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|. RESUMEN
En la semilla del amaranto y en el frijol tépari blanco existe un alto contenido de
proteinas, minerales, vitaminas del grupo B, vitamina C y acido félico; ademas de
que ambos contienen compuestos antifisiolégicos, como lectinas, inhibidores
enzimaticos, saponina, taninos y compuestos cianogénicos, los cuales pueden
interferir en la absorcion de nutrientes ocasionando dafio en mucosa intestinal,
también puede afectar la digestibilidad de proteinas y carbohidratos, lo que
provoca dafios en la salud de seres humanos y de animales, estudios de la
valoracion la toxicidad del frijol tépari blanco han demostrado que compuestos de
tipo proteico como las lectinas, al ser aisladas y purificadas fueron
moderadamente toxicos sobre ratones macho de la cepa CD1*, con respecto al
amaranto no se han reportado ningun tipo de estudio acerca de la evaluacion de la
toxicidad de compuestos de caracter proteico. Hasta el momento no se han
publicado estudios de la evaluacion de la genotoxicidad in vivo de extractos
proteicos de amaranto vy frijol tépari blanco; por lo tanto, en el presente trabajo se
evalué la genotoxicidad de extractos proteicos de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) y frijol tépari blanco (Phaseolus acutifolius) por medio de la
prueba de microndcleos in vivo. Se procedié a la obtencion de extractos proteicos
y a la determinacion de proteinas solubles de las de semillas con el método de
Lowry, la determinacion de la presencia de lectinas mediante la técnica de
diluciones seriadas por el método de Jaffé, posteriormente, se procedi6 a la
obtencion del la dosis letal media (DLso) por el método de Lorke, la evaluacion
mutagénica mediante un ensayo agudo con la técnica de micronucleos in vivo
ambos casos en ratones machos CD1*. La concentracion de proteinas solubles
fue de 1.51 mg/mL y 3.87 mg/mL del amaranto y del frijol respectivamente, se
obtuvo una hemaglutinacion positiva utilizando eritrocitos humanos tipo A y una
actividad especifica de 6759.79 TA/mg de los extractos de amaranto y 3339.25
TA/mL de los extractos proteicos de frijol tépari blanco. Para el extracto proteico
de amaranto la DLso fue de 1264.9 mg/Kg via i.p., resultando ser moderadamente
toxico mientras que para el caso del extracto frijol tépari blanco no reportd
toxicidad aguda hasta con 5000 mg/Kg via i.p. El extracto proteico del frijol tépari

blanco reporto efecto genotoxico con dosis de 250, 500 y 1000 mg/Kg de peso de
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ratdn a las 48 h, se obtuvo estimulacién de la eritropoyesis a partir de las 24 h
para todas las concentraciones administradas. Se observo efecto genotoxico con
los extractos proteicos de la harina del amaranto de Mixquiahuala (AMIX 1l) a una
concentracion de 250mg/Kg a partir de 48 hasta a las 96 h; la estimulacion de la
eritropoyesis se presentd desde las 24 h hasta las 96 h en todas las
concentraciones administradas. Dichos resultados sugieren la necesidad de
confirmar su toxicidad con otros modelos y dosis e identificar a los componentes

activos de los extractos, para determinar las dosis de riesgo en humanos.
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ll. INTRODUCCION

Las leguminosas como los cereales son una fuente rica y econdémica de proteinas
carbohidratos, minerales y fibra dietética (Rehman, 2001); el frijol ocupa un lugar
importante entre el grupo de las leguminosas, que a su vez es una de las de
mayor produccion en América Latina, Africa e India (Reyes y Paredes-Lépez,
1993). La composicidén quimica del frijol coman presenta un contenido de proteina
entre el 23-33% (Sgarbieri y Galeazzi, 1990); con respecto al contenido de lipidos
se ha encontrado que varia del 1 al 3%, carbohidratos totales es de 57-67%,
minerales como tales como calcio, fésforo, magnesio, hierro y zinc, aportando el
3% de minerales a la dieta (Taggart et al., 1983). Por otra parte, en las ultimas
décadas la semilla del amaranto se ha considerado como un pseudo-cereal, ya
gue tiene propiedades similares a las de los cereales pero botanicamente no lo es
(Lehmann, 1991), tiene un alto contenido de proteinas del 16-18%, grasas
alrededor del 5-8%, carbohidratos totales 64.5%, y minerales del 2.6% entre los
que se encuentran el sodio, potasio, calcio, magnesio, zinc, hierro y niquel,
ademas vitaminas del grupo B como la tiamina, riboflavina, niacina y acido folico
(Jaffé, 1980; Martinez-Larralde, 1984).

En México, el cultivo de frijol representa toda una tradicién productiva y de
consumo, cumpliendo con diversas funciones de caracter alimentario y
socioeconémico que le ha permitido trascender hasta la actualidad, su consumo
es generalizado en todos los estratos sociales, por lo que la importancia de este
grano en la dieta del pais sigue siendo fundamental. Para el caso del amaranto, su
consumo junto con el maiz y el frijol fue uno de los principales productos para la
alimentacion de las culturas precolombinas de América; con la llegada de los
espafioles a América y durante la conquista, hoy en dia se ha ampliado su
mercado de consumo humano y en paises industrializados como Estados Unidos,
Japon, Alemania, el amaranto ha sido considerado por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) y la NASA como uno de los alimentos recomendados para el
futuro (Salgado, 2006).

-12 -



Se ha demostrado que en la composicion quimica de los cereales y
leguminosas presentan compuestos que pueden ser dafiinos para la salud del
hombre; asi mismo el amaranto, como el frijol, contienen compuestos
antinutricionales como: taninos, lectinas, inhibidores de tripsina y acido fitico, entre
otros, que causan efectos antifisiologicos a quien lo consume; es decir, pueden
inhibir algunas enzimas, dafar la mucosa intestinal o modificar la absorcion de
nutrientes (Alfaro, 1998; Figueroa, 1984), pueden afectar la digestibilidad de
proteinas y carbohidratos en los seres humanos y animales (Huissman, 1992).

Una de las preocupaciones del hombre es el consumir alimentos que tenga
gran valor nutricional y de alta inocuidad (que no cause ningun tipo de dafio al
consumirlo); la salud de la poblacion humana se ha visto comprometida por la
exposicidn a agentes genotoxicos ya sean sintéticos o naturales que pueden ser
consumidos en los alimentos y para saber si causan algun dafio que involucre al
material genético; se dispone actualmente de pruebas con las que se puede
determinar detectar compuestos genotdxicos o determinar al grado de dafio
genético, estas pruebas pueden ser in vitro o in vivo; tales como, cariotipo, sintesis
no programada de ADN, Prueba de Ames, Intercambio de Cromatidas Hermanas
(ICH), Electroforesis de Células Unitarias (Ensayo Cometa), Prueba de

Micronucleos, por mencionar algunas de las mas importantes.
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[ll. ANTECEDENTES

3.1. LEGUMINOSAS

Entendemos por leguminosas a todos los granos secos que vienen de vainas,
como lo son: el frijol, haba, lenteja, soya y garbanzos y son un conjunto de
especies que forman parte de la familia de las Leguminosas (Leguminoseae). Los
granos de las leguminosas contienen, hidratos de carbono solubles, variables
entre el 50% y el 70%, bajo contenido en grasas (1-2%), alto porcentaje de
proteinas, en general superior al 20%, fibras que varian en torno al 8% vy
sustancias minerales, proximas al 3%, destacando su alto contenido en calcio y
hierro (FAO/OMS/ONU. 1985), también contienen ciertos componentes que
dificultan la digestibilidad y causan trastornos que limitan su consumo, siendo

muchos de ellos eliminados por la coccion (Antunes y Sgarbieri, 1980).

Dentro del grupo de las leguminosas se encuentra el frijol, que cuyo grano
es una fuente de alimentacién proteica de gran importancia en la dieta alimenticia
de la poblacion de bajos recursos econdmicos, este grano contiene 22% de
proteinas de alta digestibilidad, es un alimento de alto valor energético, contiene
alrededor de 70% de carbohidratos totales y ademdas aporta cantidades
importantes de minerales (Ca, Mg, Fe), Vitaminas A, B 1-Tiamina, B2-Riboflavina,
C-acido ascorbico, el frijol también es importante, porque tiene la cualidad de
realizar la actividad simbidtica con bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico y

asi contribuye a mejorar la fertilidad de los suelos (Azevedo, et al., 2003).

3.1.1. Frijol

Fue uno de los primeros granos cultivados en el mundo, la mayoria de las
variedades actuales, tienen como origen Africa, Asia, y Medio Oriente;
presuntamente, fue introducido en Ameérica por las tribus nomadas que cruzaron el
estrecho Bering hasta Alaska; hay evidencia que en México, en el siglo décimo los
aztecas usaron el frijol como un grano basico, y que los Incas lo introdujeron a
Suramérica (FAO. 1990).
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Su presencia a lo largo de la historia de México, lo ha convertido no sélo en
un alimento tradicional, sino también en un elemento de identificacion cultural,
comparable con otros productos como el maiz y el chile, que son béasicos para
explicar la dieta alimentaria de ayer, hoy y muy probablemente del futuro. Se
considera que en total existen alrededor de 150 especies de esta leguminosa,
aungue en México estas descienden a 50, destacando las cuatro especies que el
hombre ha domesticado, como son el Phaseolus vulgaris L. (frijol comun),
Phaseolus coccineus L. (frijol ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol comba) y
Phaseolus acutifolius (frijol tépari), en nuestro pais son las especies mas
importantes en cuanto a superficie sembrada y produccion son las dos primeras
(FAO, 1992).

3.1.1.1. Composicién Quimica del Frijol Tépari Blanco (Phaseolus acutifolius)

Se comenzo6 a cultivar en México hace mas de 500 afios, desde entonces, las
variedades silvestres y las domesticadas se encuentran en muchos lugares de
Norteamérica, principalmente al sur, y en México, asimismo se ha indicado que el
area de origen esta entre México y Guatemala. Los frijoles tépari contienen
cantidades similares de proteina a las de otras leguminosas, la calidad biolégica
de su proteina es superior a la del frijol comun, especialmente la variedad blanca.
Se ha indicado que tiene potencial como donador de genes para obtener mejores
variedades de frijol desde el punto de vista culinario y nutricional, su alto contenido
de lisina los hace excelente fuente suplementaria a los cereales, sin embargo,
como en el caso de otras leguminosas, la proteina es deficiente en metionina
(Gonzalez de Mejia, 1988.).

En la tabla 1 se muestra la composicién quimica del frijol por cada 100g,

donde se puede notar una considerable diferencia entre la cantidad de proteina de

la especie Phaseolus vulgaris y Phaseolus acutifolius (Taggart, et al., 1983).
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Tabla 1 Composicion quimica del frijol en 100g

Tipo de Proteina | Niacina | Grasa | CHO’s | Calcio | Hierro | Tiamina | Riboflavina
Leguminosas (9 (mg) (9 (@) (@ | (mg) (mg) (mg)
Frijol Negro 21.8 25 14 60.66 4.7 0.63 0.17 1.8
(Phaseolus
vulgaris)

Frijol Blanco 22.5 2.7 11 64.7 4.6 0.6 0.15 1.8
(Phaseolus
acutifolius)

Fuente: (Taggart, et al., 1983)

En el frijol tépari, la testa y el cotiledon representan el 8 y 92% de la
composicion principal de la semilla, respectivamente. La testa esta formada por
lipidos, proteinas, minerales, pectina, celulosa, hemicelulosa, y diferentes
cantidades de compuestos polifendlicos. El cotiledon representa la mayor parte de
la semilla, altamente organizada y las células que lo componen contiene grandes
cantidades de granulos de almidon los cuales se encuentran atrapados entre una

matriz de cuerpos proteicos (Valadez-Vega, 1993).

Contiene de 7- 67% de carbohidratos totales en los que se encuentran
rafinosa, estaquiosa y verbascosa, los cuales son encontrados de igual forma en
la variedad blanca y son causantes de la flatulencia (se ha observado que los
niveles de dichos compuestos en el frijol tépari silvestre es menor que en el de
aquellas variedades domesticadas), contiene minerales tales como el calcio,
fésforo, magnesio, manganeso, hierro y zinc que aporta el 8.7% a la dieta
humana, en forma semejante que el frijol comun. El contenido de lipidos en el frijol
varia del 1-3% lo cual dependera de la especie, origen, localizacién, clima,
estacion del afio y tipo de suelo; en cuanto a su contenido proteico contiene el
22.2% aproximadamente. En 1978 Waines encontré que para las lineas de frijol
tépari silvestre el contenido de proteina era del 22.1% mientras que para el

domesticado fue de 20.4% el cual es superior al de algunas variedades de frijol
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comun donde dicho contenido es de 17%. La mayor parte de las proteinas del frijol
tépari son globulinas (55-80%) y albuminas (10-20%) y cantidades menores de

glutelinas (10%) y prolaminas (3%) (Valadez-Vega, 1993).

3.2. CEREALES

Pertenecen a un grupo de plantas de la familia de las gramineas Gramineae o
Poaceae (Verissimo, 1999), el cultivo de cualquier cereal es relativamente sencillo
y de bajo costo, es por ello, que todas las civilizaciones que han habitado el
planeta han tomado a los cereales como fuente de vitaminas, minerales,
proteinas, y otros nutrientes (FAO/OMS/ONU, 1985), en la tabla 2 se puede
observar el contenido de algunos de los nutrientes presentes en los cereales de

mayor consumo a nivel mundial (OMS).

En las Ultimas décadas se ha considerado el Amaranto como un
pseudocereal ya que tiene propiedades similares a los cereales pero
botanicamente no lo es, aunque todo el mundo lo ubica dentro de este grupo; a
través del tiempo las variedades han sido utilizadas en forma ornamental, como

vegetales comestibles y como cereal (Lehmann, 1991).

3.2.1. Amaranto

Es una planta que pertenece a la familia de los amaranthacea y al género
Amarhantus, su nombre cientifico es Amaranthus Spp, la familia Amaranthaceae
reune cerca de 60 géneros y mas de 800 especies cuyas caracteristicas cambian
notablemente, dependiendo del ambiente en el que crecen, lo que dificulta la
identificacion de la planta. Existen tres especies de amaranto que producen

semilla y que a su vez son las mas comercializadas por el hombre (AMA, 2006):
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TABLA 2 Composicion quimica de los principales cereales consumidos en el

mundo.
NUTRIMENTO | AVENA | TRIGO | MAiz ARROZ CEBADA | CENTENO
SILVESTRE
Energia (Kcal.) 389 329 365 370 354 335
Proteina () 16.09 15.4 9.4 7.9 12.5 14.8
Lipidos (Q) 6.9 1.9 4.7 2.9 2.3 2.5
Grasa saturada 1.22 0.31 0.67 0.58 0.49 0.29
(9)
Grasa 2.18 0.30 1.25 1.06 0.30 0.30
monoinsaturada
(9)
Grasa 2.54 0.76 2.16 1.04 1.11 1.11
polinsaturada
(9)
Carbohidratos 66 68 74 77 73 70
(9)
Calcio (mg) 54 25 7 23 33 33
Hierro (mq) 472 3.62 71 1.47 3.6 2.7
Sodio (mg) 2 2 35 7 12 6
Total fibra 10.3 12.8 13.5 3.5 17.3
dietética (g)
Potasio (mQ) 429 287 223 452 264
340
Magnesio (mg) 177 124 127 143 133 121
Fosforo (mg) 523 332 210 333 264 374
Zinc (mg) 3.97 2.78 2.21 2.02 2.77 3.73
Cobre (mg) 0.63 0.4 0.31 0.28 0.50 0.45
Manganeso 4.92 4.05 0.48 3.74 1.94 2.68
(mg)
Tiamina (mQ) 0.76 0.50 0.36 0.40 0.65
Riboflavina (mg) 0.14 0.11 0.20 0.09 0.29
Niacina (mg) 0.90 5.71 3.63 5.09
Ac. Pantoténico 1.35 0.94 0.42 1.49
(mg)
Vitamina B6 0.12 0.34 0.62 0.51 0.32 0.29
(mg)
Acido Fdlico 56 43 20 19
(mg)
Vitamina E (mg) 1.09 1.01 0.49 0.88 0.47 1.28

Fuente: Datos estadisticos de produccion de cereales en el mundo WHO. 2005
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* Amaranthus caudatus: se cultiva en la region de Los Andes y se
comercializa como planta de ornato, principalmente en Europa y
Norteamérica.

» Amaranthus cruentus: es originaria de México y Centroamérica, donde se
cultiva principalmente para obtener grano, también se consume como
vegetal.

« Amaranthus hypochondriacus: procedente de la parte central de México,

se cultiva para obtener grano.

En México, fue uno de los cultivos prehispanicos de mayor relevancia,
formaba parte de la dieta de los aztecas y lo nombraban "Huautli", constituia una
de sus principales fuentes de proteinas, también lo cultivaban los mayas y para los
incas era una planta sagrada a pesar de que casi desaparecid de nuestras tierras
debido a la prohibicién que hicieron de esta planta los espafioles hace méas de 500
afnos (AMA, 2006).

Actualmente se cultiva en América Central, América del Sur, Africa, Asia y
Europa, debido a su atractiva composicion quimica y elevado valor nutritivo, se
considera importante fomentar su produccion, industrializacion y utilizacion
(Puntieri y Apro, 2004) y se ha ampliado su mercado de consumo humano en
paises industrializados como Estados Unidos, Japdn, Alemania, el amaranto ha
sido considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la NASA como

uno de los alimentos recomendados para el futuro (Salgado, 2006).

3.2.1.1. Composicion Quimica del Amaranto

El contenido de proteina es elevado y algo superior al que presentan otros
cereales tal como se muestran en las tablas 3 y 4 (Nieto, 1990; USDA, 1963), el
balance de aminoacidos (Tabla 5) es similar al que presenta las proteinas de
maiz, arroz y trigo, siendo los mas limitantes la isoleucina e histidina, esto permite
gue la proteina de amaranto sea metabolizada por el ser humano con mayor
facilidad (FAO/OMS/ONU, 1985; Collazos, et al., 1975). La proteina del amaranto

se encuentra principalmente en el embrion a diferencia de otros cereales como
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maiz, arroz que se encuentra en el endospermo (Bressani, 1989), existe una
importante variacion en el contenido de proteina en diferentes especies de
amaranto que se muestra en la Tabla 6 (Bressani, 1989), contiene entre 5y 8% de
grasa (Tabla 4) (Garcia, et al., 1987) y es reconocido por ser la fuente vegetal con
mayor concentracion de escualeno (6%) (Lyon y Becker, 1987; Rayas-Duarte. y
Joeb, 1992); es una buena fuente de acidos grasos linoleico y oleico (Tabla 7)
(Casillas, 19862).

Tabla 3 Composicion quimica de la semilla de amaranto (por 100 g de parte

comestible y en base seca)

Caracteristica Contenido
Proteina (g) 12-19
Carbohidratos (q) 71.8
Lipidos (9) 6.1-8.1
Fibra () 3.5-5.0
Cenizas (Q) 3.0-3.3
Energia (Kcal) 391
Calcio (mg) 130 - 164
Fésforo (mQ) 530
Potasio (mQ) 800
Vitamina C (mg) 1.5

Fuente: Nieto, 1990.

Tabla 4 Contenido de proteina y contenido de grasa del amaranto comparado a

los principales cereales.

Cereal Proteina (g/100 g pasta Contenido de grasa (extracto
comestible) etéreo) %
Amaranto 13.6-18.0 7.2
Cebada 9.5-17 2.1
Maiz 9.4-14.2 4.4
Avena 15.0-17.3 4.4
Arroz 7.5 5.1
Centeno 9.4-14.0 2.1
Sorgo 9.5-11.0 3.4
Trigo 14.0-17.0 1.9

Fuente: USDA, 1963; Garcia et al., 1987 .
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Tabla 5 Contenido de aminoacidos de la proteina de amaranto (mg de

aminoacidos / g de proteina).

Aminoacidos Patrén de Amaranthus. Amaranthus Amaranthus.
aminoacidos® | Caudatus ® | hypochondriacus® | cruentus®

isoleucina 28 52 39 36

Leucina 66 46 57 51

Lisina 58 67 55 51

metionina + 25 35 47 40

cistina

fenilalanina 63 63 73 60

+ tirosina

Treonina 34 51 36 34

triptofano 11 11

Valina 35 45 45 42

Histidina 19 25 25 24
Fuente: a2 FAO/OMS/ONU, 1985; bCollazos et al., 1975

Tabla 6 Contenido de proteina de varias especies de amaranto (g/100 g)

Especie N° de Rango | Promedio
genotipos

Amaranthus. 36 11.1 - 13.5
Caudatus 19.4

A. 26 12,7 - 15.5
hypochondriacus 17.9

Amaranthus. 21 13.0 - 15.7
cruentus 20.6

Amaranthus. 2 13.1 - 13.7
hybridus 14.3

Fuente: Bressani, 1989.

El amaranto contiene &cido félico, que es una vitamina esencial para el

hombre, y sobre todo para las mujeres en los afios fértiles, la cual reduce hasta

75% de los defectos de cierre de tubo neural, que predisponen a espina bifida y

anencefalia postnatal, en las mujeres embarazadas es la mayor probabilidad de
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aborto natural o muerte del bebé, ademas protege contra el cancer de ovario, asi

como la depresion y las enfermedades del corazén (AMA, 2006).

Tabla 7 Composicion del aceite de la semilla de amaranto

Acido graso Contenido (g/100 g)
Acido oleico 29.3
Acido linoleico 44.0
Acido palmitico 18.4
Acido linolénico 1.3
Acido miristico 0.2
Acido miristoleico 0.1
Acido miristolénico 0.1
Acido palmitoleico 0.8
Acido palmitolénico 0.9
Acido esteérico 3.8
Acido no identificado 1.2

Fuente: Casillas, 1986a.

Las leguminosas y los cereales, tales como el frijol y el amaranto, ademas
de ser una fuente de proteinas de buena calidad, carbohidratos, vitaminas,
mineras, entre otros nutrientes, se ha observado que también presentan una gran
cantidad y variedad de compuestos antifisioldégicos, los cuales disminuyen la
calidad nutricional de estos alimentos y que pueden afectar la fisiologia normal de
los consumidores (Cruz, 2001; Valadez-Vaga, 2005).

3.3. Compuestos Antifisiologicos
El término hace referencia a aquellos compuestos presentes de manera natural en
un alimento, interfieren negativamente, en mayor o menor grado en la absorcion y

metabolismos de sustancias nutritivas (Salgado, 2006).

Las leguminosas y los cereales contienen varios factores antinutricionales o

toxicos naturales, los cuales se encuentra en tres grupos principales: Derivados de
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proteinas o aminodacidos: inhibidores de proteasas y hemaglutininas; Glucésidos:
goitrégenos y cianogénicos; factores unidos a metales y antivitaminas: Fitatos,
oxalatos (Valadez-Vega, 1993). A continuacion se describen algunos aspectos

relevantes de estos compuestos

3.3.1. Lectinas

El término lectinas fue introducido por Boyd en 1954; su interpretacion no ha sido
uniforme debido al desconocimiento acerca de las funciones fisiologicas de éstas,
existen diferentes proposiciones para definirlas, pero la mas aceptada es la
siguiente: Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune,
fijadoras de carbohidratos con capacidad para aglutinar células y precipitar
glicoconjugados, la importancia del estudio de las lectinas se debe a que estan
presentes en casi todo ser vivo, pues se han encontrado en los vegetales,
animales asi como también en microorganismos. En las plantas se han detectado
principalmente en los cotiledones y endospermos de las semillas y constituyen del
2 al 10 % del total de las proteinas de éstas (Goldstein, 1980; Frane, 1982).

Entre los efectos tdxicos de algunas fitohemaglutininas se presenta el
retraso del crecimiento, ademas de la inflamacion de la mucosa intestinal, con la
posterior destruccién del epitelio y edema, ocasionando una interferencia no
especifica con la absorcién de los nutrientes, por consiguiente un efecto drastico

en la nutricién del organismo que las ingiere (Jaffé, 1980)

En un estudios de la evaluacion de la dosis letal media (DLso) realizado con
lectinas puras de frijol tépari blanco determinaron que para ratones macho la dosis
fue de 1100mg/Kg y para ratones hembra 1120mg/Kg ambos de la cepa CD1*
(Reynoso-Camacho, et al., 2003). Valadez-Vega et al., (2005) determinaron el
poder de inhibicion celular de la lectina del frijol en células epiteliales de intestino
delgado de ratas, demostrando que a pesar de que la concentracién de lectina del
frijol tépari blanco es mas baja comparada con la actividad del frijol comun, es

mayor la actividad biolégica.
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En los cereales también se ha encontrado que la concentracion de lectinas;
tal es el caso del amaranto (Amaranthus Cruentus y Amaranthus
hypochondriacus) donde se encontr6 que la concentracion de lectinas se ve
afectada con tratamiento térmico de 70° C por 5 min (como lo pueden ser el
reventado y germinado), disminuyendo la actividad especifica en un 90% (Cruz,
2001; Salgado, 2005; Koeppe-Rupnow, 1988).

3.3.2. Inhibidores de Tripsina

Son compuestos de caracter proteico que inhiben la capacidad proteolitica de la
tripsina, enzima digestiva de gran importancia en la digestion de los monogastricos
como el hombre. Gran parte de los alimentos de origen vegetal, presentan
inhibidores de proteasas, dentro de los mas estudiados, estos compuestos han
sido aisladas de diferentes plantas o animales, entre las mas relevantes estan las
de la soya, frijol, papa y del ovomucoide de los huevos de aves (Humphries, 1980;
Kunitz, 1974; Liener, 1976).

Los inhibidores de tripsina (IT) mas estudiados son los de origen vegetal,
donde se encuentran ampliamente distribuidos; estos se pueden localizar en
diversas partes de la planta siendo la semilla el lugar de mayor concentracién,
debido a que estas proteinas son necesarias para la semilla y empleadas durante
la germinacion de la planta; en la tabla 8 (Whitaker y Feeney, 1973; Weder, 1981;
Savelkoul et al., 1992) se presentan los inhibidores de tripsina de origen vegetal

mas conocidos.

Como se ha mencionado, estos compuestos tienen la habilidad de inhibir la
actividad proteolitica de la tripsina y por lo tanto reducen la digestibilidad de las
proteinas y asi mismo la absorcion de los aminoacidos que las conforman,
ademas interfieren en la regulacién neuroendocrina del cuerpo por la liberacién de
colesistoquinina y otras hormonas peptidicas del intestino, estimulando el

crecimiento del pancreas. Estas sustancias pueden inhibir enzimas digestivas,
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danfar la mucosa intestinal o modificar los nutrientes obstaculizando de esta

manera su absorcién (Alfaro, 1988, Figueroa, 1984).

Tabla 8 Inhibidores de tripsina de origen vegetal.

Nombre cientifico Nombre comun | Parte de la planta
Araquis hypogea Cacahuate, Nuez o semilla
Avena sativa Avena Endospermo
Beta vulgaris Remolacha roja | Tubérculo
Brassica rapa Nabo Semilla

Cicer arietinum Garbanzo Semilla

Glicine max Soya Semilla

Oryza sativa Arroz Semilla
Phaseolus coccineus Frijol frances Semilla
Phaseolus lunatus Frijol lima Semilla
Phaseolus vulgaris Frijol comun Semilla

Pisum sativum Chicharo Semilla
Salomun tuberosum Papa Tubérculo
Vicia faba Haba Semilla

Zea mays Maiz Semilla

Fuente: Whitaker y Feeney, 1973; Weder, 1981; Savelkoul et al., 1992.

Valadez-Vega (2005) reporté la presencia de IT en frijol tépari blanco
observando que la concentracion era menor en comparacion con la del frijol
comun flor de mayo. Existen otras evidencias que indican que las concentraciones
de IT del frijol tépari son mayores a las reportadas en ese afio, esta diferencia
puede deberse a que el genotipo, variedades y condiciones ambientales no fueron

las mismas entre uno y otro estudio (Tinsley, et al., 1985).

La mayoria de los antecedentes de los inhibidores de tripsina son
relacionados con las leguminosas, sin embargo hay que tener presentes que estos
compuestos se encuentran en una gran variedad de alimentos, frutas, nueces,
huevo, incluyendo a los cereales como el amaranto, que se ha encontrando que la
concentracion de estos compuestos se ve afectada segun el lugar de siembra y si
la semilla lleva algun tipo de tratamiento térmico, debido a que éste reduce los

niveles de inhibidores de tripsina (Rackis, 1975),
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Cruz en el 2001 realizé un estudio donde cuantificd la concentracion de IT
presentes en Amaranthus hypochondriacus crudo y con tratamiento térmico,
germinadas y reventadas, se observaron concentraciones entre 0.51 UTI/mg y
1.01UTI/mg; para la semilla reventada y germinada no se encontré presencia de
inhibidores de tripsina, como es bien sabido los IT son compuestos termolabiles,
ademas de que en la germinacion se disminuye la concentracion de estos
compuestos. Koeppe-Rupnow en 1985, reportaron concentraciones similares vy
Paredes-LOpez, et al., en 1990 valores de 5.15 UTI/mg de muestra para la misma

especie de amaranto utilizada en el 2001.

3.3.3. Saponinas

Son glucésidos anfifilicos -anfipaticos- (que tiene un parte hidrofilica y otra parte
hidrofébica), en los cuales la parte polar la constituyen los azlcares (pentosas,
hexosas o acidos glurénicos) que se encuentran enlazados a un grupo no-polar
llamado sapogenina, la cual puede ser de tipo esteroidal o triterpendide (Kimura S,
1976).

Se encuentran ampliamente distribuidas en el reino vegetal, donde se
pueden encontrar en hojas, raices, tallos y flores. Dentro de las plantas
comestibles que contienen este tipo de compuestos, tenemos a las siguientes:
soya, alfalfa, remolacha, espinacas, esparragos, avena, garbanzo, frijol. En la
Figura 1 se muestra una sapogenina triterpendide y otra esteroidal (Oakenfull,
1981; Basu, y Rastogi, 1967). La mayoria de las saponinas en alimentos son del
tipo triterpenoide (Oakenfull, 1981; Fenwik, y Oakenfull, 1981; Hegsted y
Linkswiler, 1980).

Estas sustancias tienen tres propiedades distintivas que son: sabor amargo;
potentes surfactantes y producen hemodlisis sobre los eritrocitos, es preciso
recordar que en el organismo, las saponinas ocasionan dolor estomacal, nauseas,
ligera diarrea y problemas en la digestion. Se ha visto que las saponinas también

inhiben a ciertas enzimas importantes, como la succinato deshidrogenasa, esta
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enzima es muy importante en el ciclo del acido citrico, el cual se requiere para que

absorbamos los nutrientes y diversas funciones metabdlicas (Birk, y Peri, 1980)

o
COOH
HO

Acido Asiatico; (Sapogenina Triterpeniode) Diosgenina (Sapogenina Esteroidal)

Fig 1 Formas estructurales de Sapogeninas
Fuente: (Oakenfull, 1981; Fenwik, y Oakenfull, 1981; Hegsted y Linkswiler, 1980)

Kozuharov, et al., 1986, realizé un estudio donde alimentaron ratas con una
dieta hipocolesterolémica (dieta testigo), otro grupo con 2 variedades de frijol
comun con diferente contenido de saponinas y se administro una dieta con
saponinas aisladas de frijol blanco, las ratas alimentadas con saponinas aisladas
del frijol blanco presentaron concentraciones inferiores de colesterol en
comparacion con el grupo testigo y el grado de mayor de reduccion de colesterol
fue causado por las 2 variedades de frijol comin en comparacién con el grupo que

fue alimentado con saponinas del frijol blanco.

Las saponinas del amaranto constituyen un grupo de diversos glucésidos
de alto peso molecular, formados por una o mas cadenas carbohidratadas y una
aglicona denominada sapogenina; estas saponinas son principalmente del tipo
triterpenoide, considerando que actualmente se han llegado a identificar hasta 16
saponinas en distintas muestras de amaranto (Hevia, F. and Berti, R., 2002). En el
afo de 1995, Rastrelli et al., demostro la presencia de 7 saponinas triterpenoicas
aisladas de la semilla del Amaranthus caudatus. Por otro lado, en diferentes
muestra de Amaranthus hypochondriacus, se cuantificé la capacidad hemolitica

con una concentracion de saponinas entre 5.33 UH/mg de muestra'y 10.66 UH/mg
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provenientes de semilla sin tratamiento, para las semillas reventadas y

germinadas no observo la presencia de saponinas, (Cruz, 2001).

3.3.4. Taninos

Los taninos se encuentran clasificados dentro del grupo de los fenoles poliméricos,
presentes en leguminosas y cereales, los cuales son capaces de combinarse con
las proteinas por medio de los grupos hidroxifendlicos mediante enlaces por
puente de hidrogeno con algunos grupos de proteinas y enlaces hidrofébicos que
pueden contribuir a la estabilidad del complejo (Sathe y Sanlunke 1984). Los
taninos fueron clasificados por Fredenberg en afio de 1920 en dos grupos, de
acuerdo a su estructura, hidrolizables y condensados, siendo los condensados son

los mas ampliamente distribuidos en las plantas (Deshpande et al., 1981).

Son compuestos con propiedades astringentes y antiinflamatorias, al ser
capaces de secar y desinflamar la mucosa del tracto intestinal, resultan muy
eficaces en el tratamiento de la diarrea; ademas, gracias a su actividad astringente
ayudan a que la sangre realice su proceso de coagulacién, por lo que presentan
una accion antihemorragica local, debido a la vasoconstriccion que producen, y
asimismo resultan beneficiosos en el tratamiento de las hemorroides (Deshpande
et al., 1981).

La mayoria de los taninos polifendlicos se encuentran en pocas familias de
dicotiledonias, como las leguminosas, en el frijol estos representan uno de los
factores antinutricios. Se encuentran localizados principalmente en la testa y en
bajas cantidades en los cotiledones, su contenido varia entre el 2.0% dependiendo
la variedad del frijol (Sathe y Sanlunke 1984). Estudios han demostrado que el
contenido de taninos en el frijol tépari son menores en comparacion con las
concentraciones que se obtuvieron al analizar el frijol flor de mayor, por lo que el
nivel nutricional es menos afectado en el frijol tépari, ademas de que el potencial
toxicolégico causado por el frijol tépari es menor con respecto al de frijol comun de

la variedad flor de mayor (Valadez-Vega, 2005; Gonzalez-De Mejia, 1988). De
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manera general, en un estudio realizado por Valadez-Vega en el afio de 1993
observo que las lineas de frijol con testa colorida son las que mayor contenido de
taninos presentaron, mientras que aquellas que con menor coloracion el contenido

de taninos se vio disminuido.

Estudios realizados para la cuantificacion de taninos en amaranto, presento
concentraciones entre 0.86-2.10 mg eq catequina para semillas sin tratamiento
térmico; sin embargo cuando la semilla fue sometida a germinacion o reventado se
observd un aumento en el contenido de estos compuestos, dicho efecto pudo
deberse a la coloracidén que se presentd y que alterd la lectura de la absorbancia;
en el caso de la semilla reventada la coloracion pudo ser ocasionada por la
formacion de pigmentos debidos a la reaccion de Maillard producida por las
proteinas al unirse con carbohidratos, mientras que para el germinado se produce

una hidrdlisis de almiddn la cual toma una coloracion roja (Cruz, 2001).

3.3.5. Acido Fitico

El &cido fitico es el éster hexafosforico del ciclohexanol como se observa en la
Figura 2; se encuentra en diferentes alimentos, principalmente en cereales, soya,
zanahoria, el cual forma un complejo de fitato-mineral-proteina, tiene la capacidad
de formar quelatos (Prattley, et al., 1983), incluso se ha sugerido que también
pueden formar complejos con los carbohidratos. Este compuesto reduce la union
de la gastroferrina (proteina gastrica que contribuye a la absorcién del hierro-Fe*?),
disminuyendo la absorcion del calcio, magnesio, fésforo, zinc y molibdeno en el
intestino, se ha observado que un gramo de &cido fitico, es capaz de secuestrar
irreversiblemente un gramo de calcio, por lo que puede estar implicado en una
deficiencia mineral cuando se consumen alimentos con alto contenido de los
cereales, en donde el acido fitico puede estar a concentraciones de 2 a 5 g/Kg
(Oberleas, 1973).

Se ha demostrado que el pan integral puede llegar a contener &cido fitico

cuando no se usan levaduras para su elaboracion, ya que estos organismos
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poseen fitasas que se encargan de hidrolizar a los grupos fosfato (CFP, 1976;
Griffins y Thomas, 1981).

H203P0O OPO3H2
OPO gH:
Ho04P0O
OPO 3H2

Fig 2 Mioinositol 1, 2, 3, 4, 5, 6- hexafosfato o Acido Fitico.
Fuente: Oberleas, 1973.

3.3.6. Inhibidores de amilasas

Son un tipo de proteinas labiles al calor y pueden afectar la a-amilasa salival,
pancreatica, asi como a las bacterianas, el efecto de inhibicion se destruye por la
accion de enzimas proteoliticas del tracto digestivo, lo cual hace dudoso que
tengan un significado antinutricional, ya que alguna vez se ha propuesto como un
factor que impide utilizar a los almidones como fuente energética (Gudiseva-
Chandrasekher, et al., 1981).

En realidad los inhibidores de amilasas (IA) han recibido poca atencion, y
donde se han usado con fines practicos en individuos diabéticos, en forma
encapsulada para evitar el ataque de las enzimas digestivas; sin embargo, en
condiciones normales, es necesario inactivar estos factores antinutricionales; ya

gue pueden disminuir significativamente la digestion de polisacaridos.
Se encuentran en el endospermo de cereales y en el cotiledon de las
leguminosas, se han estudiado mas estos inhibidores en los cereales; sin

embargo, también se ha reportado su presencia en otros alimentos, como son:
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frijol, lenteja, garbanzo, papa y mango entre otros (Whitaker y Feeney, 1973;
Mitjavila, 1990).

Con respecto a su accion antifisiolégica se sabe que el mecanismo de
accion en los humanos es la inhibicion de la actividad de la amilasa intraduodenal,
existen estudios que demostraron que el crecimiento de ratas wealing se veia
retrasado al ser alimentadas con 20 y 40 mg de IA al dia y que a concentraciones
mas elevadas la digestion del almidon fue completamente inhibida, estos estudios
fueron realizados con IA parcialmente purificados de frijol comun (Pusztai et al.,
1995).

Nuestra dieta comprende una compleja mezcla de sustancias organicas e
inorganicas, las cuales no so6lo nos proporcionan sustento sino que también
pueden desempefiar un importante papel en el desarrollo, modulacion y
prevencion de enfermedades como el cancer (Sugimura, 1995). Ademas como ya
fue mencionado en los cereales y leguminosas existen de manera natural,
compuestos antifisiolégicos que en algunas circunstancias causan serias

trastornos en la salud de los seres humanos y los animales.

3.4. GENOTOXICIDAD

Tras numerosos estudios, hoy en dia se acepta que los principales factores
implicados en la aparicién de cancer en humanos estan relacionados con el estilo
de vida y la dieta (Gooderham et al., 1996), tal y como se muestra en la Tabla 10.
El tabaco, que contribuye a un 30 % de los casos, especialmente los de pulmoén
aunque también los de pancreas, vejiga, rifiones, cavidad bucal y eséfago. Sin
embargo, el factor de mayor contribucién es la dieta, la cual se puede relacionar
con el 35-45 % de los canceres, especialmente los colorectales, los de pancreas,
préstata, mama, ovario y endometrio, por supuesto, este hecho ha llevado a la
necesidad de determinar cuales son los agentes de la dieta responsables de la
carcinogenicidad. La alimentacion puede contribuir positivamente a la formacion

de tumores de dos maneras, por un lado, varios macrocomponentes de los
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alimentos, como por ejemplo la grasa o el cloruro de sodio, pueden ayudar a la
aparicion de cancer en el colon o en el estbmago, respectivamente (Weisburger et
al., 1995).

Tabla 9 Porcentajes aproximados de los factores implicados en la génesis de

cancer en seres humanos

Causas de cancer Porcentajes
Estilo de vida 70-80
Tabaco ~ 30
Dieta 35-45
Ocupacionales <10
Radiaciones <10
Criptogénicas (virus) <10

Fuente: Gooderham et al., 1996.

Por otro lado, en la dieta se encuentran un gran ndamero de
microcomponentes capaces de dafiar el material genético celular, lo cual puede
derivar en la formacién de tumores tras un complejo proceso. Por supuesto, en los
alimentos también se encuentran numerosas sustancias anticancerigenas que
retrasan o dificultan la produccién de toxinas, su interaccién con el &cido
desoxirribonucleico (ADN) o la progresion de las células malignas (Wakabayashi,
et al., 1998).

Los compuestos genotoxicos presentes en la dieta pueden ser de origen
natural, como las micotoxinas, pueden proceder de fuentes externas, como
algunos pesticidas, aditivos, o bien se pueden formar durante el procesado de los
alimentos, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, los N-nitrocompuestos y
las aminas heterociclicas, estos compuestos se transforman por la accion de
enzimas celulares en metabolitos altamente electrofilicos capaces de interaccionar

covalentemente con el material genético; compitiendo con este proceso de
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activacion, existen vias de detoxificacion que convierten a los analitos en

sustancias que son excretadas del organismo (Ferguson, 1999).

Algunas de las pruebas utilizadas para detectar el dafio genético son el
cariotipo, aberraciones cromosomicas, el intercambio de cromatides hermanas
(ICH), el ensayo cometa, sintesis de ADN no programada, la prueba de Ames,

Prueba de Micronucleos (Madrigal, 2007).

3.4.1. Prueba de Micronucleos

Los microndcleos son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear
corresponden a material genético no incorporados correctamente a las células
hijas durante la division celular, reflejan aberraciones cromosomicas y se originan
por roturas cromosomicas, por errores durante la mitosis y posterior distribucion de

ADN por la exposicién a agentes genotoxicos (Fig 3) (Zacalain, M. et al., 2005).

Fig 3 Eritrocitos Policromaticos Micronucleados

En la anafase cualquier fragmento cromosomico que no sea parte del
centrbmero no podra integrarse a un nucleo por rezago anafasico durante la
division celular. Después de la telofase, los cromosomas normales, asi como los
fragmentos que posean centromeros, dan origen a los nucleos de las células hijas;
sin embargo, los elementos rezagados (que pueden ser fragmentos o

cromosomas completos- quedan incluidos en el citoplasma de las células hijas, y
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una proporcion de ellos se transforma en uno o varios nucleos secundarios; tales
nacleos son mucho mas pequefos que el ndcleo principal, y de ahi su nombre de
microndcleos (figura 4) (Schmid, 1975).
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una con MN expulsado @ O O
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®90% 00
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| Médula Osea Sangre Periférica

Fig 4 Formacién de micronucleo durante el proceso de eritropoyesis y su observacion

microscOpica en sangre periférica. Fuente: Madrigal, et al., 2002.

La prueba de micronucleos fue desarrollada por W. Schmid en 1975, quien
originalmente la propuso para practicarse en la medula 6sea del raton para
determinar el efecto genotéxico in vivo; posteriormente, la técnica se ha
instrumentado en una gran variedad de tejidos y especies, y en la actualidad se le
utiliza ampliamente para determinar la genotoxicidad tanto in vivo como in vitro. La
prueba se realiza en diferentes tipos celulares: eritrocitos policromaticos de la
médula 0Osea, cultivos de linfocitos de sangre periférica, eritrocitos jovenes y
maduros de la sangre periférica, queratinocitos, células de la mucosa bucal,
hepatocitos de rata, células germinales y células de descamacion, entre otros
(Schmid, 1975).

Una manera sencilla para realizar la técnica es mediante el estudio de
micronucleos en eritrocitos de sangre periférica (propuesta en 1976 por W. Schmid
un afio después de haber hecho la misma técnica en medula 6sea de ratén), pues

una sola gota de sangre es suficiente para realizar los frotis; de esta manera, se
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pueden contar los micronucleos hallados en los eritrocitos policromaticos (EPC),
para el caso de pruebas de 24 a 96 horas y en normocromaticos en estudios

subcrénicos y crénicos (Schmid, 1975).

Los animales en general exhiben un numero basal de micronucleos
espontaneos en sangre periférica, cercanas a cero; eso depende de la capacidad
del sistema reticuloendotelial, principalmente el bazo, que es el encargado de
retirar a los microndcleos de la circulacion; por tanto, de la eficiencia de este
organo depende la cantidad de microndcleos que se puedan observar en la
circulacién. Se vuelve entonces de gran importancia reconocer especies que
presenten microndcleos espontaneamente, ya que, tal como se menciond antes,
en esas especies el control que ejerce el bazo es menor, y por consiguiente,
cuando estos organismos son expuestos a genotoxicos, los micronucleos se
incrementan de manera significativa en sus eritrocitos; es por ello que los
organismos con tales caracteristicas pueden ser bioindicadores naturales (Torres,
et al., 1999).

La prueba de micronucleos permite detectar compuestos genotoxicos
mediante el estudio comparativo de los EPCMN en sangre periférica de dichas
especies, de esta manera, ademas de las especies de laboratorio —rata, ratdn,
hamster y algunos primates—, se han propuesto otros vertebrados no mamiferos,
como ciertos anfibios, aves y peces, e incluso plantas en tejidos como las células
formadoras del polen y los meristemos apicales de la raiz o el tallo (Zufiga, et al.,
2002).
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IV. JUSTIFICACION

El frijol forma parte en la alimentacion diaria y desde el punto de vista nutricional
es una fuente de proteinas, vitaminas, minerales y carbohidratos, se sabe que
presenta un contenido relevante de proteinas siendo esta un aporte considerable a
la nutricion del mexicano. En cuanto al amaranto, se ha ampliado su mercado de
consumo en paises industrializados como Estados Unidos, Japon y Alemania, en
México el consumo de alimentos procesados con amaranto ha sido principalmente
en el ramo naturista, sin embargo se ha constatado la presencia de productos

destinados al mercado masivo.

Debido a que el hombre se encuentra en constante contacto con agentes
toxicos de origen sintético o natural, las pruebas para detectar agentes que dafian
al ADN son de gran importancia, pues los compuestos genotoxicos tienen la
capacidad de alterar el material genético en los organismos, incluido el hombre, y
ademas pueden tener efectos teratogénicos, causar mutaciones en las células
germinales, inducir enfermedades cardiacas, influir en los procesos de
envejecimiento y generar mutaciones en las células somaticas que pueden
contribuir al desarrollo del cancer. En algunos estudios se ha demostrado la
presencia de compuestos genotéxicos en los alimentos tales como pesticidas,

aromaticos policiclicos, N-nitroso-compuestos, micotoxinas, colorantes.

Estudios in vivo realizado a leguminosas, como es el frijol tépari blanco han
demostrado la toxicidad de compuestos de tipo proteico como lo son las lectinas,
al ser aislados y purificados resultaron ser moderadamente toxicos en ratones
macho y hembra de la cepa CD1*. Con respecto al amaranto no se han reportado
ningun tipo de estudio acerca de la toxicidad de compuestos de caracter proteico;
por este motivo nos dimos a la tarea de estudiar los extractos proteicos del frijol
tépari blanco (Phaseolus acutifolius var. Latifolius) y del amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) con el objetivo de conocer si provoca dafio genotéxico y
citotoxico in vivo especificamente en ratones de la cepa CD1+, mediante la

aplicacion de la técnica de microndcleos in vivo.
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V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la genotoxicidad de extractos proteicos de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus) y frijol tépari blanco (Phaseolus acutifolius var. Latifolius) por
medio de la prueba de micronucleos in vivo.
5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Obtener extractos proteicos a partir de semillas amaranto y frijol sin ningin

tratamiento previo a la molienda.

+ Determinar la concentracién de proteina soluble presente en los extractos

aplicando el método de Lowry.

+ Determinar la presencia de lectina disuelta en los extractos proteicos

mediante la técnica de diluciones seriadas por el método de Jaffé.

+ Determinar la dosis letal media (DLso) de los extractos proteicos en ratones

de la cepa CD1+ mediante el método de Lorke.

+ Realizar el conteo de EPCMN en 1000 EPC y EPC en 1000 ET, como
indice de genotoxicidad y citotoxicidad, respectivamente, de los extractos

de amaranto y frijol tépari blanco.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

Semillas de amaranto de los Estados de México., Puebla, tres del Estado Hidalgo.
(Progreso, y dos variedades de Mixquiahuala)

Semillas frijol tépari blanco

Eritrocitos humanos tipo A*

85 ratones macho de la cepa CD1+

6.1.2. REACTIVOS

REACTIVOS MARCA
Fosfato Monobasico de Sodio J.T. Baker
Fosfato Dibasico de Sodio J.T. Baker
EDTA, sal disddica Reasol
Cloruro de Sodio J.T. Baker
Carbonato de Calcio J.T. Baker
Sulfato del Cobre J.T. Baker
Citrato de Sodio J.T. Baker
Reactivo de Follin Sigma-Aldrich
Seroalbunima bovina Sigma-Aldrich
Daunorrubicina Rubilem de Laboratorios Lemery
Giemsa Merk
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6.2. DISENO EXPERIMENTAL

Obtencion de
extractos proteico

A 4

Determinacion de
proteina soluble

A 4
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-39-



6.3. METODOS

6.3.1. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

Para la obtencion de los extractos fue necesaria la molienda del grano en un
molino, sin ningun tipo tratamiento previo, tanto del frijol como del amaranto. Una
vez teniendo la harina, se realiz6 una solucion 1:10 (W/V) de harina- Buffer
Fosfato Salino (PBS) o NaCl 0.85%, se agit6 durante 16 h a 4° C, posteriormente
las muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 45 min a 4° C. el
precipitado fue desechado y el concentrado proteico correspondiente a extractos

totales fueron liofilizados.

6.3.2. DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE

La determinacion de proteina soluble que se realizé a los extractos proteicos de
las semillas de amaranto y semillas de frijol blanco fue mediante la técnica de
Lowry, et al., 1951.

En un tubo de ensayo se mezclaron 5 pL de muestra y 455 puL de NaCl al
0.85% o PBS mas 500 pL (NaOH 0.1N) dejando reposar 30 min., unas vez pasado
el tiempo se adicionaron 2500 pL de solucion Na2CO3-CuSOs (50 partes de
Na2COs3 2% en H20 mas 1 parte de CuSOa4) dejando incubar 10min temperatura
ambiente y por ultimo 250 pL de reactivo de Follin en relacion 1:3 en H20 dejando
reaccionar durante 45 min a temperatura ambiente posteriormente se leyo la
absorbancia en un espectrofotdmetro de UV visible (Perkin-Elmer) a una longitud
de onda de 750 nm. Se realiz6 una curva de calibracion empleando como

estandar seroalbimina bovina.

6.3.3. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS PROTEICOS

6.3.3.1. Preparacion de eritrocitos

Para este fin se utilizo sangre humana de tipo A* la cual fue colectada en tubos
con EDTA al 2% como anticoagulante, fue homogenizada la mezcla con
movimientos suaves y cuidadosos, posteriormente se centrifugé el tubo a 3000

rom durante 15 min, con el objetivo de separar los eritrocitos del plasma. El
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paquete celular fue lavado tres veces con PBS y resuspendido en PBS a una

concentracion del 2%.

6.3.3.2. Prueba de hemaglutinacion
Para esta prueba se utilizé el método de diluciones seriadas con una solucion de

eritrocitos descrita por Jaffé en 1980.

La hemaglutinacion se realiz6 en placas de 96 micropozos, a cada pozo fue
agregado 50 pL del extracto total y se efectuaron diluciones seriadas de orden 2
con PBS o NaCl al 0.85%, segun fue el caso, subsiguiente a esto se adiciono a
cada pozo 50 pL de la suspensién de eritrocitos, se homogenizé con movimientos
circulares suaves, se dejo incubar temperatura ambiente durante una hora y se
observo el ultimo pozo donde hubo aglutinacion, para obtener con esto el titulo de

aglutinacion.

La actividad especifica del extracto se calcul6 dividiendo el titulo (se
expresa con una formula matematica, Titulo = 2", n: es el ultimo pozo que presentd
aglutinacion), entre los miligramos de proteina soluble presentes en 50 uL de la

muestra.

6.3.4. PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

6.3.4.1. Determinacion de Dosis Letal media (DLso)

Esta determinacién se realizé segun el método de Lorke en 1983; se hicieron lotes
de 3 ratones para cada dosis administrada, en la primera y segunda etapa del

estudio.

6.3.4.1.1. Primera etapa
Fueron administrados los extractos a concentraciones de 10, 100 y 1000 mg/Kg
de peso de raton via intraperitoneal y fueron observados las durante 7 dias, y se

procedi6 a registrar peso antes y cada tercer dia después de la administracion.

-4] -



6.3.4.1.2. Segunda etapa

Para esta etapa se realizaron administraciones de extracto proteico via
intraperitoneal a concentraciones mas elevadas, la cuales fueron de 1600, 2900 y
5000 mg/Kg de peso de raton; al igual que en la etapa anterior se registra peso y

signos de toxicidad durante 7 dias.

Para obtener la concentracion de la DLso es necesario utilizar la
media geométrica entre la dosis donde hubo muertes y el valor bajo consecutivo
donde no las hubo, mediante la siguiente formula

G = Z(X,*Xz)
Donde:
G: Media geométrica
X1: Primera dosis donde hubo muerte
X2: Dosis baja consecutiva donde no hubo muerte

6.3.4.2. Prueba de Micronucleos

Se emplearon 35 ratones, se pesaron, marcaron y separaron aleatoriamente en
lotes de 5 ratones, se les tomd una muestra de sangre periférica obtenida del corte
en la porcién terminal del ratén, se hizo un frotis sanguineo se dejo secar y se

etiqueté como TO.

Se procedié a la administracion de extractos proteicos a concentraciones de
250, 500 y 1000 mg/Kg, solucion salina fisiolégica (0.9%) y para la DAU la dosis
administrada fue de 3mg/Kg de ratén via intraperitoneal; a las 24, 48, 72 y 96 h de
administracion se realizaron frotis de sangre periférica, las cuales fueron
etiquetadas con el nimero de raton, numero de muestra, dosis y tiempo de
muestreo, conjuntamente con la toma de muestra fueron registrados los pesos de

los ratones a los tiempos correspondientes.

Los frotis sanguineos se fijaron sumergiéndolos en metanol absoluto en un

vaso de copplin durante 5 minutos, una vez fijadas las laminilla se realizé la tincion
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empleando colorante Giemsa en solucion reguladora de fosfatos a pH 6.8, durante
10 minutos, se dejaron secar observaron en el microscopio y se leyeron con un
objetivo de 100x.

Para la determinacion de la citotoxicidad se cuantificaron en 1000 eritrocitos
totales (ET) el numero de eritrocitos policromaticos (EPC) y para la determinacion
del efecto genotoxico fue necesario cuantificar en 1000 eritrocitos policromaticos la
cantidad de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN), es decir en los
EPC la presencia de corpusculos pequefios, redondos y bien definidos con una

coloracién puarpuras.

6.3.5. Analisis estadistico

Para analizar las diferencias estadisticas entre las medias de los valores obtenidos
del conteo de EPC y EPCMN se realiz6 mediante una ANOVA vy la prueba de
Tukey con una p< 0.05, utilizando un software GraphPad InStat 3.0.

VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Cuantificacién de proteina soluble

Se ha demostrado que las fitohemaglutininas, son solubles en soluciones salinas
por ser compuestos de caracter proteico, es por ello que se determind la

concentracion de proteinas solubles.

Segun la técnica de Lowry se realiza una curva de calibracion para la
determinacion de proteinas solubles en la muestra problema, esto se hizo
utilizando seroalbumina bovina como estandar; en la figura 5 se muestra la curva
de calibracion para la cuantificacion de proteina en mg/mL de los extractos

proteicos tanto de amaranto como para el frijol.
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En la figura 6 se observa que la concentracion de proteinas mas alta es la
gue se obtuvo del frijol negro 5.51 mg/mL con PBS y 5.35 mg/mL con NacCl; el frijol
flor de mayo obtuvo cantidades de proteinas de 4.06 mg/mL con PBS y 1.34
mg/mL con NacCl, y para el frijol tépari blanco se obtuvieron concentraciones de
3.79 mg/mL en PBS y 3.87 mg/mL NaCl. Las concentraciones de proteinas de
frijol tépari, representan una diferencia minima con respecto al frijol flor de mayo,
con PBS como medio de disolucién, ademas de que la concentracion de proteinas
del tépari es mucho mayor a comparacion con el frijol flor de mayo al ser disueltos
en NacCl.

En el caso del amaranto encontramos que la extracciébn de proteina con
PBS se obtuvieron altos niveles de proteina soluble en las cinco especies, la
mayor concentracion fue la del amaranto de Mixquiahuala | con 2.67 mg/mL y la
gue tuvo menor cantidad fue el amaranto de Puebla con 1.68 mg/mL utilizando
PBS, sin embargo, la menor concentracion de proteina extraida fue la de la semilla
de amaranto de Mixquiahuala | al ser tratado con NaCl, por otro lado la muestra
gue contiene mayor cantidad de proteina disuelta es el amaranto de Progreso con
una concentracion de 1.70 mg/mL seguida del amaranto de Mixquiahuala 1l de
1.51 mg/mL.

De acuerdo con los resultados obtenidos encontramos que en algunos
casos existen diferencias entre la concentracién de proteina extraida con solucién
de NaCl y PBS, esto puedo deberse a que la solucién de PBS salino tiene la
propiedad de mantener constante el pH de una solucién y que como ya es sabido
los solutos disueltos en una solucién pueden alterar el pH, esto es lo que
probablemente sucedid en la solucion de NaCl y asi alterar la estructura
tridimensional de las proteinas disueltas en los extractos dando como resultado
una baja concentracion de proteinas cuantificables, por eso es recomendable

utilizar soluciones salinas amortiguadas.
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Fig 5 Curva de calibracion para la determinacion de proteina soluble mediante la técnica de Lowry
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Fig 6 Concentraciéon de proteina soluble de extractos proteicos.
FRIJ_N_MIX: frijol negro de Mixquiahuala; AMA_E.M.: amaranto del Estado de México; FRIJ_BLAN: frijol blanco (tépari);

AMA _PUEB: amaranto del

Puebla; FRIJ_F_MAY: frijol flor de mayo; AMA_MIX_I: amaranto Mixquiahuala 1,

AMA_PROG.: amaranto de Progreso; AMA_MIX_Il: amaranto de Mixquiahuala 2.
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7.2. Actividad Hemaglutinante de extractos proteicos.

Esta prueba se hizo con el objetivo de determinar la presencia de lectinas en los
extractos proteicos, para tal fin, se utilizaron eritrocitos humanos tipo A*,
purificados del segun lo reportado por Jaffé en 1980. No se descarta la posibilidad
de encontrar concentraciones de otro tipo de compuestos toxicos naturales
disueltos en los extractos proteicos, como lo son los inhibidores de tripsinas,
taninos, saponinas, acido fitico entre otros, cabe mencionar que para obtener
concentraciones elevadas de estos es necesario contar con otras condiciones

como lo son medios alcalinos, solventes organicos, temperaturas controladas.

De este modo analizando los resultados de Titulo de hemaglutinacion
graficados en la figura 7, se observé que la muestra de frijol tépari blanco disuelta
con PBS presento un titulo de 512 que segun los resultados es la muestra con
titulo mas bajo en comparaciéon con las otras especies de frijol, sin embargo se
observé que cuando la muestra fue diluida con NaCl el titulo fue de 645.08, mayor
al que se obtuvo en el tratamiento con PBS. Para el caso del amaranto la muestra
gue obtuvo mayor titulo cuando fue disuelta con NaCl fue la de Mixquiahuala Il con
un titulo de 512 y al extraerse con PBS resultd ser una de las que menor titulo
reportd 256, a diferencia de la muestra de amaranto de progreso que el titulo

respetado fue de 512.

Salgado en 2006, determind la actividad especifica de las lectinas de los
extractos proteicos del amaranto y de frijol comin y observo que los extractos de
amaranto eran mas afines cuando se realiz6 pruebas de hemaglutinacion con
eritrocitos humanos tipo A* y que de los extractos proteicos de frijol comun era
mas afines a eritrocitos humanos tipo O*. De acuerdo con los resultados obtenidos
en este estudio, todas las diferencias de actividad hemaglutinante pudo deberse a
que la afinidad de la lectina fue mayor o menor segun la capacidad de
reconocimiento de carbohidratos presentes en las membranas extracelulares de

los eritrocitos (Rodriguez et al., 2004). La aglutinacién producida por las lectinas
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en los tres grupos diferentes sanguineos podria ser explicada por el hecho de que
el gen H (unidad fundamental de la herencia que codifica la produccion de la
enzima fucosiltransferasa), que es capaz de colocar fucosa en el aztcar terminal,
formandose la sustancia H, la cual consiste en la unién de cinco azlcares, cuya
secuencia es: glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, galactosa. Esta sustancia
H es comun para todos los azucares presentes en la membrana de los eritrocitos
del sistema ABO (H), diferenciandose en la presencia de azUcares en la galactosa
terminal. En le grupo A la sustancia H presenta adicion de un N-
acetilgalactosamina y el grupo B una galactosa, mientras que los eritrocitos del
grupo sanguineo O no presentan adicién de azucares en la sustancia H (Salgado,
2006).

Ademas se puede notar que la actividad hemaglutinante de los extractos
proteico fue mayor en salina al 0.85% en comparacion con obtenida en PBS,
debido a que posiblemente la concentracién de metabolitos en la solucién de PBS
es mayor que en la solucion de NacCl, interfiriendo con la interaccion de eritrocito-

lectina.

Una vez que se calcularon las concentraciones de proteina soluble de los
extractos proteicos y a su vez el titulo de las hemaglutinaciones podemos

determina la actividad especifica de la lectina en cada uno de los extractos.

Al analizar los resultados de la figura 8 se observa que la actividad
especifica del amaranto de Mixquiahuala Il fue elevada con respecto a las otras 4
especie obteniendo asi una actividad especifica de 6759.79 TA/mg cuando se
utilizé NaCl 0.85%, cuando se utilizé PBS la actividad fue de 2389.33 TA/mg. La
actividad especifica del frijol tépari blanco en el caso de ser diluida con NaCl fue
de 3339.26 TA/mg; muy inferior a la de la muestra de frijol flor de mayo con
15257.33 TA/mg; cuando la muestra de tépari fue tratada con PBS la actividad
especifica fue de 2700.23TA/mg.
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Fig 7 Titulo de hemaglutinacion de extractos proteicos
FRIJ_N_MIX: frijol negro de Mixquiahuala; AMA_E.M.: amaranto del Estado de México; FRIJ_BLAN: frijol blanco
(Tépari); AMA_PUEB: amaranto del Puebla; FRIJ_F_MAY: frijol flor de mayo; AMA_MIX_I: amaranto Mixquiahuala 1;
AMA_PROG.: amaranto de Progreso; AMA_MIX_Il: amaranto de Mixquiahuala 2.
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Fig 8 Actividad especifica de lectinas de extractos proteicos
FRIJ_N_MIX: frijol negro de Mixquiahuala; AMA_E.M.: amaranto del Estado de México; FRIJ_BLAN: frijol blanco
(Tépari); AMA_PUEB: amaranto del Puebla; FRIJ_F_MAY: frijol flor de mayo; AMA_MIX_I: amaranto Mixquiahuala 1;
AMA_PROG.: amaranto de Progreso; AMA_MIX_Il: amaranto de Mixquiahuala.
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Estos resultado se utilizaron con el fin de seleccionar una semilla de
amaranto y una semilla de frijol y asi evaluar el dafio genotoxico y citotoxico in vivo
especificamente en ratones de la cepa CD1+, mediante la aplicacion de la técnica
de microndcleos in vivo, los extractos proteicos de amaranto de Mixquiahuala I
fueron seleccionados por tener la mejor actividad especifica en comparacion con
las otros 4 especies estudiadas y los extractos proteicos del frijol tépari por que su
actividad especifica fue buena al ser comparada con la especie de frijol negro de
Mixquiahuala de la especie Phaseolus vulgaris, especie que ha sido estudiada con
anterioridad por Salgado-Telpalo en 2006 y por Valadez-Vega en 2005, ademas

de que la especie del frijol tépari blanco ha sido muy poco estudiada.

7.3. Determinacion de Dosis Letal media (DLso) de los extractos proteicos

Para la determinacion de la DLso de amaranto y frijol fue necesaria la liofilizacion
de los extractos proteicos, y administrar las concentraciones de acuerdo al método
de Lorke (1983).

Para el caso del frijol tépari blanco, en este estudio, no fue aparentemente
toxico hasta con 5000 mg/Kg debido a que no hubo muerte con ninguna
concentracion administrada. Reynoso-Camacho, et al., en el 2003 reportaron que
las DLso de las lectinas purificadas del frijol tépari blanco fueron de 1100 mg/Kg de
peso de raton (macho) y 1120 mg/Kg de peso de raton (hembra), cepa CD1*. A
diferencia del estudio reportado en el 2003, en este estudio las lectinas
administradas se encontraban disueltas simultaneamente con otros compuestos
como lo pueden ser fibras solubles, minerales, vitaminas hidrosolubles, que
pudieron haber disminuido la toxicidad de la lectina presente en los extractos
proteicos. Valadez-Vega en 1993 realizO un estudio de la citotoxicidad de
extractos proteicos y lectinas purificadas de varias lineas de frijol tépari y frijol
comun, el extracto proteico de frijol comun fue el que causé el mayor dafio sobre

la viabilidad de las células epiteliales libres en comparacion con los extractos
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proteicos de frijol tépari, ademas de que no se observo gran diferencia entre los
extractos proteicos y las lectinas puras sobre el nimero total de células epiteliales,
con esto se puede comprobar que los extractos de frijol tépari blanco no
representan gran riesgo toxicoldgico.

La concentracion de la DLso para el extracto de amaranto fue de 1254.9
mg/Kg resultando ser moderadamente toxico; este resultado pudo deberse a que,
a diferencia del frijol, la toxicidad de las proteinas, como las lectinas, disueltas en
los extractos del amaranto es mayor con respecto de las proteinas del frijol
ademas de que la mayoria de las proteinas disueltas en los extractos de frijol

tépari son albuminas y globulinas (Valadez-Vega, 1993).

Es importante hacer hincapié que las lectinas no son los Unicos compuestos
antifisiolégicos que pudieron haber sido extraidos con la solucion de NaCl, los
extractos pueden presentar saponinas, taninos, inhibidores de tripsina, &cido fitico
que pudiera ser que estén actuando sinérgicamente con los compuestos de
caracter proteico como lo son las lectinas sobre el organismo, para causar efectos
toxicos (Cruz, 2001). Al respecto no se ha encontrado evidencias en la literatura
de dicha interaccion por lo que es necesario investigar y realizar estudios para

corroborar los resultados anteriores.

Es de gran importancia poner atencion sobre estos datos debido a que en
las Ultimas décadas el consumo de amaranto ha ido incrementando, por ejemplo
las galletas y panes adicionados con harina de amaranto crudo, son un alimento
hipoalergénico para los que padecen intolerancia al gluten, y no pueden consumir
panificados a base de harina de trigo, ademas de que en México su principal
consumo es en productos naturistas, con esto se incrementa el riesgo intoxicacion

por consumo de amaranto sin ningun tratamiento térmico previo a Su consumo.
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7.4. Evaluacidon Genotoxica y Citotoxica

7.4.1. Phaseolus acutifolius var. Latifolius

En la figura 9 se observa la evaluacion del efecto genotoxico de los extractos del
frijol tépari blanco y los efectos genotoxicos de la daunorrubicina (DAU), utilizado
como control positivo, solucion salina fisiologica de NaCl al 0.85% en este estudio
fue utilizada como testigo negativo. Como se esperaba, el lote de ratones
administrados con la solucion testigo negativo indicé ausencia de genotoxicidad,
con una media de 1.6, 1.8, 2.4, 2 del conteo de EPCMN a las 24, 48, 72, 96 h,
respectivamente; sin embargo, la DAU reporté un aumento de la cantidad de
EPCMN a partir de las 24 h con una media de 28.6, a las 48 h se obtuvo el mayor
efecto genotdéxico aumentando 33.5 veces la cantidad de EPCMN con respecto al
testigo negativo, manteniéndose la genotoxicidad hasta las 96 h, disminuyendo
considerablemente el nimero de EPCMN con una media de 14.2, 4.7 veces
menor con respecto al pico maximo; cabe mencionar que los resultados del
ensayo genotoxico de la DAU que se observaron concuerdan con los que se
obtuvieron por Alvarez-Gonzélez, et al., en el 2004, que indican que la DAU es un
agente inductor de la produccion de eritrocitos policromaticos micronucleados
(EPCMN) en sangre periférica de ratén.

Los resultados de las medias del numero de EPCMN obtenidos de los
extractos proteicos de frijol tépari blanco que presentaron dafio genotdxico fueron
de 5.75 para 250 mg/Kg, 6.25 para 500mg/Kg y 1000 mg/Kg a las 48 h de
administracion; en los tiempos posteriores el nimero de EPCMN disminuy6 a tal
grado que no hubo ningun dafio genotoxico. En el 2003 se realizé un estudio
sobre la genotoxicidad de la semilla de frijol negro (Phaseolus vulgaris L.) con
ratones macho de la cepa Swiss, utilizando la técnica de micronucleos en células
de meédula 0sea, los ratones fueron alimentados con una dieta del 20% de frijol
negro y no hubo incremento de la frecuencia de eritrocitos policroméaticos

micronucleados en médula 6sea (Azevedo, 2003), con este reporte se puede
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suponer que en la composicion quimica de la semilla integra del frijol también
existen sustancias que actlan como quimio-protectores, es por ello que en este
estudio al obtener los extractos proteicos algunos de los compuestos presentes en
la semilla entera que tiene la capacidad de actuar como agentes antimutagénicos
y que no fueron extraidos por la solucidn salina; los polifenoles pudieron ser uno
de éstos debido a que son compuestos no polares necesitan solventes organicos -

como el metanol-, para su completa extraccion (Valadez-Vega, 2005).

En la figura 10 se pueden observar los resultados de la evaluacion
citotoxica de la DAU obtenido un aumento de la cantidad de EPC, con una media
de 34.8 a las 96 h; la solucién salina no tuvo ningun efecto manteniendo la media
de 14 EPC durante todo el estudio. El extracto de frijol tuvo un efecto estimulador
de la eritropoyesis a partir de las 24 h manteniendo su efecto hasta las 96 h,
donde la mayor el mayor efecto fue obtenida a las 48 con 250 mg/Kg 4 veces
mayor al testigo negativo y a las 72 h con una dosis 500 mg/Kg 4.2 veces mayor al
testigo negativo. Como se ha visto los extractos proteicos del frijol Phaseolus
acutifolius var. Latifolius presenta menor citotoxicidad con respecto a otros tipos de
frijol como lo es el Phaseolus vulgaris, es por eso que no representa gran riesgo
toxicoldgico para quien lo consume (Valadez-Vega, et al., 2005). En otros estudios
se ha encontrado que algunas lectinas pueden presentar efecto mitogénico in vitro
(Bernaldo, 1998), debido a esto pudo deberse el aumento EPC al estimular la

eritropoyesis.

7.4.2. Amaranthus hypochondriacus

Los resultados que se obtuvieron de la evaluacion genotoxica del extracto proteico
del amaranto se pueden observar en la figura 11, la cantidad de EPCMN a
concentraciones de 50, 150 mg/Kg no presentaron diferencias estadisticas
significativas comparadas con el testigo negativo, en ninguno de los tiempos de

toma de muestra y con esto no se observa dafio genotéxico. Por otra parte la
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dosis de 250 mg/Kg fue en la Unica que se obtuvo efecto genotoxico, induciendo la
produccion de EPCMN, las medias fueron de 8.25, 22.25 y 25.22; 4.2, 11.13, 18
veces mayor al testigo negativo a partir de 48 72 y 96 h respectivamente,

observandose un comportamiento dosis-dependiente.

Para el caso del amaranto no se han reportado estudios de la toxicidad
sobre el material genético, es por ello que se puede suponer que los compuestos
de caracter proteicos extraidos con solucion salina como las lectinas, inhibidores
de tripsina, inhibidores de amilasas, fitatos, saponinas, entre otros, son

compuestos que pudieran tener alguna propiedad genotoxica en ratones.

En la figura 12 se reportan los resultados de la evaluacion del efecto
citotoxico del control positivo, donde el aumento de la eritropoyesis de obtuvo
hasta la 96 h; para el caso del amaranto se encontré que la cantidad de EPC de
todas las dosis administradas a partir de las 24 hasta las 96 h, de toma de
muestra, presentaron diferencia estadisticamente significativa a comparacion con
el testigo negativo, con esto se pudo decir que hubo un aumento significativo de la
eritropoyesis que a su vez se puede interpretar como citotoxico. Se puede
interpretar los resultados como dafio citotdéxico del amaranto debido a que los
extractos proteicos resultaron moderadamente toxicos en este mismo estudio, la
estimulacién de la eritropoyesis pudo deberse a un posible aglutinaciéon
intraperitoneal e intravascular producido por la propiedad que tienen las lectinas
de aglutinar eritrocitos, con la consiguiente disminucion de aporte de oxigeno y
dafio tisular ya que se ha demostrado que tiene cierta capacidad de inhibicion in
vitro en células epiteliales de intestino delgado de rata (Valadez-Vega, et al.,
2005), ademés de que al ser ingeridas las lectinas via oral pueden producir una
intensa inflamacion de la mucosa intestinal, con la posterior destruccion del
epitelio y edema, es decir que reaccionan con las criptas y vellos intestinales, pero
en diferente region de acuerdo a la especificidad de la hemaglutinina, lo que

ocasiona una interferencia no-especifica con la absorcion de los nutrimentos, por
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consiguiente hay un efecto drastico en la nutricion del organismo que las ingiere
(Bernaldo, 1998).
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EPCMN

0 24 48 72 96
Tiempo (h)

B TEST - B DAU 3 mg/Kg O FRBL 250 mg/Kg O FRBL 500 mg/Kg B FRBL 1000 mg/Kg

Fig 9 Efecto genotdxico de extractos proteicos de Phaseolus acutifolius var. Latifolius en sangre periférica de

raton.

Muestras que presentan DES con el testigo negativo (p<0.001)
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B TEST - B DAU 3 mg/Kg O FRBL 250 mg/Kg O FRBL 500 mg/Kg B FRBL 1000 mg/Kg

Fig 10 Efecto citotoxico de extractos proteicos de Phaseolus acutifolius var. Latifolius en sangre periférica de

raton.

Muestras que presentan DES con el testigo negativo (p<0.001)
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Fig 11 Efecto genotoxico de extractos proteicos de Amaranthus hypochondriacus en sangre periférica de raton.

Muestras que presentan DES con el testigo negativo (p<0.001)
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Fig 12 Efecto citotoxico de extractos proteicos de Amaranthus hypochondriacus en sangre periférica de ratén.

Muestras que presentan DES con el testigo p<0.001
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VIIl. CONCLUSIONES

Para extraer compuestos de caracter proteico y conservar Sus

caracteristicas bioactivas, es mejor utilizar soluciones salinas amortiguadas.

Los extractos proteicos de frijol tépari blanco (Phaseolus acutifolius var.
Latifolius) administrados via intraperitoneal no son téxicos, mientras que
para en el caso del amaranto (Amaranthus hypochondriacus) se observo
una toxicidad moderada en machos CD1*, ambos en un ensayo agudo de

acuerdo al método de Lorke.

El frijol tépari blanco actia como estimulador de la eritropoyesis presentado
riesgo genotoxico a las 48 h de su administracion con su posterior
disminucion, segun lo demuestran las dosis administradas en un ensayo

agudo.

El extracto proteico de amaranto de Mixquiahuala (AMIX II) resulté ser
genotdxico a una concentracion de 250 mg/Kg a partir de las 48 h hasta las

96 h de muestreo.

Se observé que al administrar los extractos proteicos de amaranto
estimularon el proceso de eritropoyesis a partir de las 24 h manteniéndose
este efecto hasta las 96 h a concentraciones de 50 y 150 mg/Kg,
demostrando una mayor bioactividad en comparacion con los extractos

proteicos del frijol tépari blanco.
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IX. PERSPECTIVAS

Los resultados sugieren la necesidad de confirmar su toxicidad con otros
modelos y dosis e identificar y purificar los componentes activos de los
extractos, algunos de estos compuestos toxicos podrian ser, taninos,
Inhibidores de Tripsina, Inhibidores de Amilasa, saponinas, lectinas,

oxalatos y fitatos, para evaluar un posible dafio genotéxico y citotéxico.

Una prueba que podria confirmar el efecto genotéxico es la de ensayo
cometa y para comprobar el dafio tisular un examen histopatolégico de
organos como higado, corazén, pulmon, rifion, bazo y cerebro, ademas de

realizar de un estudio de quimica sanguinea.

Como ya fue mencionado, en México el amaranto crudo es consumido en
productos naturistas, por ello es necesario realizar pruebas toxicoldgicas a

este tipo de productos.

Otra forma de consumo del mismo, es con tratamiento térmico, el
reventado, previo a la elaboracion de alimentos destinados al consumo
humano, por lo que seria necesario realizar pruebas que descarten riesgos

toxicolégicos.
Con respecto al frijol no es recomendable consumirlo sin ningun tipo de

tratamiento previo, como lo puede ser el remojo, la coccion, horneado, entre

otros.
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