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RESUMEN

Se condujo un experimento de 6 se-
manas de duracién, empleando pollos de
engorde, para evaluar los efecto de dietas
con harina de granos crudos de Canavalia
ensiforme (CC), sobre el patrén de secre-
ci6n de mucinas del intestino delgado. Se
prepar6 una dieta a base de maiz y soya
(B) a la cual se le incorporé 2,5; 5,0 6
10,0 % de CC. Todas las dietas tenian la
composicién de nutrientes similar. Se asig-
naron al azar cuatro grupos de 5 pollos
Arbor Acres de un dia de edad a cada
dieta. Al final de cada semana, tres pollos
de cada dieta fueron seleccionados y sa-
crificados por dislocacién cervical. Se to-
maron muestras de intestino delgado (duo-
deno, yeyuno e ileon) y se fijaron rapida-
mente en formol neutro bufferado al 10%,
para su posterior procesamiento histolégico.
Cada muestra de intestino delgado fue
incluida en parafina, se cortaron seccio-
nes de 5-6 um y se colorearon con
hematoxilina-eosina. [Las mucinas neutras

ABSTRACT

A six-week experiment was conducted
employing broiler chickens to evaluate the
effects of diets containing Raw Jack Beans
(RJB; Canavalia ensiformis) on the mucin
secretion pattern of the small intestine. A
basal corn-soy diet (B) was prepared to
which 2.5; 5.0 or 10.0% of ground RJB
were added. All diets had similar nutrient
composition. Four groups of 5 one-day old
Arbor Acres chicks were randomly
assigned to each diet. Three chickens were
selected weekly on a body weight basis and
killed by cervical dislocation. Samples of
small intestine (duodenum, jejunum e
ileum) were quickly removed and fixed in
buffered neutral formalin (10%) for later
histological examination. Each small
intestine sample was embedded in paraffin,
sliced into 5-6 wm sections and stained
with hematoxilin-eosin. Neutral mucins
were colored following the schiffs periodic

acid (PAS) technique whereas the

syalomucins and sulfomucins were
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se evidenciaron a través de la reaccién
histoquimica con acido periédico de schiff
(PAS) y las sialomucinas y sulfamucinas
fueron visualizadas con la reaccién de
PAS + Alcian Blue (pH 2.5) y PAS +
Alcian Blue (pH 1.0), respectivamente.
Los datos histolégicos revelaron una re-
duccién en la secrecién de todos los tipos
de mucinas hasta la cuarta semana. Sin
embargo, durante las semanas 5 y 6 se
evidencié un aumento en la secrecién de
mucinas neutras. Considerando que es-
tas Gltimas mucinas tienen un alto conte-
nido de manosa en su estructura, se sugie-
re que los consumos crecientes de Con A
dietética durante 4 semanas, induce una
mayor secrecién de mucinas neutras en un
esfuerzo por neutralizar los efectos muy
conocidos de la lectina sobre la mucosa
intestinal.

(Palabras clave: Canavalia ensiformis,
mucina, intestinos, pollos de engorde, die-
ta)

INTRODUCCION

El valor nutritivo de los granos de
Canavalia ensiformis indican que éstos
podrian ser utilizados en la elaboracién de

dietas para aves. Se han reportado valo-

res de 24,2 % de proteina ( Michelangeli
y Vargas, 1994) y de 2247 kcal/kg de
EMVn de materia seca para granos cru-
dos. Sin embargo su incorporacién en la
dieta animal, asi como otros granos legu-
minosos, han resultado en variados efec-
tos sobre el tracto gastrointestinal y mas
especificamente en el intestino delgado.
Estos efectos incluyen inhibicién de la ac-
tividad de enzimas digestivas (Nakata y
Kimura, 1985; Kik et al., 1989) y altera-
ciones en la estructura morfolégica y fun-
cional del intestino, observandose dafios
en el borde en cepillo, erosién y atrofia de

visualized by PAS + Alcian Blue (pH
2,5) and PAS + Alcian Blue (pH 1,0),
respectively. The histological data revealed
a reduction in the secretion of all types of
mucins up to four weeks following the
intake of the R]B diets. However, during
weeks 5 and 6 an increased production of
neutral mucins was observed. Considering
that these latter mucins have a higher
content on mannose In its structure, this
response Is interpreted to mean that broiler
chicks exposed during 4 weeks to increasing
levels of dietary RJB, and therefore to
increasing intakes on the lectin Con A,
respond by secreting more neutral mucins
in an attempt to counteract the well-known
effects of the lectin on the intestinal muco-
sa.

(Key words: Jack beans (Canavalia
ensiformis), mucin, intestine, broiler

chicks, diet)

vellosidades, lo cual se traduce en reduc-
ci6n de la superficie de absorcién (King
et al., 1980; Lorenzson y Olsen, 1982;
Pusztai et al., 1990), resultando en dis-
turbios de los procesos de digestién y ab-
sorcién de los nutrientes. Ha sido sefiala-
do que la presencia de la lectina
Concanavalina A (Con A) en la Canavalia
es uno de los principales factores respon-
sable por sus efectos téxicos, como resul-
tado de la unién de la Con A a
carbohidratos especificos del epitelio del
intestino delgado (Pusztai et al., 1991).
Eistos azucares con los cuales la Con A
presenta afinidad son la o-D manosay la
o-D-glucosa (Sharon y Lys, 1972) y for-
man parte de la estructura de las mucinas
secretadas por las células caliciformes del
epitelio intestinal (Spicer, 1965). Las
mucinas del intestino de pollos de engor-
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de cumplen funciones, de proteccién de la
mucosa, (Smith y Butler, 1974; Felipe y
Branfoot, 1976) lubricacién, proveen las
condiciones favorables para el crecimien-
to de la flora intestinal (Sakata y
Engelhardt, 1981) y forman parte de los
sitios de reconocimiento y adherencia para
numerosos microorganismos (Mirelman y
Ofek, 1986). Estas funciones son cum-
plidas cuando el tracto digestivo se encuen-
tra en un estado normal, sin embargo,
cuando se ve afectado por patégenos o
componentes de la dieta, se pudiera com-
prometer la estructura normal del epitelio
(Dibner et al,, 1996; Sharman et al.,
1997). Estudios previos han revelado cam-
bios en la secrecién de mucinas, asociados
a mecanismos de proteccién o resistencia
a la presencia de lectinas en la dieta
(Lorenzson y Olsen, 1982). En el caso
de pollos de engorde se han caracterizado
el tipo de mucinas que estan presentes en
los diferente segmentos del intestino del-
gado (Bryk et al., 1999; Méndez y
Garcia, 2001), sin embargo, se descono-
cen los cambios en la secrecién de mucinas,
que pudieran ocurrir por la presencia de
la Con A, cuando harinas de Canavalia
son incluidas en la dieta.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Dietas

Se emplearon 80 pollos de engorde,
machos del cruce comercial Arbor Acres,
de un dia de edad, alojados en jaulas me-
talicas de dimensiones 1.0 x 0.5 x 0.5 m
durante 6 semanas. LLos pollos fueron pe-
sados individualmente al inicio del experi-
mento descartandose aquellos con pesos
extremos. El agua y alimento fueron pro-
vistos ad libitum. Se prepar6 una dieta
basal (B) con 3100 kcal/kg y 22% PC,
siguiendo los requerimientos nutritivos re-
comendados por la National Research

Council (1994) y utilizando las harinas
de maiz y soya como ingredientes princi-
pales (Tabla 1). A partir de esta dieta B,
se formularon tres dietas adicionales (tra-
tamientos) que contenian 2,5; 5,0y 10%
de harina de granos crudos de Canavalia
ensiformis. LLa harina de canavalia cruda
fue incluida en sustitucién parcial de maiz
y soya. Los granos crudos de canavalia
contenian 2,4% de Con A. Detalles adi-
cionales sobre las dietas experimentales
han sido publicados previamente por

Méndez et al. (1998).

Preparacién del Tejido y Método
Histoquimico

Al final de cada semana se seleccio-
naron tres pollos por dieta y se sacrifica-
ron mediante dislocacién cervical, sin pre-
vio ayuno. El intestino delgado fue inme-
diatamente removido, cortado
longitudinalmente, lavado con solucién sali-
na y fijado en formol neutro bufferado al
10% (v/v). Posteriormente, las muestras
se incluyeron en parafina y se cortaron en
secciones de 5-6 um. Los cortes obteni-
dos se tifieron con Hematoxilina — Eosina
(Luna, 1968) y se examinaron en un mi-
croscopio de luz (Carl-Zeiss, Oberkochen,
Germany).

[Las mucinas neutras, se visualizaron
mediante la reaccién histoquimica del 4ci-

do peiédico de schiff (PAS) (Mc Manus,
1946; Luna, 1968). Para la deteccién de
sialomucinas se emple6 PAS+ Alcian
Blue, pH 2,5 (PAS + AB 2,5) de acuer-
do con la metodologia propuesta por
Pearse (1985) y las sulfomucinas se colo-

rearon con PAS + Alcian Blue, pH 1,0
(PAS + AB 1,0) (Pearse, 1985).

RESULTADOS Y DISCUSION

Numerosas investigaciones sobre el
desarrollo del tracto gastrointestinal han

99



Canavalia ensiformis afecta las Mucinas del Intestino Delgado de Pollos /Méndez, et al

Tablal. Composicién de las dietas experimentales utilizadas en el experimento

Canavalia cruda

Ingredientes Control 2,5 5,0 10,0
%

Maiz, molido 58,27 57,60 55,96 53,55
Harina de soya 32,27 30,42 29,50 26,90
Canavalia cruda 0,00 2,50 5,00 10,00
Harina de Pescado 2,00 2,00 2,00 2,00
Aceite de maiz 2,85 2,90 3,00 3,10
Fosfato dicélcico 2,05 1,95 1,90 1,70
Carbonato de calcio 1,12 1,20 1,20 1,30
DL.-metionina (99%) 0,24 0,23 0,24 0,25
Cloruro de sodio iodado 0,20 0,20 0,20 0,20
Premezcla de vitaminas' 0,50 0,50 0,50 0,50
Premezcla de minerales® 0,50 0,50 0,50 0,50
Analisis calculado®

Proteina cruda (%) 22 22 22 22
EM (Kcal/Kg) 3.100 3.100 3.100 3.100
Metionina + Cisteina 0,95 0,93 0,93 0,93
Lisina 1,17 1,17 1,17 1,17
Calcio 1,00 1,01 1,00 1,00
Fésforo disponible 0,45 0,45 0,45 0,45

"Premezcla de vitaminas contiene (kg/dieta): retinol acetato, 2,27 mg; colecoalciferol, 0,04 mg;

a-tocoferol acetato, 5,5 mg; menadiona sodio bisulfio, 1,45mg; riboflavina, 6,6 mg; ac. pantotenico,

1 Img; cianocobalamina, 0,01 mg; colina, 550 mg; ac. folico, 0,7 mg; tiamina monohidratada,

1,1 mg; piridoxina, 1,1 mg; niacina, 33 mg.

2 Premezcla de minerales (kg/dieta): manganeso (Mn), 65 mg; zinc (Zn), 40 mg; cobre (Cu),

5 mg; yodo (I), 0,5 mg.

3 El calculo de los valores para cada ingrdiente (NRC 1994) excepto para Canavalia cruda, se
tomaron los reportados por Leén et al. (1989; 1990).

demostrado los cambios morfolégicos que
ocurren desde la etapa embrionaria del
animal (Lim y Low, 1977; Uni et al.,
1998; Geyra et al., 2001). Tales cambios
pueden estar asociados con la composicién
de la dieta, el tipo de flora bacteriana del
intestino y el régimen alimenticio (Cook y
Bird, 1973; Dibner et al., 1996).

Las Tablas 2, 3 y 4 muestran la com-
posicién y el patrén de distribucién de las
mucinas del intestino delgado de pollos de
engorde alimentados con las dietas expe-
rimentales, durante las 6 semanas que duré
el experimento. En coincidencia con las
observaciones previas de Méndez y Garcia
(2001), el intestino delgado de los ani-
males alimentados con la dieta control B,
mostré la presencia de tres tipos de
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mucinas: acidas, neutras y sulfatadas. Es-
tos autores también observaron que la se-
crecién de mucinas disminuye con la edad.
En el presente trabajo, la adicién de 2,5;
5,0 6 10% de harina de granos crudos de
Canavalia, modificé la secrecién de
mucinas en el intestino delgado, en rela-
ci6n con la dieta control. En particular, la
incorporacién de 5 y 10% de Canavalia
cruda a las dietas de los pollos, redujo la
secrecién de los tres tipos de mucinas (neu-
tras, acidas y sulfatadas) desde la primera
hasta la cuarta semana de haber estado
los pollos consumiendo estas dietas, en re-
lacién con la dieta control. Este efecto pa-
reciera ser mas marcado con las dietas que
contenian 10% de Canavalia cruda. Ha
sido demostrado que las lectinas, tienen la
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Tabla 2. Efecto de dietas con harina de granos crudos de Canavalia ensiformis (CC)
sobre la secrecién de mucinas neutras en el intestino delgado de pollos de engorde'/.

Semanas de edad

Dieta

ler zda 3 era 4ta 5ta 6ta
Basal (B) +++ +++ 4+ ++ + +/
B+ 25%CC +++ +++ ++ +4+/+  ++ ++/+
B + 50%CC ++ ++ ++/+ ++/+ ++  +++/++
B +1006CC ++ ++/+ 4+ + 4+ 4+

Tabla 3. Efecto de dietas con harina de granos crudos de Canavalia ensiformis (CC)
sobre la secrecién de sialomucinas en el intestino delgado de pollos de engorde'/.

Semanas de edad

Dieta

e Zda 3 era 4ta 5ta 6ta
Basal (B) +++ +++  ++ ++ ++/+ ++/+
B+ 25%CC +++ +++ ++ ++ ++ ++/+
B +5006CC ++ ++ ++ ++ ++ 4/t
B +100%CC ++ ++/+ ++/+ +++/++ ++/+ ++/+

Tabla 4. Efecto de dietas con harina de granos crudos de Canavalia ensiformis (CC)
sobre la secrecién de mucinas sulfatadas en el intestino delgado de pollos de engorde'/.

Semanas de edad

Dieta

[er Zda 3 era 4ta 5ta 6ta
Basal (B) +++ H++ ++ + ++/+
B +25%CC  +++ ++ ++  ++ ++
B +50%CC ++ ++ 4+ 44+ 4+ ++

B +10,00CC ++

+H/+ A+

+4/+

Cantidad de secrecién: Trazas: (*); Débil: (4+); Moderada: (+ +); Fuerte: (+++)
'/Cada resultado de la valoracién histoquimica en estas tablas representa un promedio de
las observaciones correspondientes a los 3 segmentos del intestino delgado estudiados, ya
que no se observaron cambios aparentes entre cada segmento.
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capacidad de unirse a algunos residuos
especificos de oligosacaridos unidos a las
proteinas (glicoconjugados) que confor-
man las mucinas del intestino delgado

(Eshdat et al., 1978; Ovtscharoff y Ichev,
1984; Méndez et al., 1998), ocasionan-
do cambios en su secrecién. La lectina Con
A, presente en la Canavalia cruda, exhi-
be afinidad por la 0-D-glucosa y alta afi-
nidad por la 0-D-manosa (Sharon y Lys,
1972; Pusztai, 1991), azicares que for-
man parte de las mucinas secretadas por
el epitelio intestinal.

Una posible explicacién de los efectos
adversos asociados con el consumo de CC,
reportados por varios investigadores
(D’Mello y Walker, 1991; Melcion et al.,
1993), pudiera ser el resultado de los cam-
bios adaptativos que han sido observados
en las aves y que incluyen pérdidas de la
membrana del borde en cepillo causadas
por la Con A ingerida, (LLorenzson y
Olsen, 1982) y como se aprecia en el pre-
sente trabajo, de la reduccién en la con-
centracién de mucinas secretadas en el
intestino delgado observado hasta la 4%
semana del ensayo. Sin embargo, esta res-
puesta parece modificarse durante la quin-
ta y sexta semanas, al observarse un au-
mento de la secrecién de mucinas de los
pollos que consumieron CC, en relacién
con los pollos que consumieron la dieta
control (Micofotografia | y 2). L.a mayor
secrecién parece ser mas evidente en el caso
de las mucinas neutras con niveles de 10%
de CC (Tabla 2). De acuerdo a la clasifi-
cacién de las mucinas propuesta por Spicer
(1965), la manosa constituye el principal
carbohidrato presente en la estructura de
las mucinas neutras y como se ha sefiala-
do, este aziicar muestra mayor afinidad con
la Con A (Sharon y Lis, 1972). De esta
manera, el intestino delgado estaria res-
pondiendo a la presencia de la Con A,
aumentando la secrecién de mucinas con
mayor contenido de manosa.
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Coincidencialmente, el efecto sobre el con-
sumo de alimento de los pollos (datos no
mostrados) que consumieron las dietas con
CC se hicieron proporcionalmente menos
marcados, luego de la 4% semana, en rela-
ci6n con el basal (Méndez et al., 1998).
Esta hipétesis es coincidente con lo plan-
teado por otros autores, en el sentido de
que el aumento en la secrecién de mucinas
en el lumen intestinal, es uno de los meca-
nismos que le permiten al animal, al me-
nos parcia]mente, contrarrestar los efectos
asociados a la ingestién de lectinas con la
dieta (Freed y Buckley, 1979; Greer et
al., 1985). Este aumento pareciera depen-
der de la cantidad de lectina ingerida y
del tiempo de exposicién a la misma
(Sharma et al., 1997; Iji et al., 2001).
Asi, en el presente trabajo, los pollos de
engorde parecieran tener un umbral de
concentracién de Con A en la dieta, a
partir del cual, la secrecién de mucinas en
el intestino aumenta. Como se ha senala-
do los resultados (Tablas 2, 3, y 4) indi-
can que las dietas con 5y 10% de CC,
asociadas a un mayor consumo de Con A,
indujeron un aumento en la secrecién de
mucinas en el intestino delgado de los po-
llos luego de la 4% semana de edad.

En resumen, los resultados demuestran
que la lectina Con A, al ser ingerida como
un componente delaCCenla dieta, pue-
de reducir la secrecién de mucinas, desde
la 1™ hasta la 4 semana de edad de los
pollos, seguida de un aumento de tales
secreciones, en particular las mucinas neu-
tras, en la 5 y 6 semanas de edad
(microfotografia 1 y 2). Posteriores estu-
dios sobre los cambios en la composicién
y secrecién de mucinas pudieran ayudar a
entender la interaccién entre la secrecién
de mucinas y los componentes de la dieta,
asi como su relacién con las respuestas fi-
siolégicas de las aves ante la presencia de
lectinas en la dieta.
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Microfotograffa 1. Reaccién histoquimica de acido periédico de shiff (PAS). Duodeno de pollos
de engorde de 5 semanas de edad, alimentados con dieta basal (A), el cual presenta un secrecién
débil para mucinas neutras (¥). Dieta basal + 5 % de CC (B) presenta una secrecién de moderada
y dieta basal + 10 % de CC (C) evidencia moderada a débil secrecién de mucinas neutras. 40X.

Escala de la barra: 5mm
B C
Y
7

Microfotograffa 2. Reaccién histoquimica PAS + Alcian Blue, pH 1,0. Duodeno de pollos de
engorde de 5 semanas de edad, alimentados con dieta basal (A), el cual presenta un secrecién débil
para mucinas sulfatadas (¥). Dieta basal + 5 % de CC (B) presenta una secrecién moderada y
dieta basal + 10 % de CC (C) evidencia moderada a débil secrecién de mucinas sulfatadas. 40 X.
Escala de la barra: 5 mm
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