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RESUMEN

En este estudio se identificaron las proteinas antigénicas (PA) de pastas de soya
(PS) y se evalué su digestion en lechones recién destetados (LRD) en 3
experimentos. 1: Se evaluaron 14 PS de tres empresas de alimentos, para
caracterizar, identificar y cuantificar las PA (B-conglicinina 7S y glicinina 11S)
mediante su pl. Las fracciones 7S y 11S se separaron mediante electroforesis-
SDS-PAGE. La masa-molecular de las subunidades o', a y B de la fraccion 7S
fueron 78.4, 72.1, 49.9 kDa; y de las cadenas &cidas y basicas de la fraccion
(11S), fueron 42.2, 37.3 y 24.0 kDa. La densidad especifica de proteinas (DEP) de
las subunidades o, a 'y B (7S) fue de 2427, 2044 y 7482 INTxmm?/ug de proteina,
respectivamente; y para las cadenas acidas y basicas (11S) fue de 6714, 11969 y
17432 INTxmm?/ug de proteina, respectivamente. La fraccién 11S mostré mayor
DEP, que la fraccion 7S presentando diferencias entre las PS y la empresa de
origen. 2: Se evaluaron muestras de estomago, yeyuno e ileon de LRD
alimentados con PS (20%) colectados a 3 y 12 horas postconsumo (HPC) para
identificar, cuantificar y evaluar la digestién de las PS mediante SDS-PAGE-2DE vy
Wester-blot-2DE. No se encontraron diferencias en relacion a la concentracion de
proteina en las digestas colectadas a 3 y 12 HPC. En los lechones consumiendo
PS se observo en la fraccién 7S, que la subunidad o’ fue digerida en el estémago
y en intestino delgado (ID), mientras que las a y B fueron estables a la digestion a
lo largo del tracto gastrointestinal (TG); de la fraccidén 11S las subunidades acidas
fueron: digeridas en el estbmago y en el ID; mientras que las basicas fueron
estables.a la digestion a lo largo del TG. 3: Se evaluaron muestras de contenidos
ileales de LRD alimentados con cuatro dietas a base de PS en diferentes niveles
de inclusién, procesandolas mediante SDS-PAGE-2DE y Western-blot-2DE para la
identificacion, cuantificacion y evaluacién de la digestion de la PS. En general
hubo una alta concentracién de las fracciones 7S y 11S en el ileon sin presentar
diferencias entre los niveles de PS. Los resultados obtenidos son un aporte al
conocimiento acerca de la caracterizacion de las proteinas antigénicas de la PS y

de su comportamiento en la digestion en lechones alimentados con PS.
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SUMMARY

In this study the antigenic proteins (AP) of soybean meal (SM) were identified and
their digestion in newly weaned piglets (NWP) was evaluated in 3 experiments. 1:
14 SM from three food companies were evaluated to characterize, identify and
quantify the AP (B-conglycinin 7S and glycinin 11S) by means of their pl. Fractions
7S and 11S were separated by electrophoresis-SDS-PAGE. The molecular mass
of the a’, a and B subunits of the 7S fraction were 78.4, 72.1, 49.9 kDa; and of the
acidic and basic chains of fraction (11S), were 42.2, 37.3 and 24.0 kDa. The
specific protein density (SPD) of the o', a and (7S) subunits was 2427, 2044 and
7482 INTxmm?/ug of protein, respectively;-and for acidic and basic chains (11S) it
was 6714, 11969 and 17432 INTxmm?/ug of protein, respectively. The 11S fraction
showed higher SPD, than the 7S fraction showing differences between the SM and
the company of origin. 2: Stomach, jejunum and ileum samples of NWP fed with
SM (20%) collected at 3 and 12 hours post-consumption (HPC) were evaluated to
identify, quantify and-evaluate the digestion of SM by SDS-PAGE-2DE and
Western-blot-2DE.  No differences were found in relation to the concentration of
protein in the digests collected at 3 and 12 HPC. In piglets consuming SM was
observed infraction 7S, that the a' subunit was digested in the stomach and small
intestine (SI), while a and B were stable to digestion along the gastrointestinal tract
(GT); of the 11S fraction the acid subunits were digested in the stomach and in the
SI; while the basic ones were stable to digestion along the GT. 3: samples of ileal
contents of RWP fed with four diets based on SM at different levels of inclusion
were evaluated, processing them by SDS-PAGE-2DE and Western-blot-2DE for
the identification, quantification and evaluation of SM digestion. In general there
was a high concentration of fractions 7S and 11S in the ileum without differences

between SM levels. The results obtained are a contribution to the knowledge about



the characterization of the antigenic protein of the SM and their behavior in the
digestion in piglets fed with SM.

Keywords: Weaning, soybean meal, antigenic proteins, B-conglycinin, glycinin,
digestion.
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l. INTRODUCCION

La industria porcina ha sido de gran importancia para la economia de
muchos paises, desde pequefios productores hasta grandes granjas tecnificadas
(Huntzicker et al., 2009). Aunado a lo anterior, el cerdo es de los animales mas
consumidos en la actualidad, ya que su produccién es altamente redituable debido
a las rapidas ganancias de peso, la excelente conversion alimenticia y los
kilogramos producidos por cerda al afio (Pérez, 2007). En el ciclo de produccién
porcina hay diferentes etapas: gestacion, lactancia, destete y finalizacion; entre
ellas la etapa de destete destaca por ser la mas critica ya que en ella se presentan
cambios importantes en la vida del lechon como son la adaptacién al nuevo
entorno, la alimentacion y un sistema inmune en desarrollo (Thompson, 2003).
Como consecuencia de todos los cambios  anteriores, los lechones llegan a

presentar pérdida de peso, bajo consumo de alimento y diarreas.

Dentro de la etapa de destete, el tracto gastrointestinal es el mas afectado,
debido principalmente al consumo de una dieta solida basada en proteina de
origen vegetal (Dunshea, 2007; Garcia et al., 2008). En relacion a esto ultimo, uno
de los ingredientes mas utilizados como proteina de origen vegetal es la pasta de
soya, la cual se caracteriza por el alto aporte de proteina, y es considerada la de
mayor valor nutritivo .en esta clase de alimentos, sin embargo, posee un alto
contenido de factores antinutricionales como son el inhibidor de tripsina, lectinas,
acido fitico.y proteinas de reserva (B-conglicinina o 7S y glicinina o 11S),
contribuyendo con ellos al dafio del tracto gastrointestinal inmaduro (Tokach et al.,
2007; Gilani et al., 2012). De estos factores antinutricionales, las proteinas de
reserva son especialmente consideradas como las causantes de las reacciones de
hipersensibilidad en lechones destetados, generando con ello alteraciones en la
pared intestinal dafiando la mucosa, y por consiguiente, afectando los procesos de
digestiébn y absorcién por atrofia de las vellosidades del intestino delgado,
disminucién en la digestibilidad, dafio en la morfologia intestinal, bajo crecimiento,

poca ganancia diaria de peso, presencia de diarrea, pérdida de peso y

1



ocasionalmente muerte del lechén (Galbas et al., 2011; Taliercio y Kim, 2013; Bu
et al., 2017).

Las proteinas de reserva o también llamadas proteinas antigénicas o
alergénicas, son la proteina B-conglicinina o fraccion 7S, y la proteina glicinina o
fraccionllS. La glicinina es una globulina, tiene una masa molecular de entre 300
y 380 kDa; posee cinco diferentes subunidades: G1 (AlaBlb, 53.6 kDa), G2
(A2B1la, 52.4 kDa), G3 (A1bB2, 52.2 kDa), G4 (A5A4B3, 61.2 kDa) y G5 (A3B4,
55.4 kDa). Cada una de estas subunidades puede ser disociada en una cadena
acida de polipéptidos (A, 31-45 kDa) y una basica (B, 18-20 kDa). La fraccién 11S
tiene un punto isoeléctrico (pl) de 6.4. La proteina 3-conglicinina es un trimero de
140-180 kDa. Consiste en una subunidad o’ de-aproximadamente 72 kDa, una
subunidad a de aproximadamente 68 kDa y una subunidad B de aproximadamente
52 kDa, posee un pl de 4.9 (Yang et al., 2011; Deng et al., 2012; Taliercio y Kim,
2013; Wang et al., 2014).

Debido a los problemas que generan estas proteinas, y al ser la pasta de soya
uno de los alimentos proteicos de origen vegetal mas importantes en la nutricion
porcina, es que se propuso identificar y cuantificar el contenido de las proteinas
antigénicas (glicinina y [-conglicinina) en muestras de pastas de soya
comerciales. Ademéas evaluar la digestion de dichas proteinas antigénicas en
diferentes tiempos 'y compartimentos del tracto gastrointestinal de lechones
destetados alimentados con pasta de soya; asi como valorar el efecto de la
inclusién de niveles crecientes de pasta de soya en dietas libres de antibi6ticos
para lechones destetados sobre la digestion de estas proteinas.



Il REVISION DE LITERATURA

La industria porcina ha sido de gran importancia para la economia de muchos
paises, desde pequefios productores hasta grandes granjas tecnificadas
(Huntzicker et al., 2009). Aunado a lo anterior, el cerdo es de los animales mas
consumidos en la actualidad, ya que su produccidn se encuentra altamente
redituable debido a las rapidas ganancias de peso, la excelente conversion
alimenticia y los kilogramos producidos por cerda al afio (Pérez, 2007). A
continuacion, se presentan algunos aspectos referentes a la produccion de cerdo,

y los principales aspectos relacionados a la etapa de destete.
2.1 GENERALIDADES DE LAS ETAPAS PRODUCTIVAS DEL CERDO
Gestacion

La duracion de la gestacion, en promedio es de 114 dias. Durante este
periodo, se debe de proveer de una alimentacion adecuada a las cerdas ya que se
busca mantener la gestacion y el mayor numero de lechones vivos; ademas de
promover el crecimiento y desarrollo de los tejidos del aparato reproductor y los
embriones, por lo que dicha alimentacion no debe ser excesiva para evitar
sobrepeso en la cerda (Bergmann et al., 2004; Close y Cole, 2004). Al parto, los
lechones llegan a pesar entre 1 y 1.5 kg (Huntzicker et al., 2009); de acuerdo con
Thompson (2003) necesitan ser protegidos de temperaturas extremas, por lo que
se debe regular la temperatura. Durante el parto se debe asistir a la cerda si esta

presentando problemas durante el proceso.
Lactancia y destete

Durante la lactancia, la cerda debe tener el aporte adecuado de nutrientes
para su propio mantenimiento y para la produccién de leche, este ultimo punto es
muy importante, ya que, dependiendo de la cantidad y la calidad de la leche, sera
la supervivencia y el buen desarrollo y comportamiento de los lechones (Close y
Cole, 2004). Estos ultimos, requieren especial cuidado, ya que nacen con bajos
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niveles de energia, incapacidad para regular su temperatura corporal, ademas de
gue pueden ser facilmente lastimados por la cerda (Huntzicker et al., 2009). Deben
tener acceso al calostro al instante en que nacen, ya que la mucosa intestinal es
permeable ante casi cualquier proteina durante las primeras 24 horas (Pond et al.,
1991).

El destete es la remocion del aporte de leche materna al lechén y puede
llevarse a cabo desde los 14 a los 30 dias postparto (Gomez-Insuasti et al., 2008;
Huntzicker et al., 2009). Reis de Souza et al. (2012), mencionan que cuando el
destete es de forma natural, éste es realizado de manera gradual por la misma
cerda entre las 15 y 22 semanas de edad de los lechones. De acuerdo con Mota-
Rojas et al. (2014), cuando se desteta a una edad-temprana (<21 dias), esto
puede ayudar a controlar la incidencia de enfermedades, pero también puede
facilitar la aparicion de vicios en los lechones como presencia de vocalizaciones,
peleas y trompeteo del vientre. Es unaetapa critica, ya que se estan adaptando al

entorno, la alimentacion y su sistema inmune esta en desarrollo.
Crecimiento

Esta etapa es menos critica que la lactancia y el destete, y va desde esta
Ultima hasta llegar-a los 50 6 60 kg. Las necesidades nutricionales aumentan y
cambian conforme el cerdo se desarrolla y crece, incluso son influenciadas por
factores como el sexo, la genética, la edad, el estado fisiolégico, o factores

externos-como estado sanitario, temperatura, etc. (Pérez, 2007; Ambi, 2011).
Finalizacion

Esta es la fase final de la produccién porcina, y sus principales objetivos junto
con la etapa de crecimiento, son la eficiencia en la produccion de tejido muscular y
la produccion de carne magra con caracteristicas organolépticas y calidad
aceptable. Durante esta etapa los requerimientos diferentes a la energia son

menores, aungue la ingesta de alimento es mayor, entre un 75 y 80% del total del
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alimento necesario para su vida productiva. Es por esta razén que se deben cuidar
los costos de produccion, ya que un mal manejo puede perjudicar la rentabilidad

de la granja.

La etapa de finalizacion va desde los 50 a 60 kg hasta aproximadamente 100 a
110 kg, aunque dicho peso final depende del mercado y de la regién, y conforma

un periodo aproximado de 7 semanas (Ambi, 2011).
2.2 ETAPA DE DESTETE

Con el paso del tiempo, y en unidades de produccion-comerciales, el destete
se lleva a cabo a edades mas tempranas, en primera instancia, para aumentar el
rendimiento reproductivo de la cerda (Gomez-Insuasti-et al., 2008). El lechén es
muy dependiente de la cerda, de tal forma que cuando es destetado de manera
temprana se desencadenan factores de estrés, entre los cuales, uno de los
principales, es la dieta, la cual cambia bruscamente de un alimento liquido (leche),
que es altamente digestible, a una dieta sélida, elaborada a base de cereales y de
proteinas de origen vegetal, por lo que se debe tener especial cuidado en el aporte
alimenticio, para evitar la movilizacién excesiva de las reservas energéticas del
lechon (Garcia et al.,, 2008). Segun Gomez (2007), otro punto importante es el
cambio a un ambiente muy diferente al de estar cerca de la madre, donde los
lechones desconocen todo y la temperatura ambiental es distinta; en conjunto con
la exposicion a fuentes de infeccién, aunado a un sistema inmune deficiente.
Como consecuencia de todos los cambios anteriores, los lechones llegan a
presentar pérdida de peso, bajo consumo de alimento y diarreas; éste periodo
puede llegar a durar hasta 14 dias, hasta que finalmente el lechén se recupera y

puede continuar con su crecimiento normal.

Es necesario, proporcionar alimentos que ayuden a evitar el desarrollo de
problemas digestivos, ademas de los derivados debido al estrés, por ello, se debe
proveer de dietas adecuadas a la funcion, capacidad y adaptacion digestiva del
lechén (Garcia et al., 2008).



2.2.1 Problematicas presentes en la etapa de destete

Como ya se explicod, el destete es una etapa en la que existen factores
estresantes, como lo son cambios nutricionales, medioambientales, psicolégicos,
del desarrollo intestinal y respuesta inmune (Pluske et al., 2007; Gémez-Insuasti et
al., 2008).

Los principales cambios se dan en el tracto gastrointestinal, el cual tiene
diversas y muy importantes funciones, entre las cuales estan la absorcion y
digestion de nutrientes, produccion de enzimas digestivas, e incluso es también
una barrera de defensa contra los agentes patdgenos externos, por lo que es uno
de los principales afectados en el destete debido al estrés nutricional, dado por el
repentino cambio de dieta, de liquido (leche) a sélido, y que este ultimo, no
siempre es el adecuado para un aparato digestivo aiin inmaduro y con una baja
actividad enzimatica, a lo cual se le suma, un bajo consumo de alimento (Reis de
Souza et al., 2010; Contreras et al., 2012; Campbell et al., 2013).

Algunos de los cambios generados en los érganos del tracto gastrointestinal,
son la baja motilidad gastrica, acortamiento en la altura de las vellosidades del
intestino delgado, por lo que se genera una capacidad limitada de digestion y de
absorcion de nutrientes, respectivamente (Reis de Souza et al., 2012; Campbell et
al., 2013; Heo et al., 2013).

Segun Contreras et al. (2012), se llega a presentar un cambio en la microbiota
del intestino del lechén, aumentando las bacterias patdgenas y provocando
diarreas. Incluso pueden ocurrir reacciones de hipersensibilidad a nivel intestinal a

causa de las proteinas vegetales incluidas en la dieta (Reis de Souza et al., 2010).

De otra manera, si se sigue estimulando el consumo de alimento en los
lechones posdestete, se ayudara en el desarrollo de la mucosa gastrica, del

pancreas, intestino delgado e incluso de la microbiota no patdégena; pero del



mismo modo, la estimulacién puede ser adversa, y se puede desarrollar una

microbiota patégena (Gomez-Insuasti et al., 2008; Reis de Souza et al., 2012).

La afeccidon en la respuesta inmune, esta relacionada con algunos de los
cambios en el tracto gastrointestinal ya mencionados, como son el acortamiento
en las vellosidades del intestino delgado, sumandose la inmunidad pasiva que
decrece a la segunda semana posdestete, lo cual hace mas vulnerables a los

lechones ante el ambiente externo y enfermedades (Gomez-Insuasti et al., 2008).
2.3 ALIMENTOS Y NUTRIMENTOS EN EL DESTETE

La alimentacion es una prioridad y esta basada de acuerdo a los
requerimientos nutricionales por etapa productiva de los cerdos, tomando en

cuenta la edad, sexo, etapa fisiologica, peso, etc. (Garcia-Contreras et al., 2012).

Los alimentos o ingredientes se han agrupado en ocho clases con respecto a
Su composicion y su uso en la formulacion de dietas (NRC, 1982). En el caso de
los monogastricos, especificamente en el destete, solamente se agrupan en cinco
clases: alimentos energéticos (proveedores de carbohidratos no estructurales y/o
grasas), alimentos proteicos (de origen vegetal y animal), suplementos minerales,

suplementos vitaminicos, y aditivos.

Un alimento puede ser definido como cualquier componente de una dieta o
racion, que aporta nutrimentos necesarios para el organismo del animal. Los
nutrimentos  son compuestos organicos Yy/o inorganicos esenciales para los

procesos metabolicos.

Segun Garcia-Contreras et al. (2012), una buena eleccién de las fuentes de
alimentacion, ayuda a mejorar la salud de los cerdos y de sus parametros
productivos. Por lo cual se debe tener especial cuidado en la eleccién de los
alimentos o ingredientes, ya que estos de acuerdo a su fuente de proveniencia,

tienen distintos niveles de nutrientes y procesamiento, e incluso de inocuidad.



Los cerdos necesitan diversos nutrimentos como grasas, carbohidratos,

proteinas, vitaminas, minerales, y por supuesto, agua (Koeslag, 2008).

En el caso de las grasas y los carbohidratos, se busca incrementar y estimular
su consumo, por lo que se recomienda que los ingredientes sean de alta
palatabilidad, digestibilidad y alta concentracion de energia neta (Tokach et al.,
2007). En el caso de las grasas, las cuales pueden ser sebos o aceites, al ser
fuente de acidos grasos esenciales, fuente importante de energia, generar
facilidad para la absorcién de vitaminas liposolubles e incluso auxiliares en la
reduccion de polvo en el alimento, es que su utilizacién-en la alimentacion para
cerdos es de gran importancia. Algunos de los ingredientes utilizados como fuente
de sebos y aceites son el aceite de pescado, sebo, aceites vegetales (canola,
coco, girasol, soya, etc.). En cuanto a los carbohidratos, estos comparten una
caracteristica importante con las grasas, que es la de proveer energia al animal, y
sus principales fuentes de estos son los cereales o derivados (Garcia-Contreras et
al., 2012; NRC, 2012).

Al hablar de proteinas, su calidad depende de la proteina dietaria y de la
capacidad de dicha proteina para proveer de cantidades y proporciones
adecuadas de aminoacidos (NRC, 2012). Los aminoacidos pueden ser
clasificados en esenciales y no esenciales. Los aminoacidos esenciales son
aguellos que no pueden ser sintetizados por el organismo animal por lo que deben
ser adicionados a la dieta; y son lo contrario a los aminoacidos no esenciales, los
cuales pueden ser sintetizados por el propio organismo. Hay casos en los que la
sintesis de algunos aminoacidos se encuentra limitada por la disponibilidad de
cantidades adecuadas de nitrogeno metabdlico, o que quiere decir que las tasas
de utilizacion de estos aminoacidos son mayores a su tasa de sintesis, debido a
ello se les conoce como aminoacidos condicionalmente esenciales. Las dietas
para cerdos, generalmente son hechas a base de cereales como maiz, sorgo,
cebada o trigo, lo cuales proveen el 30% a 60% de los requerimientos totales de

aminoacidos, por lo que es necesario agregar otras fuentes de proteina como
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puede ser la pasta de soya, con la cual se asegura un aporte adecuado de
aminoacidos esenciales. También es posible incluir aminodcidos de manera
individual para incrementar el consumo de aminoacidos especificos. La lisina, es
un aminoacido necesario en el cerdo destetado, y los requerimientos de otros
aminoacidos van en relacion al ya mencionado, y estos son la metionina, cisteina,
isoleucina, triptéfano, treonina y valina (Tokach et al., 2007; Koeslag, 2008; NRC,
2012).

Las fuentes de minerales se pueden dividir en macrominerales (disponibles en
la leche y en casi todos los alimentos proteicos, por lo que se puede estar seguro
del aporte de estos en las necesidades nutricionales del lechon destetado) y
microminerales (que son requeridos en cantidades pequefias) (Tokach et al.,
2007; Garcia-Contreras et al., 2012). De acuerdo con Tokach et al. (2007) y
Koeslag (2008), los macrominerales que principalmente necesitan los cerdos son
el calcio, cloro, fésforo y sodio y los microminerales son cobre, yodo, hierro,

manganeso, selenio y zinc.

En cuanto a las vitaminas dentro de la dieta para lechones destetados, deben
suministrarse las de tipo liposoluble que son A, D, E, y K, y las hidrosolubles Bi»,
biotina, colina, niacina, 4cido pantoténico, tiamina, Bg y riboflavina (Tokach et al.,
2007; NRC, 2012).

Actualmente, al momento de formular las dietas para los lechones destetados,
se debe-considerar que son estos los que deben adaptarse a dietas mas sencillas
y baratas; y como se sabe, el lech6n es muy demandante de energia, por lo que
se recomienda promover el consumo de alimento y por supuesto, se debe tomar
en cuenta su fisiologia digestiva, y elegir los ingredientes con mas alto grado de
digestibilidad (King y Pluske, 2007).



2.4 ALIMENTOS PROTEICOS

Existen dos fuentes de proteina, las de origen vegetal y las de origen animal

(Garcia-Contreras et al., 2012).

Algunas de las fuentes de proteina de origen animal empleadas en el destete

son:

a) Plasma animal deshidratado: Existe el plasma porcino y el plasma
bovino. La inclusion de este ingrediente en las dietas de los cerdos radica
en los niveles importantes de inmunoglobulinas, principalmente de IgG,
incluso, los cerdos de los cuales se extraera el plasma, han sido vacunados
contra ciertas enfermedades con el fin de que produzcan dichas
inmunoglobulinas. Otro aspecto importante es que estimula el consumo de
alimento en los lechones. Contiene elevados niveles de cisteina, pero bajos
niveles de metionina. .Y aunque realmente aumenta el consumo de
alimento, se trata de un alimento de costo elevado, por lo que es posible
combinarlo con otras fuentes proteicas como la harina de pescado, harina
de sangre o huevo entero deshidratado (Tokach et al., 2007; Torrallardona,
2010).

b) Concentrado de proteina de suero: Es un alimento proteico de
gran calidad, y que contiene un perfil de aminoacidos muy parecido al del
plasma, por lo que resulta en una eficiencia similar a los resultados
obtenidos con el plasma animal deshidratado. Ademas de lo anterior, su
utilizacion en dietas para lechones esta dada por los aminoacidos
funcionales, factores de crecimiento, la estimulacién en la produccién de
mucinas, entre otros, lo que contribuye a la proteccion de la mucosa
intestinal (Tokach et al., 2007; Xiao et al., 2016).

c) Leche descremada desecada: Aunque anteriormente era muy

comun incluirla en la dieta para lechones recién destetados, dejo de
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utilizarse debido a que es cara y en lugar de aumentar el consumo de
alimento, lo disminuye. Puede ser facilmente sustituida por otros alimentos
proteicos, que ademas de ser mas baratos, también pueden incrementar los
rendimientos (Tokach et al., 2007).

d) Harina de sangre: Es un subproducto de la produccion del plasma.
Posee un alto nivel proteico (85-95%). Se menciona que se debe tener
cuidado al incorporar este alimento proteico en dietas para lechones con un
peso inferior a 5 kg, ya que puede llegar a disminuir el consumo de

alimento. Tiene deficiencia en isoleucina y metionina (Tokach et al., 2007).
Algunas de las fuentes de proteina de origen vegetal empleadas en el destete son:

a) Proteina de papa: Se menciona que posee aproximadamente un
85% de proteina. Puede utilizarse de forma combinada con otros alimentos
proteicos en las dietas para lechones, ya que se menciona que no puede
sustituir completamente el aporte proteico que da el plasma. Otra de las
razones de su uso en la alimentacion de los cerdos es para reemplazar la
adicion de antibidticos en las dietas debido a la presencia de péptidos
antimicrobianos en-dicho tubérculo (Jin et al., 2008), respecto a ello, se han
hecho estudios en los que se ha encontrado actividad antimicrobiana al
disminuir-el crecimiento de Clostridium perfringens y Escherichia coli (Lee,
2005). El inconveniente que presenta esta fuente de proteina es el alto nivel
de alcaloides (Tokach et al., 2007).

b) Pasta de soya: La soya es una de las fuentes de proteina mas
importantes y sus productos son utilizados ampliamente en la industria de

los alimentos (Bu et al., 2017).

2.4.1 SOYA (Glycine max)

La soya es una leguminosa de ciclo anual perteneciente a la subfamilia de las

Papilionaceas. La planta posee flores purpuras o blanco-amarillento, y puede
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llegar a medir de 50 a 150 cm. Las semillas crecen en vainas cortas, y cada vaina
puede tener de una a cuatro semillas oleaginosas que varian en sus colores,

desde amarillo, marron, verde o negro (Ridner, 2006; Puppo et al., 2007).

Es una planta originaria de Asia, formando parte importante de la alimentacion
en paises como Japon y China. Se han encontrado registros de escritos acerca de
la soya que datan desde el afio 2838 A.C. Su introduccién al continente americano
fue a través de embarcaciones provenientes de Londres, con destino a Estados
Unidos. En México, se introdujo a finales de los afios 50 en Sonora, donde en la
actualidad, junto con los estados de Sinaloa, Chihuahua, Tamaulipas y Chiapas se
produce mas dicho cultivo (ITESM y PRODUCE, 2003).

En México, el 97% de la produccion de proteina de soya se destina para el

consumo animal y el resto para consumo humano.

En el caso de la pasta de soya, esta es obtenida como producto residual de la
extraccion de aceite, y debido a que es una fuente importante de proteinas y
minerales (calcio, hierro, cobre, fosforo y zinc), es muy utilizada en la formulacion
de las dietas para cerdos. Posee los aminoacidos esenciales como son la
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, cisteina, fenilalanina, tirosina,
treonina triptéfano -y valina; pero es principalmente rica en lisina, triptéfano y
treonina, aungue deficitaria en metionina. De forma inconveniente es también un
alimento con gran cantidad de factores antinutricionales como lo son los
inhibidores de la tripsina, lectinas, acido fitico, y proteinas de reserva (B-
conglicinina o 7S y glicinina u 11S) (Ridner, 2006; Mariscal y Gémez, 2007;
Tokach et al., 2007; Gilani et al., 2012). Las proteinas de reserva 3-conglicinina y

glicinina son altamente alergénicas (Hill, 2004).

Las proteinas de reserva, que como se menciond son B-conglicinina y glicinina,
se han considerado como una causa probable de reacciones de hipersensibilidad
en los lechones destetados, presentandose afeccion en los procesos de absorcion

por atrofia de las vellosidades del intestino delgado, disminuciéon en la
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digestibilidad por reduccion de secrecion de enzimas digestivas, inflamacion de la
mucosa intestinal, dafio en la morfologia intestinal, bajo crecimiento y diarreas, e
incluso de forma eventual la muerte en los lechones destetados (Tokach et al.,
2007; Bu et al., 2017).

2.5 GENERALIDADES DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes ‘a nivel biologico y
alimentario, son compuestos organicos complejos constituidos por 20 a-
aminoacidos. Desempefian diversas funciones: algunas transportan moléculas,
también las hay de tipo estructural en células y tejidos, son enzimas, forman parte
del sistema de defensa del organismo, funcionan como receptores y como
hormonas. En el caso de los alimentos, las funciones de las proteinas estan
relacionadas a caracteristicas fisicoquimicas y estructurales (Champe et al., 2006;
Mathews et al., 2013).

Las proteinas se clasifican en:

1. Las proteinas pueden clasificarse como simples o complejas: Las proteinas
simples solo-se forman por sus cadenas polipeptidicas. Y las proteinas
complejas -ademas de tener sus cadenas polipeptidicas, tienen otros
componentes ya sean organicos o inorganicos que reciben el nombre de
grupo prostético. Como por ejemplo las fosfoproteinas (contienen &cido
fosférico), glicoproteinas (conjugadas con heteroglicanos), lipoproteinas
(conjugadas con triacilgliceroles y colesterol), etc. (McDonald et al., 2002).

2. A su vez, y de acuerdo a su forma y composicion quimica, se dividen en
fibrosas y globulares. En el caso de las proteinas fibrosas son alargadas o
filamentosas. Se caracterizan por realizar funciones estructurales en las

células; ejemplos importantes son las queratinas, las fibroinas, el coladgeno
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y la elastina. Son muy resistentes e insolubles en agua o disoluciones

salinas diluidas (Mathews et al., 2013).

Las proteinas globulares se diferencian de las proteinas fibrosas, en que sus
cadenas polipeptidicas se pliegan de forma compacta, de manera que adoptan
formas esféricas o globulares compactas, mientras que las proteinas fibrosas son
filamentosas. La mayoria de este tipo de proteinas son solubles en sistemas
acuosos. En este grupo encontramos a las enzimas, antigenos. y hormonas
proteicas: albuminas, hidrosolubles y coagulan con el calor; ‘histonas, proteinas
que se encuentran en los nucleos celulares; protaminas, que se encuentran unidas
a los &cidos nucleicos y globulinas, se encuentran. en huevo, leche, pero

principalmente en semillas (Mathews et al., 2013).
Desnaturalizacion y cambios en las proteinas

El proceso de desnaturalizacion se-da cuando una proteina se ve afectada en
Su estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, mediante la adicion de
un quimico, o por cambios fisicos, o que genera la ruptura de muchos enlaces no
covalentes, interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno. Generalmente,
las proteinas globulares se ven afectadas por el aumento de temperatura, cambios
en el pH y por interaccién con agentes quimicos. Un ejemplo de agente quimico es
el dodecilsulfato de sodio (SDS), que es un detergente y tiene tanto un extremo
polar como uno no polar, o que genera que un extremo interactie con el aguay el
otro con-los grupos no polares que se encuentran en el interior de la estructura
proteica, 1o cual causa distorsion en la estructura espacial de dicha proteina. En el
caso de la desnaturalizacion por temperatura, hay ruptura de varios enlaces
intermoleculares e intramoleculares, lo que resulta en un cambio en la
organizacién de las estructuras secundarias y terciarias en el cual los aminoacidos
gue son hidrofébicos y que se encontraban orientados hacia el interior de la
estructura proteica, ahora son expuestos hacia el solvente. En el caso de la

adicién de B-mercaptoetanol para la desnaturalizacion en SDS-PAGE, es que este
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agente quimico, rompe los enlaces disulfuro separando asi las subunidades que

componen a la proteina de interés (Mathews et al., 2013).
2.5.1 PROTEINAS ANTIGENICAS DEL FRIJOL DE SOYA

Las proteinas de reserva o también llamadas alergénicas o antigénicas son
moléculas pertenecientes a la superfamilia de las cupinas, las cuales tienen
dominios caracteristicos en forma de barril de doble hélice B. Dentro de dicha
familia, existen tres tipos de proteinas, en dos de ellas se encuentran englobadas
nuestras proteinas de interés: globulinas 11S o leguminas y 7S 0 vicilinas. Estas
proteinas tienen poca similitud entre ellas, excepto por.su estructura tridimensional

que es similar (San Miguel-Hernandez et al., 2012).

Las proteinas de reserva B-conglicinina y-glicinina, forman parte de los factores
antinutricionales presentes en el frijol de soya (Glycine max). Estas proteinas de
reserva representan el 53.12% y 31.37% de la proteina total, respectivamente, en
el frijol de soya. No tienen funcién fisiolégica y son sintetizadas en grandes
cantidades durante la formacion de la semilla para finalmente ser utilizadas en la
germinacion donde los productos resultantes de la protedlisis (aminoacidos) son
los que se utilizan en el crecimiento de la planta. Estas proteinas son la causa de
alergias en humanos y animales, generando signos y sintomas en érganos que
incluyen piel, tracto gastrointestinal, respiratorio, etc. (Deng et al., 2012; Wang et
al., 2014).

Los efectos de las reacciones alérgicas que generan estas proteinas en
lechones recién destetados es atrofia de vellosidades duodenales, disminucion en
la digestibilidad y absorcibn de nutrientes, diarrea, lo que se traduce en
crecimiento lento, ganancia diaria de peso mas lenta que en animales en los que
su dieta no contiene soya (Galbas et al., 2011; Taliercio y Kim, 2013; Bu et al.,
2017). Peng et al. (2018), mencionan que la proteina 7S induce dafio intestinal al

inhibir el crecimiento de células intestinales, y que dicha afeccion es mayor que el
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generado por la proteina 11S, lo cual también concuerda con lo mencionado por
Wu et al. (2016b).

Chen et al. (2011) observaron que la B-conglicinina incrementa la expresion de
proteinas relacionadas a la apoptosis, estrés e inflamacion, pero decrece la
expresion de proteinas relacionadas al citoesqueleto y replicacion nuclear en
células intestinales; confirmaron un incremento en la expresion de caspasa-3 en
estudios in vitro e in vivo en lechones destetados. La atrofia de las vellosidades
resulta en una mala absorcion, provocando reduccion en ‘el crecimiento e

incremento en la incidencia de enfermedades intestinales como la enteritis.

La glicinina es una globulina o legumina, también conocida como fraccion 11S
(Figura 1), tiene una masa molecular de entre 300 y 380 kDa; posee cinco
diferentes subunidades: G1 (AlaB1lb, 53.6-56 kDa), G2 (A2B1la, 52.4-54 kDa), G3
(A1bB2, 52.2-54 kDa), G4 (A5A4B3, 61.2-64 kDa) y G5 (A3B4, 55.4-58 kDa).
Cada una de estas subunidades puede ser disociada en una cadena acida de
polipéptidos (A, 31-45 kDa) y una basica (B, 17-22 kDa), estas cadenas se
encuentran unidas por puentes disulfuro. A estas cadenas se les ha catalogado
como importantes alérgenos. Las subunidades pueden ser agrupadas de acuerdo
a su similitud en dos grupos: Grupo 1 contiene G1, G2, y G3, y son ricas en
metionina; el grupo 2 contiene a G4 y G5, y son pobres en metionina. Esta
fraccion 11S tiene un pl de 6.4, y el de cada una de sus subunidades: Ax: 4.2-5.5;
Bx: 6.5-8.5 (Yang et al., 2011; Taliercio y Kim, 2013; Wang et al., 2014; Singh et
al., 2015).
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Figura 1. Distribucion electroforética de las
proteinas 7S y 11S aisladas por el método de
Liu et al. (2007). Adaptado de Liu et al. (2007).

La glucoproteina o vicilina B-conglicinina es un trimero, y es conocida como
fraccion 7S (Figura 1), tiene una masa molecular total de 180 kDa y contiene
restos de carbohidratos que constituyen aproximadamente el 5% del total de la
proteina, lo cual, Wang et al. (2014) consideran que esta relacionado a su
inmunoreactividad. Esto ultimo debido a que dicha glicosilacion contiene uniones
gue no se encuentran en las glucoproteinas presentes en mamiferos, sino que son
comunes en plantas, semillas e invertebrados, lo que conlleva a que sean
altamente inmunogénicas (Van Ree, 2002). Pueden llegar a tener entre uno y dos
sitios de glicosilacion (Mills et al., 2002). Su estructura cuaternaria se encuentra
unida por enlaces hidrofébicos y puentes de hidrégeno (Amigo-Benavent et al.,
2009). Esta glucoproteina consiste en una subunidad o’ de aproximadamente 72
kDa, una subunidad a de aproximadamente 68 kDa y una subunidad B de
aproximadamente 52 kDa. Las subunidades a y o’ son muy similares entre si
respecto a su cadena de aminoacidos. En el caso de la subunidad B, esta no

contiene cisteina y metionina, pero si una gran cantidad de aminoacidos
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hidrofébicos o no polares (Krishnan y Nelson, 2011; Deng et al., 2012; Wang et al.,
2014; Singh et al., 2015).

Segun Wang et al. (2014), la fraccibn 7S se puede fraccionar en seis
componentes o' (B1-), ap (B2-), aa’ (B3-), aB (B4-), aa’ (B5-) y a (B6-). Los
componentes B1- y B2-conglicinina se encuentran en su mayoria constituidas por
la subunidad B; mientras que los componentes B3- a B6-, estan compuestos por la
subunidad a. Esta proteina posee un pl de 4.9, y el de cada una de las
subunidades: o’, 5.18-5.3; a, 4.9-5.2; B, 5.6-6.2 (Wang et al., 2014; Singh et al.,
2015).

2.6 ASPECTOS GENERALES DE LA DIGESTION DE PROTEINAS

La digestion se define como el proceso en el cual se fragmentan y transforman
los nutrimentos presentes en el alimento, a moléculas simples y de facil absorcion.
En general, consta de una transformacion tanto fisica como enzimatica de las
particulas del alimento y de los componentes quimicos presentes en €l y que
pueden ser absorbidos. La transformacion fisica inicia con la masticacion y permite
que la superficie de contacto del alimento sea mas amplia y quede expuesta a la
accion de las enzimas digestivas. Dicho proceso de transformacién se completa
con la accién digestiva del estomago, facilitada por la pepsina y el acido
clorhidrico, que 'se encargan de desnaturalizar las proteinas (origen animal o
vegetal). La reduccion del tamafio de particula del alimento ingerido de forma
fisica, se considera que ha finalizado cuando el bolo alimenticio abandona el
estdbmago (Herdt, 2009).

La digestidbn enzimética se lleva a cabo mediante la hidrélisis, que es un
proceso por el cual los enlaces glucosidicos en los carbohidratos, los enlaces
peptidicos en las proteinas, los enlaces éster en las grasas y los enlaces
fosfodiéster en los acidos nucleicos, se rompen por la accion de la adicion de una
molécula de agua en cada enlace durante la digestion. Estas reacciones son

catalizadas por las enzimas presentes en el tracto digestivo (Herdt, 2009).
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Digestion en estdbmago: La superficie interna del estbmago se encuentra
dividida en cuatro partes: la region esofégica, la region cardial, la region glandular
y la region pilérica. En la region glandular se lleva a cabo la produccién de acido
clorhidrico (HCI) y pepsindégeno, entre otras mucinas. El proceso de digestién
inicia con la liberacién de gastrina en el estbmago, la cual se produce cuando-las
microvellosidades de las células G, que se encuentran en la mucosa del antro,
entran en contacto con la proteina presente en el alimento. A su vez, la gastrina
liberada estimula a las células enterocromafines (ECL) que se encargan de liberar
histamina, la cual estimula a las células parietales para secretar HCI. Una segunda
via de estimulo de la gastrina es que actie directamente sobre las células
parietales para que secreten HCI. A su vez, el acido clorhidrico activa el

pepsindgeno para convertirlo en pepsina (McDonald et al., 2002; Argenzio, 2004).

A continuacion, la pepsina entra en contacto con las proteinas para su
hidrolisis, teniendo preferencia por los enlaces peptidicos proximos a los
aminoécidos arométicos como son la fenilalanina, triptéfano y tirosina. También
actia en los enlaces donde intervienen el &cido glutdmico y la cisteina. Los
productos que pasan al intestino delgado son polipéptidos de longitud de cadena

variable y algunos aminoé&cidos (McDonald et al., 2002).

En el estbmago es donde se inicia la fase luminal de la digestion debido a la
actividad del HCI y la pepsina, para completarse en el intestino delgado con la
accion de las enzimas pancreaticas (Herdt, 2009).

Digestion en el intestino delgado: Al intestino delgado llegan los alimentos
parcialmente digeridos provenientes del estdbmago para mezclarse con
secreciones biliares, duodenales y pancreaticas. Esta mezcla se da en la region
duodenal, y en el yeyuno se lleva cabo la absorcién de nutrientes. En el intestino
delgado se lleva a cabo un proceso de digestion quimico por la accion de las
enzimas pancreaticas y las intestinales; y es la parte final de la fase luminal de la

digestién de proteinas. Dicho proceso de digestién se caracteriza por requerir gran
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cantidad de enzimas proteoliticas para poder llevarse a cabo. En esta fase,
cuando los productos de la digestidén, entre ellos los péptidos, entran en el
duodeno, se libera la hormona colecistoquinina (pancreozimina), la cual estimula
la secrecién de enzimas y proenzimas como el tripsindégeno, quimotripsinégeno,
procarboxipeptidasas A y B, proelastasa, entre las cuales también se encuentran
la a-amilasa, lipasa, lecitinasas y nucleasas, por parte del pancreas. Estas
enzimas trabajan Optimamente a un pH de entre 7 y 9. Las enzimas proteoliticas
mencionadas, son inicialmente secretadas en una forma inactivada para evitar la
digestion de la propia célula que las produce. La posterior activacion de estos

zimogenos, se da dentro de la luz intestinal (McDonald et al., 2002).

El tripsinégeno se activa como tripsina por accion de la enteroquinasa, la cual
se libera en la mucosa duodenal. A su vez, la tripsina activa al quimotripsinégeno,
convirtiéndolo en quimotripsina. La tripsina actua sobre los enlaces peptidicos de
la lisina y arginina, especificamente; y la quimotripsina es especifica para los
enlaces peptidicos de los grupos carboxilo de la tirosina, triptéfano, fenilalanina y
leucina. La tripsina también activa a la procarboxipeptidasas para convertirlas en
carboxipeptidasas, las cuales actian sobre los péptidos del final de la cadena, al
escindir los aminoacidos terminales que tienen un grupo a-carboxilo libre. Debido
a lo anterior, a estas enzimas se les llama exopeptidasas; y a la tripsina y
quimotripsina, endopeptidasas, ya que atacan los enlaces peptidicos del interior
de la cadena proteica, En el Cuadro 1 se muestran las distintas enzimas
(endopeptidasas y exopeptidasas) que acttan en la fase luminal de la digestion
(McDonald et al., 2002; Argenzio, 2004; Herdt; 2009).
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Cuadro 1. Enzimas de la fase luminal de la digestion de proteinas

ENZIMA ACCION ORIGEN PRECURSOR ACTIVADOR
) ] Glandulas o {
Pepsina Endopeptidasa o Pepsinogeno HCI, pepsina

gastricas
Quimiosina ) Glandulas S
. Endopeptidasa o Quimiosinégeno
(renina) gastricas

Enteroquinasa,

Tripsina Endopeptidasa  Pancreas Tripsindgeno o
tripsina
Quimiotripsina Endopeptidasa ) . AN, L
] Pancreas Quimiotripsindgeno Tripsina
(renina)
Elastasa Endopeptidasa  Pancreas Proelastasa Tripsina
Carboxipeptidasa ) ] ] ] o
A Exopeptidasa Péancreas Procarboxipeptidasa A Tripsina
Carboxipeptidasa ) ) ) o
B Exopeptidasa Pancreas Procarboxipeptidasa B Tripsina
Herdt, 2009

En el caso de la fase membranosa de la digestidn, al igual que la fase luminal,
esta se da por la-accion hidrolitica de las enzimas, y se lleva a cabo en la mucosa
del enterocito, donde los péptidos se hidrolizan a aminoacidos individuales. En
esta fase las enzimas permanecen unidas a la superficie apical de los enterocitos,
donde son producidas, de esta manera, el sustrato debe de entrar en contacto con
el epitelio para que las enzimas puedan hidrolizarlo (oligopeptidasas
intracelulares). Para llevarse a cabo este proceso, se forma una especie de
microambiente en la capa superficial, que se forma de una capa acuosa, secrecion
mucosa intestinal y glucocaliz, de esta manera, los productos obtenidos se quedan

en el mismo lugar, ya no regresan a la luz intestinal, y por tanto son absorbidos.
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En el caso de la digestion de las proteinas, son las aminopeptidasas las que se
encuentran en la superficie apical de los enterocitos, estas enzimas hidrolizan los
péptidos provenientes de la fase luminal y actdan en el enlace peptidico proximo al
grupo amino libre de los péptidos cortos, produciendo aminoacidos libres En
algunas ocasiones los péptidos de cadena larga son digeridos de manera
incompleta, produciéndose dipéptidos y tripéptidos, estos a su vez, pueden ser
perfectamente absorbidos, al contrario de los carbohidratos en que solo los
monomeros y azucares simples se pueden absorber. Estos dipéptidos y tripéptidos
son absorbidos y posteriormente hidrolizados por las dipeptidasas intracelulares,
produciéndose asi, aminoacidos libres que son absorbidos a través de las
membranas apicales de los enterocitos mediante- un mecanismo de cotransporte
dependiente de Na, después pueden pasar a través de la membrana basolateral
hacia la sangre venosa portal por transportadores de difusion facilitada. Asi, la
digestion final de estos péptidos puede llevarse a cabo en la membrana apical del
enterocito o en el interior de este (McDonald et al., 2002; Argenzio, 2004; Herdt,
2009).

Cuando cierta cantidad de proteina escapa a la digestion en el intestino
delgado, ésta pasa a intestino grueso, donde se lleva a cabo la descomposicién
microbiana de las proteinas. En este caso, los péptidos y aminoacidos resultantes
son utilizados para la sintesis de proteina microbiana (Argenzio, 2004).
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2.6.1. DIGESTION DE LAS PROTEINAS ANTIGENICAS DE LA SOYA

Las proteinas que son susceptibles a la digestion gastrointestinal se les
considera que son mas seguras que aquellas que se mantienen estables o
resistentes a la digestion, ya que estas se relacionan a las alergias (Astwood et al.,
1996). De acuerdo a lo anterior, Hill (2004), menciona que las proteinas-de las
leguminosas involucradas en reacciones inmunes son aquellas que permanecen
indigestibles por largo tiempo en el intestino delgado y en el tracto digestivo.
Segun Moreno (2007), las proteinas de reserva presentes en las leguminosas,
generalmente son resistentes a la desnaturalizacion térmica y:la protedlisis. Mills
et al. (2002), mencionan que incluso, el grado de digestion depende del tipo de

procesamiento que hayan tenido previamente estas globulinas de reserva

En pruebas de digestibilidad, se ha demostrado que las proteinas alergénicas
de la soya comienzan a ser digeridas en el estbmago, pero de una forma limitada,
y gque la concentracion de estas puede llegar a disminuir hasta mas de 50% en
dicho érgano. En el yeyuno, la degradacion de estas proteinas es mas rapida, lo
cual se relaciona con que en esta parte del intestino delgado hay actividad de
enzimas como la tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa y aminopeptidasa (Zhao
et al., 2008). En pruebas in vitro, segun Zhao et al. (2010), la estabilidad de la B-
conglicinina ante la pepsina, es alta, principalmente para la subunidad [3; en el
caso de la cadena basica (B) de glicinina esta fue mas resistente a la hidroélisis con
tripsina; por lo que lo méas efectivo para la hidrolisis de ambas proteinas, fue la

cooperacion de las dos enzimas, pepsina y tripsina.

Cuando la proteina glicinina (11S) ha sufrido protedlisis, ya sea con tripsina o
guimotripsina, forma estructuras intermedias estables conocidas como glicinina-T
o glicinina-C, en las que gran parte de la estructura cuaternaria de la proteina
nativa se conserva. En el caso de la proteina B-conglicinina (7S), después de la
tripsindlisis también hay formacion de estructuras intermedias estables para cada
una de las subunidades de esta fraccion (Mills et al., 2002). Aunque en general,

los polipéptidos de B-conglicinina son bastante resistentes, y pueden sobrevivir el
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transito a través del estdmago y el intestino delgado (Amigo-Benavent et al.,
2011). Zhao et al. (2008), mencionan que la proteina 7S es aparentemente mas

resistente a la digestion que la proteina 11S en lechones.

Estudios in vitro han revelado que la glicosilacion presente en la glucoproteina
B-conglicinina es la responsable de su resistencia a la protedlisis, ya que al ser
desglicosilada, dicha proteina es completamente hidrolizada; de lo contrario, esta
resistencia puede permitir que pequefias cantidades de - la proteina
inmunogénicamente activa, sean absorbidas por las células intestinales y de esta

manera generar una respuesta inmune (Amigo-Benavent et al., 2011).

Debido a lo anterior y a la gran demanda de-productos de origen animal por
parte de una poblacién creciente, y por ende a una mayor produccion porcina y a
una gran importacion de pasta de soya para la alimentacion animal es necesario
evaluar el contenido proteinas antigénicas (glicinina y B-conglicinina) en diferentes
muestras de pastas de soya comerciales empleadas para elaborar alimentos
balanceados en la zona del- Bajio. Este conocimiento serd una herramienta
importante para los nutridlogos, ya que les permitirA saber si las proteinas
antigénicas se presentan-en cantidades similares o diferentes entre las pastas de
soya, ya que su procedencia no es la misma en la mayoria de los casos,
contdndose hasta con pastas de soya modificadas con un menor contenido de
FAN. Ademas también podra ayudar a evitar problemas de salud intestinal y por
ende productivos, principalmente en la etapa de destete, que generan dichas
proteinas antigénicas. Aunado a lo anterior, es importante conocer la digestion de
las' fracciones de las proteinas antigénicas en diferentes tiempos vy
compartimentos del tracto gastrointestinal en lechones destetados alimentados
con pasta de soya para identificar las fracciones indigestibles que posiblemente
estén relacionadas con los problemas gastrointestinales ya mencionados.
También es importante valorar el efecto de la inclusion de niveles crecientes de
pasta de soya en dietas libres de antibioticos para lechones destetados sobre la

digestion de las fracciones que conforman las proteinas antigénicas y poder
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establecer el nivel éptimo de inclusion de pasta de soya donde no se comprometa
su digestion.
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. HIPOTESIS
La concentracion de proteinas antigénicas (Glicinina y p-conglicinina) sera
igual entre las pastas de soya, y de acuerdo al origen de colecta.
De acuerdo a los tiempos de digestion se encontrara mayor concentracion
de proteinas antigénicas indigeribles en la parte final del intestino delgado.
A mayor nivel de inclusion de pasta de soya en la dieta se encontrara
mayor concentracion de proteinas antigénicas indigeribles en el ileon de

lechones destetados.

V. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar y cuantificar las proteinas antigénicas en pastas de soya comerciales

y evaluar su presencia en diferentes compartimentos del tracto digestivo de

lechones destetados alimentados con dietas conteniendo pasta de soya.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extraer, separar, identificar y cuantificar las proteinas antigénicas (glicinina
y B-conglicinina) de pastas de soya comerciales provenientes de diferentes
plantas de alimentos balanceados.

Identificar -y cuantificar la concentraciébn de las proteinas antigénicas
digeribles e indigeribles de pasta de soya en diferentes tiempos de
digestion presentes en compartimentos del tracto digestivo de lechones
destetados alimentados con pasta de soya.

Identificar y cuantificar la concentracion de las proteinas antigénicas
indigeribles de pasta de soya presentes en ileon de lechones destetados

alimentados con diferentes niveles de pasta de soya.
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V. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de tesis se encuentra conformado por tres experimentos:
EXPERIMENTO 1

Este experimento consisti6 en la extraccion, separacion, identificacion y
cuantificacion de proteinas antigénicas (B-conglicinina y glicinina) de 14 muestras
de pastas de soya comerciales utilizadas para la elaboracion de raciones en
Querétaro, provenientes de tres plantas de alimentos balanceados: AGLQ (5
muestras), NUTEC (8 muestras) y CENID-INIFAP (1 muestra).

Cada muestra de pasta de soya fue molida a través de una malla de 0.5 mmy
luego desgrasada mediante el método de extraccion de grasa en frio (Folch et al.,
1957). Posteriormente, para la extraccion de las proteinas antigénicas (glicinina y
B-conglicinina), se empled el método descrito por Liu et al. (2007) basado en el

punto isoeléctrico (pl) de las proteinas antes mencionadas (Apéndice 1).

Después de realizado el método de extraccion de las proteinas antigénicas, se
determind la concentracion de proteinas en cada fraccion liofilizada mediante la

metodologia propuesta por Lowry et al. (1951).

Una vez obtenida la concentracion de proteinas en las fracciones liofilizadas,
se prosiguié a desnaturalizar (calentamiento y adicién de SDS) y reducir cada

fraccion con 3-mercaptoetanol para romper enlaces disulfuro.

Cabe mencionar que se probaron otros métodos de extraccion de las
fracciones 7S y 11S con el fin de observar la mejor resolucion obtenida en su perfil
electroforético y compararlo con el método de Liu et al. (2007). Para lo anterior, se
utilizo el ReadyPrep 2D Cleanup Kit (Cat. 1632130), y una extraccion basandose
en el método de Wei et al. (2009) (Apéndice 3). Realizados los métodos
anteriores, antes de cargar las muestras obtenidas en un gel de acrilamida, estas
fueron centrifugadas una vez méas y el sobrenadante fue el que se utiliz6. A

continuacion, se llevo a cabo una electroforesis SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide
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gel electrophoresis) (Laemmli, 1970) al 15%. Los geles se tifieron con azul de
Coomassie R-250 y se digitalizaron mediante un fotodocumentador Bio-Rad para

analizar los geles por medio del programa Image Lab de Bio-Rad.

Posteriormente se separaron, identificaron y analizaron las subunidades de las
fracciones proteicas B-conglicinina (7S) y glicinina (11S) de cada muestra de pasta
de soya extraida con la técnica de Liu et al. (2007) mediante electroforesis SDS-
PAGE (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) (Laemmli, ~1970), a una
concentracion de 12% de acrilamida. En cada pozo de los geles se cargaron 25 pl
de muestra con una concentracion de 0.6 ug/ul de proteina. Los geles se tifieron
con azul de Coomassie R-250 y se digitalizaron mediante un fotodocumentador
Bio-Rad, para analizar los geles por medio del programa Image Lab de Bio-Rad y
estimar la masa molecular (MM) de cada subunidad de las fracciones 7S y 11S.
Se compard su movilidad electroforética con la de un estandar de peso molecular
de proteinas de amplio espectro Broad Range de Bio Rad (Cat. 161-0317), y con
la masa molecular del inhibidor de tripsina de soya (Glycine max) de Sigma
(T9128 1G), ademéas de un estandar de proteina (albumina sérica bovina) de
Sigma (P9369 5 ML).

Habiéndose identificado cada banda de las subunidades de cada fraccion
proteica 7S y 11S de cada muestra de pasta de soya, se estimé la concentracidon
de proteina de cada banda mediante el programa Quantity One de Bio-Rad,
expresandose como densidad especifica de proteinas (DEP) en unidades

arbitrarias (INTxmm?/ug proteina).

Las diferencias entre la masa molecular de las subunidades de las proteinas
antigénicas (7S y 11S) de las pastas de soya; asi como el efecto del origen de
colecta de dichas pastas (AGLQ y NUTEC) sobre la concentracion (DEP) de las
subunidades de las proteinas antigénicas (7S y 11S) fueron evaluadas mediante
un disefio completamente al azar y para comparar las medias se utilizo la prueba

de Tukey (<0.05) (Steel y Torrie, 1980) empleando el paquete estadistico SAS. La
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muestra del INIFAP-CENID no se pudo incluir en la comparacion en concentracion
(DEP) de las subunidades de las fracciones 7S y 11S en cuanto a procedencia, ya
que solamente se contd con una muestra.

Las concentraciones (DEP) de las subunidades de las fracciones 7S y 11S de
las muestras de pasta de soya fueron evaluadas mediante una estadistica
paramétrica obteniendo media, moda, mediana, minimos y méximos empleando el

paquete estadistico SPSS version 18.

EXPERIMENTO 2

Se evaluaron 12 muestras de contenidos digestivos (estbmago, yeyuno e ileon)
de lechones recién destetados alimentados con pasta de soya con un porcentaje
de inclusion en dieta del 20%, y colectados a dos tiempos de digestion. Las
muestras provinieron de un experimento previo, donde se emplearon 12 lechones
cruza de Fertilis 20 x G Performance (Genetiporc®), destetados en promedio a los
21 * 0.8 dias de edad, con un peso de 7.1 + 0.5 kg al destete. Los lechones se
alimentaron con una dieta a base de pasta de soya (Cuadro 2) durante 14 dias.
Posteriormente, seis lechones fueron sacrificados a las 3 y 12 horas postconsumo,
y se obtuvieron los contenidos digestivos de estébmago, yeyuno e ileon, los cuales

fueron liofilizados y desgrasados en frio (Folch et al., 1957).

Las muestras de los contenidos digestivos liofilizados y desgrasados se
emplearon para evaluar la digestion de las subunidades de las proteinas
antigénicas (glicinina y B-conglicinina) en diferentes compartimentos digestivos

(estbmago, yeyuno e ileon) a dos tiempos de digestion (3 'y 12 horas).

Para evaluar la digestion de las subunidades de las proteinas antigénicas
(glicinina y B-conglicinina) en los contenidos digestivos fue necesario producir

anticuerpos contra esas proteinas.
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Cuadro 2. Composicion de la dieta experimental de lechones destetados
conteniendo pasta de soya.

Ingredientes, % Dieta pasta
de soya
Almidon de maiz 37.50
CFC! 4.00
Pasta de soya 20.00
Caseina 14.40
Aceite de maiz 5.62
Lactosa 12.60
Sal 0.50
Carbonato de calcio 0.40
Fosfato dicalcico 3.50
Premezcla de minerales? 0.12
Premezcla de vitaminas® 0.36
Gustor 0.20
AminoGut 0.80

'Concentrado de fibra cruda Arbocel®

’Premezcla de minerales que aporta por Kg. de dieta: cobalto 0.72 mg, cobre 14.4 mg, hierro 120
mg, manganeso 36 mg, selenio 0.30 mg, iodo 0.96 mg, zinc 144 mg

*Premezcla de vitaminas que aporta por Kg. de dieta: vit. A 10,200 Ul, vit. D 1980 UlI, vit. E 60 UlI,
vit. K 1.2 mg, riboflavina 7.2 mg, cianocobalamina 0.04 mg, niacina 36 mg, acido pantoténico 16.55
mg, tiamina 0.30 mg, piridoxina 0.31 mg, biotina 0.08 mg, acido félico 0.75 mg

Produccion de anticuerpos anti-glicinina y anti-B-conglicinina:

La presencia y concentracion de las proteinas a evaluar fue determinada a
través de la técnica de Western blot, para lo cual se requirié de la produccion de
anticuerpos contra estas proteinas. Se utilizaron cinco conejos de raza Nueva
Zelanda de dos meses y medio de edad y un peso promedio de 2.1 + 0.15 kg: dos

conejos para la produccion de anticuerpos para glicinina (con in6culo); dos
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conejos para la produccion de anticuerpos para B -conglicinina (con inéculo) y uno
de control sin inéculo siguiendo la metodologia de Gémez-Soto et al. (2017).

La preparacion de la proteina para inoculacion se realizé a través del extracto
proteico correspondiente a cada proteina antigénica (glicinina y B-conglicinina). Sin
embargo, las fracciones que se obtuvieron mostraron contaminacion, por lo.que se
hicieron las respectivas separaciones electroforéticas con las caracteristicas ya
descritas previamente (pag. 28), a excepcion de que se utlizaron geles
preparativos al 12% y el marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual
Color Standards de Bio-Rad (Cat. 1610374). En cada gel (con un solo pozo) se
cargaron 400 ul de muestra con una concentracion de 7.5 pg/ul de proteina. Los
geles no fueron tefiidos, en su lugar se hicieron electrotransferencias a
membranas de nitrocelulosa 0.45 ym de Bio-Rad (Cat. 1703965) a un voltaje de
20 V por 20 minutos. Posteriormente, dichas membranas fueron tefiidas con rojo
de Ponceau 0.1% por algunos segundos, y al hacerse visibles las bandas
proteicas, se prosiguié a identificar, con ayuda del marcador de peso molecular y
la informacién recabada de diversos autores, las subunidades proteicas
respectivas de las fracciones 7Sy 11S, hecho esto, cada banda fue cortada con
un bisturi, después se lavaron con agua destilada para retirar el colorante y
posteriormente se pulverizaron (Apéndice 2).

Con las membranas de nitrocelulosa pulverizadas que contienen las fracciones
proteicas 7S y 11S obtenidas como parte del experimento 2, se inmunizaron
intradérmicamente cuatro conejos (dos por cada fraccion proteica) durante seis
semanas en intervalos de dos semanas. Cada dos semanas se realizO un
sangrado de la vena auricular previo a cada inmunizacién para determinar la
produccion de anticuerpos al evaluar su reaccion contra los extractos proteicos de

7Sy 11S obtenidos en el experimento 1, mediante la técnica de Western blot.
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Identificacion y cuantificacion de proteinas antigénicas en contenidos

digestivos:

La identificacion y cuantificacion de las proteinas antigénicas (glicinina y B-
conglicinina) de pasta de soya sobre las que se produjeron los anticuerpos
policlonales se hizo a través de la extraccion de proteinas totales de las muestras
de digestas de estdbmago, yeyuno e ileon de lechones alimentados con una dieta
incluyendo pasta de soya al 20% a dos horas postconsumo (3 y 12 horas). Debido
a que se contaba con muy poca muestra de proteinas totales extraidas de las
digestas de los diferentes compartimentos, se vio la necesidad de realizar un pool
de muestras del mismo 6rgano y de la misma hora postconsumo; ademas por ser
muy costosa la técnica de electroforesis 2D. Por lo tanto, las 9 muestras de 3
horas postconsumo de estdmago, yeyuno e-ileon se juntaron teniendo solamente
una muestra por cada 6rgano a la hora 3 postconsumo. De la misma forma se tuvo
una muestra de cada érgano (menos yeyuno por no contar con suficiente muestra)

a la hora 12 postconsumo.

La extraccion de proteinas totales de las muestras de digestas se realiz6 a
través de un protocolo de precipitacion con acido tricloroacético (TCA). Para lo
cual las muestras fueron sonicadas bajo los siguientes parametros: 2 pulsos de 1
minuto a 70%_de amplitud; posteriormente, a las muestras se les agregd acido
tricloroacético frio para una concentracion final de 20% v/v y se incub6 por 10
minutos a 4°C, se centrifug6 a 14,000 rpm, por 5 minutos a 4°C; la pastilla se lavo
dos veces con 200 pl de acetona fria, se centrifugd con los mismos parametros y
se 'le agreg6 el amortiguador de electroforesis 2DE para la solubilizaciéon. Las
proteinas fueron cuantificadas a través de un kit comercial basado en el método
de Bradford con el kit Quick Start Bradford 1X Dye Reagent de Bio-Rad (Cat.
5000205). Del extracto solubilizado con el amortiguador de rehidratacion 2DE
(urea 7 M, tiourea 2 M, DTT 0.3% (w/v), CHAPS 2%, Tris 40 mM, inhibidor de
proteasas 5 mM (w/v), 0.8% (v/v) de anfolitos en gradiente No Lineal 3-10 (pH 3-

10) y bromofenol al 0.1%) se tomaron 80 pg de proteina para hidratar tiras IPG de
32



7 cm con un rango de pH de 3 a 10 (ReadyStrip IPG Strips- Bio-Rad Cat.
1632000).

La SDS-PAGE 2DE fue llevada a cabo por triplicado a 80 V hasta la separacion
Optima, usando una camara de electroforesis tetra (Bio-Rad). Como marcador de
peso molecular se uso el estandar Precision Plus Protein Dual Color Standards de
Bio-Rad (Cat. 1610374), y utilizando tiras IPG de 7 cm con un rango de pH de 3 a
10 (ReadyStrip IPG Strips- Bio-Rad Cat. 1632000). Después de la separacion, las
proteinas en el gel fueron tefiidas con azul de Coomassie coloidal (R-250). Por
otro lado, tres réplicas de los geles fueron utilizadas para hacer la transferencia de
las proteinas a una membrana de nitrocelulosa.

La técnica de Western blot 2DE, se realizd-sometiendo los geles a
electrotransferencia sobre membranas de nitrocelulosa en un sistema semi-seco
Transblot SD (Bio-Rad) y fueron bloqueadas por incubacién con leche
descremada en polvo al 5 % en TBS-Tween (Na2HPO4 0.08 M, NaH2P0O4 0.02 M,
NaCl 0.1 M y Tween 1%) durante 16 h a 4 °C. Las membranas se lavaron tres
veces con TBS-Tween y después se incubaron con los anticuerpos durante 1 h a
37 °C. Los anticuerpos primarios que se utilizaron fueron los que se produjeron
anteriormente, lo cuales se diluyeron en TBS-Tween. Después de lavar las
membranas a temperatura ambiente todas las membranas fueron incubadas con
un anticuerpo secundario IgG cabra anti-conejo (H + L) conjugado con HRP
(Abcam ab97051) a una dilucién 1:5000 en PBS-Tween durante 1 h a 37 °C. Las
membranas se lavaron y los anticuerpos unidos se detectaron a través de una
reaccion de quimioluminiscencia con el sustrato ECL (ClarityTM Western ECL
Substrate, BIO-RAD Cat. 170-5060). Las imagenes fueron capturadas utilizando
un ChemiDocTM MP Imaging System y fueron analizadas mediante el software
PDQuest Advance (Version 9.0.1), donde se obtuvo la cantidad relativa de
proteina mediante densitometria al determinar el nimero de pixeles de cada punto
para asi obtener la intensidad por area (INT*Area), que es la unidad arbitraria que

representa la concentracion de proteina. Los puntos fueron normalizados
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mediante un modelo de regresion local, utilizando la cantidad cruda de cada punto
en un gel, multiplicado por un factor basado en el método de regresion local del
punto sobrepuesto. Esta normalizacion compensa la variacion en los puntos, que
no esta relacionado a la variacion en la expresion de proteinas; si no con otros

factores como la diferencia en la densidad de la muestra, pipeteo y tincion.

Posteriormente se realiz6 el analisis estadistico de los resultados, en el cual
se hizo un andlisis para encontrar diferencias en la concentracion de proteina
entre los grupos de acuerdo a la hora postconsumo y al 6rgano del cual fueron

colectadas.

Las proteinas que tuvieron diferencias estadisticamente significativas fueron

registradas a un nivel de confianza de 90% por grupo (Student’s t-Test).

EXPERIMENTO 3

Se evaluaron 14 muestras de contenidos ileales provenientes de un
experimento previo, donde se emplearon 20 lechones (PIC 337 x [Landrace x
Large White]), destetados a los 21 dias de edad, con un peso inicial de 7.5 kg. *
0.4 kg. Los lechones se alimentaron con cuatro dietas isoproteicas e isocaléricas a
base de pasta de soya en diferentes niveles de inclusion (0, 15, 20 y 25%), libres
de antibiético (Cuadro. 3) durante 7 dias (NRC, 2012). Posteriormente, fueron
sacrificados a los 7 dias posdestete con un ayuno de 12 horas, y se obtuvieron los
contenidos digestivos de ileon, los cuales fueron liofilizados y desgrasados en frio
(Folch et al., 1957). Cabe mencionar que no se colectd contenido de todos los
lechones, ya que en 6 de ellos no se encontré contenido ileal, por lo que en total
soOlo se evaluaron los contenidos ileales de 14 lechones.

Las muestras de los contenidos ileales liofilizados y desgrasados se emplearon
para evaluar la digestién de las subunidades de las proteinas antigénicas (glicinina
y B-conglicinina). Al igual que en el experimento 2, las muestras de contenidos se
agruparon de acuerdo al porcentaje de concentracion de pasta de soya de las

dietas consumidas por los lechones, debido a que en algunas muestras se contd
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con poca muestra, y ademas por ser la técnica de electroforesis 2D muy costosa:
dos muestras para 0%, y cuatro muestras para cada uno de los porcentajes
restantes (15%, 20% y 25%); se mezclaron las muestras respectivas de cada
porcentaje para obtener un pool de cada uno; haciendo un total de muestras de

cuatro (una para cada tratamiento).

Cuadro 3. Composicion de las dietas experimentales de lechones destetados
conteniendo pasta de soya a diferentes niveles de inclusion.

Dietas experimentales

Ingredientes, % 0% 15% 20% 25%
Maiz 53.54 53.54 53.54 53.54
Pasta de Soya 0.00 15.00 20.00 25.00
Almidon de Maiz 12.90 5.17 2.60 -

Caseina 16.96 9.43 6.93 4.43
Lactosa 12.37 12.37 12.37 12.37
Maiz, Aceite 0.67 0.67 0.67 0.67
L-Lisina HCI 0.34 0.45 0.48 0.52
L-Treonina 0.01 0.09 0.11 0.14
DL-Metionina 0.04 0.11 0.13 0.16
L-Triptofano 0.03 0.03 0.03 0.03
Sal Comun 0.50 0.50 0.50 0.50
Carbonato de calcio 0.62 0.62 0.62 0.62
Fosfato Bicalcico 1.68 1.68 1.68 1.68
Minerales® 0.12 0.12 0.12 0.12
Vitaminas? 0.22 0.22 0.22 0.22

'Premezcla de minerales que aporta por Kg. de dieta: cobalto 0.72 mg, cobre 14.4 mg, hierro 120
mg, manganeso 36 mg, selenio 0.30 mg, iodo 0.96 mg, zinc 144 mg

’Premezcla de vitaminas que aporta por Kg. de dieta: vit. A 10,200 Ul, vit. D 1980 U, vit. E 60 UI,
vit. K 1.2 mg, riboflavina 7.2 mg, cianocobalamina 0.04 mg, niacina 36 mg, acido pantoténico 16.55
mg, tiamina 0.30 mg, piridoxina 0.31 mg, biotina 0.08 mg, acido félico 0.75 mg
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La evaluacion de la digestibn de proteinas antigénicas (glicinina y [-
conglicinina) en el contenido ileal se realiz6 mediante la produccion de anticuerpos

contra esas proteinas como en el experimento 2 se detallé (pag. 30).

Las muestras de digesta ileal desgrasadas se procesaron para extraer las
proteinas totales como previamente se describio en el experimento 2 (pag. 32); la
cantidad de proteina que se usé en este experimento fue de 150 pg para realizar
las SDS-PAGE 2DE, esto para asegurar que los resultados obtenidos fueran
confiables y que permitan determinar con certeza las diferencias entre las digestas
analizadas. Los resultados obtenidos se representaron como.intensidad por area
de cada punto (INT*Area) para expresar la concentracion de proteina de cada
subunidad de las proteinas antigénicas 7S y 11S.

El analisis estadistico se realizé con un analisis de grupos para encontrar las
diferencias en la concentracion de proteina en cada grupo de acuerdo al
porcentaje de inclusion de pasta de soya.

Las proteinas que tuvieron diferencias estadisticamente significativas fueron

registradas a un nivel de confianza de 90% por grupo (Student’s t-Test).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

EXPERIMENTO 1

En la Figura 2 se muestra el patron electroforético de los extractos de
proteina obtenidos a partir de las tres técnicas de extraccion empleadas, 0 sea,
utilizando el ReadyPrep 2D Cleanup Kit de Bio-Rad (Cat. 1632130), los métodos
de Liu et al. (2007) y de Wei et al (2009). En esta figura se puede observar que el
rendimiento y la resolucion de las proteinas obtenida a través del método de Liu et
al. (2007) fue mayor comparado con las otras técnicas analizadas, por lo que, para
los ensayos posteriores se decidié emplear este método. En los incisos b y ¢ de la
Figura 2 donde se utilizé el ReadyPrep 2D Cleanup Kit y el método de Wei et al
(2009), respectivamente, no hubo separacion de las fracciones 7S y 11S mediante
punto isoeléctrico, como en el caso del método de Liu et al. (2007) (Figura 2a).
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Figura 2. Distribucion electroforética de las proteinas 11S
y 7S con los métodos de extraccion de a. Liu et al. (2007),
b. ReadyPrep 2D Cleanup Kit (Cat. 1632130) y el método
de c. Wei et al. (2009).
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Después de realizar la extraccion y llevar a cabo la separacion
electroforética de las fracciones proteicas de B-conglicinina (7S) extraidas de las
pastas de soya, se evidencio la presencia de residuos de subunidades de glicinina
(11S) (Figura 3 y Figura 4), lo cual, corrobora con lo reportado por Liu et al. (2007);
mientras que al separar las fracciones de glicinina (11S), los residuos. de la

fraccion 7S fueron minimos, pudiéndose apreciar mejor solo las subunidades de
interés (Figura 5 y Figura 6).

Residuos
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Figura 3. Perfil electroforético mediante SDS-PAGE de la fraccion 7S (B-

conglicinina) de pasta de soya mostrando los residuos presentes de la
fraccion 11S (glicinina).
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Figura 4. Distribucién electroforética de subunidades pertenecientes a la
fraccién 7S (B-conglicinina) de las pastas de soya (PS).
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Figura 5. Perfil electroforético mediante SDS-PAGE de la fraccion 11S
(glicinina) de pasta de soya mostrando los residuos presentes de la

fraccion 7S (B-conglicinina).
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Figura 6. Distribucion electroforética de subunidades pertenecientes a la
fraccion 11S (glicinina) de las pastas de soya.

La distribucién ' electroforética de las bandas identificadas como
subunidades de las fracciones 7S y 11S corresponde a lo reportado en la literatura
(Krishnan y Nelson, 2011).

Las -muestras de pasta de soya de la 1 a la 4 no presentaron las
subunidades o’ y a de B-conglicinina (7S) (Figura 4) al realizar la separacion
electroforética. Esto sugiere que no fue debido a la variedad u origen de las
pastas, sino a deficiencias técnicas dentro del método de extraccién, ya que las
mismas muestras de pasta de soya donde se observé la ausencia de dichas
subunidades, al extraerles la fraccion 11S y realizar la SDS-PAGE, se observo que
presentaban las subunidades o’ y a como parte de los residuos de (-conglicinina
dentro del extracto proteico de glicinina. Razon por la cual se decidié sumar las
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concentraciones de las subunidades de una fraccién (7S o 11S) con los residuos
de la fraccion homéloga encontrados en los extractos proteicos (7S o 11S).

Los pesos moleculares de las subunidades o', a y B correspondientes a la
fraccion B-conglicinina (7S); y de las cadenas acidas (Az Y AzA2A1.A1p) Y basicas
(B3 y B4B3B2B1,B1p) correspondientes a la fraccion glicinina (11S) de las pastas de
soya se muestran en el Cuadro 4. Se puede observar que en todas las
subunidades de las dos fracciones proteicas alergénicas no presentaron diferencia
significativa (P>0.05) de sus pesos moleculares entre las 14 pastas de soya

evaluadas.

Cuadro 4. Masa molecular de subunidades. de proteinas alergénicas -

conglicinina (7S) y glicinina (11S).

Fraccion Subunidad MM P EEM

a’ 78.4x+57 NS 3.8

[3-conglicinina (7S) a 72155 NS 2.7
B 49.9+4.6 NS 0.75

Az 422+20 NS 0.70

Glicinina (11S) Az Az, Aja, Agp 37.3+1.4 NS 0.26
Biotales 24.0+1.2 NS 0.13

MM=Masa ‘molecular; P=probabilidad; EEM=error estdndar de la media; NS=no
significativo (P>0.05)

La masa molecular para cada una de estas subunidades va de acuerdo a lo
reportado por diversos autores (Krishnan y Nelson, 2011; Yang et al., 2011; Wang
et -al., 2014) respecto a la MM de estas fracciones, la cual es la siguiente: o’ ~72
kDa, a ~68 kDa y B ~52 kDa correspondientes a B-conglicinina (7S); en la cadena
acida: A 31-45 kDa y cadena basica: B 18-20 kDa correspondientes a glicinina
(11S). Estos resultados indican que la realizacion del método de extraccion, de
separacion e identificacion electroforética, asi como el analisis de los geles se

realizé de forma correcta, probando asi su eficacia y repetitividad.
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En las Figuras 7 y 8 se muestran las concentraciones de proteinas de las
subunidades de la proteina 7S y 11S en muestras de pasta de soya, expresadas
como densidad especifica de proteinas (DEP) en unidades arbitrarias
(INTxmm?/ug proteina) sin sumar la concentracion de las fracciones
contaminantes, respectivamente. Al haberse obtenido las concentraciones. de las
fracciones contaminantes, estas se sumaron con sus homologas, presentdandose

en las Figuras 9 y 10 para las proteinas 11S y 7S, respectivamente.
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Figura 7. Concentracién (DEP) de subunidades de la proteina 7S en
muestras de pasta de soya (sin suma de fraccién contaminante).
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Figura 8. Concentracion (DEP) de subunidades de la proteina 11S
en muestras de pasta de soya (sin suma de fraccion contaminante).
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Figura 9. Concentracion (DEP) de subunidades de la proteina 11S en
muestras de pasta de soya (con suma de fraccidon contaminante).
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Figura 10. Concentracion (DEP) de subunidades de la proteina 7S en
muestras de pasta de soya (con suma de fraccion contaminante).

En las Figuras 7 a la 10 se observa, que en general las subunidades
pertenecientes a la fraccién 11S, tienen una mayor concentracién que las

subunidades de la fraccion 7S.

En el Cuadro 5 se muestra la concentracion promedio como densidad
especifica de proteinas (DEP) de las subunidades de las fracciones 7S y 11S de
las 14 pastas de soya expresada en unidades arbitrarias (INTxmm2/ug de
proteina), acompafada de sus parametros descriptivos: media, mediana, moda,
minimos -y maximos. En dicho cuadro se muestran los promedios y otros
parametros de las concentraciones de las subunidades ya sumadas con las
concentraciones de las fracciones contaminantes, esto para apreciar de forma
total la cantidad que hay de estas en las muestras. En general, las subunidades
pertenecientes a la fraccion 11S, tienen una mayor concentracion que las
subunidades de la fraccion 7S. Lo anterior coincide con estudios previos en pastas

de soya brasilefias (Carrdo-Panizzi et al., 2008; Fernandes-Galao et al., 2013) en
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que la concentracién de la fraccion 11S es mayor a la de la fraccidén proteica 7S.
La relacién de la concentracion de las fracciones 11S/7S en las pastas evaluadas
en el presente trabajo fue de 3.02. Kitamura y Kaizuma (1981) y Mujoo et al.
(2003) reportan relaciones 11S/7S en pastas de soya que van de 0.95 a 3.57. El
incremento de la relacion de globulinas 11S/7S es deseable nutricionalmente, ya
que la fraccion 11S contiene mucho mas metionina y cisteina que la fraccion 7S, lo
gue significa que el valor nutritivo de las pastas de soya, en lo que al perfil de
aminoacidos azufrados se refiere, es mejor (Kitamura y Kaizuma, 1981; Krishnan,
2005).

Al mejorar la calidad nutritiva de la soya se ha.incrementado el contenido de la
fraccion 11S y ha decrecido la fraccion 7S, llegando hasta tener una relacion
11S/7S de 4.5 (Kaviani y Kharabian, 2008), muy superior a lo observado en el
presente trabajo. El estrés ambiental durante el desarrollo de las semillas de soya
puede alterar la composicion quimica de la semilla. Cambios morfologicos,
fisiolégicos y bioquimicos pueden ocurrir debido a alteraciones en las condiciones
nutricionales de las plantas, particularmente en respuesta a genes y expresion de
enzimas y por ende a sintesis y actividad de proteinas. También se ha indicado
que la sintesis de proteinas en la soya esta muy influenciada por elementos como
el fésforo, potasio, nitrégeno y azufre (Kaviani y Kharabian, 2008).

Por otro lado, durante la germinacion de la semilla las proteinas sufren de
grandes cambios como degradacion y sintesis. Algunas subunidades de las
fracciones 7S y 11S se degradan durante la germinacion, elongacién y crecimiento
de la planta. La subunidad basica de la 11S es mas resistente a la degradacién
que la subunidad acida, lo que se debe a diferencias estructurales entre ellas, la
proteina basica es mas hidrofébica y compacta, lo que la hace propensa a formar
complejos insolubles limitando el acceso al ataque proteolitico. La degradacion de
la fraccion 7S durante la germinacion es mas rapida que la de la fraccion 11S,
sobre todo en las subunidades a y a’, siendo poco degradada la subunidad B (Kim

et al., 2011; Zhao et al., 2008). Esta degradacién durante la germinacion de la
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semilla de soya es la responsable de que exista una mayor cantidad de la fraccién
11Svs 7S.

Cuadro 5. Concentracion como densidad especifica de proteinas (DEP) de
subunidades de las fracciones 7S y 11S de la pasta de soya presentado como

media, mediana, moda, minimos y maximos.

Sub- DEP (INTxmmZ/ug proteina)
Fraccion

unidad Media + DE Mediana Moda Minimo Maximo

a 2427 + 1082 2487.1 0.0 0.0 4598.1

B-conglicinina 2044+1028 18394 11347 00 44863

(7S)

B 7482 + 1194 7620.7 5233.0 5233.0 9801.2

Az 6714 + 1653 6710.8 3269.9 3269.9 9068.5
Glicinina As, Az,

Aqa, 11969 + 548 11720.7 7107.3 7107.3 16599.1
(11S) A

1b

Biotales 17432 £2084 17392.3 13626.7 13626.7 21983.0

La comparacion de la concentracién como densidad especifica de proteinas
(DEP) de las subunidades de las fracciones 7S y 11S de acuerdo con el origen de
colecta de las muestras de pasta de soya: 1. AGLQ y 2. NUTEC se muestra en el
Cuadro. 6, donde se considero la concentracion de las fracciones con la suma de
la fraccién contaminante. Sélo se consideraron las muestras de la AGLQ y NUTEC

debido a que para el CENID-INIFAP sélo se contaba con una muestra.
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Cuadro 6. Concentracibn como densidad especifica de proteinas (DEP) en
unidades arbitrarias (INTxmm?/ug proteina) de las proteinas B-conglicinina (7S) y
glicinina (11S) de acuerdo al origen de colecta de la pasta de soya (con suma de

fraccion contaminante).

DEP (INTXxmm?/ug

Fraccion Subunidad . P< EEM
proteina)

AGLQ NUTEC
B- aT 1678° 2629° 0.0500 213
conglicinina aT 1957 1825 0.774 218
(7S) BT 7058 7705 0.344 319
Glicinina AsT 5519b 7238a 0.061 400
(11S) AT 9902 12697 0.017 484
BxT 16184 17784 0.121 463

Como se puede observar en los resultados del Cuadro 6, la concentracion
de las proteinas antigénicas varié (P<0.05) de acuerdo al origen de colecta de
muestra apreciandose en la subunidad o de la B-conglicinina (7S) y en la
subunidad Ax de la glicinina (11S).

El cuadro anterior muestra que las subunidades correspondientes a la fraccion
11S, como previamente se menciond, tienen una mayor concentracion que las
subunidades de la fraccion 7S. En el andlisis de la concentracion de estas
proteinas de acuerdo al origen de colecta de la muestra, se puede apreciar que las
pastas de soya provenientes de la Asociacibn Ganadera Local de Querétaro,
tuvieron una menor concentracion de proteinas antigénicas que las muestras de
NUTEC. Segun Fernandes-Galédo et al. (2013), la variacién en la concentracion de
las - subunidades de estas fracciones proteicas, pudo ser debido a ciertos
mejoramientos genéticos (variedades transgénicas), que a Su vez son
influenciados por el ambiente y el lugar de cultivo, incluso puede darse en
variedades que no han sido modificadas genéticamente. Aun no se ha
determinado qué caracteristicas ambientales (temperatura, precipitacion, luz) son

las que influyen en la concentracion total de estas proteinas. Algo importante que
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mencionan Natarajan et al. (2016), es que los factores ambientales influyen mas
en los niveles de alérgenos que la propia variacién genotipica de la semilla, y
concuerda con Fernandes-Galédo et al. (2013) en que el lugar de cultivo genera
mas cambios en la cantidad de estas proteinas antigénicas, que la propia variedad
de la semilla. Esto ultimo se relaciona con las condiciones nutricionales del suelo
en que los niveles de ciertos elementos como el fosforo, potasio, nitrogeno y
azufre influyen en la sintesis de proteina en el grano de soya y por tanto afectan
los niveles de estas segun Kaviani y Kharabian (2008). Kim. et al. (2011),
mencionan que ademas de los factores ya mencionados, la concentracion de las

proteinas antigénicas se ven influenciados por el nivel de madurez de la semilla.

Carrdo-Panizzi et al. (2008), reportan que es posible la manipulacién genética
para producir solo ciertas fracciones o subunidades, sin afectar el contenido
proteico, en el caso de la nutricion animal, es el aspecto mas importante.

Lo anterior es un aporte al conocimiento y una vision general de la
composicién proteica de la pasta de soya, lo cual al ser aplicado en la formulacion
de dietas para cerdos, sabiendo que la soya puede tener diferentes origenes, y
con ello variacion en la cantidad y relacion de sus proteinas, son aspectos a
considerarse para que su impacto en la alimentacién animal no resulte negativo.
Aunque de acuerdo-a los resultados y a lo reportado en otros estudios, la cantidad
de proteina glicinina (11S) es mayor con respecto a la proteina 3-conglicinina (7S),
lo cual resulta beneficioso para la nutricibn animal, ya que la fraccion 11S es rica
en metionina y cisteina, aminoacidos esenciales para monogastricos. De igual
manera, es importante recordar que la soya al ser un alimento que ha sufrido
modificaciones genéticas se mantiene en evolucidon constante y puede tener
cambios considerables en su composicion, pero que a su vez pueden ser
benéficos, como disminucién en la cantidad de factores antinutricionales y
mejorias en el perfil proteico, lo cual como ya se ha mencionado, es el aspecto

mas importante a la hora de formular dietas para cerdos.
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EXPERIMENTO 2

La identificacion y la concentracion de las proteinas antigénicas 7S y 11S en
contenidos digestivos (estbmago, yeyuno e ileon) colectados en diferentes
tiempos de digestion (3 y 12 horas) de lechones alimentados con pasta de soya
fue determinada a través de ensayos de electroforesis 2DE y Western blot 2DE.
En la Figura 11A, se pueden observar las proteinas antigénicas que fueron
reconocidas por los anticuerpos, sefialados con numero y mostrando la masa
molecular y punto isoeléctrico (pl de 3 a 10) de cada una de las subunidades de la
proteina B-conglicinina (7S): o’, ay B; y de la proteina glicinina (11S): Axy Bx. Asi,
como el patron de proteinas obtenidas a partir del extracto total de las digestas por
electroforesis 2DE, donde se sefialan a las proteinas que corresponden a las que

fueron reconocidas por los anticuerpos (Figura 11 B).
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Figura 11. Analisis de identidad de las proteinas en digestas de estobmago, ileon y
yeyuno mediante electroforesis 2 DE y Western blot; en la imagen se encuentran
seflalados los puntos correspondientes a las subunidades de 7S y 11S. A. Masa
molecular y pl de subunidades de 7S y 11S. B. Localizacién de las proteinas
correspondientes a subunidades de 7Sy 11S.

Los resultados muestran un patron electroforético similar entre las muestras de

digestas evaluadas a 3 y 12 horas postconsumo mediante electroforesis 2DE, en
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los que la masa molecular de las fracciones 7S y 11S concuerda con la
encontrada en las electroforesis 1DE realizadas en el experimento 1 en muestras

de pasta de soya.

En la Figura 12 se muestra el andlisis protedmico diferencial de las
subunidades de las proteinas antigénicas 7S y 11S presentes en las digestas de
estbmago, yeyuno e ileon de lechones alimentados con pasta de soya colectadas
a las 3 y 12 horas de digestion a traves de una SDS-PAGE 2DE con sus
respectivas réplicas (a, b y ¢). En dicha figura se encuentran sefialadas mediante
un cuadro las proteinas correspondientes a las subunidades de 7S (a’, ay B) y
11S (A3, Ax Yy Bx). En la primera imagen que se encuentra en la Figura 12, en la
esquina superior izquierda, se muestra el gel maestro donde se superponen los

perfiles proteicos de todos los geles analizados.

Las subunidades de las proteinas antigénicas 7S y 11S de la pasta de soya en
las SDS-PAGE 2DE y Western blot 2DE, fueron identificadas a través del software
PDQuest Advanced 2D con el marcador de punto isoeléctrico 2DE (2D
Electrophoresis Protein Standards con rango de pl 4.45-9.6, BIO-RAD),
comparado también con _la masa molecular obtenida en el experimento 1; en
cuanto al punto isoeléctrico de cada subunidad de las proteinas 7S y 11S, este va
de acuerdo a lo reportado por Wang et al. (2014) y Singh et al. (2015), el cual es el
siguiente: pl o’ '5.18-5.3 , pl a 4.9-5.2 y pl B 5.6-6.2 correspondientes a B-
conglicinina (7S); en la cadena &acida pl A 4.2-5.5, y cadena basica pl B 6.5-8.5
correspondientes a glicinina (11S). El patron electroforético encontrado en las
muestras de digestas evaluadas concuerda con lo reportado por Natarajan et al.
(2006) en el frijol de soya (Glycine max) y con las masas moleculares encontradas

en el experimento 1 (Cuadro 4).
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En el analisis protedbmico se determind la concentracion de proteina
representada como intensidad por area de cada punto (INT*Area) de cada
subunidad de las proteinas antigénicas 7S y 11S de la pasta de soya. Los
resultados revelaron que no hubo diferencias estadisticamente significativas
(P>0.1) en la concentracibn de proteinas antigénicas entre las digestas de
estdmago, yeyuno e ileon a las 3 y 12 horas postconsumo, este resultado podria
estar influenciado por el nimero de muestras analizadas, ya que para estos
ensayos se utilizaron 12 muestras; el aumentar la cantidad de muestras a analizar
permitiria visualizar un efecto mas cercano a la realidad, ya que eliminaria
fluctuaciones marcadas en los resultados. Adicionalmente, encontramos mucha
variabilidad en los datos, lo que corresponde con la variabilidad intrinseca a los
sistemas biologicos experimentales; esto a pesar de que el andlisis se realizé con

el software PDQuest para normalizar cada experimento.

Sin embargo, en las muestras de ileon se observaron diferencias evidentes
en la concentracion de proteinas antigénicas 7S y 11S, siendo mayor a las 12
horas postconsumo. En la Figura 13, se encuentran desplegadas las medias de la
concentracion de proteina (INT*Area) de las subunidades de cada fraccion
proteica, por 6rgano y hora. En dicha figura se aprecia de manera general que la
concentracion de proteinas antigénicas tiende a aumentar conforme la digesta
transita del estbmago hacia el intestino delgado (yeyuno e ileon), principalmente
en el yeyuno a las 3 horas de digestion, a excepcion de la subunidad o’ de la

fraccion 7S.

Al sumar la concentracion de proteina de las subunidades de ambas
fracciones (7S+11S) por organo y hora se obtuvieron los siguientes resultados:
estébmago 3 y 12 horas 71470 y 17631 INT*Area, respectivamente; yeyuno 3 horas
86527 INT*Area; ileon 3 y 12 horas 50432 y 57769 INT*Area. Con estos
resultados se pueden apreciar los cambios en la concentracién de proteina total
conforme la digesta avanza a través del tracto gastrointestinal permitiendo ver que

en el estomago disminuye a las 12 horas postconsumo, aumentando al llegar al
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yeyuno a las 3 horas postconsumo, y conforme avanza al ileon a las 3 horas
postconsumo la concentracion de proteina disminuye relativamente, ya que a las
12 horas postconsumo en el ileon, esta vuelve a incrementar. Lo anterior va de
acuerdo a los planteamientos iniciales, ya que se esperaba encontrar una mayor
concentracion de las proteinas antigénicas de la soya en la parte final del tracto
gastrointestinal, que en este caso se trata del ileon.

Digestion en el estbmago, yeyuno e ileon de las subunidades de la fraccion
7S de la pasta de soya en lechones destetados.

En el caso de la subunidad o', su concentracion disminuye en estomago
(89.4%) y en ileon (20%) de las 3 a las 12 horas por efecto de digestion y transito.
El 74% desaparece del yeyuno de las 3 horas al-ileon a las 12 horas por digestion
enzimatica de proteasas pancreaticas e intestinales y por transito, permaneciendo
en ileon a las 12 horas un remanente sin digerir del 26% de dicha subunidad.
Estos porcentajes sugieren que la subunidad o’ de la fraccién 7S de la pasta de
soya es altamente digerida por la pepsina, proteasas pancreaticas e intestinales

de lechones destetados, lo cual concuerda con lo reportado por Yang et al. (2016).
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La concentracion de la subunidad a se increment6 en el estomago de las 3
a las 12 horas de digestion. Esto se refleja en una alta concentraciéon de esta
subunidad en el yeyuno a las 3 horas y hasta en el ileon a las 12 horas de
digestion. Lo anterior indica una deficiente digestion de la subunidad a de la
fraccion 7S de la pasta de soya por la pepsina, proteasas pancreéticas e
intestinales de lechones destetados, lo que confirma los reportes de esta
resistencia en estudios realizados in vitro (Fu et al., 2007).

La concentracion de la subunidad 8 se incrementd en el estbmago de las 3
a las 12 horas de digestion, indicando una escasa digestion por parte de la
pepsina. La digestion de la subunidad B en el intestino delgado por proteinas
pancreaticas e intestinales fue muy baja, ya que en-el ileon a las 12 horas se
encontr6 una alta concentracion de la subunidad. Indicando una deficiente
digestidon de la subunidad B de la fraccion 7S de la pasta de soya por la pepsina,
proteasas pancredticas e intestinales de lechones destetados (Yang et al., 2016).
Moreno (2007), Wang et al. (2009) y Huang et al. (2015), reportan extrema
estabilidad digestiva de esta subunidad a lo largo del tracto gastrointestinal,

detectandola todavia en yeyuno e ileon.

Digestion en .el estdmago, yeyuno e ileon de las subunidades de la

fraccidén 11S de la pasta de soya en lechones destetados.

La concentracion de las subunidades acidas (Az, Ax) en el estbmago de
lechones. se vio altamente disminuida (95.4%) de las 3 a las 12 horas por la
digestion por pepsina y transito al intestino delgado. A las 3 horas postconsumo
las subunidades acidas en yeyuno desaparecieron un 48.4% con respecto a las
observadas en el estbmago a las 3 horas, lo que indica que este porcentaje de
proteina fue digerido las primeras 3 horas postconsumo por la pepsina y las
proteinas pancreaticas e intestinales. Del yeyuno a las 3 horas al ileon a las 12
horas postconsumo las subunidades éacidas desaparecieron en un 31.1% por

digestién de proteasas pancreaticas e intestinales y por transito. Del estbmago a
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las 3 horas al ileon a las 12 horas desaparecieron las subunidades acidas en un
64.5%, lo que indica una mediana digestion. En estudios in vitro se observé que
las cadenas acidas (A) de glicinina no fueron hidrolizadas efectivamente con
pepsina (Yang et al., 2016), a pesar de lo anterior, su grado de degradacién es

relativamente mayor al observado en las subunidades bésicas (B).

Las subunidades basicas (Bx) muestran un aumento en su concentracion
conforme avanza a través del tracto gastrointestinal hasta llegar al ileon, lo que
indica baja degradacion enzimética, tanto de la pepsina géastrica, como de las
proteasas pancreaticas e intestinales. Lo anterior puede ser debido a la estructura
propia de esta subunidad, ya que posee mayor cantidad de enlaces hidrofébicos y
puentes disulfuro intra e intermoleculares, lo que le confiere una mayor
compactacion y una menor accesibilidad al-ataque proteolitico (Kim et al., 2011;
Wang et al., 2010). Yang et al. (2016), reportan una degradacion mas lenta de las

cadenas basicas (B) que de las cadenas acidas (A) de glicinina.

En general en lo referente al estbmago, se observa el cambio en la
concentracion de proteina, ya que a las 3 horas postconsumo la concentracion es
mayor que a las 12 horas, esto debido al vaciado géstrico que va de 3 a 5 horas
(Wang et al., 2010), por o que es evidente, que a las 12 horas postconsumo, la
concentracion de estas proteinas es mucho menor. Aunque segun Zhao et al.
(2008), las proteinas alergénicas de la soya se empiezan a digerir de forma
limitada en el estdmago, pudiendo disminuir hasta en un 50% su concentracion
inicial, lo cual puede observarse en las subunidades o’ (7S) y As, Ax (11S), que
disminuyeron su concentracion hasta en un 89.4% y 95.4%, respectivamente, que
bien puede ser atribuido al tiempo de vaciado gastrico, ya que la actividad de la
pepsina se encuentra limitada por la escasez de acido clorhidrico, generando poca
digestion en dichas proteinas (Wang et al., 2010).

Como ya se mencion0 anteriormente, el analisis proteomico diferencial de

las proteinas antigénicas de la pasta de soya entre las digestas de estdmago,
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yeyuno e ileon a las 3 y 12 horas postconsumo no mostraron diferencias
estadisticamente significativas; sin embargo, se encontraron diferencias evidentes
en la concentracion de proteina entre los grupos yeyuno 3 horas e ileon 3 horas,
observandose mayor concentracion aparente en el yeyuno, excepto en la
subunidad B (7S) y Bx (11S), las cuales tuvieron mayor concentracion en el.ileon a
las 3 horas postconsumo; asi como entre ileon 3 horas e ileon 12 horas, donde las
subunidades o’ y B de B-conglicinina, y la subunidad Bx de glicinina, tuvieron
mayor concentracion de proteina en el ileon a las 3 horas; y las subunidades a (B-
conglicinina) y As, Ax (glicinina), tuvieron mayor concentracién en el ileon a las 12

horas postconsumo.

En lo referente al aumento en la concentracion de estas proteinas en
yeyuno e ileon, concuerda con lo reportado por Wang et al. (2009), donde
mencionan que la proteina B-conglicinina (7S) aun es detectada en estas
porciones del intestino delgado, lo cual puede observarse en la Figura 19, donde
se puede apreciar que la concentracion proteica de la fraccién 7S es mayor que la
de 11S, tanto en yeyuno como en ileon, lo que implica un incremento en la
posibilidad de que el cerdo desarrolle una reaccion alérgica contra dicha proteina.
La concentracion en yeyuno de estas proteinas, mucho tiene que ver con el
tiempo de vaciado gastrico que va de 3 a 5 horas, y a la deficiente actividad de la
pepsina que ya se ha mencionado anteriormente, lo que genera una mayor
concentracion tanto de 7S como de 11S en las porciones iniciales del intestino
delgado, donde se encuentra el yeyuno (Wang et al., 2010; Zhao et al., 2013).

Aungue la concentracion de 11S no es mayor a la de 7S, su estabilidad en
las dltimas porciones del intestino delgado, es indicativo de su resistencia a la
protedlisis, al menos de la cadena basica (Bx) de glicinina que es mas resistente a
la hidrolisis con tripsina atribuido a su estructura compacta debido a su naturaleza
hidrofobica (Zhao et al., 2010; Kim et al., 2011).

En el analisis de la concentracibn de proteina de las subunidades

pertenecientes a B-conglicinina (7S), de acuerdo con Amigo-Benavent et al.
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(2011), mencionan que en general los polipéptidos de esta proteina son
resistentes a la digestion y pueden sobrevivir al transito a través del estbmago vy el
intestino delgado, esto lo podemos constatar con los datos reportados en la Figura
14, donde se aprecia que la fraccion 7S (B-conglicinina), aunque su concentracién
fue menor en el estbmago a las 3 horas postconsumo, fue aumentando
gradualmente conforme avanzaba a través del tracto gastrointestinal, y al llegar al
yeyuno e ileon, el concentracion proteica se incrementd notoriamente en
comparacion con la concentracion de proteina de la fraccion 11S (glicinina). Esto
también fue reportado por Zhao et al. (2008), que mencionan que glicinina fue
degradada mas facilmente que B-conglicinina, la cual aun fue detectada incluso
antes de llegar al colon, donde desapareci6. Debido a lo anterior, es importante
mencionar que la posible causa de la permanencia de B-conglicinina en el tracto
gastrointestinal es su estructura, ya que esta se encuentra glicosilada; de acuerdo
con investigaciones previas, esto le confiere resistencia a la protedlisis, al menos
para las subunidades a y B, ya que la subunidad o’ fue mas susceptible a la

digestion (Amigo-Benavent et al., 2011).
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diferentes horas postconsumo: 3y 12 horas.

Se hizo una comparacion representativa en 3D de la concentracion de
proteina del punto identificado como 3404 en los geles que corresponde a la
subunidad Az de glicinina (42 kDa/pl 4.8) (Figura 15) como un ejemplo para
observar la marcada diferencia en la concentracion de proteina que existe entre la
muestra de digesta del ileon a las 3 y a las 12 horas postconsumo, donde se

observ6 una mayor concentracion de proteina en ileon a las 12 horas.
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Figura 15. Comparacion representativa en 3D de la concentracion de proteina
glicinina A3: =42 kDa/pl 4.8, en muestras de digestas de ileon, usando
anticuerpos policlonales. A. ileon 12 horas postconsumo. B. ileon 3 horas
postconsumo. Factor de la escala: 0.003; a través de 3D viewer.

Ademéas de las caracteristicas mencionadas que confieren resistencia y
estabilidad a la digestién de las proteinas glicinina y B-conglicinina, otros factores
importantes que influyen en lo anterior-son los dependientes del animal, que son la
edad del cerdo y por tanto, su madurez gastrointestinal, de acuerdo con
investigaciones hechas por Wang et al. (2009; 2010) y Zhao et al. (2013), donde
se evalud la disminucion-de la inmunoreactividad y distribucion en el tracto
gastrointestinal de estas proteinas alergénicas en cerdos a diferentes edades:
lechones, cerdos en crecimiento y cerdos en finalizacion; concluyeron que a
medida que aumenta la edad del cerdo, disminuye la distribuciéon gastrointestinal
de glicinina y disminuye la inmunoreactividad de 7S y 11S, cosa que en lechones,
debido -a la inmadurez gastrointestinal, hay poca actividad de tripsina y
quimotripsina, lo que por consiguiente, genera una digestion deficiente de dichas
proteinas (Hartman et al., 1961; Efird et al., 1982), aunado ademas al estrés
debido al destete y todas las probleméaticas que conlleva este en el desarrollo del
cerdo.

Por lo tanto, el aumento en la concentracibn de proteina en las Ultimas
porciones del intestino delgado, son debido a las caracteristicas propias de las
proteinas antigénicas como son su resistencia y estabilidad a la digestion; y a
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causas dependientes de los animales como la inmadurez gastrointestinal y el
estrés debido al destete. Conforme avanza el proceso de digestion y el tiempo que
permanecen estas proteinas a través del tracto gastrointestinal, al ser poco
digeridas en estdmago, su concentracion aumenta a las 12 horas y en las ultimas
porciones del intestino delgado, que es yeyuno e ileon, siendo mas notario enla
proteina B-conglicinina (7S), lo que permite concluir que la proteina glicinina (11S)

se digiere mas facilmente.

Los resultados anteriores muestran la permanencia en la Ultima parte del
intestino delgado y resistencia a la digestion de la proteina p-conglicinina (7S),
especificamente las subunidades a y B, incluyendo a las cadenas béasicas (B) de
glicinina (11S). Aunque ambas proteinas antigénicas son resistentes a la digestion
y pueden generar reaccion alérgica, la proteina B-conglicinina (7S) es la que
muestra un mayor efecto. Dicho efecto no se limita a la baja digestibilidad de estas
proteinas, sino también a los cambios que pueden generar en el organismo del
lechon, y que se pueden reflejar en poca ganancia de peso, bajo consumo de
alimento, disminucion en la absorcion de nutrientes, atrofia de vellosidades
intestinales y diarreas (Wu et al.,, 2016b). Entre los cambios a nivel intestinal
provocados por ambas proteinas esta el aumento en los mastocitos intestinales
activados por anticuerpos IgE especificos, o que resulta en la liberacion de
histamina y citocinas, y por consiguiente en la inflamacion de la mucosa intestinal
(Zhao et al., 2013). En un estudio hecho por Wu et al. (2016a), en lechones en los
que se evalud el efecto de las proteinas antigénicas de la soya sobre la mucosa
intestinal, se encontrd que las células enterocromafines, que son las responsables
de los estimulos que activan los reflejos secretorios, peristalticos y de contraccion
a través de la secrecion de serotonina, son dafiadas a causa de la reaccion
alérgica en contra de glicinina y B-conglicinina, generando aumento en la
secrecion de este neurotransmisor, lo que incrementara la peristalsis intestinal
contribuyendo a causar diarrea. Se encontré también que existe un aumento en la
liberacién de diaminooxidasa, enzima responsable de degradar la histamina, lo
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cual fue mas evidente en pruebas hechas con 3-conglicinina que con glicinina, lo
que indica que la fraccidén 7S genera una respuesta inflamatoria mayor debido a su
inmunoreactividad, lo cual también se relaciona con su resistencia a la digestion.
Ademas provoca un aumento en la distribucion y expresion de IgA en duodeno,
yeyuno e ileon distal. En general, el dafio a la mucosa fue mayor por parte de f3-
conglicinina que de glicinina. En otros estudios, se determind que la proteina
glicinina puede ser absorbida a través de las células epiteliales intestinales y
estimular la produccion de IgG en suero, lo que genera una respuesta inmune
sistémica importante, ademas de la respuesta local ya mencionada (Sun et al.,
2008). En general, estos son los efectos que las proteinas glicinina y pB-
conglicinina tienen en el organismo del lechdn, y que como se puede determinar,
generan gran dafio en el tracto gastrointestinal que incluso puede llevar a la
muerte del animal, ademas de que esto también se traduce en pérdidas
econdmicas para la unidad de produccion.

EXPERIMENTO 3

La identificacién y la concentracion de las proteinas antigénicas (-conglicinina
(7S) y glicinina (11S) en contenidos ileales de lechones alimentados con dietas
con diferente concentracion de pasta de soya (0%, 15%, 20% y 25%) fue
determinada a través de ensayos de electroforesis 2DE y Western blot 2DE. Se
realizaron tres réplicas de cada muestra de digesta por concentracion de pasta de
soya: 0%, 15%, 20% y 25%.

Para descartar que los anticuerpos anti- glicinina y anti-B-conglicinina utilizados
en este trabajo, reconocieran componentes de las dietas que consumieron los
cerdos se realizé6 un andlisis bioinformatico de alineamiento de secuencias a
través de un BLAST en el servidor de NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) contra la base de datos de maiz (Zea

mays), soya (Glycine max) y con todos los proteomas registrados que pudieran
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estar interfiriendo en el reconocimiento y no se encontraron similitudes de
identidad. Lo que significa que dichos anticuerpos solo reconocieron a las
proteinas antigénicas de la soya, y no proteinas que forman parte de otros

ingredientes de la dieta.

En la Figura 16 se muestra el andlisis protedmico diferencial de las
subunidades de las proteinas antigénicas 7S y 11S (sefialadas mediante un
cuadro) presentes en los contenidos ileales de lechones destetados con diferentes
concentraciones de pasta de soya a través de una SDS-PAGE 2DE con sus
respectivas réplicas (a, b y c): verde 15%, amarillo 20%, morado 25%. En el
analisis de las muestras con 0% de pasta de soya no se detectaron las
subunidades de las fracciones 7S y 11S, por lo que los resultados de dicho

analisis no se muestran.
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Los resultados demuestran un patron electroforético similar entre las muestras
de digestas analizadas, en los que la masa molecular de las fracciones 7S y 118,
al igual que en el experimento 2, concuerda con la encontrada en las electroforesis
1DE realizadas en el experimento 1 en muestras de pasta de soya. Como ya se
menciond anteriormente, se realizd0 el mismo procesamiento y analisis-de las
muestras con 0% de inclusibn de pasta de soya, y no se detectaron las
subunidades de las proteinas B-conglicinina y glicinina, lo cual era de esperarse ya

gue era una dieta libre de pasta de soya.

Al tratarse de la identificacion de las mismas proteinas antigénicas que en el
experimento 2, las subunidades de las proteinas 7S y 11S de la pasta de soya en
las SDS-PAGE 2DE y Western blot 2DE, fueron identificadas a través del software
PDQuest Advanced 2D con el marcador de punto isoeléctrico 2DE (2D
Electrophoresis Protein Standards con rango de pl 4.45-9.6, BIO-RAD), y al igual
gue en el experimento 2, fue comparado también con la masa molecular obtenida
en el experimento 1. El punto isoeléctrico de cada subunidad de las proteinas 7Sy
11S, va de acuerdo a lo reportado por Wang et al. (2014) y Singh et al. (2015), el
cual es el siguiente: pl a’ 5.18-5.3 , pl 0 4.9-5.2 y pl B 5.6-6.2 correspondientes a B-
conglicinina (7S); en la cadena acida pl A 4.2-5.5, y cadena bésica pl B 6.5-8.5
correspondientes a glicinina (11S). El patron electroforético encontrado en las
muestras de digestas evaluadas concuerda con los patrones electroforéticos
reportados por Natarajan et al. (2006) en el frijol de soya (Glycine max) y con las

masas moleculares encontradas en el experimento 1 (Cuadro 4) y 2 (Figura 11).

En el analisis protebmico de este experimento, al igual que en el
experimento 2 se determind la concentracidon de proteina representada como
intensidad por area de cada punto (INT*Area) de cada subunidad de las proteinas

antigénicas B-conglicinina (7S) y glicinina (11S).

Al obtenerse las concentraciones totales (7S+11S) de las proteinas -

conglicinina y glicinina en el contenido ileal de los lechones alimentados con dietas
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con diferentes niveles de inclusion de pasta de soya (Figura 17): 3,008,697
INT*Area (15%), 2,338,322 INT*Area (20%) y 2,235,428 INT*Area (25%), se
puede observar que la concentracion de proteina en la digesta de los animales
gue consumieron la dieta con 15% de pasta de soya es mayor a las muestras con
20 y 25%, ya que en estas la concentracion de proteina va disminuyendo de forma
escalonada a pesar de tener una mayor ingestion de pasta de soya.

Se esperaba que a mayor cantidad de pasta de soya en la dieta, y por tanto
mayor concentracion de proteinas antigénicas en esta, en la parte final del
intestino delgado, se encontraria una mayor concentracion _de estas proteinas
correspondiente al porcentaje de inclusion (0%, 15%, 20% y 25%). O sea, las
concentraciones de proteina resultantes debian observarse de manera escalonada
en aumento, y no como realmente resultaron, en que la concentracién mas alta de
pasta de soya (25%), tiene la menor concentracion de proteinas 7Sy 11S, que las
muestras con 15% pasta de soya, las cuales tienen la mayor concentracion de
dichas proteinas. El consumo diario de alimento registrado en este experimento no
mostré diferencias (P>0.05) entre las dietas con diferentes niveles de pasta de
soya (143, 137, 117 y 155 g/d para las dietas con 0%, 15%, 20% y 25%,
respectivamente). Ajustando las concentraciones de proteinas antigénicas en
relacion al consumo-diario de alimento se obtienen: 21,961.3, 19,985.7 y 14,422.1
INT*Area/g consumido, respectivamente a 15, 20 y 25% de inclusion de pasta de
soya (Reis de Souza, 2017). Estos valores se comportan de la misma manera que
los de las concentraciones de proteinas antigénicas en el contenido ileal, ya que el
CDA no mostré diferencias entre las dietas. Por otro lado, Reis de Souza (2017)
reportd en estas dietas una alta incidencia de diarrea, 4 y 5 dias durante la
semana experimental; y el indice de Severidad de Diarreas fue bajo, hubo Diarrea
Ligera Pastosa (ISD= 1) en todas las dietas, incluida la dieta con 0% de pasta de

soya.

Es posible que estos resultados sean debido a que este experimento se

realizé in vivo, por lo que en él interfieren factores propios del organismo de cada
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animal que no son posibles de controlar y generan variaciones que resultan en
datos distintos a los esperados, e incluso pudo ser debido a errores técnicos en el
procesamiento de las muestras, ya que estas fueron procesadas en forma de pool,
y no de manera individual. Es importante mencionar, que en general las
concentraciones de proteina obtenidos en el experimento 3, son mayores-quelos
obtenidos en el experimento 2, lo cual puede ser explicado por la_diferencia de
edades entre los lechones del experimento 2 y 3, es decir, los animales del
experimento 3 se sacrificaron a los 28 dias de edad en comparacion con los del
experimento 2, en que estos tenian ya 35 dias de edad, lo que puede significar
que el grado de madurez gastrointestinal a los 28 dias de vida es menor, y por
tanto la digestion de las proteinas antigénicas es:limitada y deficiente generando
una tasa residual mayor que en los lechones con mayor edad (Hartman et al.,
1961; Efird et al., 1982; Wang et al., 2010). Aunado a la variabilidad ya
mencionada, también puede ser explicada por el reducido nimero de muestras

procesadas (Steel y Torrie, 1980).

A pesar de estos detalles, la permanencia de las subunidades de la
proteina B-conglicinina (7S) en ileon, ya ha sido reportada por Zhao et al. (2008) y
Wang et al. (2009), debido a la estabilidad a la digestion de o', a y 3, siendo mas
resistente B (Huang et al., 2015).
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En el caso de la proteina 11S, al igual que 7S, tuvo estabilidad y resistencia
a la proteolisis, razén por la cual se encontré en los contenidos ileales (Wang et
al., 2010; Zhao et al., 2013). Se ha reportado resistencia a la digestion por pepsina
de As, Ax y By, siendo incluso By resistente a la tripsina atribuido a su estructura
hidrofébica que la hace ser mas compacta y dificil de digerir al estar en contacto
con un tracto gastrointestinal inmaduro con baja actividad enzimatica y un pH poco

optimo (pH >4.5) para una actividad adecuada de la pepsina (pH 2-4) (Moreno,

2007; Wang et al., 2010; Zhao et al., 2010; Yang et al., 2016).
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En la Figura 18, se puede observar, que la concentracién de 7S es mayor a
la de 11S, lo que indica que esta Ultima fue mas susceptible a la digestién que 7S
(Zhao et al., 2008), ademas la proteina (-conglicinina, es en general resistente al
transito a través del estbmago y el intestino delgado, principalmente para la
subunidad B (Amigo-Benavent et al., 2011). En dicha figura no se muestran-los
resultados de las muestras con 0% de inclusion de pasta de soya ya que en ellas

no se detectaron las proteinas antigénicas 7Sy 11S.
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La concentracion de proteinas alergénicas de la soya en las muestras de
digestas ileales de lechones recién destetados demuestra que la digestion de
dichas proteinas se lleva a cabo de manera parcial, permaneciendo altas
concentraciones de estas proteinas principalmente en la ultima porcion del
intestino delgado, con una mayor concentracién de la proteina B-conglicinina (7S)
que de la proteina glicinina (11S). Aguilera et al. (2015) reportaron una
digestibilidad ileal aparente de proteina cruda de la pasta de soya en lechones
destetados del 85.4% (en base seca); lo que indica que el 14.6% de la proteina es
indigerible pudiendo estar compuesta en su mayoria por proteinas antigénicas
presentes en la parte terminal del intestino delgado.

Aunado a lo anterior, se obtuvieron datos muy fluctuantes entre las
concentraciones de cada subunidad, y cabe-la posibilidad de atribuirlo a que esta
investigacion fue realizada en modelos vivos, lo cual confiere respuestas distintas
del organismo de cada animal lo que genera aun mas variacion en los resultados;

y a que la cantidad de muestras procesadas fue muy poca.

Este estudio es un aporte al conocimiento acerca de la digestion de las
proteinas antigénicas de la pasta de soya en lechones recién destetados debido a
las problematicas que estas generan en el ciclo productivo del cerdo, ademas de
ser una base para futuras investigaciones donde sea posible disminuir o eliminar
el impacto negativo que tienen estas proteinas en la salud gastrointestinal de
estos animales, ya que los efectos de dichas proteinas se ven directamente
reflejados en pérdidas econdémicas, por lo que es importante buscar y basar la
produccion en la sustentabilidad con lo cual sea posible lograr el equilibrio de
todos los aspectos de produccion, economia y por supuesto las repercusiones

ecoldgicas generadas de este ciclo productivo.
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VII. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo sugieren que el origen de colecta de las pastas
de soya afecta la concentracion de proteinas antigénicas, principalmente de la
subunidad o’ de la B-conglicinina (7S) y de la subunidad A de glicinina (11S); y que
de manera general la glicinina (B>A>A3) se presenta en mayor concentracion que
la B-conglicinina (B>a’>a) en las pastas de soya.

Los lechones alimentados con pasta de soya durante 14 dias posdestete
digirieron mas facilmente la proteinas antigénicas B-conglicinina(7S) en estbmago
que la glicinina (11S) de las 3 a las 12 horas postconsumo; permaneciendo
indigestibles en ileon de 3 a 12 horas postconsumo. La subunidad o’ de la fraccion
7S fue altamente digestible en el tracto digestivo de lechones, mientras que las
subunidades a y B fueron poco digeridas. Las subunidades acidas de la fraccion
11S fueron digestibles, mientras que las subunidades basicas fueron poco
digestibles.

Los lechones alimentados con niveles crecientes de pasta de soya durante los
7 primeros dias posdestete mastraron estabilidad y resistencia a la protedlisis de
las proteinas antigénicas B-conglicinina (7S) y glicinina (11S) hasta ileon, sin
mostrar diferencias de acuerdo al porcentaje de inclusién de pasta de soya.

La concentracion. de proteinas antigénicas en ileon de acuerdo al nivel de
pasta de soya-en las dietas (15, 20 y 25%) no presentd diferencias al ser

ajustadas al consumo diario de alimento.
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VIll. IMPLICACIONES

Esta investigacion permiti6 conocer las diferencias que existen entre las
diferentes pastas de soya respecto a su contenido proteico, y que este puede
determinarse mediante técnicas que permitan evaluar las materias primas
utilizadas para la formulacion de dietas en cerdos y de esta manera mejorar la
nutricion. En cuanto a la determinacion de las proteinas antigénicas de la soya a
nivel del tracto gastrointestinal generé conocimientos sobre el impacto del proceso
de digestion en los lechones destetados sobre estas proteinas,y su presencia en
contenidos intestinales sugiere una resistencia alta a la digestion por parte de
estas fracciones proteicas.

Los resultados obtenidos en este trabajo son un-aporte al conocimiento acerca de
la caracterizacion de las proteinas antigénicas de la PS y de su comportamiento
en la digestion en lechones alimentados con PS.

IX. RECOMENDACIONES DEL ESTUDIO

Para evitar realizar pool de muestras de contenidos intestinales como los que
se tuvieron que hacer en este proyecto, se recomienda contar con el mayor
volumen de muestra posible que permita ser representativa (tomar muestras de
contenidos de la parte proximal, media y distal del intestino delgado), y por ende
tratar en la medida posible evitar la variabilidad inherente en los estudios
bioldgicos para poder llegar a conclusiones contundentes.

Se recomienda continuar con estudios de digestion de proteinas antigénicas en
lechones alimentados con pasta de soya, empleando anticuerpos producidos a
partir de péptidos sintetizados de las proteinas antigénicas de pasta de soya.
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Xl.  APENDICE

APENDICE 1

Método de extraccion de glicinina y B-conglicinina descrito por Liu et al. (2007).

1.

Se peso 1 gr de cada muestra por duplicado, y se colocaron en tubos para
centrifuga. En cada tubo se agregaron 15 ml del reactivo Tris-HCI| 0.03M a

pH 8.5. Se agitaron por 1hr a 45°C a bafio maria.

2. Se centrifugaron a 9000xg por 30 minutos a 4°C.

3. Se separo y reservo el sobrenadante de cada tubo.

La muestra del residuo o precipitado se resuspendié en 15 ml de reactivo
Tris-HCI 0.03M a pH 8.5 y se agitd una h a 45°C a bafio maria.

Los tubos se centrifugaron a 9000xg por 30 min a 4°C. Se extrajo y reservo
el sobrenadante y se eliminé el precipitado.

Los dos sobrenadantes reservados anteriormente (NUumero 3 y 5) se
combinaron. En promedio se sumaron 25 ml de sobrenadante, y se le
afiadi6 0.07225 g de bisulfito de sodio (SBS) 0.01 M sin hacer solucién
previa y se ajusto el pH del sobrenadante a 6.4 con una solucién de HCI 2N
y se almacené a 4°C durante toda la noche.

Posteriormente se centrifugd a 6500xg por 20 min a 4°C. El precipitado
resultante se reservo, correspondiendo a la fraccién 11S (glicinina).

Al sobrenadante se le agregaron 0.055 g de NaCl 0.25M (solido) y se ajusto
el pH a 5.5 con HCI 2N. Se agitdé a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente se centrifugd a 9000xg por 30 min a 4°C. Se obtuvo el

sobrenadante y el precipitado resultante se elimind.

10.El sobrenadante resultante se diluyé dos veces con agua desionizada, se

ajusto el pH a 4.8 con HCI 2N. Se centrifugo a 6500xg por 20 min a 4°C.

11.Se eliminé el sobrenadante, el precipitado resultante corresponde a la

faccion 7S (B-conglicinina).
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12.De cada fraccion (7S y 11S) se diluyé el precipitado con agua desionizada,
se ajusto el pH a 7, y posteriormente se coloc6é en membranas de celulosa
para dialisis para peso molecular de 12-14000 daltons de Laboratorios
Spectrum.

13.Se dializaron toda una noche en agua destilada, en agitacion. y -en
refrigeracion; al dia siguiente se cambié el agua dos veces al dia, y el tercer
dia en la mafiana se cambi6 por agua desionizada y por la tarde se dio por
terminada la didlisis.

14.Se extrajeron las fracciones de cada membrana y se liofilizaron.

APENDICE 2
Método de pulverizacion de nitrocelulosa con antigeno

1. Se afiadié 0.5 ml de dimetil sulfoxido (DMSO) a una tira de nitrocelulosa de
1 x 0.5 cm aproximadamente, previamente recortada en minusculos
pedacitos en un tubo eppendorf. La mezcla se someti6é a vigorosa agitacion
en el vortex hasta que se la nitrocelulosa se disolvié totalmente. Dicha
mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente por una hora (permite
esterilizar la nitrocelulosa).

2. Se afadié 0.5 ml de buffer de carbonatos pH 9.6 lentamente, gota a gota,
siempre en continua agitacion en un vortex (este procedimiento permitio
que la celulosa se particulice en un polvo muy fino).

3. La mezcla anterior se centrifugé a 10000 rpm durante un minuto. Se
descargd el sobrenadante y se afiadio 1 ml de PBS, con lo cual se
resuspendid la nitrocelulosa (esto permitid lavar perfectamente el papel y
eliminar el DMSO). Después de dicho lavado la nitrocelulosa disminuyo
considerablemente de volumen. Se hicieron cuatro lavados mas,

resuspendiendo totalmente cada vez la nitrocelulosa.
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APENDICE 3

ReadyPrep 2D Cleanup Kit (Cat. 1632130)

1.

Se pesoO 1 gr de pasta de soya desgrasada y molida, y se diluyé en 15 ml
de PBS. De dicha solucion se tomaron 100 ul para depositarlos en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

Se adicionaron 300 ul de “Agente de precipitaciéon 1” en la muestra y fue
homogenizada mediante vortex. Se incubd por 15 minutos.

A continuacién se adicionaron 300 pl de “Agente de precipitacion 2” a la

mezcla anterior. Nuevamente se homogenizé mediante vortex.

4. La mezcla anterior fue sometida a centrifugacion 14000 rpm por 5 minutos.

5. Se removio el sobrenadante.

6. Se adicionaron 40 yl de “Wash reagent 17, se resuspendié el pellet, y

después se centrifugd a 14000 rpm/5 minutos.

7. Se removio el sobrenadante.

Se afiadio 25 ul de “Readyprep proteomic grade water” (Cat. 1632091), y se
homogeniz6 mediante vortex de 10-20 segundos.

Se agrego 1 -ml de “Wash reagent 2” (previamente enfriado a -20°C por al
menos' 1 hora), y 5 ml de “Wash reagent 2 additive”. Se sometido a

homogenizacion mediante vortex por 1 minuto.

10.A-continuacion, la mezcla fue incubada a -20°C por 30 minutos. A su vez

fue homogenizada por vortex por 30 segundos cada 10 minutos durante el
periodo de incubacién.

11.Posteriormente se centrifugé a 14000 rpm por 5 minutos y se descarto el

sobrenadante.
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METODO DE EXTRACCION DE WEI

Buffer de extraccion: SDS 2%, B-mercaptoetanol 2%, Tris-HCI 66 mM pH
6.8.

Solucion de precipitacion: Acido tricloroacético (TCA) 10%(p/v), B-
mercaptoetanol 0.11%, en acetona.

Solucién de rehidratacion: Urea 7M, Tiourea 2M, CHAPS 1.2%(p/v), DTT
43mM, Tris-HCI 30mM pH8.5

Se pesoé 1 gr de pasta de soya desgrasada y molida, y-se suspendi6 en 10
ml de buffer de extraccion*.

Se incubo por 1 hora** en agitacion horizontal a 4 °C.

3. Luego se centrifug6 a 6000 rpm por 20.minutos a 4 °C.

7.

Al sobrenadante resultante se le adiciond6 9 mL de la solucion de
precipitacion (se descarto precipitado).

Se incubd por media hora a -20 °C y el pellet se separ6 por centrifugaciéon a
6000 rpm por 20 minutos a 4 °C.

Posteriormente, el pellet se lavo tres veces con 500 ul de acetona fria,
centrifugando cada vez en las condiciones ya descritas.

El pellet se resuspendié en buffer de rehidratacion***,

* El buffer de extraccion utilizado fue Tris-HCL 0.03 M pH 8.5 (buffer utilizado para
la extraccion de las fracciones 7S y 11S segun Liu et al. (2007)).

**E| tiempo de incubacion fue modificado a treinta minutos.

***Se utilizé 200 pl de PBS 1X para resuspender el pellet.
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