la linea
correspondiente a la lectina, Indicando la ausenclia de productos
de degradacion, Esta ultima observacldn esta apoyada por la
determinacion de la actividad aglutinante: tante a las tres como
a las seis horas de iniciado el experimento, la actividad

bicldégica de la lectina se conserva.
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Fig, 3.2 Patydm  slectraferdtics do log peoductop de la digestidn con pepeina  a) eatanday de  penos
molacuwlorwn, B) elblmina ¥ pepsina, 6)  alkGmina, lectine ¥ pepnina, Jd) popsina  saln ¥
) levtina ¥ pepsing,
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En conclusion, la lectina de A, gruentus no afecta la
proteclisis de lag proteinas dietarias y ademds lag enzimas
proteoliticas del tracto gastrointestinal no tlenen efecto
gobre la lectina mezclada con otras proteinas en una proporcion
maxima del 10%; ys gue la lectina se mantiene activa bajo
tratamiento proteolitico por intervalos largos (6 h), bajo
condiclones de pH y temperatura similares a los fisiolégicos;
haciendo factible una interaccidén como la gque se modeld in
vitro (Capitulo 2) consistente en el enlace Qe la lectina a
clertos  tipos celulares que contienen las  estrucutras

glicoconjugadas en la mucosa gastrointestinal.



CAPITULO 4.

EFECTO DE LA INGESTION DE LA LECTINA DE  Amaranthus

DE LA MUCOSA GABTROINTESTINAL DE RATAS.

Intreduccidn

El patrdén de aminodcidos de una proteina es el factor mas
importante de su calidad, mientras que la blodiamponibilidad de
estos aminodcidos constituye la segunda varlable en importancia.
Para medir biodisponibilidad se utilizan los métodos de balance
de nitrogeno clasicos (Kies, 1981). En los ensayos basados en el
balance de nitrdégeno, se determinan la ingesta v la excresion de
nitrégeno en ratas alimentadas con la proteina de prueba o una
dieta libre de proteina, para ssi calcular indlirectamente 1#
retencidn de nitrdégeno, Estos ensayos, conllevan determinacién
de nitrégeno urinario, urinario endégeno, nitrdgeno fecal y fecal
del metabollsno; de forma tal, que es poelble calcular
digestibilidad aparente (DA), digestibilidad verdadera {(pv),
utilizacion neta de proteina (NPU) y valor biolégico (BV)
(Pellett y Young, 1980). La digestibilidad es la relacidn entre
nitrogeno absorbido y nitrdgenc ingeride, en la priéctica. la
digestibilidad verdadera es mayor que la aparente, debido a que
en la primera el valor de nitrégeno fecal se ve dizminuide al
restarle el nitrogeno fecal metabdlico (Hopking, 1981), El NPU
se estima con la relacidn entre nitrégeno retenide y nitrdgeno
ingeridey y el valor bioldgico es nitrégenc retenido entre
nitrégeno absiorbido (Pellett y Young, 1980). En algunos casos,

46
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el nitrogeno urinario pusde ser usado como un indicador indirecto
de la calldad proteica, ya que la excresion de nitrdégeno en orina
varia en forma proporcional con la ingesta de proteinas ¥y se ha
comprobade  que el NPU correlaclona inversamente con nitrégeno
urinario total y de urea en orina (Jansen, 1981).

Algunos de los factores antifisolégicos gque acompafan a
las proteinas dietarias de origen vegetal, provocan problemas en
los métodos basados en la retencidn de nitrégeno; por un lado,
log inhibidores de protmaﬁmm‘mmtimulmn la secreslidn de Jugo
pancreatico (Jaffé, 1980), por otro, las lectinas que se enlazan
al borde de cepillo intestinal, 1lo desorganizan dando como
repultado un  recambic acelerado de células absortivas que
rontribuye apreciablemente a la pérdida de nitrdgeno enddgeno
(Pusztad, 1985); deblido a este problema la dieta libre de
proteina ne pse puede utilizar para calcular digestibilidad ni
valor bioldgice verdaderos (Oliveira et al, 1986).

A nivel microscépice, se han observado algunos fendmenos
que explican la perdida exesiva de nitrdgeno enddgeno, cuando se
ha alimentado a animales experimentales con dietag conteniendo
lectinas; Jindal y colaboradores (1984), observaron un nuimero
incrementade de  pélulas caliciformes y atrofia de las
vellosidades en el duodeno de ratas alimentadas con soya; en la
estructura mas fina, Rosei et al (1984) y Pussztal et al (1979),
ohservaron gue las microvellosidades de las células absortivas
del yeyuno de ratas, eran mas escasas, cortas e irregulares,

cuando sus dietas contenian lectina de frijol comin.
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Los objetivos planteados en eszta dltima parte del estudio
fueron: determinar el efecto de la ingestidn de lectina de A,
cruentus, sobre el tracte gastrolntestinal de la rata, a nivel
macrogeopice con  la estimacion de NPU, ¥y observar el efecto
causado por la lectina en la mucesa gastrointestinal, <on un
andlisis microscoplico en cortegs de tejide teAldos con HE

(Capitulo 2) extraldos al término de la dieta,

Materiales y Métodos

5a utilizaron 14. ratag macho Bprague Dawley de
aproximadamente 200 g de peso, las cuales fueron enjauladas
individualmente en jaulas metabhdlicas (NALGENE) en un biloterio a
26 ¢ con luz reguiada automaticamente para 12 h de luz alternadas
con 12 h de oscurldad. Fueron allimentados ad libitum con dieta
atock (LAB-BLOX de Wayne) antes de iniciar el experimento, La
composicion de la dleta basal se hizo de acuerde al AOAC (1984),

para lograr dietas equicaldricas conteniendo 10% de proteina

{(Tabla 4.1).

Balance de nitrogeno

Lag ratas fueron divididas al azar en tres grupos de 5, B
y 4 animales cada uno, al primer grupo se le did la dieta basal y
agua ad libitum, al segunde la dieta experimental cuya composi-

cién fue la de la basal mag 0.17% de la lectina de Amaranthus

cruentug (que corresponde a la proporcion de la lectina contenida
en una dieta formulada al 10% de proteina, a partir de la semilla

cruda de amaranto) y al WGltimo una dieta libre de N ¥y agua
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ad  libitum, durante 6 dias; se colectaron diariamente orina,
heces y restos de las dietas, A la orina se le afadld HCL 2N
hasta bajar el pH a 3 y se almacend a 0°C. Las heces fueron
secadag en estufa a 2110° ¢ y almacenadas en refrigeracidén a 4° c.
Al wséptimo dila, las ratas fueron anestesiadas con eter y
gacrificadas por corte de la yugular; se extrajeron estdmago e
intestine delgado, se tomaron secclones histoldgicas de estdmago,
duodeno, yeyuno e Ileon v fueron fijadas en formalina al 4%,

'

Tabla 4.1 Composicién de la dieta basal para evaluacidn
in vive de formulacicnes experimentales.

Ingredientes %
Acelte de maiz , 8.0
Premezcla de vitaminag’ ‘ 1.0
Premezcla de minerales” 5.0
Celulosa L 1.0
Agua | 5.0

Caseina ANRC para hacer 10% de la dieta, almiddén y sacarosa en
partes iguales para hacer 100%

Ly pramesola de vitemines provoes gfhg de dioeta; foido aschrbioe B, A%, Botins D, 0GR,  pahtotenato
de onleio 0,03, oeline 0.003, &cide £6lice 0,0000, inenitol 008, mpnddonn D02, niacina ©,04,
FANA 0,05, piridexine 0,01, riboflavine 0.01, tiemicina .01, wilomins A 8000 IV, vitemina B
120,01 me, vitmnins D OMOOD I ¥ wit B 251U,

;:Lu premyzele do minsrales proves  g/RE de diete: AL D,0005,  Ga 11,0885, CL A VWA, Cu 0,01735,
10,0080, e D3R5, En O, 0637, My O,381R, Mo 0.0085, P 2, 530%, K 5.0020, Ha 3.3000 y 6 03182,



Deteccidn de la lectina en heces,

Una rata de la dieta experimental y otya de la dieta
basal, fueron utilizadas para detecclon de la lectlna en heoces,
éstas  fueron colectadas diarlamente y homogenizadas con  2:5
partes (p/v) de solucidn salina al 0.9%, después de 6 hrs a 4°C,
ge Tiltraron en papel de fibra de vidrio y 1los extractos
obtenidos fueron ensayados para actividad aglutinante con
- aritrocitos tratados con glutaraldehide e Inmunodifusidn doble

contra el antisuere anti-lectina,

Procedimientos analiticos
Se determiné nitrdgenc total en Lecss, orina y dietas powx

el método de Kjeldahl (ADAC, 1984), para oo’ wular NPU.

Andlisis histolégico

Se prepararen secclones de tejido de estdmago, duodeno,
veyuno e {leon de las ratas sacrificadas después de terminado el
bicensayo, para tincidén con hematoxilina-eocsina (HE), en la forma

que se describe antes en el Capitulo 2.

Andlisis estadistico
Se probd homogeneidad de varlanza antes de la seleccidn
‘de los procedimientos paramétricos o no paramétricos, prueba t de

student o de Mann~Whitney (Zar, 1974).
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Resultados y Discusicn

Balance de nitrdgeno

La Tabla 4.1 corresponde al balance de nitrdgeno vy
valores de NPU de las ratas alimentadas con caseina sola y con
caseina conteniendo 0.17% de lectina de A, cruentus., No  hubo
diferencias significativag (p»0.05) en conzumo de proteina entre
una dieta y otra, asi el método utilizado refleid solamente el
efecto sobre la calidad de la proteina. Ho ‘sa encontraron
diferencias significativas (p>0.05) en los valores de NPU entre

una y otra dieta.

TABLA 4. % Balaowe o wibpbgeno y  valoken de BPU de xalen Bprogue  Pawley
nlimentadas gon doneina sola ¥y eon caneina contepdendo U157 de  lectipn
do . sruentup. 8

Fusnta de H-Inperilda H-Faoual H-Urinavio  Balance da RPU
proteina {ingh } %) {mg) ndtebpene (g} (X}

torefna (URC) 20993+ 66,10 pan. oase.s Y r07. 54 6600 130700 el 22,284 5P

‘ )
CaswinedLocting au;n.ulmau.at’ zna.niau.11 ?ﬂl.ﬂizﬂﬂ.ﬂb 1059, 51127 s?,sx?.uh

H!.".m‘:mm.‘lm da 4 rabtas 4 depvincidn asthnday,

-

}Nﬂ by diferendias sipndfienkives (p@0,05) son wna prusha t

Analisis histoldgico

Al comparar mucosa de estdmago, duodeno, yeyuno e fleon
de ratas cuyas dietas contenian la lectina de A, cruentus, con
el control; se encontrd que no hubo diferenclas morfolégicas en
la mucosa de estomage e fleon, mientras gue el duodenc y yeyuno

de las ratas alimentadas con lectina, mostraron anormalidades
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morfologlecas come el desarrollo de ensanchamiento en los lados de
las vellosidades, disminucion de altura y un Incremento excesivo
de la exfollacldén celular en la punta de lag mismasg, como se
observa al comparar las vellosldades de las secciones de yeyuno
de ratas alimentadas con la dleta control (Fig. 4.la) con lasg de
la dieta conteniendo la lectina (Fig., 4.1b). Se han observado

camnbios morfoldgiceos simlilares al allmentar ratas con una dieta

conteniendo lectina de Psophocarpus tetragonolebus (Higuchl et
al, 1984), vy en ratas alimentadas con lectina de soya (Jindal y
colaboradores, 1%84) asi mismo, esntas alteraciones citotdxicas
Tueron detectadas por Loreng-Meyer et al (1985) al incubar yeyuno
de ratas in vive con las lectinas de germen de trigo y Canavalia

ensiformis, guienes comentan la similitud entre estos cambios

norfoldgicos vy los ocasionados por la enfermedad celiaca,

P AT
iy X,

oty

0.1n Mopfologfs normal de lan vellealdades (HE, 50 4w) 4 b Anoemalldmdes morfoldpicas deepuls de
Lo dlate oon deotdina (WK, S0 4x)

Figurn 4.1 Hicrefotografias de secciones Lrsnavazsslen del yeyung ds rabes slimwnbadas gen le diets
ornbeel o con Lo dleta sontendande Lo leovdon de A, opuupbus,
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Detecclon de la lectina en heces.

. La Fig. 4.2 muestra antigenicidad detectada en las heces
de las ratas gue ingirieron la dieta con lectina, estas lincas de
precipitacion entre A, B, €, By F (extractos de heces dias 2-6)
contra Ak (antisuero), se fuslonan completamente con la formada
per  la  lectina purificada (D). indicando  la identidad

Inmunoldgica de cada antigeno. 5@ ha detectado la presencia en

heces de las lectinas de Canavalia ensiformis (Nakata y Kimura,

1985) por electroforesls en BDS y de Pzophocarpus tetragonolobus

(Hlguchi et al, 1984) por el método de doble inmunodifusidn aqui
utilizado,

Figure 4.2 Tnounpdifueidn debls do les extraotos de howes de vata con dieta conteniende ls lLeotina de
A prpentur conbrae el antisurro antiasmarsnts,  El anhisusre (Ab) oontpa A, B, ©, ¥ v ¥,
sxtractos de log hecon de loa diea 296 y an D Lo Lootina perdflcoda.



Para explicar los resultadoz aparentemente contradic-
torios entre un balance eguilibrade de nitrdgeno (NPU) vy  las
ancrmnlldades morfoldgicas encontradas en la mucosa del intestine
delgado; es convenlente referirse a un estudieo realizado por
Jindal y colaboradores (1984), gue alimentaron ratas con una
dieta conteniendo lectina de soya y encontraron anormalidades
morfologicas a nivel de mucosa intestinal, aungque no se afectaron
cuantitativamente la digestibhilldad v la absmraiénqde nitrégeno.
Estos autores midieron ademds la actividad de disacaridasas vy
proteasas ligadas a membrana celular en el epitelioc intestinal de
las ratag alimentadas con la lectina, vy encontraron la actividad
engimdtica deprimida con respecto al control. ILa posible
explicacion de estos hechos, dicen, es gue un incremento en el
tiempo de digestiodn y absorciodn pueda estar compensado por la
disminucién en la actividad enzimiatica y asi la blodisponibilidad
de los nutrientes permanece sin camblo, ocasionando que los
efectos no sean okservables a nivel macroscdpico.

En esta uUltima parte del estudio se ha probade que 1la
lectina de A, cruentus es resistente a las condiciones de pH,
temperatura y protedlisis en el tracte intestinal produciendo
anormalidades morfoldgicas en la mucosa del intestino; aunque

este problema no se reflejd en la utilizacidn de proteina (NpU),



CONCLUSTONES

La lectina de Amaranthus cruentus es especifica para N-

acetilgalactosamina y reconoce a este monosacirido en estructuras
carbohldrato complejas como la de la fetuina. La lectina
duodeno y yeyuno. Esta interaccidn se debe a gque las células
contienen glicoconjugador receptores especificos en su  membrana .
axterna.

La lectina de A, cruentus no pierde actividad por
variaciones de pH, aungue presenta mayor actividad aglutinante a
pH'e extremos; asi wmizmo, es  reslistente a  la digestion
proteolitica con las enzimas gastrointestinales in vitro por

......

largos periodos, La estabilidad de la lectina in j@gg, fue
confirmada con la deteccidén de actividad bioldgica en las heces
de las ratas gue fueron alimentadas con una dieta conteniendo 1la
lectina.

La lectina de A, cruentug al interaccionar con las

...... s

celulas epiteliales de la mucosa gastrointestinal §
proveco cambios morfoldgicos en la estructura de las vellosidades
de duodeno y yeyuno, asl como pérdida excesiva de células del
eplitelio superficial. Ho se observaron camblos morfoldgicos en
la mucosa gastrica, aungue no se excluye la posibilidad de alguna
transformacién no observable en el microscopio dptico; ya due
tanto las células parietales del estémago como lag del epitelio
superficial del Intestino contienen un glicoconjugado receptor
comin para la lectina en estudio.

55
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No wse encontraron diferencias significativas entre , los
va.].érﬂm de NPU de las rateas allmentadas con la dieta contenlendo
lectina y las de la dieta control. Una posible expllcacldén es
gue el efecto de la lectina zeobre la utilizacldn de proteina, =me
obgerve solo en un tiempo mas largo que los sels dias que durd el
experimento, o cuando la relacidn ente la cantidad de lectina
ingerida y el peso de las ratas sea mayor; como se vid en el

estudio anterlor con Amaranthus hypochondriacus, con ratas mas

peguenas  alimentadas durante veintioche dias ‘ﬂmn la dieta

De este trabajo =se puede inferir la inmportancia del
manejo de diversas técnicas de bloquimiea, inmunolegia e
histologia qgue unldas a un biloensayo pueden explicar la forma en
que se da un efecto fisiloldgico negativo, como reduccidn de peso,
palance negatlive de nitrégeno o baja digestibilidad de un
alimento dado, Con el manajo de dichas técnlcas se puede incluso
detectar lo gue no se okservaria por medio de NPU o PER, en un
periodo de tlempo corto (5 ¢ 6 dlas) y con niveles tan bajos del
factor antifisioldgleco como los gue se usaron en el preaentm‘
estudio.

Para cque la informacion sobre el mecanismo de accidn de
la lectina de amaranto en la utilizacidn de las proteinag fuera
mas concluyente; seria necesarie realirzar estudios mas finos
encaminados a la bisgueda del receptor glicoconjugado para la
lectina, por electroforesis seguida de “blotting", el cual

también se podria utilizar en el andlisis y diferenciacidn de
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fragmentos provenlentes de la lectina, de las proteasas o del
sustrato proteico mlsmo, después de una digestidén in vitro.

Otro aspecto en el que se puede profundizar, es el
estudlieo histoldgice de mucosa gastrointestinal al final del
bioensayo, con técnicas de microscopila electrdnica, para detectar
cambios mas leves en la morfologia de las estructuras celulares

expuestas a la lectina,
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