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RESUMEN

Con el proposito de determinar el efecto de la Concanavalina A
(Con A) sobre la actividad de las enzimas a-amilasa pancreati-
ca y tripsina en pollos de engorde de 3 y 6 semanas de edad,
se realizaron dos experimentos bajo condiciones in vitro. En el
primero, la actividad de la enzima a-amilasa pancreatica fue de-
terminada en muestras de mucosa duodenal, para lo cual se di-
sefiaron 5 tratamientos: ausencia de Con A (T0), presencia de
Con A (T1), Con A preincubada durante 30 minutos con la enzi-
ma (T2) o con el sustrato (T3) y Caseina (T4). En el segundo
experimento se evalud el efecto de la Con A sobre la actividad
de la tripsina en homogenados de pancreas, aplicando 2 trata-
mientos: presencia de Con A (TO) y ausencia de Con A (T1). La
Con A se utiliz6 a una concentracién semejante a la del sustrato
correspondiente para cada enzima. Los resultados fueron anali-
zados a través del Andlisis de Varianza de Kruskal-Wallis. La
Con A inhibi6 significativamente la actividad especifica de la en-
zima a-amilasa pancreatica, tanto en la tercera como en la sex-
ta semana de edad. No hubo diferencia en la actividad de la en-
zima entre semanas. La preincubacién de la lectina con la enzi-
ma afect6 significativamente la actividad de la a-amilasa pan-
creatica. No hubo efecto de la preincubacion de la lectina con el
sustrato. La tripsina no fue inhibida por la Con A bajo las condi-
ciones del ensayo, posiblemente asociado al efecto inhibitorio
de la actividad biolégica que ejerce la caseina sobre la Con A.

Palabras clave: Concanavalina A, amilasa pancreatica, tripsi-
na, pollos de engorde.
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ABSTRACT

Two trials were conducted to assess the effect of Concanavalin
A on pancreatic a-amylase and trypsin activity in broiler chick-
ens (3 and 6 week old). Pancreatic a-amylase activity was de-
termined in mucous duodenal, applying 5 treatments: Control
(without Con A, T0), Con A (T1), Con A preincubated during 30
minutes with enzyme (T2), Con A preincubated during 30 min-
utes with substrate (T3) and Casein (T4). In the second experi-
ment, the effect of Con A on trypsin activity was studied in pan-
creas homogenate, applying 2 treatments: Control (without
Con A, TO) and Con A (T1). The Con A was used in a similar
concentration to corresponding substrate for each enzyme.
The results were analyzed through Kruskal-Wallis. The Con A
significantly inhibited specific activity of pancreatic a-amylase
during the third and sixth week of age. There was no difference
in the activity of the enzyme between weeks. The preincuba-
tion of lectin with enzyme significantly affected pancreatic
a-amylase. There was not effect of preincubation of lectin with
substrate. Trypsin was not inhibited by Con A under experi-
mental conditions, possibly due to inhibitory effect of biological
activity that exerts the casein on Con A.

Key words: Concanavalin A, pancreatic amylase, trypsin, broi-
ler chickens.

INTRODUCCION

Los efectos de las lectinas dietarias sobre el tracto di-
gestivo han sido extensamente revisados [17, 21]. La lectina
purificada a partir de semillas de Phaseolus vulgaris (PHA)
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presenta una alta resistencia a la protedlisis digestiva in vivo,
manteniéndose completamente activa durante su paso a tra-
vés del sistema digestivo en ratones [12]. Estudios con seg-
mentos de intestino aislados de ratas han demostrado que la
PHA interfiere con la absorcién de glucosa [7] y puede unirse a
las membranas de las células epiteliales del intestino delgado,
dependiendo del patrén de glicosilacién, provocando severos
dafios en la mucosa intestinal de ratas [15] y cerdos [2]. Asi-
mismo, la PHA puede interactuar con enzimas hidrolasas del
borde en cepillo afectando su actividad [8]. Recientemente se
ha comprobado que la exposicion durante 3 dias a la lectina
PHA administrada en la dieta induce cambios en la madura-
cion de las proteinas integrales de la membrana del enterocito
en ratas jovenes [14] pudiendo ser ésta una de las causas por
las cuales es afectada la actividad de algunas enzimas digesti-
vas. Al igual que la PHA, la lectina del frijol rojo (RKB) disminu-
y6 significativamente las actividades de las enzimas a-amilasa
pancreatica y a-amilasa salival reduciendo la tasa de digestibi-
lidad in vitro del almidén de trigo 27.

Al ser suministrada en la dieta, cantidades significativas
de Concanavalina A, la lectina presente en la Canavalia ensi-
formis, pudo ser recuperada en las heces de ratas que recibie-
ron una dosis Unica de 40 mg de Con A. La recuperacion de la
lectina en las heces durante 4 dias fue progresiva hasta alcan-
zar el 90% del total de la lectina suministrada, demostrandose
que ésta, al igual que la PHA y otras lectinas, son en alto gra-
do resistentes a la accion de las enzimas digestivas durante su
transito a través del tracto gastrointestinal [18]. Si en el tracto
digestivo de los animales las lectinas permanecen activas,
ellas podrian reaccionar con algunos componentes de la di-
gesta, secreciones, glicoconjugados bacterianos o dietarios
y/o con las membranas de las células epiteliales, dependiendo
de su especificidad de union a carbohidratos, e interferir asi
con el normal funcionamiento del sistema digestivo [21].

Al llegar al lumen intestinal, la Con A puede interactuar
con la membrana de la mucosa afectando los procesos que
suceden a este nivel, tales como mecanismos de transporte e
hidrélisis final de moléculas provenientes de la dieta [10]. En
ratas se afecto la absorcion de algunos nutrientes como el cal-
cio y la sacarosa [1] y disminuy¢ significativamente la actividad
de las enzimas sacarasa, fosfatasa alcalina y leucina amino-
peptidasa [18].

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto
de la lectina Concanavalina A (Con A) sobre la actividad de las
enzimas digestivas pancreaticas a¢-amilasa y tripsina en pollos
de engorde de 3 y 6 semanas de edad.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas de Canavalia ensiformis, variedad Tovar,
fueron suministradas por el laboratorio de Genética Molecular
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de Ve-
nezuela (UCV).
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El aislamiento de la Con A y las determinaciones enzi-
maticas se llevaron a cabo en el laboratorio de Enzimologia y
Toxicologia y en el Centro de Bioquimica Nutricional, de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la UCV.

Los analisis de electroforesis fueron realizados en el la-
boratorio de Genética Molecular de la Facultad de Agronomia
de la UCV.

Reactivos
Los reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma.

Aislamiento y Purificacion de la Concanavalina A

El aislamiento y purificacién de la Con A se realizd me-
diante la precipitacion selectiva con sulfato de amonio y cro-
matografia de afinidad [9], liofilizada en un equipo Labconco
LYPH-Lock 6, EUA, y almacenada a -20°C hasta su utilizacién.

Determinacion de la pureza de la Concanavalina A

La pureza de la Con A fue establecida por SDS-PAGE al
15% comparando con un patrén comercial de Con A marca Sigma
y confirmada por hemaglutinacién, al medir la capacidad de produ-
cir aglutinacion de una suspension de eritrocitos frescos de conejo
al 2% en NaCl 0,9% después de 60 minutos de incubacién a tem-
peratura ambiente y comparada con la producida por la Con A,
adquirida comercialmente de Sigma. A fin de comparar la capaci-
dad hemaglutinante de la Con A en solucion salina fisiologica y en
presencia de las soluciones amortiguadoras utilizadas en las de-
terminaciones de las correspondientes enzimas, se determind la
capacidad hemaglutinante de la Con A en presencia de 10 mg/mL
de caseina y en presencia de Tris-HCI 160 mM a pH 7,5.

Manejo de los animales y dieta

Pollos de un dia de edad, de la linea comercial Ross,
adquiridos en la granja avicola “La Caridad”, estado Aragua,
Venezuela, fueron alojados en jaulas metalicas colectivas, con
suministro de agua y alimento concentrado comercial ad libi-
tum, para suplir todos sus requerimientos nutricionales [20]. A
las 3 y 6 semanas de edad, un total de 30 pollos/edad, fueron
sometidos a ayuno durante 12 horas y sacrificados por dislo-
cacioén cervical. Segmentos duodenales y el pancreas fueron
removidos rapidamente, sumergidos en solucién salina fisiol6-
gica a 0 -4°C y procesados de inmediato para obtener el ho-
mogenado respectivo.

Preparacion del homogenado del pancreas

Todo el procedimiento se realizd entre 0 y 4°C. Para for-
mar cada muestra, el pancreas de 5 pollos fue homogeneizado
empleando un homogeneizador de tejido, marca Elvehjem,
EUA, a maxima velocidad por 3 minutos en 4 mL/g de solucion
salina fisioldgica, filtrado a través de un liencillo y el extracto
almacenado en alicuotas a -20°C hasta su uso para las deter-
minaciones enzimaticas, en un periodo no mayor de 15 dias
en ambos casos a fin de evitar pérdida de actividad [5].
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Preparacion del homogenado de la mucosa duodenal

Todo el procedimiento se realizé entre 0 y 4°C. Los seg-
mentos duodenales de 5 pollos para cada muestra, separados
de acuerdo a Siddons [24], fueron perfundidos con solucién
salina fisiologica, cortados longitudinalmente y colocados so-
bre una placa de vidrio para extraer la mucosa, empleando
una lamina de vidrio. La mucosa fue sumergida en 20 mL/g de
un buffer conteniendo 50 mM de manitol y 2 mM de HEPES a
pH 7,1 y homogeneizada a maxima velocidad por 1 minuto
empleando un homogeneizador de tejido, marca Elvehjem,
EUA. Se almacenaron alicuotas de los homogenados respecti-
vos a -20°C con fines de determinaciones enzimaticas.

Determinaciones Enzimaticas

a-Amilasa: La actividad de la enzima a-amilasa pancrea-
tica (EC 3.2.1.1) se determind en muestras de homogenado de
la mucosa duodenal [23]. Brevemente, el homogenado de la
mucosa duodenal (50 yL) fue incubado durante 15 minutos a
41°C en una mezcla de reaccién conteniendo 100 uL de buffer
Tris-HCI 160 mM a pH 7,5 y 200 yL de almidén al 0,15% en
acido sérbico saturado, empleado como sustrato. La reaccién
se detuvo agregando 100 pL de HCI 0,5 N, afiadiéndose se-
guidamente 2 mL de agua destilada y 100 pyL de solucion de
yodo 0,01 N. La cantidad de almidon degradado por la amilasa
se determin6 por espectrofotometria, midiendo la disminucién
de la coloracion azul del complejo iénico almidén-yoduro a 620
nm. Los valores obtenidos fueron comparados con los de una
curva estandar elaborada a partir de una solucién de almidén
al 0,15%. La actividad de la ¢-amilasa pancreatica se expresé
como ig de almidon degradado/min/mg de proteina [23].

Tripsina: La actividad de la enzima tripsina (EC
3.4.21.4) se determin6 en muestras de homogenado de pan-
creas 13, para lo cual 100 pL del homogenado fue incubado
durante 15 minutos a 41°C con 200 uL del sustrato caseina al
1% en buffer fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4. La reaccion se
detuvo con la adicién de 1 mL de &cido tricloroacético al 5%
p/v y la mezcla fue filtrada en papel Whatman 42. Se hicieron
reaccionar 250 pL del filtrado con 1250 pyL de Na,CO3 0,2 My
250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu, diluido 1:5 en agua
destilada. Después de una incubacién durante 20 minutos a
41°C se midi6 la absorbancia a 625 nm. La actividad de la
tripsina se expresé como Unidades de Actividad Proteolitica
(UAP) calculada a partir de la ecuacion propuesta por Namo-
to y Narahashi [19].

Todos los andlisis enzimaticos se realizaron por triplica-
do y en todos los casos se elaboraron blancos con igual proce-
dimiento, en los cuales las muestras fueron afadidas después
de detener la reaccion.

Proteina

La concentracion de proteina fue determinada por el mé-
todo de Bradford 3 utilizando el buffer correspondiente como
blanco y albumina sérica bovina como estandar.

Descripcion de los experimentos

Experimento 1: Con el objetivo de determinar el efecto
de la Con A sobre la actividad de la enzima a-amilasa pan-
creatica y la posible interaccién de la lectina con la enzima o el
sustrato correspondiente, se aplicaron 5 tratamientos: ausen-
cia de Con A (T0), presencia de Con A (T1), Con A preincuba-
da durante 30 minutos con la enzima antes de iniciar la reac-
cion (T2), Con A preincubada durante 30 minutos con el sus-
trato antes de iniciar la reaccion (T3) y presencia de caseina
(T4). Todos los tratamientos se aplicaron in vitro en muestras
de homogenado duodenal de pollos de 3 y 6 semanas de
edad. La actividad de la enzima a-amilasa y la concentraciéon
de proteinas fueron determinadas para los diferentes trata-
mientos y edades de los pollos.

Experimento 2: El efecto de la Con A sobre la actividad
de la tripsina se estudié en muestras de homogenado de pan-
creas de pollos de 3 y 6 semanas de edad, aplicando 2 trata-
mientos: ausencia de Con A (T0) y presencia de Con A (T1).
Al igual que en experimento 1, se realizaron determinaciones
de las actividades de la enzima tripsina y concentracion de
proteinas en los homogenados respectivos.

En todos los casos, las soluciones de Con A fueron pre-
paradas en NaCl 0,9%. La Con A se utiliz6 en una concentra-
cion semejante a la del sustrato correspondiente para cada en-
zima (1,5 mg/mL para a-amilasa y 10 mg/mL para tripsina).
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como el promedio * la
desviacion estandar y analizados estadisticamente a través del
Analisis de Varianza de Kruskal-Wallis y la prueba de rangos pro-
medios a un nivel de significancia de 0,05 [25], utilizando el pro-
grama Statistix, version 8 [26]. El uso de estadisticas no paramé-
tricas se debid al hecho de que la distribucién probabilistica de
los valores no se ajustd a una distribucién normal [25].

RESULTADOS Y DISCUSION

Pureza de la Con A

La FIG. 1 muestra el analisis de SDS-PAGE de la Con A
aislada, purificada y liofilizada en comparacién con la Con A
utilizada como patron (Sigma, St. Louis, EUA). En ambos ca-
sos se observa claramente una banda bien definida que se co-
rresponde al valor de 30 kDa de la Con A monomérica. Asi
mismo se observan dos pequefias franjas de un PM aproxima-
do a 20 y 24 kDa, correspondientes a polipéptidos de Con A,
tal como fue encontrado por otros autores [4, 11].

Estos resultados demuestran que la Con A purificada en
el presente trabajo se encuentra libre de contaminacion por
otras fracciones proteinicas y su pureza es similar a la Con A
comercial, garantizando que los resultados obtenidos son de-
bidos a la presencia de la lectina, descartandose la interferen-
cia de otros posibles factores.
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FIGURA 1. SDS-PAGE DE LA CON A AISLADA EN COM-
PARACION CON LA COMERCIAL / SDS-PAGE OF CON A ISO-
LATED IN COMPARISON WITH COMMERCIAL CON A.

Carril A: Con A Sigma®.

Carriles By C: Con A aislada.

Titulo hemaglutinante de la Con A

El titulo hemaglutinante de la Con A aislada, expresado
como porcentaje del total de hemaglutinacion, fue semejante
al de la Con A comercial (TABLA ). No se manifestd actividad
hemaglutinante de la Con A en presencia de caseina al 1%,
posiblemente debido a que esta Ultima es una glicoproteina
cuyos residuos de carbohidratos pueden ser reconocidos por
los sitios activos de la lectina e impedir su accion hemagluti-
nante. Este efecto puede ser de gran aplicacion practica al ela-
borar dietas con materias primas alternativas que contengan
esta clase de lectina, ya que al adicionar caseina en la racién
puede neutralizarse su efecto anti nutricional. No obstante este
aspecto requiere mayores estudios.

Efecto de la Con A sobre las actividades enzimaticas

En la TABLA Il se presentan los resultados obtenidos al
incubar los homogenados duodenales sometidos a los diferen-
tes tratamientos: en ausencia de Con A (T0), en presencia de
Con A (T1), preincubando la enzima con Con A durante 30 mi-
nutos (T2), preincubando el sustrato con Con A durante 30 mi-
nutos (T3), en presencia de una concentracién de caseina
igual a la del sustrato (T4).

La actividad de la enzima «¢-amilasa pancreatica, deter-
minada en el homogenado de mucosa duodenal, tanto a la ter-

VALORES DE TiTULO HEMAGLUTINANTE' DE LA CONTﬁBAIIéLIADA Y COMERCIAL / CON A HEMAGGLUTINATION ACTIVITY
Con A
Medio de Incubacion Aislada Sigma®
Celdas con actvidad? Celdas con actividad? %
NaCl 0,9% +22 91,7 +23 95,8
Tris-HCI 160 mM pH 7,5 +23 95,8 +23 95,8
Caseina 1% 0 0 0

1Capacidad de producir aglutinacién de una suspension de eritrocitos frescos de conejo al 2% después de 60 minutos de incubacién a temperatura
ambiente. 2 De un total de 24 celdas incubadas con diluciones de una solucién de Con A preparada en NaCl 0,9% a una concentracién inicial de

1mg de Con A/mL.. 6 Repeticiones.

TABLA Il
EFECTO DE LA CON A SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA -AMILASA PANCREATICA EN HOMOGENADO DE MUCOSA
DUODENAL DE POLLOS DE 3Y 6 SEMANAS DE EDAD / EFFECT OF CON A ON PANCREATIC a-AMILASE ACTIVITY
IN DUODENAL HOMOGENATO FROM 3 AND 6 WEECK OLD CHICKEN

Edad Actividad de la ¢-amilasa pancreatica («g de almidon/min/mg de proteina)
(semanas)
T0 T1 T2 T3 T4
3 44,3%+ 6,7 22,5°+51 25,9°+ 10,0 42,4°+ 6,6 41,2°+6,7
6 41,1%+ 52 23,2°+3,2 22,9°+7,9 25,8°+6,4 33,1%°+6,9

TO= Sin Con A (control). T1=Con Con A. T2= Enzima preincubada durante 30 minutos con Con A. T3= Sustrato preincubado durante 30 minutos

con Con A. T4= Caseina.

Los resultados estan expresados como promedios + desviaciéon estandar.

Letras diferentes en una misma fila o

columna indican diferencias significativas (P<0,05). Para cada tratamiento se realizaron 18 repeticiones.
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cera como a la sexta semana de edad, fue significativamente
menor en relacion con el control (P < 0,05), tanto en presencia
de Con A (T1) como al preincubar la enzima con la lectina
(T2), con reducciones de 49,2 y 41,5% en la tercera semana y
43,4 y 44,2% en la sexta semana. La disminucién de la activi-
dad de la amilasa pancredtica al preincubarla en presencia de
Con A durante 30 minutos, sugiere que la lectina puede unirse
a la enzima, por ser ésta una glicoproteina que contiene resi-
duos de glucosa. Al preincubar la Con A con el almidén, sus-
trato de la enzima amilasa pancreatica, a la tercera semana de
edad, no se observo el efecto inhibitorio de la Con A sobre la
enzima; no obstante, en las muestras de la sexta semana, se
observo una inhibicion de la actividad enzimatica. Ha sido de-
mostrado que la Con A se une a los residuos de carbohidratos
del epitelio del intestino delgado [22]. Estos azucares afines
con la Con A forman parte de la estructura de las mucinas se-
cretadas por el epitelio intestinal [26].

Por otra parte, estudios previos han revelados cambios
con la edad del patrén de secrecion de estas mucosustancias
del tracto intestinal de las aves [6], observandose una disminu-
cion de la secrecion de estas mucinas a partir de la tercera se-
mana de edad [16]. Esta caracteristica de las aves pudiera ex-
plicar el efecto inhibitorio de la Con A sobre la amilasa a la
sexta semana de edad, tomando en cuenta que a esa edad
hay una disminucion significativa de las mucinas en el intestino
y por lo tanto menos residuos de oligosacaridos que ocupen
los sitios de unién de la Con A pudiendo existir mas moléculas
de Con A en forma libre capaces de unirse a la enzima y ejer-
cer su accion inhibitoria. La inclusion de caseina en el medio
de reaccion, no tuvo efecto sobre la actividad de la a-amilasa
pancreatica. Resultados semejantes fueron obtenidos al deter-
minar el efecto de la Con Ay de la lectina del frijol rojo (LFR)
sobre la actividad in vitro de la amilasa pancreética porcina y
amilasa salival humana, reportando una disminucion significa-
tiva en las actividades enzimaticas, como consecuencia de
una inhibicidn no competitiva de ambas lectinas sobre ambas
enzimas, lo que incide negativamente en la digestion de los
carbohidratos de la dieta [28].

TABLA Il
EFECTO DE LA CON A SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA TRIPSINA EN HOMOGENADO DE PANCREAS DE
POLLOS DE 3 Y 6 SEMANAS DE EDAD / EFFECT OF CON A
ON TRYPSIN ACTIVITY IN PANCREATIC HOMOGENATE
FROM 3 AND 6 WEECK OLD CHICKEN

Edad Actividad de la tripsina
(semanas) (Unidades de Actividad Proteolitica/mLx10%)
TO T1
3 2,3*+0,5 22°+04
6 2,7°£0,5 2,7%+0,3
TO= Sin Con A (Control). T1= Con Con A. Los resultados estan
expresados como promedios + desviacién estandar. Letras

diferentes en una misma fila o columna de cada grupo indican
diferencias significativas (P<0,05). Para cada tratamiento se
realizaron 15 repeticiones.

El efecto de la Con A sobre la actividad especifica de la
tripsina en homogenados de pancreas de pollos de 3 y 6 se-
manas de edad se presenta en la TABLA Ill. No se encontra-
ron diferencias entre los tratamientos ni entre semanas. La
tripsina no fue inhibida por la Con A bajo las condiciones del
ensayo, dado que la tripsina no es una glicoproteina.

CONCLUSIONES

La Con A inhibié la actividad especifica de la enzima
a-amilasa pancreatica en homogenado de mucosa duodenal
de pollos de 3 y 6 semanas de edad.

La preincubacion de la lectina con la enzima a-amilasa
pancreatica durante 30 minutos antes de iniciar la reaccién
afect6 su actividad en mayor medida que la preincubacién con
el sustrato almidoén.

La tripsina no fue inhibida por la Con A bajo las condicio-
nes del ensayo.

La caseina inhibe la actividad hemaglutinante de la Con A.
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