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1. INTRODUCCION

Desde sus inicios la humanidad ha sustentado una lucha continua para
cubrir sus necesidades primarias, entre las que destaca la alimentacion. Nuestros
ancestros seleccionaban sus alimentos en base al sistema empirico de ensayo-
error, el cudl fue muy drastico, y desde el punto de vista toxicoldgico solo podian
evidenciar un efecto toxico a corto plazo. Pero un aspecto que no pudo ser
visualizado y que incluso en la actualidad no es totalmente apreciado, es el factor
de la toxicidad crénica ocasionada por la ingesta continua de algunos alimentos
que contienen sustancias toxicas, pero que por su concentracion o bajo efecto
farmacolégico no manifiestan sintomas clinicos inmediatos (1, 2, 3).

Ademas, la busqueda de material biolégico con potencial proteinico - calérico
no es nuevo ni dificii de implantar como un recurso agroalimentario, ya que
nuestro pais cuenta con una gran biodiversidad, la cual, actualmente esta
subaprovechada (4, 5). México en {a actualidad importa una cantidad significativa
de semillas oleaginosas, lo que, se traduce en una erogacién cuantiosa que se
puede disminuir si se aprovechan integramente algunos de los recursos naturales
silvestres o semi-silvestres con que cuenta la Repuiblica Mexicana (4, 8, 7).

Se menciona que las nueces o almendras de las semillas del género
Prunus, pueden ser una buena fuente tanto de proteina como de grasa dietética
(8, 9). Precisamente de estudios previos, donde se caracterizaron
bromatologicamente varias almendras de semillas de frutas no convencionales,

una almendra que presentd un gran potencial fue la almendra de la semilla de



capulin {Prunus serotina), ya que ésta presento un contenido relativamente alto
tanto de proteina ( > del 30 %), como de grasa ( > del 40 %).

Ademas, la misma mostré un contenido apreciable de algunos minerales y
vitaminas que son escasos en la dieta humana y animal (9, 10). No obstante que
la almendra de capulin es buena fuente de macro y micronutrimentos; también, en
estudios realizados en la parte del analisis quimico de téxicos, se pudo detectar la
presencia de algunos de elios, dentro de los que destacan los glucésidos
cianogénicos, que liberan &cido cianhidrico (HCN). (3, 11-14); por lo que, para
proponer gue esta especie vegetal no tradicional sea fuente significativa de macro
y micronutrimentos en la dieta basica de cualquier comunidad, fue necesario
efectuar un proceso de purificacién y destoxificacién, aprovechando las
propiedades de solubilidad de la fraccion proteinica y de los glucosidos
cianogénicos, obteniendo asi un aislado proteinico libre de toxicos y con un
contenido de proteina mayor de! 80%, deficiente en algunos aminoacidos como la
lisina, pero rico en histidina, leucina, fenilalalina y triptéfano. Asi también, se
realizo el estudic de toxicidad aguda y subaguda con ratones de laboratorio,
dandoles el material a evaluar en una sola administracién y en administraciones
repetidas respectivamente durante un periodo de tiempo para determinar la
inocuidad del material, flevando acabo un control del incremento de peso de los
ratones, como del alimento consumido, asi como también, del comportamiente, de
los parametros sanguineos y de la digestibilidad (3, 6), resultando inocuo el
material evaluado al final del estudio, por Io que, es posible proponer al aislado

proteinico de la almendra de capulin, como un suplemento proteinico en la dieta.
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2.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

*

Evaluar la toxicidad aguda y subaguda de la fraccion proteinica de la

almendra de capulin (Prunus serotina).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

»

Separar la fraccion lipidica de la almendra de capulin.

Caracterizar quimicamente la fraccidn proteinica de la almendra de
capulin.

Destoxificar |a fraccion proteinica.

Obtener un aislado proteinico de la almendra de capulin.

Realizar el bioensayo de toxicidad aguda en ratones.

Realizar el bioensayo de toxicidad subaguda en ratones, determinado
parametres clinicos y subclinicos.

Evaluar la digestibilidad “in vivo” e “in vitro” del aislado proteinico.



3. GENERALIDADES

3.1.  Capuiin (Prunus serotina)
Sindnimos del nombre cientifico: Prurus capuli

Nombre vulgar: capulin, capulin blanco, cerezo, cusabi, jeco, entre otros.
Arbol de 10 a 15 metros; hojas lanceoladas, aserradas, flores blancas en amentos,
fruto globoso de 1 - 2 cm, negro rojizo comestible con una semilla. Las zonas de
cultivo son Hidalgo, San Luis Potosi, Veracruz, Oaxaca, Michoacan, Jalisco,
Colima, Nayarit, Valle de México, Guanajuato, en lugares frios y templados (9).

Desde Venezuela hasta el Peri podemos encontrar alrededor de las
grandes villas arboles de capulin (Prunus serotina). Es un arbol facilmente
identificable y representa para los Andes o que la palma representa para las
zonas costeras. A pesar de que se localiza en los Andes se piensa que puede ser
de origen mexicano, ya que, su nombre viene de la palabra azteca capuii (7, 15).

El capulin es el primo de la cereza negra grande; tiene un sabor y
apariencia similar, sin embargo se transporta como si fuera uva y su sabor se
relaciona con el de la ciruela, estos frutos son redondos, brillantes, purpuras o
negros. Su puipa es verde, carncsa y jugosa. La pie! es delgada, pero io
suficientemente fuerte para evitar que el fruto se rompa. Las areas de cultive van
desde los Andes hasta las latitudes tropicales, éstos arboles crecen en areas
templadas (2200 - 3100 m de altitud, a una temperatura de 10 a 20 °C}). También
se ha cultivado en zonas subtropicales y calientes.

El hueso es grande con respecto al tamario de! fruto. Su propagacion como
cuitivo se debe al aprovechamiento de su semilla y cualquier mejoramiento del

arbol se ha logrado mediante injertos y germinacion. Los arboles son



extremadamente vigorosos. Las flores y frutos aparecen al tercer e incluso
segundo afo de vida, algunos arboles producen frutos carnosos y grandes, estas
son las variedades que se deben seleccionar y propagar por capufios ¢ injertos,
Aungue es un arbol conocido en las Américas y los mejores frutos se encuentran
en los Andes, se le debe mayor difusidn en los paises de América Latina. Por
ejemplo, en Quito se han plantado arboles en zonas urbanas y sus frutos son
consumidos por los nifios escolares. Aunque no se puede comparar con el cultivo
de cereza, el capulin es un alimento de buena calidad y tiene mucho potencial de
mejoramiento (7, 9, 15).

La almendra de la semilla de capulin puede ser considerada como fuente
de proteina {(su porcentaje es mayor al 30%), deficiente en amincacidos azufrados.
Su aceite tiene un contenido elevado de vitamina E y la presencia de un acido
insaturado de alto peso molecular no identificado. Otra caracteristica importante
de la almendra de la semilla de capulin es su alto contenido de zinc en Ia
almendra, capaz de competir con fuentes de origen animal (9, 10).

Ademas, en la almendra de la semilla de capulin se ha detectado ia

presencia de sustancias toxicas, tales como, glucdsidos cianogénicos (10, 13, 14).

3.2.  Glucésidos cianogénicos.

Los glucésidos cianogénicos constituyen un grupo de sustancias naturales
ampliamente distribuidas, que originan por hidrdlisis una cetona o un aldehido, un
azlcar y el acido cianhidrico (HCN), el cual, es muy téxico; concentraciones
refativamente de estos toxicos son encontradas en algunas gramineas,

leguminecsa, raices feculentas y almendras de frutas (14, 16, 17).



La fiberacion del HCN, a partir de los glucésidos cianogénicos, al masticar o
triturar las plantas que los contienen, se debe a un proceso enzimatico en el que
intervienen dos enzimas. E! primer paso consiste en la hidrolisis del azicar,
catalizada por [a B-glucosidasa, que rinde una cianhidrina {agiucdn) y un aztcar; ia
mayoria de las cianhidrinas son inestables y se descomponen espontaneamente
en los correspondientes cetona o aldehido y HCN; tal descomposicién se acelera
por el efecto de la enzima hidroxinitrilliasa (14). Estas enzimas se encuentran en la
misma planta y acttian sobre los glucdsidos cianogénicos cuando ésta sufre
ruptura del tejido debido a dafios mecanicos (16, 19).

En vista de que la liberacién def HCN ocurre solamente cuando se dafia el
tejido celfular, se ha sugerido que la funcién de estos compuestos, es la de
proteger a las plantas del ataque de sus depredadores y de acuerdo a estudios
mas recientes, parece que tienen una funcion muy importante en la biosintesis de
ciertos aminoacidos (20).

Los glucésidos ciandgenicos pueden dividirse en 4 grupos de acuerdo a la
estructura quimica de aglucén:

1. Glucosidos derivados de 2-hidroxi-2-fenilacetonitrilo, como el caso de la
amigdalina.

2. Glucdsidos derivados de aglicones alifaticos saturados, como el caso de la
linamarina.

3. Glucésidos con un aglucén conteniendo un doble enlace en posicion o, B al
grupo nitrle, como acacipetalina.

4. Glucosidos con un aglicén aciclico insaturado, como gynocardina.



La amigdalina fue el primer glucésido cianogénico del que se tuvo
conocimiento, fue aislado en 1830 de las semillas de almendra amarga (Prunus
amigdalus), y es el mas estudiado y conocido hasta el momento (22); en Estados
Unidos no se permiten variedades cuyo contenido de HCN sea superior a 20 mg /
100 g de muestra (18).

Las caracteristicas clinicas por envenenamiento agudo con HCN, son
confusidbn mental, pardlisis muscular generalizada, y paro respiratorio. La dosis
letal minima por via oral se ha estimado en 0.5 - 3.5 mg / Kg de pc, el cianuro
ingerido es rapidamente absorbido por la parte superior del tracto gastrointestinal,
pasa rapidamente a través de la piel, y el gas es rapidamente absorbido por los
pulmones. El HCN ejerce su accion téxica al unirse al ion férrico de la citocromo

oxidasa de las mitocondrias, impidiendo con elio la respiracién celular {14, 186, 18).

3.3. Definicién de toxicologia.

La toxicologia es la ciencia que estudia los venenos. Etimoldgicamente
procede del griego foxicon, que significa “vida de amor”, paradoja que se repite en
otros idiomas, como en inglés y aleman, donde gift {venena) también quiere decir

regalo (23).

3.3.1. Toxicidad.

De modo genérico podemos definir la toxicidad de una sustancia como su
capacidad de producir efectos nocivos a un organismo vivo. De este modo habra
sustancias altamente téxicas que produciran efectos nocivos a bajas dosis y

sustancias deébilmente toxicas gue acarrearén efectos nocivos sdlo si se utilizan o
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administran en dosis elevadas. Vemos pues, que los conceptos de dosis (cantidad
de sustancias absorbida), de vias de administracién (oral, intramuscular,
subcutanea, etc), de frecuencia de administracién (administracion Unica o
repetida), de grado de toxicidad y de tiempo necesario para que aparezcan los
efectos, son indispensables para determinar el nivel de toxicidad de un producto.

Los efectos de las sustancias toxicas estan relacionados con la duracion o
tiempo de exposicién (24, 23). A fin de examinar los diferentes efectos asociados
con diversos tiempos de exposicién, los estudios toxicolégicos se dividen por lo
general en tres categorias:

1) Estudios de toxicidad aguda ¢ a corto plazo (24 - 48 hs).

2) Estudios de ftoxicidad a mediano plazo (también conocidos como

subagudos o subcrénicos).

3) Estudios de toxicidad a largo plazo (conocidos como crénicos).

3.3.2 Toxicidad aguda.

Los estudios de toxicidad aguda implican una sola administracién de la
sustancia quimica y se define como “los efectos téxicos adversos que aparecen en
un corto periodo después de la administracion de una dosis Unica o de multiples
dosis en un intervalo de 24 horas” (24).

Et procedimiento inicial consiste en investigar una serie de rangos de dosis
que nos indiquen que ef material por evaluar, comesponde a practicamente no
tdxico o cast inocuo, de acuerdo a la escala de grade de toxicidad de sustancias

xenobidticas (cuadro 1). Esto requiere ademas de seleccionar una via de



administracion, preparar el compuesto de una forma adecuada para su

administracion por la via seleccionada, y elegir una especie apropiada.

Cuadro 1. Rangos de toxicidad {13, 23).

DENOMINACION DL s (en rata, dosis oral dnica)
Extrernadamente toxico <1 mg/ kg pc
Altamente téxico 150 mg/kgpe
Moderadamente tdxico 50-500 mg/kgpc
Ligeramente tdxico 0.5-5 mg/kgpc
Practicamente no toxico 5-15 mg/kgpc
Relativamente inoccuo >15 mg/ kg pc

Seleccién de la especie animal. En general, la rata y el ratdn son los
animales que se seleccionan; su preferencia emana del hecho de gque son
econdmicos, se consiguen con facilidad y son faciles de manejar. Ademas existen
mas datos toxicoldgicos acerca de estas especies de animales, hecho que facilita
comparaciones de las toxicidades de otras sustancias quimicas.

Via de administracion. Por lo general los toxicos deben administrarse por la
misma via por ta cual seres humanos quedarian expuestos. La via oral es la que
se utiliza mas comunmente. En este caso, el producto puede administrarse con
ayuda de una sonda esofégica. Usualmente se requiere de un medio portador
para disolver o suspender el toxico a fin de facilitar su administracién. Aln cuando
el tdxico sea liquido, puede necesitar un diluyente. El medio per se debe tener

poco ¢ ningin efecto de toxicidad, y no debe reaccionar con el toxico. Portadores



comunes son disolventes como: agua, solucion salina, gomas vegetales, y
derivados de celutosa.

El volumen del toxico en solucion o suspencion puede afectar la toxicidad;
vollmenes grandes de un liquido pueden causar efectos desfavorables para e!
animal.

Eleccién de la dosis. El estudio de toxicidad aguda necesita utilizar fuertes
dosis de sustancias, para inducir intoxicaciones en animales.

Factores ambientales. El enjaulamiento puede afectar la toxicidad de una
sustancia quimica, asi como también, la temperatura del medio ambiente y la
humedad reiativa, por lo que, se estudia colateralmente un lote control.

Observaciones y examenes. Después de administrar fa sustancia téxica a
los animales, éstos deben ser examinados no solo para conocer el nGmero y
tiempo de muertes, sino también para conocer ios efectos autdénomaos, centrales ¥
de conducta (14, 23, 24). Algunas de las observaciones que deben hacerse y que
sefalan toxicidad son las siguientes:

* Lordosis: curvatura de la columna vertebral caracterizado por un

movimiento ondulante del lomo.

* Xifosis: curvatura dorsal de la columna vertebral caracterizado por un

movimiento ondulante en la cadera.

* Disnea: frecuencia anormal de la respiracion.

« Cianosis: coloracién azulada en la piel debido a la falta de oxigenacién.

*  Adaxia: falta de coordinaciéon muscular manifestada por un trastorno del

equilibrio.
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* Piloereccion: Se caracteriza por ereccion del pelo.

* Ereccién caudal: ereccion de ia cola.

Deben practicarse autopsias a todos los animales que hayan muerto y
también cuando menos a algunos de los sobrevivientes. La autopsia puede
proporcionar informacidn 0til acerca del érgano objetivo, especialmente cuando ia

muerte no se presenta poco después de la administracion de la dosis.

3.3.3. Toxicidad subaguda.

La toxicidad subaguda (o subcrénica) se basa en la administracién o
aplicacion cotidiana de diversas dosis o concentraciones de ta sustancia estudiada
en un periodo de alrededor de 10 % del ciclo de vida del animal de
experimentacion.

Las especies escogidas son generalmente ratas o ratones, y dentro de los
otros animales no roedores, el perro o el mono. La duracién de los estudios es
generalmente de 14 dias hasta 3 meses.

Via de administracién. El producto quimico debe administrase por la via del
uso o exposicién destinados en seres humanos. En el caso de la mayoria de los
productos quimicos la via comin es la oral. El procedimiento que se prefiere
aplicar consiste en incorporar el producto quimico en la dieta, aunque a veces se
utiliza como vehiculo el agua para beber. Este (ltimo método es recomendable
cuando la sustancia quimica puede reaccionar con un componente de la dieta.

Dosificacién. Es recomendable seleccionar tres dosis: una que sea lo
suficientemente alta para producir signos definidos de toxicidad, una dosis baja
gue se espere no induzca ningtn efecto tdxico o una dosis intermedia y debe

1



completarse con un grupo control. Estos animales no recibiran el preducto quimico

sometido a prueba sino gue se les debe dar el vehiculo 0 excipiente que se utilice.

Observaciones y exdmenes.

*

Peso corporal y consumo de alimentos: Estos aspectos deben
determinarse semanalmente. La pérdida de peso corporal es un indice
simpfe, aunque sensible de efectos toxicos. El consumo de alimentos es
asi mismo un indicador Gtif. Ademas, una disminucién marcada en el
consumo de alimentes puede inducir efectos que imiten o empeoren las
manifestaciones tdxicas del producto quimico.

Observaciones generales: Entre estas se deben contar el aspecto,
conducta o comportamiento y cualquier anormalidad.

Pruebas de laboratorio: Los examenes hematolégicos suelen incluir, fa
concentracion de hemoglobina, la cuenta de eritracitos, leucocitos y de
plaquetas. A todos los animales se les deben tomar muestras
sanguineas antes de iniciar el tratamiento, a la semana, al mes y al final
de |a prueba segln sea la duracién del ensayo.

Examen posmdérten: Siempre que es posible, todos los animales que se
encuentren muertos o en proceso de morir se les debe realizar la
necropsia. Ademas, deben determinarse los pesos de varios drganos,
en valores absolutos 0 en téminos de relacion porcentual, puesto que

sirven como indicadores Utiles de toxicidad (24).



3.4. Proteinas.

Son macromoléculas compuestas de unidades llamadas amino&cidos, estos
compuestos se caracterizan por tener en su molécula un grupo amino y un grupo
carboxilico, de los cuales se conocen més de 140 que se encuentran en distintos
tejidos de origen anima! y vegetal, asi como en los microorganismos, pero de
todos estos, sdlo funcionan 20 como mondmeros o constituyentes basicos de las
proteinas, que al unirse en combinaciones y cantidades diferentes, forman miles
de distintas proteinas.

Estas sustancias desempefian funciones bioldgicas en el organismo
humano, entre las que se cuenta principalmente I2 regeneracién y fa formacién de
tejidos, la sintesis de enzimas, anticuerpos, hormonas y como constituyente de Ia
sangre, entre otras; forman parte del tejido conectivo y muscular de ios animales y
de otros sistemas rigidos estructurales. Los drganos del hombre estan
compuestos fundamentalmente por proteinas (25).

Las proteinas contienen aproximadamente 16% de nitrégeno, o cual,
proporciona un medio Util para la cuantificacion de proteina en un alimento, ya
que, el nitrégeno multiplicado por el factor 6.25 (100 / 16) da una medida de la
cantidad de proteina; pero como no todo el nitrogeno de los alimentos se
encuentra en forma de proteina, el valor solo es aproximado y se llama “proteina

cruda”.
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3.4.1. Valor nutricional de las proteinas.

Los niveles de proteina propuestos son aquellos considerados como
necesarios para mantener la salud y las necesidades fisiolégicas de la mayor parte
de los individuos de un grupo de poblacion; sin embargo, las necesidades reales
son de o - aminoacidos, y por tanto, la composicidon en aminoacidos de las
proteinas de la dieta es extremadamente importante; existen ocho aminoacidos
estrictamente esenciales para la nutricion adecuada;

+ Valina, leucina, isoleucina, treonina, fenilanalina, triptéfano, lisina, y

metionina

Aungue algunos de ellos, por ejemplo el triptéfano, se necesitan
directamente para la biosintesis de hormonas y otros compuestos
metabdlicamente activos. Sin embargo, de entre los ocho aminoacidos esenciales,
solo cinco limitan la calidad de las proteinas en la dieta del hombre: la lisina, los
aminoacidos azufrados {metionina y cistina), la treonina y el triptéfano (26).

La tirosina y la cistina también se clasifican como amincacidos esenciales,
puesto que no pueden ser sintetizados en cantidades adecuadas cuando la dieta
es deficiente en fenilatalina o metionina respectivamente.

Las necesidades de triptéfano, fenilalanina y en consecuencia, de tirosina,
se deben a la incapacidad de los animales para sintetizar anillos aromaticos. Un a-
aminodcido o cualquier ofro constituyente de la dieta es esencial para los
animales, en primer lugar, cuando éste no lo puede sintetizar y en segundo lugar,
cuando un componente de ia dieta por si mismo o uno de sus derivados

metabdlicos es necesario para llevar acabo las funciones biogquimicas y un



crecimiento normal. La arginina y la histidina no se incluyen en Iz lista, aunque
estos aminoacidos son esenciales para los nifios, sin embargo, se cree que
pueden ser sintetizados en cantidades suficientes por ios adultos.

Las necesidades proteinicas minimas de las diferentes proteinas
alimentarias son una cantidad variabie, que viene determinada por la proporcién
relativa de aminoacidos esenciales presentes en diferentes proteinas. En
consecuencia, la dependencia de una Gnica fuente de proteina puede dar lugar a
una ingesta proteinica insuficiente en algunos de los aminodacidos esenciales; por
ejemplo, los cereales son deficientes en lisina mientras que las legumbres lo son

en aminoacidos azufrados (26).

3.4.2. Necesidades de aminoéacidos.

El comité de expertos de la FAD / OMS ha valorado las necesidades de
aminoacidos en los nifios (cuadro 2) a partir de los datos obtenidos mediante
experimentos alimentarios. No obstante, aunque no han variado los datos
estimados acerca de las necesidades de aminoacidos, el patron de necesidades
de aminodcidos por gramo de proteina se basa actualmente en las distintas
necesidades def hombre desde la infancia hasta la madurez {cuadro 2).

Utilizando los patrones de FAQ / OMS / ONU de 1985 la cantidad adecuada
de proteinas que deben consumir ios nifios mas jovenes, los de edad preescolar y
los adultos puede estimarse separadamente a partir de su composicién en
aminoacidos, para lo cual, se determinan calificaciones quimicas (C.Q)
relacionadas con el patrén FAQ / OMS para los aminoacidos individuales, siendo

esta una forma de evaluar la calidad de las proteinas por métodos quimicos.
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Cuadro 2. Necesidades de aminoécidos sugeridas por ia FAQ/OMS/ONU.

Aminoéacidos

Necesidades requeridas

{mg/g de proteina)

Lactantes media

Preescolares

Edad escolar

{rango)* (2-5 afios)  {10-12 afios) Aduitos

Histidina 26 {18 - 36) 19 18 16
Iscleucina 46 (41- 53) 28 28 13
Leucina 93 (83 -107) 66 44 19
Lisina 66 (53- 76) 58 44 16
Metionina+cistina 42 {(29- 60) 25 22 17
Fenilalanina+tirosina 72 (68 - 118) 63 22 19
Treonina 43 (40 - 50) 34 28 9
Triptéfano 17 (16 - 17) 11 9 5
Valina 55  (44- 77) 35 25 13
Total

tncluyendo histidina 460 (408 - 588) 339 241 127
Sin incluir histidina 434 (390 - 552) 320 222 111

* Composicidn de amincdcidos de la leche de la mujer

La calificacion quimica expresa la relacion entre el por ciento de cada

aminoacido en la muestra y el por ciento del mismo aminoacido en la proteina de

referencia. Para la proteina a analizar, el aminoacido limitante es el componente

que determina el valor global de la proteina (26).



3.4.3. Digestibilidad.

La digestibilidad de las proteinas se considera como un indicador de su
calidad, y es una de las primeras determinaciones para saber la disponibilidad de
los aminoécidos que la componen. Los alimentos de origen animal tienen una
mayor digestibilidad que las de origen vegetal, lo anterior se atribuye al contenido
menor de fibra en los alimentos de origen animal, hay una menor velocidad de
transito en el tracto intestinal, Io que en consecuencia hace que halla una mayor
absorcion de nutrientes. Ademas la estructura terciaria de las proteinas de origen
animal es menos compleja que las de los vegetales, por lo que son mas faciimente
digeridas per las enzimas intestinales.

Otros factores que disminuyen la digestibilidad en las proteinas de origen

vegetal, son la presencia de factores téxicos y antinutricionales (27).

3.5. Citometria hematica. Indices y parametros.

E! término de citometria hemdtica se refiere a la medicion de las células de
la sangre (cifos = célula, metros = medida, haemafos = sangre). El término de
biometria hemética es incorrecto (bios = vida, metros = medida), ya que no se
trata de la medida de la vida, sin embargo, es el que mas se emplea para
solicitarlo a los diversos laboratorios clinicos. Existen otros términos que se utilizan
cotidianamente, pero el término de cifometria hematica (CH) es el que mejor
describe al estudio de laboratorio destinado a informar sobre numero y

caracteristicas de las células de la sangre (28).



3.5.1. Sangre.

La sangre esta compuesta de plasma y elementos celulares, que incluyen
leucocitos (gldbulos blancos), plaquetas (trombocitos) y eritrocitos {gidbulos rojos).
El plasma representa mas o menos el 55% del volumen sanguineo, en tanto que
los eritrocitos forman el 45% y los leucocitos y plaquetas e! 1%. Las variaciones
de los elementos sanguineos son con frecuencia el primer signo de enfermedad.

Las células sanguineas viajan a través de los vasos y son distribuidas a
todos los tejidos corporales. Los eritrocitos contienen la proteina vital hemoglobina
Que se encarga del transporte de oxigeno y bidxido de carbono, los leucocitos {de
los que los equipos automatizados clasifican en cinco tipos) se ocupan de la
defensa contra antigenos extrafos. Las plaquetas son necesarias para la
hemostasia. Los eritrocitos y plaquetas actian sin abandonar la circulacion; pero
los leucocitos, por medio de diapédesis (paso a través de las paredes vasculares)
pasan a los tejidos donde desarrollan su actividad de defensa contra antigenos
extrafios invasores.

La interpretacion correcta de la CH obliga el analisis detallado de los datos
que informa, los cuales pueden dividirse en tres grandes grupos. los

correspondientes a la serie roja, la serie blanca y la serie trombocitica {29).

3.56.2. Serie roja.

Los de la serie roja comprende los siguientes paréametros:

Hemoglobina (Hb) y definicién de anemia. La Hb se cuantifica en gramos
por decilitro (g / dL) y representa la concentracién de esta proteina por unidad de

volumen. Este pardmetro debe ser el inico a emplear para definir si hay o no
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anemia, es decir, solo si las cifras de hemoglobina son inferiores a los valores
normales puede asegurarse que existe anemia. Las cifras “normales” 0 “de
referencia” de la hemoglobina son variables y depende de: edad, sexo, aftura del
sitio de residencia, etcétera. La Hb se mide directamente por medio de un método
colorimeétrico de punto final y es necesario establecer los valores de referencia,
tomando en cuenta las variables anotadas.

Hematocrito (Hct). Mide en porcentajes (%) y representa la proporcion de
eritrocitos en el total de la sangre. Este parametro no debe emplearse para
establecer la existencia de anemia. Los rangos normales de referencia del
hematocrito dependen también del sexo, de la edad y altura del sitio de residencia.

Nimero de gldbulos rojos (Rbc). Informa en millones por microlitro {nimero
de gldbulos rojos X 10°%/ ul). Su valor normal depende también de los factores
sefalados. El empleo actual de contadores de particulas por citometria de fiujo
permite calcularlos con gran exactitud.

Volumen globular medio (VGM). Se mide en femtolitros (fL}). Este indice
eritrocitico, medido directamente en la citometria de fiujo, es de gran valor en el
esclarecimiento de la causa de una anemia. Los valores del VGM permiten
conocer si una anemia es macrocitica (VGM mayor a fos limites normales) o
microcitica (VGM menor a los limites normales).

Hemoglobina corpuscular media (HCM). Se expresa en picogramos (pg) y
representa la cantidad promedio de hemogiobina en cada eritrocito.

Concentracién corpuscular media de hemoglobina (MCHC). Este indice

eritrocitico, medido como porcentaje (%), es uno de los parametros de mayor
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utiidad en lugares donde se emplea tecnologia manual, es el tnico parametro
confiable que se calcula para inferir el grado de hipocromia o normocromia de los

eritrocitos.

3.5.3. Serie blanca

Los datos que la CH proporciona son: nimero de glébulos blancos, cuenta
diferencial y alteraciones de los mismos.

Numero de gldbulos blancos (WCB). Se mide en millones por microlitro
{(nimero de glébulos blancos X 10/ ul). El nimero de leucocitos depende de
muchos factores como edad, peso, consumoc de hormonas anticonceptivas,
etcétera. Cuando los WBC se encuentran por arrba del rango normai de
referencia se habla de teucocitosis y cuando se encuentra por abajo se habla de
leucopenia; hay muchas causas de leucocitosis, como, infecciones agudas
(neumonia meningitis, apendicitis, amigdalitis), intoxicaciones metabdlicas
{acidosis) o envenenamiento por quimicos o venenos, hemorragia aguda entre
otras. Dentro de las causas de leucopenia, pueden sefalarse las infecciones
bacterianas (septicemia, tubercutosis miliar, tifoidea, brucelosis, etcétera):
infecciones virales y otras infecciones.

ta cuenta diferencial de las variedades de glébulos blancos es de gran
importancia en la CH. En sangre periférica pueden encontrarse los siguientes tipos
de leucocitos: neutréfilos, eosindfilos, baséfilos, linfocitos y monocitos, aunque
existen otros tipos de leucocitos, los equipos automatizados Unicamente tienen

capacidad para clasificarlos en estos cinco grandes grupos (28). Todo el sistema
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de leucocitos esta disefiado para defender contra cuerpos extrafios. Sin embargo,
cada uno de estos tipos de células, tienen diferentes funciones y pruebas actuales
sugieren que cada una se comporta como un sistema relacionado pero separado

(29, 30).

3.5.4. Serie trombocitica.

Numero de plaquetas (Pit). Algunas de las causas de trombocitopenia son:
leucemia aguda, anemia perniciosa, medicamentos citotoxicos, etcétera. Cuando
la cuenta plaquetaria se encuentra por arriba de los rangos de referencia, se habla
de trombocitosis, cuyas causas pueden ser muchas: padecimientos malignos,

anemia por deficiencia de hierro, infecciones agudas, etcétera (28).
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4. METODOLOGIA

A continuacién se presenta el diagrama de flujo de los bloques del trabajo

desarrollado (figura 1) con el fin de visualizarlo en forma integral.

CARACTERIZACION
BROMATOLOGICA DE LA ALMENDRA
41

SEPARAC’?_TP?gchﬁ FRACCION OBTENCION DE LA
4.2 GRASA CRUDA

OBTENCION DEL
CONCENTRADO PROTEINICO
4.3

CARACTERIZACION QUIMICA
4.4 -

DESTOXIFICACION:
AISLAMIENTO DE LA
FRACCION PROTEINICA
MAS ABUNDANTE
46

TOXICIDAD
AGUDA
45

BIOENSAYO DE
TOXICIDAD SUBAGUDA
47

Figura 1. Diagrama de trabajo.
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4.1. Caracterizacion bromatolégica de la almendra,

4.1.1. Materia prima.

Se contaba con materia! recolectado de semillas de capulin (Prunus
serotina) de distintas regiones, por lo que se homogeneizo el material antes de
tomar una muestra representativa del lote para corroborar su mayor similitud con

los lotes antes analizados (9).

4.1.2. Pelado y molienda de la almendra.

El descascarillado de la aimendra se hizo con ayuda de un mortero y un
pistilo, colocando sobre el mortero unas cuantas semillas de capulin para después
golpearlas suavemente con el pistilo con el fin de romper la cascara y obtener la
almendra entera, las cuales, se iban guardando en atmasfera de nitrégeno para su
conservacion. Se tomé una fraccion representativa del lote y se molieron en un
molino con malla de 1 mm de diametro, para el anafisis proximal. Las demas
almendras se fraccionaron en un molino con malla de 2 mm de diametro para el

proceso de extraccion de grasa.

4.1.3. Analisis proximal.

FUNDAMENTO:  El andlisis proximal o sistema analitico Weende se desarrollo
en Alemania hace mas de 100 arios, en la estacidn experimental que lleva su
nombre(31). Este sistema se ha criticado mucho, pero hasta la fecha nadie ha
desarrollado otrc mejor que sea tan practicado y aceptable. Las determinaciones

se hicieron con las técnicas reportadas en el AOAC (32).
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El andlisis proximal de la almendra se realizé de acuerdo al esquema

Weende (figura 2).

HUMEDAD

Incineracion

Extraccidn etérea Kjeldahl l

y

‘ Nitrogeno CENIZAS
i
: PROTEINA®
Digestion acida (N"8.25)

I

v

Residuo

Sustancias -
solubles en
acido v,

Digestion alcalina

l

v

Sustancias
solubles en
alcali

Residuo insoluble

P

Incineracion

FIBRAC

Figura 2. Esquema Weende

En la determinacidn del contenido de grasa se utilizé éler de petréles como disotvente.
Para la cuantificacion de fa proteina se utilizé el Digestar Tecator Model a / &, 20/ 40 y el autoanalizador

KJELTEC 1030,
En el analisis de la Fibra se utilizaron fittros California {Lanconco) y diametro interno de 76 mm:; ademds,

se utilizo silicato de aluminio en vez de asbesto.
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4.2. Separacion de ia fraccidn lipidica.

Se monto un dispositivo (figura 3) que permitié trabajar con 1 Kg de semiiia

parcialmente fraccionada y se extrajo la grasa con hexano grado QP.

g

TED DEVDAIO G 7 X 9 cm

Figura 3. Dispositivo de extraccion

* Bl dispositivo se dejo a reflujo para la extraccion de |a grasa durante 8 horas diaras por 3 dias.



4.3. Obtencioén del concentrado proteinico.

A la harina desengrasada obtenida de la separacion de la fraccién lipidica,
se le dejd toda la noche a temperatura ambiente con corriente de aire, para quitar
residuos de hexano; se le determiné el analisis proximal, para confirmar que se
trataba de un auténtico concentrado proteinico. Ademas, de estudios previos {9},
se tenia conocimientos de que la almendra de capulin contiene glucdsidos
cianogénicos, por lo que se determind el contenido de estos téxicos.

A la grasa se le elimind el disolvente con un rotavapor. Este extracto libre
de hexano se le denomind “grasa cruda”, a la cual, se le insufld nitrégeno y se

almaceno a temperatura baja para su posterior evaluacion en otro trabajo de tesis.

4.4. Caracterizacion quimica.

4.4.1. Determinacién de glucésidos cianogénicos.
FUNDAMENTO: El presente método aprovecha la reaccidn sensible y
especifica de Guignard, la cual, consiste en hacer reaccionar picrato de sodio con
el HCN para producir isopurpurina (compuesto colorido). Para poder cuantificar el
HCN total que se libera se hace uso de una hidrélisis enzimatica con una f3-
glucosidasa del correspondiente glucésido cianogénico (33). Este método puede
detectar hasta 5.0 ng de HCN, equivalente a 46.0 ug de glucésido cianogénico
{referido con linamarina).
MATERIALES Y REACTIVOS.

+ Incubadora marca BLUE-M

*  Congelador comercial
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(a).

(b}

+ Espectrofémetro Sequoia - Torner mod 340

+ Bafo de agua con agitacién marca LAB-LINE INSTRUMENTS

* Tubos de cultivo con tapén de rosca PYREX # 9825 y 9826

*  Micromolino marca Tecator mod CYCLO-TEC

* Papel indicador de HCN (a)

* Solucion de B-glucosidasa con activador (b)

*  Solucién de KCN equivalente a 100 ug HCN / mL (24.1 mg / 100mL)

* HCI0OS5N

+ Buffer de fosfatos pH = 7.0

*  Solucion de picrato de sodio alcalinizada (c)

* Fécula de maiz comercial
Papel indicador de HCN: Papel Whatman del # 2 se mojd en una solucidn de
picrato de sodio (c), se dejé escurrir y se colocd en una estufa, a una
temperatura de 55 - 60 °C, por espacio de 30 minutos. Se cortaron tiras de 2
X10¢cm.
Solucion de B-glucosidasa con activador: 0.25 g de se disolvieron con buffer
de fosfatos a pH = 7, con {a precaucion de agitario suavemente (de lo contraric
se hubiera formado una gran cantidad de espuma); una vez disuelta la enzima
se le adiciond 1.7 g de NaNO; que actlio como activador de dicha enzima:
todo lo anterior se aforé a un volumen de 250 mL con el mismo buffer y asi
tuvimos una concentracién de 1.0 mg de B-glucosidasa / mL y 0.08 M de

NaNQ;.
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{c). Solucion de picrato de sodio alcalinizada: Se disolvieron en agua destilada 2.5
g de &cido picrico y a continuacién 12,5 g de carbonato de sodio, aforando a
un volumen de 500 mL con agua destilada.

PROCEDIMIENTO:

CURVA ESTANDAR. Para la elaboracion de la curva esténdar de
referencia, se uso una solucion de cianuro de potasio con una concentracién de
100 pg HCN / mL. Ademas con el fin de simular la interaccion muestra — HCN
liberada, se introdujo en la curva estandar la lamada matriz alimenticia, que en
este caso fue fécula de maiz comercial.

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR

mL solucién Matriz BufferpH=7 HCI 0.5N Concentracién
estandar alimenticia {en frio) de HCN (g}
0.00 500 mg 5.0mL 1.0mL Blanco
0.05 i " " 5.0
0.10 " " " 10.0
0.20 " " 3CC dhrs " 20.0
0.30 " " " 30.0
0.40 " " " 40.0
0.50 " " ~ 50.0
0.60 " " " 60.0

La curva estandar va de 5 - 60 pg de HCN, ya que fue el rango gptimo
encontrado en la respuesta concentracion de HCN vs DO (r = 0.99) en donde se
cumple la ey de Lambert - Beer. Dicha serie de tubos se trabajaron en la misma

forma que para la liberacién de HCN en la muestra.
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PREPARACION DE LA MUESTRA. Cuando se requiere determinar con
suma precisién el contenido de HCN en una muestra fresca, es necesario partir
del material integro; para lo cual, el material se sometié a una molienda fina e
inmediatamente se paso a un frasco que cerraba perfectamente ysino sevaa
realizar en ese momento la determinacion, se procede a colocar la muestra ya
molida en el congelador.

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS. Liberacién del HCN de la muestra. Se
colocd en un tubo de cultivo Pyrex # 9826 de 20 - 500 mg de muestra,
dependiendo de su contenido aproximado de glucdsidos cianogénicos (cuando no
se tiene informacién se coloca la cantidad maxima de 500 mg); a continuacidn se
le adicionaron 5.0 mL de solucion de B - glucosidasa (fria), se homogeneizd y se
procedio a colocar la tira de papel indicador humedecida (aproximadamente con
ocho gotas de agua) en la boca del tubo y se cerro herméticamente con un tapén
de rosca.

Una vez que se tuvo el anterior dispositivo se coloco en el bao Maria gue
estaba a una temperatura de 40 °C * 1 °C, con el control de velocidad de agitacion
ajustado a 3.5 oscilaciones/ minuto, durante 4 horas. Al final de dicho tiempo se
saco el tubo y se coloco en el congelador por 30 minutos.

Transcurrido el anterior tiempo se saco el tubo y se destapo para
adicionarle 1.0 mL de HCI 0.5 N (frio); hay que hacer notar gue si se usan los
tapones adecuados, la tira de papel indicador queda adherida a dicho tapén y no

se presentan problemas de manipulacicn en este paso.
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Una vez adicionado el HCI, se volvid a cerrar perfectamente, se
homogeneizo teniendo la precaucién de que el liquido no tocaba el pape! indicador
y s& colocd en fa incubadora por espacio de 15 minutos a Ia temperatura de 60 °C.
Transcurrido el tiempo se saco de la incubadora y en ese momento se procedit a
realizar visualmente la deteccion cualitativa, ya que aquellos tubos que no
mostraron ni siquiera ligera coloracion café — rojiza en el papel indicador, se
consideraron negativos; en tanto que aquellos que si mostraron, aunque sea una
tenue coloracion, se consideraron positivos y se procedié a su deteccién
cuantitativa.

DETERMINACION CUANTITATIVA. Con cuidado se procedid a recuperar
el papel indicador y se colocd en un tubo de cultivo Pyrex # 09895, se le
adicionaron 20 mL de agua destilada (medidos con bureta) se tapc y se agité
vigorosamente con el fin de extraer el pigmento de isopurpurina del papel
ingdicador en el agua. Después de extraer el pigmento (aproximadamente de 2 - 5
minutos) se recupero el sclvente (agua), eliminando los residuos por una simple
filtracién con papel de filtracién rapida. E! filtrado se colocé en la fotocelda para su
lectura con el espectrofotémetro a una longitud de onda de 520 nm; previamente
ajustado a 100 % T con e! blanco correspondiente (todos los reactivos, excepto fa
muestra).

CALCULQS: Una vez que se tuvo elaborada la curva estandar, en donde se
encuentra relacionado el contenido de HCN vs DO expresado en densidad optica
(A), se paso el valor obtenido de % T a densidad optica (DO).

1
DO = LOg W
/100
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Con el dato de absorbancia se puede interpolar o calcular de acuerdo a la

ecuacién de la regresion lineal el correspondiente contenido de HCN {x).

iMlOE = mgHCN /100 gmuestra
donde:
X = pug de HCN M = mg de muestra.

4.4.2. Determinacién de aminoacidos.

FUNDAMENTO: La cromatografia de intercambio idnico con resinas
especificas, acopladas a bombas especiales que mantienen un flujo constante de
las soluciones eluyentes y aparatos de registro electrénico automatico, han
permitido el desarrollo de los llamados autoanalizadores de aminoacidos, que
realizan el andlisis de una proteina con increible rapidez y una adecuada
precisién.

La naturaleza de las condicicnes de hidrolisis acida completa, juega un
papel de gran importancia en el analisis de aminoacidos de una muestra proteinica
con el fin de obtener su composicién. La hidrélisis acida es el procedimiento
generalizado disponible para la gran variedad de proteinas; y es costumbre tratar
la proteina con 2.5 a 5000 veces su peso con HC! 6 N y mantener la solucion bajo
refiujo por espacio de 18 a 24 horas; sin embargo en el procedimiento gue se
utilizo, se usé la modificacién del tiempo y la temperatura, ademas de adicionar
fenol (0.1 %} al acido clorhidrico para la hidrélisis de la proteina. La muestra se
hidrolizé durante 4 horas a una temperatura de 145 + 1 °C, para despugs

separarla por cromatografia en columna (34).
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EQUIPO Y MATERIALES.

+ Autoanalizador de aminoacidos marca Technicon, mod NC-2P.

* Digestor marca Tecator, mod Ab 20 / 40.

*  Potenciémetro marca CORNING, mod 10.

*  Rotavapor marca BUCHI, mod R.

*  Vortex LAB - LINE INSTRUMENTS, mod Super - mixer No.1290.

+  Microjeringa marca HAMILTON, mod 1001 - LTN.

*+ Tubos de cultivo de pared gruesa con tapdn de rosca y cubierta de

teflon PYREX No.9826.

REACTIVOS Y SOLUCIONES.

A
B.

=

J.

Acido clorhidrico 6 N con 0.1 % de fenol

Metil-celosolve al 50%

. Estandar interno de norleucina 0.1 uM

Amortiguador de acetato de sodio 4 N (a).

Sulfato de hidrazina (b).

. Ninhidrina (c).

. Solucién lavadora (d).

Amortiguador de dilucién (e).
Amortiguadores de acetatos para regeneracién y elucion (f).

Hidréxido de sodio 0.1 N

(a). Amortiguador de acetato de sodio 4 N. Se colocaron aproximadamente 3 litros

de agua destilada en un dispositivo de agitacién, se adicicnaron lentamente

1312 g de acetato de sodio anhidro para prevenir la cristalizacién, si se
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(b).

(c).

(d).

(e).

requiere se puede calentar para la completa solubilizacién de la sal. Una vez
fria 1a solucidon se le afadieron 400 mL de &cido acético glacial lentamente y
se dejo enfriar. Por lltimo se aforé a 4 litros. NOTA: El pH de este
amortiguador debe ser de 5.51 + 0.02; si se requiere ajustar se debe usar
alcali o acido concentrado, ya que, 4.0 g de NaOH apenas incrementa dicho
amortiguador en 0.04 unidades de pH.

Sulfato de hidrazina. Se pesaron 1.049 g de sulfato de hidrazina que se
disolvieron en agua bidestilada y desionizada, a continuacién se adicionaron
0.4 mL de acido sulfirico concentrado (RA) y 30 mL de solucion BRUIJ - 35 al
20 %, se llevd esta solucidon a un volumen de 4 litros; para su conservacién se
requirié adicionar 0.8 mL de acido caprilico como conservador. Evitando agitar
vigorosamente por que esta solucién tiende a la formacion de abundante
espuma.

Ninhidrina. Se disolvieron 40 g de ninhidrina en 2 litros de metil — celosolve, a
continuacidn, se adiciond lentamente 1 litro del amortiguador de acetato de
sodio 4 N. Por Gltimo se aford a un volumen de 4 litros.

Solucion lavadora. Agua — etano! {3:1; v / v) con hidroquinona al 0.01 % como
agente antioxidante.

Amortiguador de dilucion. Se preparo una solucién de cido clorhidrico 0.2 N
(A) ¥ una solucion de cloruro de sodio 0.2 M {11.69 g / L) (B). Se tomaron 50.0
mL de (A) y 33.3 mL de (B), se aforaron a 200 mbL con agua destilada y
adiciond hidroquinona al 0.01 %. El pH del amortiguador debe ser de 1.50 +

0.05.
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(f). Amortiguadores de acetatos de regeneracién y elucion para la corrida del

hidrolizado acido de una proteina. Columna de 470 mm X 5 mm:

REACTIVO BUFFER #1 BUFFER # 2 BUFFER#3 NaOH 0.2N
N Regeneracién de la  Elucién de aa écidos y Elucién de aa Lavar la resina
{grado analitico) resina neutros bsicos
Acstato de sedio (anhidro) 410 g 500 g 87.00 g -
(PM=82.03}
Acido acético glaciat 20.00 mL 15.00 mL 20.00 mL -
{PM=60.05)
Solucidn de acetato de - 1.00 mL 200 mL -.-
zinc 0.5M (110g/L)
Alcohat etilico (absoluto) 78.00 mL 78.00 mL - --
{PM=46.02)
Alcohol benzilico - 11.00 mL --
(PM=108.14)
Hidrequinona (antioxidante) 011 g 011 g .- .-
(PM=110.1)
Solucidn BRIJ-35 AL 20% 8.00 mL 8.00 mL B.00 mL --
(MERCK # 1962)
EDTA (sal disédica) 010 g -- 1.00 g
{PM= 372.24)
Hidrdxido de sodio lentejas - -- - 8.00 g
(lentejas} (PM=40)
Acido caprilico {conservador) 0.20 mt 0.20 mL 0.20 mL --
(P.M=144.22)
Agua destilada y desionizada 1.00 L 1.00 L 1.00 L 1.00 L
PH (ajuste en el potencio- 4.00 £0.02 41010.02 541002 .-
metro en escala expandida)
Concentracion de Na* (M) 005 M 006 M 106 M 020 M
Concentracién de Zn** (M) 000 M 30X10° M 1.0X10% M 000 M

Forma de preparar las soluciones amortiguadores:
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. En un recipiente con agitacién se puso la mitad del volumen de agua (0.5 L)y
se disolvieron todos los componentes sélidos (sales).

. Después se adicionaron los reactivos liquidos o las soluciones
correspondientes a excepcién del acido caprilico, el cual se adiciond hasta
después de ajustar el pH.

- Una vez disueltos todos los reactivos en la mitad del volumen, se procedid a
adicionar méas cantidad de agua hasta Hevar a un volumen aproximado de S00
mL con el fin de tener margen para poder proceder a ajustar el pH.

. Se ajusto el pH del amortiguador al pH deseado con la ayuda de un
potencidmetro de escala expandida; el cual, previamente se calibré con
exactitud con un buffer de referencia (de preferencia de pH = 4.00).

. Una vez ajustado el volumen se aford en un matraz volumétrico de 1 L. Para
evitar problemas se adicionan 2 o 3 gotas de acido caprilico, que rompieron la
espuma formada.

. Al amortiguador ajustado y aforado, se filtrd por medio de papel fittro con ayuda
de vacio, con la finalidad de eliminar cualquier particula extrafia, ya que estas
soluciones pasan a través de la resina de intercambio iénico.

. En el recipiente final del amortiguador se adiciond !a cantidad especificada de
écido caprilico (como conservador) y a continuacion se vacio el amortiguador

ya aforado y filtrado a dicho recipiente.

PROCEDIMIENTO:

Se pesd dentro del tubo de hidrdlisis la cantidad de muestra necesaria

(formula 4.1) finamente molida y desengrasada (cuando el contenido sea mayor

del 5 %). A continuacion se adiciond con mucho cuidado la cantidad de acido
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requerida (formula 4.2), tratando de que toda la muestra se humedeciere con el
reactivo de hidrdlisis; de ser necesario para lo anterior se puede ayudar con un

agitador mecanico (Vortex).

=0.05)(100 B=4X100
%P %P
férmula 4.1 formula 4.2
donde:
A = cantidad de muestra en gramos B =mL de acido (HCI 6 N)

% P = porcentaje de proteina en {a muestra

Se insuflé nitrégenc de alta pureza, se cerro perfectamente con e! tapon de
rosca y cubierta de teflon. El material se someti® a condiciones de hidrolisis en el
digestor Tecator a 145°C + 1 por 4 horas {contadas a partir del momento en que
se colocd en el digestor).

Una vez transcurrido el tiempo de hidrdlisis se dejo enfriar, se transvaso
cuantitativamente a un matraz de bola de 100 mL, lavando la boguilla con agua
desionizada, se afadié al tubo 5.0 mL de norleucina gque se transvasd
cuantitativamente al matraz, se adiciond agua lavadora al tubo y se transvasé
nuevamente al matraz, repitiendo una segunda vez este procedimiento con agua
tavadora. El hidrolizado obtenido en el matraz de bola se trabajé en el rotavapor
llevandolo a sequedad con el fin de éliminar el exceso de acido clorhidrico; a
continuacion se agregd agua desionizada al matraz para resuspender el
hidrolizado y poderio filtrar a través de papel filtro No. 52 con ayuda de vacio; se
considerd conveniente dar lavados de 5.0 mL para enjuagar el matraz de bola,

procurando que el volumen fuera menor de 25.0 mL, se ajusté el pH = 6.8 + 0.2
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con ayuda de un potencié.metro, afiadiendo NaOH 5 N para ajustarlo,
posteriormente se aforé a 25.0 mbL y se le insuflé nitrdgeno; se guardé en
congelacién hasta su uso.

Para inyectar el anterior hidrolizado en e} autoanalizador, se diluyé con el

amortiguador de dilucién {pH = 1.5), en una proporcién de 1:1 {0 sea que el aforo
real del hidrolizado es de 50.0 mL}) de esta dilucién, se procedid a filtrar una parte
a través del dispositivo Millipore, para lo cual, se descartaron las primeras cinco
gotas del filtrado y el restante se utilizd para inyectar en el autoanalizador de 100
a 200 plL. En este caso se inyectaron 100 ul. Previamente hay que comer una
solucidn estandar de aminoécidos que contenga 0.025 uM de cada uno, para que
de este aminograma se pueda obtener el area de cada uno de los aminoacidos,
ademas tanto en el estandar como en la muestra se debe de adicionar una
cantidad constante y conocida del aminoacido sintético norleucina, para poder
hacer los calculos en base a los llamados equivalentes de norleucina de cada uno
de los aminoacidos.
CALCULOS: De los aminogramas del estidndar y de la muestra se
identificaron fos picos correspondientes a cada uno de los aminoacidos por su
tiempo de retencion y se calculd el area bajo la curva de cada uno de los
aminoacidos [4], asi como el drea de noreucina en el comespondiente
aminograma; para lo anterior, fue conveniente trabajar con la mitad superior de
cada uno de los picos, para evitar trabajar con la linea base que en ocasiones es
demasiado irregular, usando la siguiente formula:

[A4] = ancho de la mitad del pico X altura del pico
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Se determinaron los equivalentes de norleucina de cada uno de los
aminoacidos en el estandar:

_ ANstd
Astd

E.Naa

donde:

E.N aa = equivalente de norleucina del aminoacido correspondiente.
ANstd = drea de norleucina de! estandar,

Astd = area del aminoacido correspondiente en el estandar.

Se determinaron los uM de aminodcido [B]:

B= %X £ .Naa X uMsid

donde;

ANm = &rea de norleucina de la muestra.

#Mstd = micromoles del amino4cido correspondiente.
Se determinaron los gramos de aminoacido €1

_[BIxprum.

6
10

C

donde:
P. M. = peso molecular det aminoacido correspondiente.
Se determinaron ios miligramos de aminoacido / gde N [D]:

p - [clx4x1000
T aXgN
donde:

A = aforo.
a = alicuota (inyeccion al autoanalizador).

&N = gramos de nitrdgeno en la muestra.
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4.4.3. Determinacién de triptéfano.
FUNDAMENTO:  Debido a que la hidrolisis dcida {(que se usa comunmente para
la determinacién de la mayoria de los aminoacidos de una proteina), destruye
completamente el triptéfano, se hace uso de la hidrélisis alcalina, y en la
actualidad ésta ha quedado restringida para el caso particular de triptfano y
tirosina, y aunque se reporta una gran variedad de reactivos para llevarla a cabo,
el uso de LiOH parece producir buenos resuitados en muestras afimenticias; una
vez obtenido el triptéfano libre, se determina por cromatografia en columna (35).
MATERIALES Y REACTIVOS.

* Micro - jeringa HAMILTON, mod. 1001 —LTN.

* Digestor marca TECATOR Mod. Ab 20 / 40.

* Potencidmetro marca CORNING, Mod. 10.

* Autoanalizador de aminoacidos marca TECHNICON, mod. NC — 2P.

*+ Hidroxido de litio 4N.

* Tubos de cultivo de pared gruesa con tapén de rosca PYREX No. 9826,

+ Acido orto - fosférico concentrado (85%).

* Amortiguador de acetatos de sodio 4N (a).

* Amortiguador de acetatos para regeneracion y elucion (b).

*  Metil - celosolve al 50%.

+ Sulfato de hidrazina (c).

* Ninhidrina (d).

+ Solucitn lavadora (e).

Las soluciones a, ¢, d y e se preparan de la misma manera en al punto 4.4.2,
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{b). Amortiguadores para la corrida del hidrolizado alcalino de una proteina

BUFFER #1 BUFFER # 2 NaOH 0.2N
REACT“{Q Regeneracién de [a Ekecién de aa del Lavar la resina
{grado analitico) resina hidrolizado alcalino
Acetato de sodio {anhidra) 410 g 850 g .-
(PM=82.03)
Acido acético glacial 11.86 mL 15.00 mb -
{PM=60.05)
Solucion de acetato de - 2.00 mL
zinc 0.5M (110g/L)
Alcohot etilico (absoluio) 78.00 mL - --
{(PM=45.02)
Alcohol benzilico - 11.00 mL -.-
(PM=108.14)
Hidroquinona (antioxidanie) 011 g -- -.-
(PM =110.1)
Solucién BRIJ-35 AL 20% 8.00 mL 8.00 mL --
(MERCK # 1962)
EDTA (sal distdica) 010 g 1.00 g
(PM=372.24)
Hidroxido de sodio lentejas - 800 g
{lentejas) (PM=40)
Acido caprilico (conservador) 0.20 mL 0.20 mL --
(P.M=144.22)
Agua destilada y desionizada 1.00 L 100 L 100 L
pH (ajuste en el potencio- 3.90+0.02 550+ 0.02
metro en escala expandida)
Concentracion de Na® (M) 005 M 1.03 M 020 M
Concentracién de Zn** (M) 0.00 M 1.0X10% M 0.00 M

PROCEDIMIENTQ:

En un tubo de cultivo de pared gruesa y tapén de rosca, se colocé la

cantidad de muestra de acuerdo al contenido de proteina con la formula siguiente:
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0.1 Xl_O_Q___
% Proteing

mg de muestra =

A continuacion se adiciond con cuidado la cantidad de alcali, teniendo la
precaucion de no salpicar la muestra en la pared del tubo.

4X100

ml dedlcali = -
Y%de proteina

Una vez que se tuvo la cantidad de muestra y alcali adecuada, se cerrd el
tubo perfectamente y se colocd en el digestor a 145°C. E| tiempo de hidrolisis va
de 4 a 8 horas de acuerdo al % de proteina de la muestra.

Tiempo de hidrélisis
% de proteina  Tiempo

{horas)
9a35 8
35 a 65 6
Mas de 65 4

Transcurrido el tiempo de hidrélisis, se dejé enfriar el tubo y se transvaso
cuantitativamente a un vaso de precipitados, se agrego S mL de arginina y se
ajusto el pH del hidrolizado con acido orto - fosférico concentrado (6.6 - 7.0). Se
fiitrd con papel Whaman # 542 dando algunas lavadas, con solucién lavadora al
vaso; el hidrolizado ya filtrado se pasa a un matraz de bola para eliminar el exceso
de disolvente con ayuda de un rotavapor, para poder aforar a 25 mL, Una vez que
se tiene el hidrolizado listo, se procede a inyectar al autoanalizador de
aminoacidos 100 ul, con una microjeringa Hamilton. Previamente hay que correr
una solucion estandar de aminoacidos que contenga 0.025 uM de triptdfano, para
de esta poder calcular el drea que nos servira como referencia para los caiculos,

que se hacen de la misma forma que en el punto anterior,
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4.4.4. Calificacién quimica (CQ).
FUNDAMENTO: Se hasa en sefalar la cantidad del aminoacido indispensable
que esta en mayor deficiencia en la proteina en estudio, al compararla con el nivel
presente en una proteina de referencia; en este caso, se tomo como referencia las
necesidades de aminoacidos sugeridos por la FAQ (cuadro 2). El aminoacide gue
se encuentra en menor cantidad con respecto al estandar, es el aminoacido
limitante, puesto que determina la utilidad de la proteina (26).

La calificacion quimica para cada aminoacido se calculan mediante la

siguiente relacion:

co.=YXEe 100
AeX Ey
donde:
A = aminoacido esencial y = problema
E = total de aa esenciales e = estandar

4.4.4. Digestibilidad “in vitro”,
FUNDAMENTO: En la actualidad se han desarroliado y tratado de establecer
procedimientos “in vitro® capaces de sustituir a los procedimientos “in vivo™, los
cuales, fratan de igualar las condiciones de digestion para determinar la
biodisponibilidad de las proteinas (36).
MATERIALES Y REACTIVOS.,

* Frascos de digestibilidad.

* Potencidmetro CORNING Mod 10.

+ Bafioc de agua con agitacién marca. LAB ~ LINE INSTRUMENTS.
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*  Solucion A. (a)

*+ Solucién B. (b)

(a). Soluciéon A: 227040 BAEE unidades de tripsina (tipo 1X) + 1860 BAEE
unidades de a-quimotripsina (tipo I} + 0.520 L- jeucina g-naftilamina unidades
de pepsidasa en 10 mL de agua

(b). Solucion B: 65 unidades de caseina de proteasa bacteriana en 10 mlL de
agua.

PROCEDIMIENTO:

Se partid de una cantidad de muestra que contenia 10 mg de N, se le
adicionaron 10 mL de agua destilada y se mantuvo en agitacién durante 1 h a una
temperatura de 37 °C. Después se ajusté a pH = 8 + 0.03 con adicién de HCl y
NaOH 0.1 N. Inmediatamente se adicioné 1 mL de {a solucién A y se dejo 10
minutos exactos con agitacién a 37 °C; transcurrido el tiempo, se afiadié 1 mL de
la solucién B y se dejé 9 minutos con agitacién a 55 °C, pasado el tiempo, se
colocd ta muestra en un bafio a 37 °C durante 1 minuto e inmediatamente se midié
el valor de pH, a ios 20 minutos de haber adicionado Ia solucién A.

El por ciento de digestibilidad se obtiene, sustituyendo el valor de pH
obtenido, en la siguiente formula:

% de digestibilidad = 234.84 - 22.56 (pH)

4.5. Toxicidad Aguda
FUNDAMENTO: Los estudios de toxicidad aguda, implican una sola

administracion de la sustancia quimica por un periodo de 24 horas (24).
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MATERIALES Y REACTIVOS.

+ Ratones blancos cepa NHI de 18-25 g de peso machos.

+ Jaulas de acrilico con comederos y bebederos.

+  Marcador de orejas metalico.

* Jeringa hipodérmica de 1.0 mL

* Agujas especiales para la administracion oral,

+ Balanza granataria para animales de laboratorio,

*  Solucion de buffer de fosfatos a pH = 7
PROCEDIMIENTO:

SELECCION DE LA ESPECIE ANIMAL. Para este estudio se escogieron
ratones machos de 3-4 semanas de edad con un peso aproximado de 18 a 20 g.

PREPARACION DE LA MUESTRA. Por lo general los toxicos deben
administrarse por la misma via por la cual los seres humanos quedarian
expuestos. La ruta oral es la que se utiliza mas cominmente. Usualmente se
requiere un medio portador para disolver o suspender el téxico a fin de facilitar su
administracién.

Se usé como vehiculo para disolver el concentrado proteinico de la
almendra del capulin una solucion de buffer de fosfatos a pH = 7 porque se
solubilizd totalmente la muestra. La solucién debe prepararse al momento de la
administracion.

DOSIFICACION. Para la dosificacién se debe administrar un volumen, el
cual sea lo suficientemente grande para medirlo con facilidad, pero a su vez debe

ser lo recomendable para no producir traumatismo al animal, Con respecto a lo
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anterior, el maximo volumen permitido en ratones por via oral es de 1.0 mL; por lo
tanto, si se define como 1D la dosificacion de 0.01 mL / g pc, podemos administrar
hasta una dosificacion de 50 (5 X 0.01mL /g pc X 20 gpc=1.0mL).

La dosis a administrar fue de 15.0 g / Kg pc. la cual, es la dosis méaxima
para que pueda considerarse inocuo un agente xenobidtico y la dosificacion
seleccionada fue de 4D, para que el volumen administrado no fuera mayor de 1
mL, por lo que se prepard una suspensién del material con la concentracién

siguiente:

lSmgxenobroncox 10gpe = 375mg /i,

g pe 0.04mL
La cantidad de solucion administrada se calculd de la siguiente manera:
4D = 0.04mL / g de peso del animal
ENSAYO. Una vez que se tuvo la dotacién de animales, se les suprimid el
alimento la noche anterior al experimento y solamente se les dejo el agua, ya que,
se debe realizar la administracién con 12 horas de ayuno. Los ratones fueron
pesados y marcados con un orador especial de acuerdo a la siguiente anotacion

acumulativa;
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Los animales marcados se repartieron en los diferentes lotes de acuerdo a
la distribucion de “culebra japonesa” (apéndice I}, se colocaron como minimo 5
ratones por lote en una misma jaula. Se utilizé un lote como control, al cual, se le
administrd solo el vehiculo. Para la administracién oral en el ratén, éste se sujetd
con la mano izquierda de la nuca y el pescuezo; la jeringa llena con la aguja
especial se introdujo lateralmente a través del espacio interdental, y con una
suave rotacion se avanzé dentro del esdfago hasta un nivel conveniente para
después descargar el liquido.

Una vez administrado el agente téxico se restituyo el alimento y se dejo a
los animales en observacién por espacio de 48 horas (maximo) con el fin de

observar los efectos clinicos (apéndice If).

4.6. Destoxificacion: aislamiento la fraccion proteinica mas abundante.

Si en el bicensayo de toxicidad aguda, el material a probar, resulta con
grado significativo de toxicidad, se tendra que destoxificar haciende una
purificacidn del material, tratando de obtener un aislado de proteina. Para realizar
lo anterior, se aprovechan las propiedades de solubilidad de las diferentes
proteinas que componen a esla fraccidn; por lo cual sera requisito conocer la

curva de solubilidad.

4.6.1. Curva de solubilidad de la fraccién proteinica.
FUNDAMENTO: Los valores de solubilidad pueden variar de acuerdo con el
camino seguido para establecer las condiciones de pH, fuerza iénica, temperatura

y concentracion idnicas finales (37).

46



EQUIPO Y MATERIAL.
« Potenciémetro CONRNING modelo 10
= Bomba de agua
+ Frascos de digestibilidad y mangueras
+ Parrilla de calentamiento y agitacién modelo PC-320
REACTIVOS Y SOLUCIONES.
A. Solucién de hidrdxido de sodio 2N
B. Solucién de acido clorhidrico 2N
PROCEDIMIENTO:

Se monté un dispositivo como el de ia figura 4; se pesd 1.0 g de harina
desengrasada y finamente molida en un micromolino de 1 mm de diametro: se
colocaron en un frasco para digestibilidad y se agregaron 20 mL de solucion salina
0.2 N a 0 °C con agitacién constante. Se ajustd el pH adicionando NaOH 2 N o
HCI 2 N hasta los pH deseados (pH = 3, 5, 7, 9, 11, 13); se agitdé durante 30
minutos a 0 °C. Se dejé reposar 30 minutos y se tomaron 20 pt del sobrenadante.
Por dltimo se determino ef por ciento de proteina soluble en cada muestra, por el

método de Lowry, y se grafico el % de proteina soluble vs pH.

4 . 1

/—___—'_—w‘
: . H,O fra

Renfia de agitacio
@ agiacion Bomba de HO

Figura 4. Dispositivo para los ensayos de solubilidad
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4.6.2. Seleccion del medio de filtracién adecuado.

Una vez solubilizada la fraccién proteinica mas abundante fue necesario
filtrar la solucién para eliminar los polisacaridos, para lo cual, se requind
determinar el medio de filtracion adecuado que permitiera retener la mayor
cantidad de impurezas, pero sin retener proleina.

(a). Se peso 1.0 g de muestra en 20 mL de NaCli en el dispositivo de la figura 4.

(b). Se ajustd el pH al cual se obtuvo un mayor contenido de proteina soluble y se
agitd durante 30 minutos a 0 °C.

{c). Se tomaron tres muestras de 5.0 mL cada una, se filtraron a vacio en papel
Watmam No. 541, en pellén medio, y en pellén grueso respectivamente.

(d). El medio de filtracién, con los sdlidos totales se secaron y se pesaron, para
determinar la cantidad de sélidos retenidos.

(e). De cada filtrado se tomaren alicuotas de 50 plL cada una por triplicado y se le
determiné el % de proteina scluble por el método de Lowry para cuantificar en

donde existia mayor cantidad de proteina soluble y menor impurezas.

4.6.3. Determinacién de proteina soluble por el método de Lowry.

Modificacion del método de Lowry que da una respuesta fotométrica lineal.
FUNDAMENTO: Se basa en la reaccion del fosfomolibdato, en solucidn
alcalina, con los residuos de tirosil de las proteinas; se utiliza Cu®* para
incrementar la sensibilidad de la reaccion. El color azul que se forma es bastante

estable y tiene un maximo de absorbancia a 650 nm (38).
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EQUIPC Y MATERIAL
*  Bafio Maria con termostato y homogenizador marca Grant mod SE10
+  Pipeta automatica Labsystems de 200 - 1000 ul. y de 50 - 100uL
+  Espectrofotémetro Sequoia - Torner mod 340 y fotoceldas
REACTIVOS Y SOLUCIONES.
A. Reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma cat 2790)
Hidroxido de sodio 1.0 N
Albumina bovina (Sigma cat A - 3425)
Solucién I: tartrato de sodio y potasio y carbonato de sodio (a)

Solucién |I: tartrato de sodio y potasio y CuS04 5H20 (b)

mom o O w

Solucién IlI: (c)
(a). Solucion I: Disolver 2.0 g de tartrato de sodic y potasio y 100 g de carbonato
de sodio en 500 mL de solucidn 1 N de NaCH y aforar a 1000 mL con agua
{b). Solucion lI: Disolver 2.0 g de tartrato de sodio y potasio, 1.0 g de CuSO,
pentahidratado en 90 mL de H>O. Aforar a 100 mL con solucién 1 N de NaOH.
{c). Solucion IH: Un volumen del reactivo de Folin — Ciocalteau se diluye en 15
volimenes de agua. Esta solucién se prepard diariamente y debia tener una
normalidad entre 0.15 Ny 0.18 N cu.ando se titula a pH = 10 con NaOH.
PROCEDIMIENTO:
CURVA ESTANDAR. Se utiizé una solucion de albimina bovina cuya
concentracion era equivalente a 360 ug / mL en agua destilada.
La curva de calibracion o estandar cumple con la ley de Lambert y Beer en

el rango de 36 — 324 ng de proteina.
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Los estandares fueron sometidos al mismo procedimiento de andlisis que

las muestras problema.

CURVA DE CALIBRACION

Tubo uL de solucién ubk de agua Concentracién
estandar {ug)
Blanco 0 1000 0
1 25 975 9
2 50 950 18
3 75 925 27
4 100 900 36
5 200 800 72
6 300 700 108
7 500 500 180
8 700 300 252
9 900 100 324

Se rotularon los tubos, se ajusto el volumen a 1.0 mL con agua destilada; se
afadieron 0.9 mi de la solucidn 1 con agitacién suave para permitir que se
mezclaran: se colocaron en bafio de Maria a 50 °C por 10 minutos, después de los
cuales, se sacaron y se dejaron a temperatura ambiente (21 °C ~ 25 °C), ya frios
se les agregd 0.1 mL de la solucién It. Se conservaron a temperatura ambiente por
10 minutos y después se trataron con 3.0 ml de la solucion i, la cual fue,
adicionada de manera rdpida y con cierta presion para asegurar que se mezcfaran
en cuestion de 1 a 2 segundos.

Los tubos fueron nuevamente colocados en el bafio de agua a 50 °C por 10
minutos y enfriados a temperatura ambiente, para finalmente proceder a la lectura

de la densidad éptica a 650 nm.
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4.6.4, Diagrama de bloques para la obtencion del aislado proteinico,

Solubilizar 1.0 g de harina
desengrasada y finamente molida en
20mlde NaCl (0.2N)a0°C

Ajustar a pH=?" con NaCH (2 N)

Agitar 30 minutes a 0 °C

Filtrar a vacio con papel filtro” adecuado

El filtrado se lleva a pH = ?° para precipitar
ta proteina soluble en su ounto isceléctrico

Agitar 15 minutos a0 °C

Cenfrifugar durante 20 minutos a 5000 rpm

!

El precipitado se lava con
solucionde NaCI 0.2 Ny
se centrifuga otra vez.

El precipitado se seca a 60 °C
durante toda fa noche y se muele
finamente

Figura 5. Diagrama general para aislar la fraccion proteinica

Ajustar el pH al cual se obtuvo mayor solubilizacion de {a proteina.

Filtrar con et papet filre donde se obtenga mayor contenido de proteina soluble en el fittrado y efiminacién de mayor
residuo.

c.  Ajustar el pH al punto isoeléctrico de la proteina para su precipitacidn.

en
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47. Toxicidad subaguda.
FUNDAMENTO: Los seres humanos estan expuestos con mayor frecuencia a
productos quimicos en niveles mucho mas bajos que los que son agudamente
fatales, pero estan expuestos en periodos o tiempos mas largos. Para evaluar la
naturaleza de los efectos tdxicos en estas situaciones mas reales, se realizan
estudios de toxicidad a corto y largo plazo (24).
MATERIALES Y REACTIVOS.
* 15 ratones machos cepa NHI de 18 - 25 g de peso.
* Rack jaulas de acero inoxidable con comederos y bebederos.
+ Balanza granataria para animales de laboratorio.
« Balanza analitica para pesar el alimento.
* Tubos capilares heparinizados.
+ Microtainer brand tubes con EDTA, Becton Dickinson Vacutainer No.
365973
* Desecador con atmdsfera de éter etilico para anestesiar.
* Equipo automatizado marca Sysmex NE — 1500 para citometria )
hematica.
PROCEDIMIENTO:

SELECCION DE LA ESPECIE. Para los estudios de toxicidad generalmente
se eligen ratones, por su facil manipulacién, porque son econdémicos y se
consiguen con facilidad. Para el estudio se ocuparon ratones machos de la
especie NHI de 3 - 4 semanas de edad, de 15 — 19 g de peso corporal, a fin de

observar su crecimiento durante el bioensayo.
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PREPARACION DE LA MUESTRA. La administracién oral se utiliza
comunmente con ayuda de una sonda esofagica, pero para periodos largos resulta
ser estresante para el animal; por lo que, la administracién se dio por via oral, pero
por medio de pellets (alimento para ratones usado en el bioterio).

Para la preparacién de la muestra se utilizaron pellets de composicion
conocida (cuadro 3), les cuales se molieron finamente y se mezclaron con la
harina de la muestra segun la dosis a emplear; se adicioné la cantidad de agua
necesaria para formar una pasta y se elaboraron peliets de 2 X 1 cm?, se secaron
a una temperatura de 50 - 60°C durante toda la noche y se dejaron enfriar para
después guardarlos en un frasco.

Cuadro 3. Composicidn de los pellets*.

Determinacién %
Humedad 12.0
Proteina 23.0-234
Grasa 4.5
Fibra 53-6.0
Cenizas 69-80
Carbohidratos 49.0

* marca Ralston Rations (imporlada por la empresa Putina)

DOSIFICACION. Para la dosificacion se utilizé una dosis de 15.0 g / kg pc
y se sabe de estudios previos (39) que un ratén de 25 g de peso corporal consume
un promedio de 5 g de alimento por dia.

Asi tenemos que:
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15gmuestra . 25g pc 0.375gmueslrc/ ]
1000 g p.c. ratdn raton

Ademas:

0.375g muestra X 1dia _0.375g muestra

dia Sgdealimento 5.0g dealimento

Por lo tanto:

0.375g demuestra 75
4.625g deharinade pellets|

Entonces para obtener la dosis de 15.0 g/ kg pc se elaboraron nutricubos o
pellets con el 7.5 % del material a estudiar.

DISTRIBUCION DE LOS ANIMALES. Se pesaron los ratones y se
repartieron en tres lotes de acuerdo 3 la distribucién de la "culebra japonesa”, con
un minimo de 5 ratones por lote, en jaulas individuales.

SANGRADO OCULAR. Se procedid a realizar el sangrado ocular, para lo
cual, se uso una camara provista de éter elilico, en donde se coloco al ratén por
espacio de unos minutos hasta observar que ya estaba anestesiado, a
continuacién se saco rdpidamente y se sujetd de la nuca, con {a mano izquierda,
sobre la mesa de cirugias; se intredujo un tubo capilar heparinizado per la parte
posterior del ojo para recolectar aproximadamente 250 ulL de sangre en un fubo
Microtainer, gue se agito de inmediato, para incorporar el anticoagulante. El
sangrado, para este estudio, se realizé también a la mitad y al final del estudio.

ADMINISTRACION. Se colocd una cantidad conocida de alimento y agua
(ligeramente acidulada para evitar la formacion de hongos) cada tercer dia al
alcance del ratén y se colocd una charola de papel amarillo debajo de cada jaula

con el objeto de recolectar el alimento desintegrado gue no se consumid.
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Los animales y el alimento se pesaron tres veces por semana y se llevo el
registro de los datos obtenidos (apéndice [ll) durante todo el estudio. Al finalizar el
estudio se elaboraron graficas del incremento corporal (crecimiento) y consumo de
alimento, asi como también, se hizo un analisis estadistico entre los lotes para
determinar si existia diferencia significativa.

CITOMETRIA HEMATICA. Las muestras de sangre fueron transportadas y
procesadas de inmediato, en un equipo automatizado marca Sysmex NE - 1500
de industrias Hitachi, del Japon y se obtuvieron 18 parametros de la citometria
hematica. Al igual que casi todos los citémetros de flujo, la sangre anticoagulada
es fraccionada y posteriormente diluida para realizar las cuantificaciones
necesarias. La determinacién de hemoglobina se hace por el método colorimétrico
de punto final, basandose en la formacién de sulfochemoglobina; mientras que, por
el método de impedancia cuantifica y clasifica los diversos tipos de células que
constituyen la sangre.

La variabilidad del equipo automatizado, en los analisis ¢linicos, ha llevado
a calcular el coeficiente de variacién {(CV) de un procedimiente analitico, que se
determina de manera estadistica dentro de los programas internos de contro! de la
calidad que deben realizarse. Este coeficiente de variacién refleja numeéricamente
la reproducibilidad y confiabilidad que se tiene para esa cuantificacién, bajo las
condiciones de trabajo en que se realiza cotidianamente. Mientras mas pequefio
sea el coeficiente de variacién menor es la variabilidad, por lo que, se hicieron
andlisis estadisticos con los datos obtenidos de la sangre de todos los ratones,

pero en este caso, se tomaron en cuenta los coeficientes de variacién del método

55



(i:uadro 4) para obtener el rango de variabilidad de cada parametro, y establecer si
existia o no diferencia significativa entre los parametros de los distintos lotes.

Cuadro 4. Coeficientes de variacion del equipo.

RCBE HGB HCT MCV MCH MCHC

Serie roja
1.2 1.4 1.4 0.8 1.2 1.3

WBC NEUT LYM MONO EOS BASO

Serie blanca
29 29 6.3 164 4.7 7.2

PLT

Serie trombocitica
2.7

OBSERVACIONES. Durante todo e! estudio se observa el comportamiento
de los ratones y se hace una evaluacion de las mismas caracteristicas, que en la

toxicidad aguda (apéndice I1).

4.7.1. Digestibilidad “in vivo™.
FUNDAMENTO:  La digestibitidad *in vivo™ de una proteina alimenticia puede ser
obtenida por bioensayos con animales de laboratorio, Io cual, seria idealmente la
forma de obtenerla, pero son costosos y consumen mucho tiempo; se basa en
determinar el porcentaje de la proteina que es absorbida de ia dieta (40).
MATERIALES Y REACTIVOS.

* Tamiz para separar heces.

*+ Mortero grande con pistilo.

*+ Soluciones para determinacién de proteina (ver figura 2)
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PROCEDIMIENTO:

Se pesan las heces recolectadas de cada ratén, durante la (ltima semana
del ensayo toxicolégico, y se guardan en frascos de plastico debidamente
rotulados, Se registra el alimento ingerido durante |a recoleccion de las heces.

Las heces de cada ratén se muelen con ayuda de un mortero y se
homogeneizan para tomar una muestra de aproximadamente 100 mg de heces
molidas. Se determina el % de nitrégeno en el total de las heces de cada ratén y
se calcula la digestibilidad de acuerdo a la siguiente formula:

_Nmgerido - N fecal

D -- *100

Ningerido
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Parametros fisicos de la semilla.

Se hizo un lote homogéneo con los huesos de capulin de las distintas
regiones de donde fueron recolectados y se tomo una muestra representativa del
lote {250 g) af cual se le peso la cascara y fa almendra, obteniendo la proporcion

que se presenta en el cuadro 5.

Cuadro 5. Proporcion de la almendra en la semilla.

%

Cascara 73
Almendra 27

La almendra es de forma mas o menos ovalada, de color beige claro y
presentd una proporcion menor comparada con las estudiadas anteriormente (9),
en donde, la proporcion de la almendra fue del 33%, es decir, solo se puede
aprovechar aproximadamente la tercera parte de las semillas de capulin. Dicha
variacion es debido a que los huesos de capulin fueron recolectados en diferentes

regiones.

5.2, Caracterizacién bromatolégica de a almendra.

Se determind el andlisis proximal de la almendra (cuadro B} para corroborar

su mayor similitud con los lotes antes estudiados (9).
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Cuadro 6. Analisis proximal de la almendra integra de capulin.

Determinacitn (% peso) * Base humeda Base seca
Humedad 3.66 -
Proteina- 30.00 31.14
Grasa~ 43.11 44.74
Cenizas 2.53 283
Fibra 4.78 4.96
Carbohidratos 15.92 16.52

v Las determinacicnes se hicieron por duplicado.

" Para proteina se uso el factor de 6.25
***  Elcontenido de grasa se realizo con éter de petrdleo (reactivo analitico RA)

La composicion de la almendra fue muy similar a fos lotes antes estudiados
(9), con un alto % de proteina y grasa, lo que significa que hay una gran

semejanza en la composicién de las almendras de distintas regiones.

5.3. Separacién de la fraccién lipidica.

La fraccién extraida con hexano, una vez que se le elimina el disolvente
por medio de un rotavapor, se le denomina “grasa cruda”; a continuacidn se le
insuflo nitrégeno y se guardo bajo congelacion para su posterior estudio en otro

trabajo colateral.

§.4. Caracterizacién quimica del concentrado proteinico.
A la harina desengrasada libre de disolvente, obtenida de la separacion
lipidica, se ie hizo el andlisis proximal por medio del sistema Weende (cuadro 7

para conocer el aporte de los macronutrientes.
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Cuadro 7. Andlisis proximal del concentrado proteinico.

Determinacion (% en peso)* Base himeda Base seca

Humedad 4.15 -
Proteina~ 52.36 54.63
Grasa-—- 5.38 5.61
Cenizas 4.55 4.75
Fibra 5.92 6.18
Carbohidratos 27.64 28.84

*  Las deleminaciones se hicieron por duplicado.
**  Para la proteina se uso el factor de 6.25
*** El contenido de grasa se realizo con éter de petréleo {reactivo analitico RA)

Como se concluye del cuadro 5.3, la harina contiene mas del 50 % de
proteina, por lo que se considera un auténtico “concentrado proteinico”, lo que lo
hace una fuente de proteina similar a las tortas residuales de oleaginosas; asi

mismo, por la disminucion de la grasa los carbohidratos aurentaron ligeramente.

5.4.1. Contenido de glucésidos cianogénicos.

Dado que se sabe que la almendra de capulin contiene glucdsidos
cianogénicos, fue necesario hacer la caracterizacién quimica de este téxico en el
“concentrado proteinico™ y también en la almendra integra de capulin. Para
determinar el contenidoe de glucdsidos cianogénicos se desarrollo la curva
estandar de acido cianhidrico (HCN). EI cuadro 8 muestra los datos de la curva

estandar, mientras que la curva de calibracion se presenta en la figura 6.
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Cuadro 8. Datos de la curva estandar.

Tubos g de HCN Densidad optica *
{A=520nm})

Blanco 0 0

1 5 0.045

2 10 0.076

3 20 0.132

4 30 0.215

5 40 0.223

6 60 0.318

* Se uso un espectrofotdmeiro Sequoia - Tomer mod 340

0.4
0.35 |
0.3 -

0.25

0.15 4

Densidad dptica
o
~N

y = 0.0052x + 0.021

0.1 1 R?=090713
0.05 -
0 . T T T ] T T
0 10 20 30 40 50 60

microgramos de HCN

70

Figura 6. Curva de calibracién para determinar 1a concentracién de glucosidos

cianogénicos.
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Los resultados se presentan a continuacion (cuadro 9) para el “concentrado
proteinico” y para la almendra integra de capulin.

Cuadro 9. Contenido de glucésidos cianogénicos.

Glucdsidos clanogénicos
{mg de HCN / 100 g de muestra)

Almendra 198.17
Concentrado proteinico 369.03

Como se puede concluir del cuadro 9 la concentracidén de glucdsidos
cianogénicos se incrementd en el concentrado proteinico, lo cual es légico de
esperar, si consideramos que estos tdxicos no son solubles en disolventes
Organicos.

El contenido de glucdsidos cianogénicos que presentan tanto la almendra
como el concentrado proteinico se considera tdxico, ya que, el limite permisible
maximo es de 10 a 20 mg de HCN / 100g de muestra seca (18).

Ademas la dosis minima letal del HCN por via oral, ha sido estimada entre
0.5y 3.5 mg / Kg de pc (16,17) lo cual significa que 200 mg pueden ser una dosis
letal para un humano aduito de aproximadamente 58 Kg de peso, por lo que, es
necesario evaluar la toxicidad aguda o a corto plazo del concentrado proteinico de

la almendra de capulin.

5.4.2. Perfil de aminoacidos.
A continuacion se presenta la composicién de aminoécidos del concentrado
proteinico y las necesidades requeridas de aminoacidos para lactantes y adultos

sugeridas por la FAQ / OMS / ONU (1985).
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Cuadro 10. Contenido de aminoacidos del concentrado proteinico.

minoicito  Creunndo  Coneembed  umidaspra  reuordas b
(Padestio) (g ual 1000 deproming (o un 1100 g de prowina) (g aai 100 de protaina)
Metionina 38.90 0.623 1.6 0.85
Triptéfano 103.17 1.651 1.7 0.50
Lisina 172.10 2.754 6.6 1.60
Isoleucina 174.30 2.789 4.6 1.30
Leucina 303.59 4.857 9.3 1.90
Histidina 101.85 1.629 26 1.60
Fenilalanina 208.15 3.346 3.5 0.95
Valina 151.89 2.430 5.5 1.30
Treonina 107.03 1.712 4.3 0.90
Cistina 51.62 0.826 2.3 0.85
Tirosina 446.12 7.138 4.5 0.85
Ac aspartico 535,27 8.564 - -
Ac glutamico 1144.00 18.304 - -
Glicina / alanina  692.17 11.075 - -
Prolina 99.37 1.589 - -
Hidroxiprolina - - - -
Serina 159.96 2.559 - -
Arginina 439.65 7.034 - -

* Composicién de aminodcidos de la leche de la mujer.

5.4.3. Calificacidn quimica de ta proteina (CQ).
La calificacién quimica (CQ) de los aminoacidos indispensables (cuadro 11)
fue calculada considerando la histidina como indispensable para los nifios y sin

histidina en adultos, que es, considerada como no indispensable.
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Cuadro 11. CQ de aminoacidos indispensables del concentrado proteinico

Aminoacidos CQ (Lactantes)* CQ {Aduttos}*
Histidina 96.92 -
[soleucina 93.70 87.60
Leucina 80.74 > 100
Lisina 64.50 67.92
Metionina / cistina 53.30 33.61
Fenilalanina / tirosina > 100 > 100
Treonina 61.57 74.99
Triptéfano > 100 > 100
Valina 68.31 73.78

* EI5Q se calculé tomando como patrén las necesidades requeridas por ta FAC / OMS /
UNU {1985) para lactantes y adultos,

Del cuadro anterior se puede concluir, que el aminoacido limitante en el
concentrado proteinico es el total de azufrados (metionina + cistina), tanto para
lactantes como para adultos, por lo que es el componente que determina el valor
global de la proteina, a pesar de que cubre totalmente las necesidades requeridas

de triptéfano y fenilalanina / tirosina.

5.4.4. Toxicidad aguda.

Se realizo ja prueba de toxicidad a corto plaza con el concentrado de Ia
atmendra de capulin, a una dosis dnica de 15.0 g de xenobidtico / Kg pc por via
oral, la cual es, la dosis maxima para considerar inocuo e! material en estudio, por
lo que se utilizo una solucidn con una concentracion de 375 mg / mL de ia
muestra, usando como vehiculo buffer de fosfatos a pH = 7 (ver metodologia

4.5.2).



Se utilizaron 10 ratones machos de la cepa NIH de 3 - 4 semanas de edad
con un peso det9.66 + 0.972 gramos. Los ratones pesados y marcados fueron
distribuidos en dos lotes de 5 ratones cada uno. Uno de los lotes se utilizé como
grupo control al cual se le administro Gnicamente el vehiculo.

La dosis a administrar se dio basandose en el peso corporal del animal
utitizando una dosificacién 4D asegurando con esto que no se administrard mas
de 1.0 mL de solucién a cada raton. A continuacion se presentan como quedaron
conformados los lotes y los mililitros de solucién que se les administrd a los

ratones (cuadro 12).

Cuadro 12, Distribucién de los lotes y cantidad de solucién administrada.

ratén Peso{g) mL administrados

20 18.2 0.72

Control 4 19.1 0.76
13 19.3 0.77

15 204 0.81

7 20.5 0.82

ratéon Peso(g) mL administrados

0 18.6 0.75

Concentrado 1 19.1 0.76
proteinico 6 19.7 0.79
12 20.4 0.81

3 213 0.85
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Durante la prueba de toxicidad aguda se observé el comportamiento de los
animales, evaludndose las caracteristicas que se muestran en el cuadro 13, en
donde se presenta con una X algunos aspectos alcanzados a observar, ya que
todos los ratones del lote, al que se les administro el concentrado, proteinico
murieron en menos de 3 minutos después de ia administracién de la muestra; el
grupo control no mostrd ninguna de las caracteristicas evaluadas.

Dado el alto grado de toxicidad que presenté el concentrado proteinico v su
nula factibilidad para usaro come complemento en la alimentacion, no se procedio
a hacer la toxicidad subaguda y fue necesario hacer una destoxificacion, por lo
que, se purifico la fraccion proteinica mas abundante del concentrado proteinico

para obtener un aislado proteinico libre de glucosidos cianogénicos.

5.5. Destoxificacidn. Obtencidn def aislade proteinico

5.5.1. Curva de solubiiidad.

El contenido de proteina soluble a diferentes pH's se determind por el
método de Lowry a partir de la grafica de la curva de calibracién (cuadro 14 y
figura 7). Los resultados obtenidos se muestran en forma grafica en la figura 8
denominada curva de solubifidad, de a cual, se puede observar que a pH de 7.0
se obtiene la mayor cantidad de proteina soluble y a pH de 4.0 se obtiene la
menor cantidad de proteina soluble, es decir, el punto isoeléctrico al cual precipita
la fraccion proteinica mas abundante; siendo éstas las condiciones éptimas para

aislar 1a fraccion proteinica mas abundante a partir del concentrado proteinico.
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Cuadro 14. Datos de la curva de calibracion.

Tbos  pgdeprotsina PR IEL S

Blanco 0.000
1 9 0.060
2 18 0.101
3 27 0.145
4 36 0.200
5 72 0.339
6 108 0.472
I 180 0.707
8 252 0.982
9 324 1.184

Se uso un espectrofotémetro Sequoia - Tomer mod 340

Densidad 6ptica
(=] =y -
[+ - [N o

L
[~
1

e
'
'l

0.2 -

y = 0.0036x + 0.0465
R2 = 0.9952

50

100 150

200

L} T

250 300 350
Microgramos de proteina

Figura 7. Curva de calibracién.
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5.5.2. Seleccion del medio de filtracién.

Se probaron tres diferentes medios de filtracidn (papel Watmam No. 541,
pelion medio y pelién grueso) para filtrar la proteina solubilizada y asi separar las
impurezas, para fo cual, se determind el contenido de proteina soluble en el
filtrado, asi como también, la cantidad de residuo que quedé atrapado en el medio
de filtracion (cuadro 15) y elegir el medio de filtracién, que retuviera mayores

impurezas sin retener proteina, para la purificacidn de la proteina.

Cuadro 15. Determinacién de proteina soluble en e! filtrado.

" . Residuo -
Tipo de papel mg de proteina/ mL * (gramos)
Papel Watman No.541 24.89 0.0673
Peilén medio 29.45 0.0691
Pellén grueso 28.16 0.1112

“ Las determinaciones se hicieron por triplicado.

Del cuadro 15 se deriva que el filtrado obtenido con el pellén grueso y
medio presentan mayor cantidad de proteina soluble y no existe diferencia
significativa entre ellos. El residuo obtenido con el pelién grueso es mayor,
ademas, presenta diferencia significativa con respecto a los otros, lo cual, sugiere
una mayor retenciéon de impurezas que el pelién medio, por lo que, se escoge el
grueso para realizar la fitracién de la proteina solubilizada en e! proceso de

aistamiento de la fraccién proteinica.
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5.5.3. Condiciones finales para la obtencién del aislado proteinico,

A continuacidn se presentan las condiciones finales (cuadro 16) para la
obtencidn del aislado proteinico (ver diagrama de bloques para fa obtencitn del
aislado proteinico).

Cuadro 16. Condiciones finales para obtener el aislado protefnico

Parametros Condicicnes

Relacion harina/agua 1.0 g de harina / 20 mL de solucién
_pH al cual hay mas proteina soluble 7

pH en el que se precipita la proteina 4

Medio de filtracion Pellon grueso

Velocidad de agitacion 30 rpm

Revoluciones para la centrifugacion 5000 ipm
Temperatura 0°C

§.5.4. Rendimiento.

Aungue el objetivo de! presente trabajo, no abarca la optimizacion del
proceso de obtencidn del aislado; a continuacion se dan algunos detalles:

La purificacién se realizo con diferentes cantidades iniciales de harina
desengrasada y finamente molida (75 g, 100 g, 150 g y 200 g), obteniendo
mayores rendimientos cuando se trabajaba con menor cantidad de harina. El

rendimiento del aistado proteinico fue del 36 — 40 %.

§.6. Caracterizacién quimica de!l aislado proteinico.
A la harina obtenida de la purificacion (aislado proteinico) se le determiné el

anélisis proximal (cuadro 17).
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Cuadro 17. Anélisis proximal del aislado proteinico de la semilia de capulin.

Determinacién (% en peso)* Base hiimeda Base seca

Humedad 5.95 -
Proteina - 80.67 85.74
Grasa - 0.85 0.90
Cenizas 3.21 3.41
Fibra 1.54 1.64
Carbohidratos 7.78 8.27

*  Las determinaciones se hicieron por duplicado.
“* Para la proteina se uso el factor de .25
*** El contenido da grasa se realizo con éter de peirdles {reactivc analitico RA).

La proteina aislada de la semilla de capulin presenta un contenido elevado
de proteina, con respecto al concentrado proteinico de fa misma semilla, por lo

que, se le considera un aislado proteinico de la almendra de capulin,

5.6.1. Contenido de glucésidos cianogénicos.

El contenido de gluctsidos cianogénicos en el aislado no se pudo detectar
con precisién, ya que, se cbtuvieron densidades dpticas por abajo del limite de
deteccion del método, por lo que, se considera que contiene menos de 1.0 mg de
HCN 7100 g de muestra, lo cual indica, que esta casi libre de éste tdxico y que no
presenta riesgo alguno para continuar con una mejor caracterizacion quimica y los

bioensayos respectivos.
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5.6.2, Perfil de aminoéacidos.

Cuadro 18. Contenido de amino4cidos del aislado proteinico

aminokeide ANSEGHRC Ainingipmincy corcmioproties
Metionina 54.80 0.877 0.623
Triptéfano 83.01 1.33 1.651
Lisina 137.84 2.20 2.754
Isoleucina 133.20 2.13 2.789
Leucina 450.05 7.20 4.857
Histidina 140.53 2.25 1.629
Fenilalanina 338.90 542 3.346
Valina 171.08 2.74 2.430
Treonina 171.04 2.74 1.712
Cistina 81.47 1.30 0.826
Tirosina 214.24 3.43 7.138
Ac aspartico 824.24 13.19 8.564
_Ac glutdmico 1609.62 25.75 18.304
Glicina f alanina 1016.53 16.26 11.075
Prolina 29883 4.78 1.589
Hidroxiprolina - - -
Serina 196.90 3.15 2.559
Arginina 632,96 10.13 7.034

En la figura 9 se observa, que el contenido de algunos aminodcidos en el
aislado proteinico cambiaron con respecto al concentrado proteinico debido al

proceso de purificacion, como son la lisina, el triptéfano, la isoleucina y la tirosina.
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5.6.3. Calificacion quimica de la proteina (SQ)

Cuadro 19. SQ de aminoéacidos indispensables del aislado proteinico

Aminoécidos S5Q (Lactantes)* $Q {Adultos)*
Histidina > 100 -
Isoleucina 67.4 61.96
Leucina > 100 > 100
Lisina 48.60 52.08
Metionina / cistina 75.53 48.47
Fenilalanina / tirosina > 100 > 100
Treonina 92.60 > 100
Triptéfano > 100 > 100
Valina 72.43 79.58

* E18.Q. se calcuté tomando como patrén las necesidades requeridas por fa FAQ / OMS / ONU (1985) para
lactantes y adulos.

Del cuadro 19 se concluye, que el aislado proteinico cubre con las
necesidades de histidina, leucina, fenilalanina / tirosina, treonina y triptéfano tanto
para lactantes como para adultos, pero limitante en lisina para factantes y limitante
en lisina, asi como, metionina para adultos, por lo que, ef valor global de la

proteina es de 48.6 para lactantes y de 48.47 para aduftos.

5.6.4 Digestibilidad “in vitro”.
Se realizo la digestibilidad “in vitro” de la harina aislada de capulin para
determinar la biodisponibilidad de los aminodcidos. Los resultados se presentan a

continuacion (cuadro 20).
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Cuadro 20. Digestibilidad “in vitro” de la harina del aislado proteinico.

Ensayo pH Digestibilidad
i 6.66 84.59
2 6.63 85.26
3 6.84 80.26

Promedioc 6.71+0.11 83451255

Del cuadro anterior, se deduce, que se puede aprovechar mas de 80% de la
proteina aislada de la almendra, lo cual, sugiere que no existen factores toxicos o

acomplejantes gue pudieran impedir la absorcidn de la proteina.

5.6.5. Toxicidad aguda y subaguda.

Se hizo el bioensayo de toxicidad aguda con el aislado proteinico v no se
observd ningln signo de toxicidad en el comportamiento de los animales {cuadro
21), por lo que, se procedié a realizar el ensayo de toxicidad subaguda. Para este
estudio se usaron 15 ratones machos cepa NHI con un peso promedio de 16.76 *
1.5 gramos y se distribuyeron en tres lotes de cinco ratones cada uno.

Para ia administracién de la muestra se prepararon pellets adicionandoles
el aislado proteinico en dos niveles de concentracion; a un lote se le administré
una dosis diaria mayor de 15.0 g / Kg pc (pellets con 10% de aislado, que
corresponde a una dosis de 20.0 g / Kg pc) y a otro lote se le administré una dosis
menor de 15 g / g pc (pellets con 5% de aislado, que corresponde a una dosis de
10 g / Kg pc); y se uso otro lote como grupo control al cual se le administraron
pellets sin aislado. Los lotes quedaron distribuidos como se muestra en el cuadro

22
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Cuadro 22, Distribucion de lotes de acuerdo al peso de los ratones (g}

CONTROL AISLADO 5 % AISLADO 10 %
Raton [ Lote  (pellets sin aislado) {pellets con 5 % de aislado)} (pellets con 10 % de aislado)
1 19.5 19.0 18.7
2 16.5 17.3 18.5
3 16.3 16.3 16.2
4 15.8 169 16.0
5 15.7 15.0 14.7

La duracion de la prueba subaguda fue de 26 dias por la limitada cantidad
de material que se cbtuvo de aislado proteinico para el ensayo toxicolégico.

Durante el estudio se hizo una evaluacién del incremento en peso con el
objeto de observar si la administracion del aislado proteinico influia en el
crecimiento de los animales, para lo cual, se desarrolio un grafico de incremento

en peso contra el tiempo (figura 10), en donde cada punto es el promedio de los

cinco ratones de cada lote (cuadro 23).

Cuadro 23. Incremento de peso acumulativo durante el ensayo.

Dias CONTROL (g) AISLADO 5% {g)  AISLADO 10 % (g)
1 3.24+0.11 3.50 + 0.56 3.48 £ 0.48
4 534 +147 B8.72+0.76 7.08 +£0.56
6 6.72 £ 2.60 8.16+0.83 8.58 + 0.94
8 7.60+1.81 7.66 +1.94 9.74+148

11 828+ 1.58 9.70+£1.74 10.94 + 1.60

15 10.22 £ 1.20 11.54 £ 0.60 12.50£1.00

18 9.94 + 1.88 11.10+ 1.50 12.32 + 2.60

20 12.04 +1.70 11.42 1+ 1.10 1270+ 1.70

22 12.46 + 1.00 13.16 + 0.90 13.82 + 1.50

26 13.18 £ 0.40 12.88 + 0.90 14.04 + 2.20
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De la grafica se infiere que el incremento en peso presenta una ganancia
para los fres lotes, siendo aparentemente mayor para ef lote al que se le
administro pellets con 10 % de aislado, peroc después de realizar un andlisis da
varianza de una via a los datos de incremento en peso, se concluye que no existe
diferencia significativa entre los lotes. De lo anterior podemos decir que ia
administracion del aislado proteinico de la almendra de capulin no influyo en e
crecimiento de los animales, ya que cuando hay problemas de toxicidad se
presenta un decremento del peso.

También se llevo a acabo el registro del consumo de afimento de los
ratones a lo largo del ensayo toxicoldgico (cuadro 24) para correlacionario con el
crecimiento. A continuacién de presenta fa grafica del consumo promedio de
alimento acumulativo contra el tiempo {figura 11).

Cuadro 24. Consumo de alimento acumulativo {(g)

Dias CONTROL AISLADC § % AISLADG 10 %
11 61.121+ 107 61.72+44 63.2211.81
15 81.96 £ 10.0 86.40+4.3 87.38+1.76
18 96.72+7.02 102.92+4.9 105.58 £ 3.50
20 10894 +6.5 11442 + 3.8 116.86 + 2.43
22 120.34 + 6.4 12616 +3.7 12766 +2.94
26 143.20+ 6.1 148.82+ 4.1 147.78 £6.30

El consumo de alimento fue similar en los tres lotes, con el andlisis de
varianza se concluye que no existe diferencia significativa, por lo que, el de los
ratones esta relacionado con el alimento consumido y al parecer el aislado no

presenta problemas de palatabilidad.
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5.6.5. Digestibilidad “in vivo" y eficiencia alimenticia.
A continuacion se presentan los resultados de digestibilidad *in vivo® de las
distintas dietas y ia eficiencia alimenticia (cuadro 25) junto con el incremento de

peso final, asi como el consumo final de alimento de cada lote.

Cuadro 25. Digestibilidad "in vivo” y eficiencia alimenticia.

incremento de Alimento :
Eficiencia  Digestibilidad
Dieta peso final consumido final alimenticia In vivo
(@ {g)
Control 13.18 £ 0.44 143.2+ 6.1 9.22+056 8049+231

Aislado 5%  12.88 +0.91 148.8 + 41 8651052 79.36+260
Aislado 10 % 14.04 +2.23 147.8+6.3 9471123 81321461

Del cuadro anterior podemos observar que la eficiencia alimenticia, aunque
parece ser mayor para el aisfado al 10 %, no es asi, ya que, haciendo un analisis
de varianza de una via, no se encontré diferencia significativa entre los tres lotes,
lo que corrobora que no se presentaron problemas de toxicidad.

En cuanto a la digestibilidad, las dietas no presentaron diferencia
significativa entre las mismas, conciuyendo con esto, que la absorcién de las
proteinas no se vio afectada por el nivel de aislado proteinico adicionado a las
dietas, ya que cuando existe la presencia de factores tdxicos disminuye la
digestibilidad.

Comparando {a digestibilidad obtenida “in vitro”, se concluye que es una
determinacion muy semejante a la realizada “in vivo” con animales, ya que, no
existe diferencia significativa entre las digestibilidades obtenidas por los dos

métodos y con la ventaja de que se realiza en menor tiempo.
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5.6.6. Observaciones clinicas.
A lo largo de todo el estudio se observd el comportamiento de ¢ada animal,
evaluandose las mismas caracteristicas que en la toxicidad aguda, en el cual, no

se observd ninguna caracteristica gue indicara signos de loxicidad (cuadro 26).

5.6.7. Parametros hematolégicos.

Se realizd un seguimiento de los pardmetros hematolégicos de los
animales, al inicio del estudio, a los 15 dias y al fina! del estudio de cada ratén,
para determinar posibles efectos subclinicos en los diferentes lotes.

Los resultados obtenidos de cada parametro para todos los ratones se
encuentran en el apéndice [V, divididos en la denominada serie roja, la serie
blanca y 1a serie trombocitica o plaquetaria, a los cuales, se les realizo un analisis
de varianza de una via, al final del estudio para detectar si habia diferencia
significativa entre los diferentes lotes y ademas se tomo en cuenta el rango de
variabilidad del método con respecto al control, para confirmar en caso de existir
diferencia significativa si ésta también estaba fuera del rangs propio del método.

A confinuacion se presentan los valores promedios de cada pardametro
hematolégico (cuadros 27, 28 y 29), en donde, se presentan en sombreado los
parametros donde se observé diferencia significativa, ademas de estar fuera del
rango de variabilidad de! método.

Se observa que en la serie roja no hay diferencia significativa entre los lotes
y los valores caen dentro del rango de variabilidad del método, por lo que, no hay

alteraciones de la serie roja en la sangre,
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En cuanto a ia serie blanca al final del estudio, para el grupo de ratones
alimentados con el aislado proteinico al 5 %, se tuvo diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control en;

a) Linfocitos, pero esta diferencia no es mayor al coeficiente o rango de variacion
del método, por lo que se concluye que no existe tal disparidad.

b) Neutrofilos, cuya variacion si es mayor at rango de variacion del método, por lo
que, se considera que si existe la desigualdad entre los grupos.

c) Eosinodfilos, con una divergencia superior al coeficiente de variacion del método
de andlisis, por {0 que, se deriva que ésta diversidad si es real.
Dado que los valores que presentaron los neutrdfilos y los eosinéfilos con

respecto al control fueron menores, es indicativo de la baja alergenidad del

material evaluado.
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6. CONCLUSIONES.

Como resultado del estudio realizado a la fraccion proteinica de ia almendra
de capulin (Prunus serotina), tenemos que:

El material obtenido después de la extraccion con hexano se considera un
auténtico concentrado de proteina, ya que, el contenido de la misma es mayor al
50 %, pero inaccesible para el consumo humano y / o animal, ya que, su alto
contenido de glucosidos cianogénicos es muy elevado y lo hace sumamente
toxico.

Se puede obtener un aislado de proteina a partir de la purificacion del
concentrado proteinico, empleando fas propiedades de solubilidad de las
fracciones proteinicas que lo componen.

Este tratamiento de purificacién del concentrado proteinico bastd para
eliminar casi en su totalidad, a los glucésidos cianogénicos gue causaban
problemas; pero a la vez se modifico el contenido de los amino&cidos con respecto
al concentrado.

El aislado de la almendra de capulin contiene mas del 80% de proteina,
deficiente en lisina, y rico en aminoacidos esenciales como la histidina, fa leucina,
la fenilalanina y el triptéfano.

Para el aislado proteinico no detecto toxicidad aguda, ya que no se

observaron alteraciones en el comportamiento de los ratones.
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La prueba de toxicidad subaguda realizada con niveles de 5 % y de 10 %

del aislado proteinico, administrados por via oral a los ratones, permite concluir

que el material bioldgico evaluado es inocuo, debido a que:

a)

b)

¢}

d)

No hubo diferencia significativa en el incremento del peso de los
ratones.
La dnica diferencia significativa encontrada para eosinéfilos y neutrofilos

en las sangres de los ratones, del grupo alimentado con el aislado
proteinico al 5 %, indica la pobre alergenidad del material que se eval(o.
No se encontraron diferencias significativas en el resto de los
parametros sanguineos durante el ensayo, lo que indica, que no induce
signos de enfermedad, por lo que, es inocuo.

La absorcion de las proteinas no se ve afectada por la adicion del
aislado protefnico a los diferentes niveles, ya que la digestibilidad in vivo
no presenté diferencia significativa entre las diferentes dietas

administradas.

La digestibilidad obtenida in vitro no presenta diferencia significativa con

respecto a la obtenida in vivo, por lo tanto, se puede ahorrar tiempo en esta

determinacién y con los mismos resultados.

Las semillas oleaginosas son las fuentes proteinicas menos costosas y con

mayor disponibilidad en el mundo pero la principal dificultad al explotarias para el

consumo humano es su toxicidad, por lo que, la destoxificacion del material es

indispensable para su aprovechamiento.
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APENDICE |

Método de “culebra japonesa” para la distribucién de animales en estudio
(Conca,1995)

El método de la "culebra japonesa® se aplica con el objeto de distribuir un
conjunto de animales en un determinade nimero de grupos o lotes de tal forma
que se tenga la menor variabilidad posible entre los mismos.

En este método, los animales se pesan y posteriormente se ordenan en
forma ascendente o descendente (dependiendo de las condiciones del
experimento} en base & su peso corporal. Finalmente los animales de distribuyen

en lotes de acuerdo al esquema siguiente:

Lote 1 Lote 2 Lote 3

Peso1———p Peso2 — 3 Pesoj

Peso j+3 g — Pesoj+2 Peso j+1
4_

Peso j+4 ———» Pesoj+5 ...............
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