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RESUMO

Os autores estudaram, em ratos, o efeito da ingestao das lectinas ¡soladas dos 
feijóes (Phaseolus vulgaris, L.) das variedades Jalo e Rico 23. Diferentes quanüdades 
de lectinas foram adicionadas á dietas experimentáis, variando-se a quantidade de 
proteínas de 5°/o até 20°/o, A adigao de l° /o  das lectinas do feijáo Jalo provocou 
diminuigao no crescimento dos ratos, alterou a glicemia sérica e, também, reduziu a 
atividade da mal tase e da iovertase da mucosa intestinal. Efeitos semelhantes foram 
verificados com 5°/o de lectinas obtidas do feijao Rico 23. Concentragoes elevadas 
de protefnas na ragao (20°/o) parece compensar eventuais alteragoes metabólicas.

INTRODUJO

Fito-hemaglutininas ou lectinas sao glicoproteínas presentes nos 
feijoes (Phaseolus vulgaris, L.) e em outros vegetáis. Apresentam diversas 
propriedades biológicas, destacando-se a capacidade de estimular a mitose 
em culturas de linfócitos (1), aglutinam diferentes tipos de células: linfó- 
citos, eritrócitos e células cancerosas (2); precipitam polissacarídeos e 
outras glicoproteínas (3), além de terem efeito anti-nutricional quando 
ingeridas. Todas essas propriedades parecem decorrentes da capacidade 
das lectinas de reconhecerem e se ligarem a carboidratos presentes ñas 
células ou a outras glicoproteínas (4).
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As lectínas tem sido objeto de diferentes estudos em fw ^áo da sua 
multiplicidade de a?ao e devido a isto surgiram diversas revisoes reunindo 
os aspectos mais significativos dessas substancias (5-7).

Jaffé e Camejo (8) e Jaffé e Brucher (9) foram os primeiros a correla­
cionar os aspectos anti-nutricionais em feijoes com a p re se ra  das lectínas. 
Honavar, Smith e Liener (10) e Mancini e Lajolo (11), por outro lado, 
verificaram que era possível classificar os feijoes em tóxicos e nao tóxico 
em fungao das diferen9as de especificidade de suas lectínas na aglutina9áo 
de hemácias de bovino e de cunino. Outros estudos de Jaffé (7), demons- 
traram a possibilidade das lectínas participarem do processo de bloqueio 
da absor9ao de nutrientes na mucosa intestinal, procurando, desta forma, 
justificar a interferencia no crescimento dos animáis que as consumían.

Outros trabalhos foram feitos tentando elucidar a participa?«) das 
lectínas de feijoes no processo toxicológico ou anti-nutricional, desta­
cándole os de Kakade e Evans (12), Liener (13) e Pusztai et al. (14). 
Esses autores apresentam diversas idéias baseadas na possibilidade dessas 
substàncias causarem a ruptura das células do epitèlio intestinal, provo­
cando assim desordem no intercámbio de nutrientes além de altera9oes 
ñas barreñas a substàncias tóxicas presentes na luz intestinal.

Os trabalhos nutricionais visando ao conhecimento do efeito anti­
fisiológico das lectínas tem sido realizados, de maneira geral, com 
ra?oes experimentáis contendo 5o/o ou 10<>/o de proteínas, nao existindo 
referencia para valores proteicos mais elevados. No presente trabalho 
estudamos, comparativamente, o efeito da ingesfao de duas variedades de 
feijoes: Jalo e Rico-23 a nivel de crescimento e a nivel bioquímico
avaliando-se algumas enzimas intestinais e, também, o efeito da proteína 
dietética sobre a a9¿?o anti-nutricional. Essas duas variedades foram 
escolhidas por terem toxicidades diferentes pela via intra-peritonial (1 1 ).

MATERIAIS E METODOS

Os feijoes utilizados (Phaseolus vulgaris, L.), das variedades Jalo e 
Rico-23, foram obtidos na Esta9ao Experimental de Lavras, Minas Gerais.

A escolha destas duas variedades foi baseada numa classifica9áo de 
toxicidade já feita anteriormente por Mancini e Lajolo (11) e foram 
submetidas a novo ensaio para c o n fim e lo . Extratos protéicos com a 
mesma concentra9ao de proteínas (6 mg/ml) foram injetados intraperito- 
nealmente em camundongos (1 ml/100 g de peso), avaliando-se o número 
de mortes em cada caso, além da aglutina9ao face a hemácias de bovino. 
Os resultados da Tabela 5 mostram que realmente o Jalo é tóxico e o Rico 
23 nao tóxico por via intraperitoneal.

. Rara a obten9ao das fito-hemaglutininas, urna suspensáo de farinha de 
feijao a 20o/o em soh^ao fisiológica, foi mantida sob agita?áo mecánica 
Por duas horas a temperatura ambiente. Posteriormente foi centrifugada a
5,000 rpm durante 20 minutos, o sobrenadante foi separado e o pH 
aJUstado a 4.2 com HC1 0.5 N. O precipitado foi descartado e o sobre­
nadante, ajustado a pH 7.0, foi submetido á a9ao de celite-bentonite 
y ;l), na proponjao de 10°/o do peso inicial de farinha, com a finalidade 
de retirar o inibidor de tripsina da p re p a ra o  (10). Após urna noi te de 
agita9áo, o sobrenadante foi separado e submetido à precipita?ao com
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etanol até concentrado de 65°/o ou a precipitado fracionada com sulfa­
to de amonio, utilizando-se a fragao que precipita entre 50 e 75<>/o de 
saturado. A atividade hemaglutinante específica foi semelhante para 
ambos métodos de obtengao das fito-hemaglutininas.

As fragóes obtidas por precipitado com etanol ou pelo sulfato de 
amonio apresentaram atividade anti-amilásica semelhante e entre 55°/o e 
60°/o da inicial (atividade anti-amilásica inicial: 0.50 UIA/mg4 de pro­
teina).

A atividade antitrfpsica ficou entre 2°/o e 5°/o em re la jo  á inicial 
(atividade antitríptica inicial: 46 mg I.T./g prot.).

O rendimento da preparad0 de fito-hemaglutinina era em mèdia 3°/o 
do peso inicial de farinha de feijao.

A atividade aglutinante foi determinada pelo método de microtitu- 
la d o , com °  equipamento “Micro-ti ter” da Cole Eng. Comp., Alexander, 
Virginia, USA, utilizando-se hemácias de coelho e de bovino tratadas 
com tripsina. O doseamento de proteínas foi feito pelo método de Lowry 
et al. (15) e a atividade inibidora de tripsina segundo Kakade, Simons e 
Liener (16). A atividade anti-amilásica foi determinada pelo método de 
Bemfeld modificado por Lajolo (17). A determinagao das dissacaridases 
(maltase e invertase) segundo método de Dahlqvist (18). A fosfatase 
alcalina do tecido foi determinada pelo método de Fishman, Green e 
Inglis (19) e o método de glicoseoxidase foi utilizado na determinado da 
glicose do soro (18).

Ensaios com animáis-, Foram preparadas ra9&es experimentáis que 
continham, conforme a experiencia, percentagens diferentes de proteína 
(caseína de 5°/o até 20°/o), 8°/o  de óleo de soja, 4°/o de mistura salina, 
l° /o  de mistura vitamínica, 4°/o de fibra (sabugo de milho) e amido 
q.s.p. 100°/o. Ñas ragoes assim preparadas foram adicionadas as fito- 
hemaglutininas ás expensas do amido.

Para inativagio a fito-hemaglutinina era tratada em autoclave, a 
120°C durante 20 minutos, ocorrendo entào perda total da atividade 
aglutinante.

As ragoes foram administradas a grupos de 6 animáis e observados o 
crescimento, a glicemia sérica e as atividades maltásicas, invertásicas e 
fosfatásicas da mucosa intestinal.

Os animáis utilizados nos ensaios biológicos foram ratos Wistar (Rattus 
norvejpcus albinus) obtidos das colonias do Biotério da Faculdade de 
Ciéncias Farmacéuticas da USP. Eram machos, na fase de crescimento, 
com idades variando de 21 a 25 dias e as experiéncias tiveram urna va- 
riagao mèdia de 10 a 12 dias.

As dissacaridases intestinais foram estimuladas pela administragao de 
urna solugao de sacarose 20°/o por sonda estomacal, 30 minutos antes do 
sacrificio.

Ensaios in vitro: Para se verificar urna eventual agáo inibidora direta na 
atividade enzimàtica, foram realizados com extratos brutos das enzimas

4 UIA = Unidades do inibidor de amilase, sendo que: 0.1 U1A corresponden) ¿
inibigáo total (100°/o) de 1 UI de oc-amilase salivar.

Ul = 1 Unidade internacional de amilase correspondem a produgao de 1 pinol
de maltose/min, 37°C.
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¡soladas, os quais foram incubadas com fíto-hemaglutíninas avaliando-se 
em seguida a possível inativagao ocorrida ou nao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Numa experiéncia inicial verificamos que a adigao de lo /o  de lee tinas 
do feijao Rico 23 a rag oes contendo 20°/o de caseína nao provocava 
qualquer efeito anti-nutricional; o crescimento e o coeficiente de aprovei- 
tamento alimentar nao se alteravam.

Em vista desses resultados pensamos que a elevada concentrado de 
proteina de boa qualidade da rad o  poderia ter influéncia no efeito tóxico. 
De fato os resultados da Tabela 1 mostram que com a redugao do teor de 
proteina para 15°/o, em presenta de 2o/o de fito-hemaglutininas por 12 
dias, alteravam-se tanto o aproveitamento alimentar como a atividade da 
invertase e da maltase intestinais. Na Tabela 1 pode-se verificar que 
apesar de náfo haver diferenga significativa no crescimento dos animáis dos 
dois grupos, possivelmente devido á alimentagao pareada, houve menor 
aproveitamento (CEA) da ra9áo com lee tinas ativas e, da mesma forma, 
as atividades das dissacaridases intestinais diminuiram sensivelmente.

Está descartada, no caso, a possibilidade do efeito sobre as enzimas 
ser indireta ou seja consequéncia de urna desnutrigao protéico-calórica 
instalada no animal, porque é sabido que nessas situagóes a atividade 
enzimàtica costuma aumentar e nao diminuir (20).

Reduzindo-se ainda mais o teor de proteina, para 5°/o de caseína o 
efeito tóxico aparece também a nivel de crescimento (Tabela 4), e nao só 
a nivel enzimàtico.

O efeito protetor da proteina ficou mais claro quando estudamos o 
feijao Jalo cujas lectinas sao, aparentemente, mais ativas que as do Rico 
23 (Tabelas 2, 3 e 4).

Em todas as experiéncias mantiveram-se grupos par-alimentados para 
assegurar que o efeito nào fosse decorrente simplesmente de um problema 
de ingestáo reduzida de alimento. De fato verifica-se pelas Tabelas 2, 3 e 
4 que os grupos com res triga o (grupos pareados) e ad libitum, consumindo 
ragao sem PHA, n3o mostraram grandes diferengas nos parámetros estu- 
dados; mesmo a ragao limite com apenas 5°/o de caseína, com e sem 
restrigáo nao mostrou diferengas. Ficou assim comprovado que de fato, 
éuma agao direta das aglutininas a causadora dos efeitos observados e 
nao apenas urna decorrènda da ingestáo reduzida de alimento. Esse 
Ponto nao estava suficientemente claro em trabalhos de outros autores 
( 12, 2 1 ).

As aglutininas do feijao Jalo na proporgao de lo /o  em ragSes con­
tendo 20o/o de caseína (Tabela 2) nao exerceram efeito no crescimento 
dos animáis e, naqueles com lOO/o de caseína (Tabela 2), o efeito foi 
Pequeño; porém a sua influéncia fica clara quando o teor de pro teína é 
reduzido até 5°/o (Tabela 4). Observamos, por outro lado, inibigao clara 
da atividade maltásica e invertásica da mucosa intestinal em todos os 
»"“Pos independentes da concentragao proteica. Essa redugao na ativi­
dade enzimàtica foi acompanhada de perto por urna redugao da glicemia 
serica indicando urna possível relagao de causa-efeito.

E interessante observar que nos grupos controle, ao contràrio do
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crescimento, que foi maior quanto maior o teor de proteína na ra93o, as 
atividades da maltase e principalmente da invertase, variavam no sentido 
inverso, sendo mais altas nos animáis submetidos a um menor teor pro- 
téico, fato que pode ser explicado pelo aumento relativo do teor de carbo- 
idratos na dieta (20).

Nos intestinos dos animáis submetidos a ra9oes com 5° /o  de proteínas 
avahamos também a atividade da fosfatase alcalina. Essa enzima foi 
estudada pelo fato de ser intracelular, ligada a várias organelas e membra­
nas e a sua altera9ao poderia indicar a desorganiza9ao do enterócito. Eia 
nao sofreu porém qualquer alterasao. O mesmo aconteceu com a ativida­
de proteolítica da mucosa intestinal avaliada usando-se o BAPA (Benzoil 
DL-arginina-p-nitroanilida) como substrato.

Na Tabela 4 encontram-se também, para efeito comparativo, os resul­
tados obtidos com o feijáo Rico 23 mas ao contràrio da experiéncia da 
Tabela 1, ensaiados com teores de apenas 5°/o de caseína na ragío. 
Como já referido nesse caso a a9áo tóxica se manifesta em todos os níveis 
desde o crescimento até as m udabas enzimáticas de forma mais evidente.

Devemos ressaltar (ver Tabela 4), que a adÍ9ao de S°/o de proteína 
(provinda da lectina ¡nativa), á ra9áo com 5°/o  de caseína, elevando a 
proteína total para 10°/o, nao melhorou o crescimento dos ratos. O fato 
refor9a a necessidade de se estudarem a digestibilidade e o aproveitamento 
biológico das fra9Óes protéicas dos feijóes.

E importante observar que no caso, a atividade aglutinante, face a 
hemácias de bovinos, das lectinas do Jalo (a l° /o )  é equivalente a do Rico 
23 a 50/o na raq%o, mostrando que s2o ambos tóxicos no mesmo nivel e 
a toxicidade tem rela9áo com a capacidade aglutinante. O efeito pela via 
oral porém náo manteve rela9§o com a toxicidade testada pela via intra- 
peritonial em camundongos como mostra a Tabela 5.

Pelos resultados obtidos parece que as m udabas ñas atividades enzi­
máticas junto com a glicemia, sao parámetros sensíveis para se detectar a 
a9áo anti-nutricional das aglutininas já que acontecem e podem ser avaha­
das antes das m udabas no crescimento. Por outro lado, apesar da maltase 
e da invertase estarem juntas, em um mesmo complexo enzimàtico no 
enterócito (22), a maltase é mais sensível á inibÍ9áo, do que a invertase 
(Tabelas 1, 2, 3 e 4). Durante o desenvolvimento do nosso traballio, os 
dados publicados por Rouanet e Besan9áo (23) confirmaran! os nossos.

Paralelamente aos ensaios relatados fizemos testes in vitro com extra­
tos de mucosa intestinal e com as enzimas parcialmente purificadas por 
precipita93o fracionada. Em nenhum caso porém a maltase ou a invertase 
foram inibidas in vitro pelas aglutininas, mostrando que o efeito tóxico 
se dá ao nivel da complexa estrutura da bordadura em escova.

Em vista da conhecida capacidade de outras lectinas de interferirem 
na síntese protéica in vitro (24), é possível que as aglutininas de feijóes 
tenham a9ao semelhantes. Outra possibilidade seria a de que o efeito 
fosse devido á liga9§fo da aglutinina com receptores específicos, impedindo 
a indu9ao de enzimas de hidrólise e de transporte. Finalmente, em vista 
dos trabalhos de Pusztai et al. (14) que observou ruptura dos enterócitos, 
a queda na atividade enzimàtica poderá ser devida, simplesmente á pre- 
sen9a de maior número relativo de enterócitos jovens. O efeito da proteína 
favorece essa idéia, pois um elevado consumo leva a maior velocidade de
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TABELA 5

ATIVIDADE AGLUTINANTE* E TOXICIDADE DAS VARIEDADES JALO 
E RICO 23 DE Phaseolus vulgaris, L.

Hemácias Toxicidade
Variedade (i.p. camundongos) 

No. mortos/No. injetadosBovino Coelho

Jalo 1/22.9 1/11.4 6/6
Rico 23 1/2.3 1/4.5 0/6

* Atividade especifica: título aglutinante/mg proteina.

renováoslo de células epiteliais. Essas hipóteses serao objeto de um próxi­
mo trabalho.

SUMMARY

ANTINUTRITIONAL EFFECT OF PHYTOHEMAGGLUTININS OF THE 
VARIETIES JALO AND RICO 23 OF KIDNEY BEANS (Phaseolus vulgaris, L.)

The antinutritional effect caused by the ingestion of lectins from two Brazilian 
varieties of beans: Rico 23 and Jalo, was studied in rats. Hie two varieties were 
selected in a previous screening of toxicity in rats: one of them (Jalo) was lethal, and 
the other (Rico 23) was not, when injected intra-peritoneally. Different amounts of 
each one of the lectins were added to casein experimental diets and fed to rats. Hie 
amount of protein (casein) also varied from 5°/o  to 20°/o. Hie addition to the diet 
of lo/o lectins from the Jalo variety caused a growth depression, as well as a decrease 
in food efficiency ratio and serum glucose; also, it reduced the maltase and invertase 
activity of the intestinal mucosa. All these effects appeared when the protein contents 
in the rations were 5°/o or 10°/o. At the 20°/o level only a depression of the maltase 
activity was observed. Similar effects were shown by the lectins of the Rico 23 
variety, but only when added in a higher (5°/o) percentage to the diet. Hie phos­
phatase and protease activity were not changed by any of the lectins. Hie inhibitor 
activity that occurred in vivo was not detected in vitro.

RESUMEN

ACCION ANTI-NUTRICIONAL DE LAS FITO—HEMAGLUTININAS DEL
Phaseolus vulgaris, L.

Los autores estudiaron, en ratas, el efecto de la ingestión de lectinas aisladas del 
frijol (Phaseolus vulgaris, L.), variedades brasileras, Jalo y Rico 23. Se agregaron dife­
rentes cantidades de lectinas a las dietas experimentales, variando la cantidad de pro­
teínas de 5o/o a 20°/o. La adición de lo /o  de lectinas de la variedad Jalo indujo un 
descenso en el crecimiento de las ratas, alteró la glucosa sérica y, además, redujo la
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actividad de la maltasa y de la invertasa de la mucosa intestinal. Se constataron efectos 
semejantes con el agregado de 5°/o de lectinas obtenidas del frijol Rico 23. Según 
parece, la inclusión de concentraciones elevadas de proteínas en la ración (20o/o), 
compensa eventuales alteraciones metabólicas.
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