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1. INTRODUCCION/JUSTIFICACION

En nuestra alimentacién diaria, junto a los nutrientes que ingerimos con los alimentos,
encontramos otros elementos que producen un efecto contrario; las sustancias
antinutrientes, que, al interferir en la utilizaciéon o funcion de los nutrientes, afectan a su
biodisponibilidad o aprovechamiento digestivo. El término de sustancias antinutrientes
0 antinutrientes fue definido por Gontzea y Sutzescu en 1968; se trata de compuestos
que estan presentes de forma natural en los alimentos y actdan provocando una

pérdida de nutrientes esenciales o interfiriendo en su utilizacion y funcion metabdlica.

Las sustancias antinutrientes estan ampliamente distribuidas y, aunque en la mayoria
de los casos no constituyen un peligro inmediato para la salud humana, no puede
ignorarse su presencia, especialmente en los paises en desarrollo donde la escasez
de alimentos lleva a estados de malnutricidon o en los paises desarrollados si la dieta
no es equilibrada y se consumen alimentos que contienen gran cantidad de estas
sustancias. La compensacion de los nutrientes deficitarios puede llevar a una mejora

rapida del estado general.

Desde el punto de vista nutricional, las sustancias antinutrientes de origen natural, se

clasifican en funcién del tipo de nutriente con el que interfieren. Se distinguen:

- Inhibidores de proteasas: sustancias que interfieren en la utilizacion digestiva o

metabdlica de las proteinas.

- Inhibidores de glucosidasas: inhibidor de alfa amilasa de la soja.

- Lectinas

- Sustancias antiminerales: sustancias que interfieren con la asimilaciéon de

elementos minerales.

- Sustancias antivitaminas: sustancias que inactivan o aumentan la necesidad de

vitaminas.

- Otros




SUSTANCIAS ANTINUTRIENTES

Toxicos Alimentos Sintomatologia

Inhibidores de proteasas  Leguminosas Depresion del crecimiento en animales
digestivas

Lectinas Leguminosas Interfieren con la absorcién de

aminodcidos
Saponinas Semilla de soja, Inhibe el crecimiento de animales
cacahuete, espinacas
Polifenoles (gosipol) Semillas de algodén Interfiere con la absorcion del Fe,
infertilidad e interfiere en la absorcién de

la lisina

Tabla I. Antinutrientes que interfieren con la absorcion de proteinas y aminoacidos.
(Fuente: Universidad Auténoma de Madrid)

Una de las sustancias antinutrientes mas importantes son los inhibidores de proteasas
digestivas, que son sustancias que interfieren con la digestién de las proteinas, en la

absorcion o utilizacion metabdlica de los aminoacidos.

Las proteasas (0 peptidasas) son enzimas fundamentales en el control de una gran
variedad de procesos fisiolégicos en el organismo humano. Su funciones catalizar la
ruptura de enlaces peptidicos, la hidrélisis de proteinas, y permitir asi la digestion y

utilizacién de los aminoacidos.

Figura 1: Fragmentacion de proteinas en unidades de
menor tamafio catalizada por proteasas.

Las proteasas estan involucradas, tanto directa como indirectamente, en todos los
procesos fisioldgicos del organismo que incluyen a nivel celular, el crecimiento, la
diferenciacion, la muerte programada (apoptosis), la nutricién, el recambio proteico
intra y extracelular, la migraciéon e invasion de las células, asi como la fertilizacion e
implantacion del cigoto. Un sistema involucrado en funciones tan importantes requiere

por tanto, de contrapartes reguladoras que sean muy efectivas.
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Se encuentran de manera natural en organismos vivos, donde se usan para
la digestion molecular y la reduccién de proteinas no deseadas. Las proteasas pueden
romper ya sea enlaces peptidicos especificos (Protedlisis limitada), dependiendo en la
secuencia de aminoacidos de la proteina, o pueden reducir un péptido completo a

aminoacidos (Protedlisis ilimitada).

Como las proteasas son en si mismas péptidos, es natural preguntarse si las
proteasas se pueden degradar. Es un hecho conocido que muchas proteasas se
hidrolizan a si mismas. Esto puede ser un método importante de regulacién de la

actividad de las proteasas.

En general, las proteasas se clasifican en dos subclases principales: endopeptidasas y
exopeptidasas, dependen de cémo y donde los proteasa escinde la proteina. Estas
proteasas actlan como enzimas de digestion, para la reparacion y el crecimiento de
proteinas, y muchas otras funciones que requieren en Ultima instancia, la degradacién
de las proteinas. A pesar de que estas enzimas son indispensables en la célula y los
organismos en los que residen, pueden ser potencialmente perjudiciales cuando se
sobreexpresan o estan presentes en altas concentraciones. Por esta razon, estas

enzimas deben estar estrictamente reguladas y controladas (Rawlings y cols., 2004).

En 1992, el Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (NC-IUBMB) reconocié cuatro clases de proteasas: asparticas,
serinicas, metaloproteasas y cisteinicas, segin posean un residuo de aspartato,
serina, grupo metdlico o cisteinas en su sitio activo, respectivamente (Fan y cols.,
2005). Se subdividen en exopeptidasas que actian sobre aminoacidos ubicados en el
N o C- terminal, y endopeptidasas, que rompen enlaces peptidicos internos de los

polipéptidos (Leo y cols., 2002).

Las proteasas serina son hidrolasas que degradan enlaces peptidicos de péptidos y
proteinas y que poseen en su centro activo un aminoacido de serina esencial para la
catdlisis enzimatica. Las proteasas serinicas son la clase mas estudiada de proteasas.
Estas se agrupan en clanes que comparten similitudes estructurales. Las familias mas
importantes son las de quimiotripsina y de sublisina. La familia de quimitripsina incluye
enzimas de mamiferos, de las cuales, las tres mas estudiadas son: quimiotripsina,
tripsina y elastasa (Fan y cols., 2005). Estas tres proteasas son el resultado de un

proceso de evolucion divergente y difieren en su especificidad.

La funcion de las proteasas es inhibida por enzimas inhibidoras de proteasas. Los

inhibidores de proteasas son compuestos de naturaleza proteica que inhiben los
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enzimas proteoliticos al unirse al sitio activo del enzima, inhibiendo parcial o
totalmente la hidrdlisis de las proteinas de la dieta. Ademas, las proteasas también son
cruciales en la propagacién de enfermedades (VIH), al encontrarse involucradas en los
mecanismos de replicacion e infectividad de muchos patbégenos para las personas,

plantas y animales, por lo que los inhibidores de estas proteasas han emergido con

utilidades terapéuticas efectivas.

Concentracién

Nombre botanico Nombre espaiiol maxima Enzima inhibido

Arachis hypogea Cacahuete Semilla Tripsina, plasmina

Avena sativa Avena Raiz Tripsina

Beta vulgaris Remolacha roja Raiz No bien definida

Brassica rapa Nabo Semilla No bien definida

Cajanus cajan e inducues Guisante del Congo Semilla Tripsina

Cicer arietinum Garbanzo Semilla

Faba vulgaris Haba Todas partes Tripsina (débil)

Glycine max. Soja Semilla Tripsina
a-Quimiotripsina
Quimiotripsina B
Elastasa
Plasmina
Tromboplastina

Ipomea batatas Batata Tubérculos Hojas
Tripsina

Oryza sativa Arroz Semillas Tripsina

Phaseolus aureus Judia Mungo Semillas, sojas Tripsina,

quimiotripsina

Phaseolus coccineus Judia escarlata Semillas

Phaseolus lunatus Judia de Lima Semillas a-Quimiotripsina
Quimiotripsina,
Plasmina

Phaseolus mungo Judia negra Semillas Tripsina,
quimiotripsina

Phaseolus vulgaris Judia blanca Semillas Tripsina, elastasa,

(numerosas variedades) Judia francesa plasmina

Judia arrinonada

Pisum sativun Guisante Semillas No bien definida

Solanum tuberosum Patata Tubérculos, hojas Papaina, tripsina,
quimiotripsina,
carboxipeptidasa B,
elastasa, calicreina

Triticum vulgare Trigo Semilla, germen Tripsina

Vivia faba Haba Germen No bien definida

Zea mays Maiz Semilla Tripsina

Tabla Il. Segun Liener y Kakade (1991)
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Aunque los inhibidores de proteasas mas estudiados han sido los de legumbres,

también se han encontrado en otros alimentos tanto de origen animal como vegetal.

Fuentes animales Fuentes vegetales
Huevo de gallina Avena
Arroz
Leche Cacahuete
Colza
Calostro Garbanzo
Guisante
Péncreas bovino Haba
Judia
Maiz
Patata

Remolacha roja

Soja

Tabla Ill. Principales fuentes animales y vegetales de
inhibidores de proteasas.
La soja tiene un alto contenido en inhibidores de proteasas; los mas importantes son la
antitripsina de Kunitz y el inhibidor Bowman-Birk, estos tienen actividad antitripsina y
antiquimiotripsina. La mayoria de los productos de la soja muestran inhibidores de la
tripsina en el rango de 2-6 mg/ml.

Las legumbres se caracterizan por contener altos niveles de inhibidores de la
proteasa. En la dieta, el arroz, el maiz y los frijoles, los cuales contienen altos niveles
de inhibidores de la proteasa se asocian con una menor incidencia de colon, mama y
prostata. La ingesta de panes y cereales, fuentes de alimentos que también se sabe
gue contienen altos niveles de inhibidores de la proteasa, se ha asociado con una

menor incidencia de los canceres orales y faringeos.

Los inhibidores de proteasas se inactivan total o casi totalmente por accién del calor,
dado que son proteinas. El grado de inhibicion depende de la temperatura, el tiempo

de tratamiento, el volumen del alimento y el contenido de agua y de sales del mismo.

Gran parte de esta revision se centra en las caracteristicas de BBl como el inhibidor de
la proteasa anticancerigeno, ya que es el inhibidor de la proteasa que se ha llegado a
la etapa de estudios en humanos como un agente quimiopreventivo del cancer

humano.
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2. OBJETIVO

Desde hace varios afios se ha hecho hincapié en el estudio de los inhibidores de
proteasas de las legumbres, en especial de la soja, y sus posibles funciones biol6gicas
sobre el organismo humano. Las proteasas son importantes para digerir las proteinas,
degradandolas a aminoacidos para su posterior absorcion en intestino. El procesado
por calor de las legumbres es imprescindible ya que al contener inhibidores de
proteasas, los cuales no permiten una digestion adecuada de las proteasas, dificultan
la degradacion a amino&cidos lo que puede provocar deficiencia de aminoacidos. Los
problemas que puede plantear esta deficiencia son varios, entre ellos destaca que
aumenta la alergenicidad y disminuye la biodisponibilidad de aminoacidos como el
triptéfano, el cual es precursor de la serotonina que produce la sensacion de bienestar

y colabora para combatir la ansiedad.

La relevancia del estudio de los inhibidores de proteasas es que no se limita a las
plantas, sino que también encontramos estudios realizados sobre setas y cereales. En
especial encontramos un articulo (Vetter J, 2000) en el que especifica que la actividad
inhibitoria de las setas es superior a la de los cereales pero inferior a la de otros

vegetales.

El objetivo de esta revision bibliografica es situar en el contexto actual en el que se
encuentra el estudio de los inhibidores de proteasas, particularmente los inhibidores de
Bowman-Birk de la soja.

Donde se ha realizado la busqueda, la base de datos PumMed, se inici6 con la palabra
proteasa a la que se afadieron sucesivamente inhibitor, food y legume.
Posteriormente, dentro de este esquema se incorporaron las palabras: cooking,

weight, trypsin, chymotrypsin, cancer, etc. Como vemos en el Esquema |.

Se han utilizado articulos y revisiones bibliograficas para redactar este trabajo.




Protease:
268.629

+ Inhibitor:

138.067
|

+ Food:

5.509
|
+ Legume:
707

|

1 1 | | |
+ Cooking: + Cardiovascular: + Weight: +Trypsin: | |+ Chymotrypsin:

29 11 137 429 150

Esquema |: Arbol de bisqueda realizada en la base de datos PubMed a 19 de Febrero de

2014, numeros de articulos encontrados.

3. DESARROLLO DEL TEMA ESTRUCTURADO

Lo primero que se realiz6 fue una buUsqueda bibliografia en bases de datos,
especialmente en el PubMed. PubMed es un proyecto desarrollado por la National
Center for Biotechnology Information (NCBI) en la National Library of Medicine
(NLM). Permite el acceso a bases de datos bibliograficas compiladas por la
NLM: MEDLINE, Pre-MEDLINE (citas enviadas por los editores), Genbak y Complete
Genoma. MEDLINE es la base de datos mas importante de la NLM abarcando los
campos de la medicina, enfermeria, odontologia, veterinaria, salud publica y ciencia
preclinicas. Actualmente contiene méas de 11 millones de referencias bibliogréficas de

articulos de revistas desde el afio 1966.

Dieron los siguientes resultados:




A) Mecanismo de accién de los inhibidores de proteasas

Los inhibidores de proteasas son hidrolasas, catalizan reacciones en las que participa
una molécula de agua (H,0), clase especial de transferasas en las que el grupo dador
se transfiere al agua. Implica la rotura hidrolitica de enlaces C-O, C-N, O-P, C-S, C-C,

etc.

A-B + H,0 > A-H + B-OH
: ‘Il

Esquema II: Actuacion de las hidrolasas.

B) Inhibidor de Tripsina

En el Esquema ll.se presenta la clasificaciéon de la enzima tripsina, en la cual se

pueden ver los diferentes grupos a los que pertenece.

| Oxidorreductasas
1 Serino peptidasas |4 Tripsina
— Transferasas
| | Cisteino peptidasas
Clasificacién de la | 1 Hidrolasas — Proteasa ||
: o — 1 Aspartilo peptidasas
enzima trlpsma .
— Liasas
| Metalo peptidasas
Isomerasas
_ Ligasas

Esquema lI: Clasificacién de la enzima tripsina (Caffini y cols., 1988).

La tripsina (E.C. 3.4.21.4) es utilizada como modelo dentro de las proteasas serinicas.
Es una endopeptidasa que presenta alta especificidad hidrolizando enlaces peptidicos
cuyo carboxilo corresponde a una arginina o lisina, excepto cuando el siguiente

residuo es una prolina (Muller-Esterl y cols., 2008).Es producida en el pancreas donde
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se dispone en vesiculas secretoras en su forma proenzima inactiva tripsinogeno. Las
vesiculas que contienen tripsinogeno migran hacia las microvellosidades y una vez alli,
donde células de la mucosa intestinal segregan la enzima enteroquinasa, se escinde
un hexapéptido del tripsinogenopara formar tripsina activa cuando el pH se encuentra
entre 5,2 y 6,0. Una vez formada, la tripsina puede también realizar una divisién
hexapéptidica del tripsinogeno, proporcionando mas tripsina. De esta forma, la tripsina
convierte otras formas inactivas de enzimas pancreéticas en sus formas activas (Luna
y cols., 2007), esta funcién es irreversible y necesita del inhibidor pancreatico para

detener su actividad.

La actividad in vitro de las peptidasas serinicas suele ser maxima a valores de pH
alcalinos, no requiriendo en general activadores, aunque los iones calcio activan

algunas proenzimas y podrian estabilizar determinadas enzimas.

Los inhibidores de proteasas mas conocidos son los que actian sobre la tripsina. Los
inhibidores de la tripsina son globulinas capaces de inhibir la tripsina y la quimiotripsina
pancredtica, impidiendo la protedlisis digestiva y aumentando las pérdidas de
nitrdgeno por heces. La tabla IV recoge los contenidos de inhibidor de la tripsina en
distintas legumbres consumidas en Espafia, con valores que oscilan entre 0,4 y 1,4

UIT/mg para las lentejas y las judias respetivamente.

Legumbre Proteina total Proteinareal Nno protéico DIVP  Acido UIT/mg
(%) (%) (%) (%) fitico (%)

Altramuz (Lupinus 36,41 27,14 1,30 92,11 0,5 1,3

luteus)

Garbanzo (Cicer 22,88 14,98 1,27 78,90 1 0,8

arietinum)

Haba (Vicia faba) 24.56 20,76 1,02 80,52 0,3 0,7

Judia blanca 25,37 16,92 1,35 69,70 0,6 1,4

(Phaseolus

vulgaris)

Lenteja (Lens 26,71 15,95 1,72 82,93 1,2 0,4

culinaris)

Altramuz (Lupinus 36,41 27,14 1,30 92,11 0,5 1,3

luteus)

TABLA IV. Contenido de proteinas e inhibidor de la tripsina en distintas legumbres de
consumo en Espafia. Periago y cols., 1997. DIVP: digestibilidad in vitro de proteina; UIT:
unidades del inhibidor de la tripsina.




C) Calor-coccion

El procesamiento de soja es Util y necesario para destruir o eliminar los componentes
no deseados, hacer que los alimentos sean mas accesibles, o para mejorar la
palatabilidad. Sin embargo, el procesamiento hacia estos fines también conduce a
cambios en la composicion de los diversos materiales de soja en comparacién con
semillas de soja enteras. Estos cambios pueden ser intencionados, como en el caso
del calentamiento para disminuir la actividad de inhibidor de la tripsina; el resultado de
solubilidades diferenciales, como cuando isoflavonas y saponinas se extraen en etanol
durante el lavado requerido para producir algunos concentrados, o que se pueden
efectuar como resultado de la unién a los componentes de la proteina a través de
procesamiento, como parece ocurrir con saponinas y acido fitico (Anderson RL y Wolf
WJ, 1995).

La soja después de analizar 108 cepas, se informé que contiene 35-123 mg de
inhibidor de tripsina/g de proteina. Cuando la soja se procesa en la harina cruda
desgrasada, un proceso en el que se eliminan las cascaras y el aceite, ninguno de los
inhibidores de la tripsina se elimina pero se enriquecen en la harina a los niveles de
28-32 mg/g de harina, lo que equivale a aproximadamente 58 mg de inhibidor de
tripsina/g de proteina (Tabla X).

Tipo Actividad de Inhibidor de Tripsina

mg/g muestra mg/g proteina
Soja entera 16,7-27,2 34,7-122,6
Harina cruda 28-32 57,8
Harina tostada 7,9-9,4 15,9
Concentrado 5,4-7,3 8,4-11,2
Aislado 1,2-30,0 1,4-29,4

TABLA X: Contenido en inhibidor de tripsina de las semillas
de soja y productos de proteinas soja procesados.

En la tabla X observamos que la harina cruda contiene 28-32 mg de inhibidor de
tripsina (IT)/g de harina y cuando tostamos la harina contiene 7,9-9,4 mg IT/g de
harina, una reduccion muy notable, lo cual permite la inhibicién de la digestion de
proteinas y puede promover las patologias derivadas a la falta de aminoacidos en el

organismo.
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El procesamiento de la soja cambia el contenido en nutrientes y también en
antinutrientes, como los inhibidores de tripsina, acido fitico, saponinas e isoflavonas. El
procesamiento de la soja, ya sea por métodos tradicionales u occidentales, es

necesario para consumo humano o para producir pienso para animales.

La preparacion de las legumbres en general es laboriosa y larga, primero pasa por una
fase de remojo de entre 8 y 12 horas para ablandar la semilla seca, después sigue la

fase de coccién, donde actla el factor calor y se modifica la composicion del alimento.

- El remojo es una operacion comun al tratamiento de las leguminosas, con el fin
de humedecer y ablandar las semillas, asi eliminamos parte de las toxinas (24
horas a remojo) y al someterlas al tratamiento térmico el calor penetra
facilmente en el interior de la semilla y su coccion es mas rapida y eficaz.

- La cocciéon es uno de los tratamientos culinarios de las legumbres mas
antiguos a las que convierte en mas tiernas y aromaticas. La coccion puede
realizarse a presién normal o en autoclave. Generalmente inactiva total o casi
totalmente los componentes termolabiles como los inhibidores de tripsina y

quimiotripsina, aunque suele quedar un valor residual inhibidor del 5-20%.

El grado de inhibicibn de los componentes de las leguminosas depende de la
temperatura, el tiempo de tratamiento, el volumen del alimento y el contenido de agua
del mismo. Sin embargo, un tratamiento térmico severo puede disminuir la calidad
proteica, por lo que es importante controlar el tiempo y la temperatura de coccion.
(Anderson RL y Wolf WJ, 1995).

Por esta razon, las pruebas para evaluar el grado de procesamiento de materias
primas como la soja son motivo de gran interés para los laboratorios de control de
calidad. Existe una relacion directa entre la destruccién del enzima ureasa por calor y
una mejora del valor nutricional por destruccion del inhibidor de tripsina. La actividad
ureasica se mide en base al cambio de pH, el cual debe manejarse en un rango de
0,02 a0,3.

- Un valor mayor indicaria una soja no desactivada, con presencia de una
cantidad significativa del inhibidor de tripsina.

- Unvalor de 0,00 o 0,01 no necesariamente indica menor calidad nutricional por
procesamiento excesivo, siendo la técnica un buen indicador sélo para la
deteccion en porotos (brotes) y subproductos de soja cocidos de forma

insuficiente.
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Para la deteccion de un proceso térmico excesivo, se recurre hoy a una técnica
basada en la propiedad que tienen las proteinas de soja de ser solubles en una
solucion de hidréxido de potasio al 0,2%. La solubilidad de la poroto (brote) crudo es
del 100% y la misma disminuye con el calentamiento. Se considera que valores de
solubilidad entre 70 y 85% son aceptables para la harina de soja, teniendo una buena
desactivacién del inhibidor de tripsina y conservando la calidad nutricional. Un valor

menor a 70% estaria indicando sobreprocesamiento térmico.

Otra prueba que da certeza del estado nutricional de la materia prima es la
determinacion de lisina disponible. Sin embargo, el procedimiento para la deteccion de
este aminodcido es engorroso y poco accesible como para utilizarlo como analisis de

rutina para laboratorios de control de calidad.

Pese a la alta temperatura, estos procesos no consiguen eliminar totalmente el
inhibidor de tripsina; en cambio, desnaturalizan la proteina (reducen los aminoacidos

lisina y cisteina) y generan nitritos cancerigenos (Omoikhoje y cols., 2009).

Recientemente, en el Boletin Oficial del Estado (BOE) han publicado el 9 de Junio de
2014, el “Real Decreto 379/2014, de 30 de mayo, por el que se regulan las
condiciones de aplicacion de la normativa comunitaria en materia de autorizacion de
establecimientos, higiene y trazabilidad, en el sector de los brotes y de las semillas

destinadas a la produccién de brotes.”

En los ultimos afios la produccién de semillas germinadas ha aumentado como
consecuencia del incremento de la demanda de los consumidores de este tipo de
productos. Su consumo en crudo y las caracteristicas del proceso de germinacion,
favorables para el crecimiento microbiano, han dado lugar a que estos alimentos
hayan sido ligados a brotes de toxiinfecciones alimentarias en el hombre. De hecho,
tras el brote de toxiinfeccion alimentaria causado por E. coli en mayo de 2011 en la
Union Europea, el consumo de brotes se identific6 como el origen mas probable de
dicha crisis alimentaria. Este hecho determiné que la Agencia Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) emitiera un dictamen cientifico sobre el riesgo provocado por E.
coli productora de toxina Shiga y por otras bacterias patdgenas en semillas y en
semillas germinadas en octubre de 2011 (BOE 09/06/2014; Real Decreto 379/2014).
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D) Céancer

El estudio de los inhibidores de la proteasa como agentes contra el cancer ha sido un
tema importante de investigacion desde hace mas de tres décadas. Hay una variedad
de mecanismos por los que los inhibidores de proteasas realizan sus efectos que
dependen de dos aspectos principales: la naturaleza, la estructura y las funciones de
inhibidores de proteasas y, la interacciéon con un complejo microambiente que difiere,

incluso entre los canceres originados de la misma fuente (Guillén y cols., 2010).

Hay mucha evidencia epidemioldgica que indica que las dietas que contienen grandes
cantidades de productos de soja se asocian con la baja incidencia de cancer y las
tasas de mortalidad, particularmente para los canceres de mama, colon y prostata
(Kennedy y cols., 1998b). Cuando los orientales emigran a los Estados Unidos, sus
hijos desarrollan los canceres comunes occidentales aproximadamente al mismo
porcentaje que se observa en los estadounidenses. Esta observacion ha sugerido que
no es una diferencia genética en la susceptibilidad al desarrollo de cancer de mama,
de colon o de prostata que resulta en la variacion de las tasas de cancer, sino que es
mas probable debido a variables estilos de vida, tales como héabitos dietéticos,
consumo de cigarrillos, alcohol, etc. Se ha planteado la hipotesis de que es la alta
cantidad de inhibidor de la proteasa derivado de la soja, el inhibidor Bowman-Birk
(BBI), en la dieta tradicional japonesa que conduce a las bajas tasas de mortalidad del
cancer. BBl es mucho mas eficaz en la supresion de los canceres en animales que

son los otros agentes anticancerigenos contenidos en la soja (Kennedy y cols., 1995).

Se ha probado que el BBI derivado de la soja suprime la carcinogénesis in vivo.

1) Constituyentes de la soja con actividad anticancerigena.
Los pocos agentes derivados de soja que han sido estudiados en una forma pura en
sistemas de ensayo de carcinogénesis en animales se enumeran en la tabla Xl junto
con los efectos de cada uno de estos agentes en el desarrollo de tumores en los

diferentes sistemas.

Se puede observar (Tabla XI) que el aislado de inhibidor de la proteasa, el inhibidor de
Bowman-Birk (BBI), es el compuesto en la soja que ha demostrado la mayor supresion
de la carcinogénesis en ensayos de carcinogénesis en animales al suprimir tanto
tumores malignos como benignos. Se ha observado también que BBI puede prevenir

completamente la carcinogénesis de colon (100% de supresion) y suprimir la
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carcinogénesis en el higado en un 71%, en el epitelio oral en un 86%, y en el pulmén
en un 48%. La capacidad de BBI para suprimir la carcinogénesis en los diferentes
sistemas estudiados supera con creces la capacidad de otros compuestos de soja.
Otros dos compuestos en la soja también se han demostrado para suprimir la

carcinogénesis en animales: acido fitico y B-sitosterol (Kennedy y cols., 1995).

% Efecto en carcinogénesis

Ensayo de la carcinogénesis por Tumores benignos
Compuesto de administracion de compuesto de 0 benignos y Tumores
soja aislado soja malignos malignos
BBI (inhibidor  -DMH induce carcinogénesis de colon  Supresién al 100% Supresion al
Bowman-Birk) en ratones con dieta BBI. 100%

-DMBA induce carcinogénesis oral en  Supresién al 61-86%  Supresion al
hamsteres administrados con BBI 61-86%

tépicamente.

-DMH induce angiosarcomas Supresion al 71% Supresion al
hepéticos en ratones con dieta BBI. 71%

-MCA induce tumorigénesis de pulmon  Supresion al 48% No hay datos
en ratones.

Tabla XI: Componentes aislados de la soja se ha demostrado que tienen un efecto supresor
sobre la carcinogénesis (tanto por ciento de los animales portadores de tumor). DMH:
dimethylhydrazine; DMBA: 7,12-dimethylbenzanthracene; MCA: azoxymethane. (Kennedy y
cols., 1995).

Aunque varios tipos diferentes de inhibidores de la proteasa pueden impedir el proceso
carcinogénico, el mas potente de los inhibidores de la proteasa anticancerigenos en
una base molar son los que tienen la capacidad de inhibir la quimotripsina o proteasas
de tipo quimotripsina. El inhibidor de Bowman-Birk (BBI) es un potente inhibidor de

quimotripsina.

Las preparaciones de inhibidor de Bowman-Birk purificado y concentrado (PBBI y
BBIC) se han demostrado (tiles como anticarcinogénico: (1) en tres especies
diferentes (ratones, ratas y hdmsteres); (2) en varios tipos de sistemas de 6rganos y
tejidos [de colon, higado, pulmén, esoéfago, epitelio oral y en células de origen
hematopoyético]; (3) en las células de origen tanto del tejido epitelial y conectivo; (4)

cuando se administra a los animales por varias vias de administracion (incluyendo la
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dieta); y (5) en diferentes tipos de cancer inducidos por una amplia variedad de

carcindgenos quimicos vy fisicos.

Aunque otros dos agentes de la soja, el acido fitico (inositol hexakisphosphate) y el
esterol B-sitosterol] son capaces de suprimir la carcinogénesis en animales, BBI es
mucho mas eficaz en la supresién los canceres en animales que los otros agentes

anticancerigenos conocidos presentes en la en la soja.

2) Mezclas de compuestos de soja capaces de suprimir la
carcinogénesis in vivo.

En todos los estudios que se implicaron BBIC mostraron esencialmente el mismo
efecto supresor sobre la carcinogénesis animal, permitiendo la conclusion de que
BBIC debia su actividad anticancerigena a BBI (St. Clair y cols., 1990). Para los
estudios que utilizan BBIC y PBBI, el grado de supresion de la carcinogénesis estaba
relacionado con la dosis del agente cancerigeno utilizado. Si la dosis del agente
cancerigeno fue alta, de tal manera que mas de la mitad de los animales expuestos
desarrollan cancer, la incidencia de los animales que desarrollaron tumores fue de
aproximadamente la mitad de la que se produce en los animales que recibieron solo el
tratamiento con el carcin6geno. Si la dosis del agente cancerigeno era tal que menos
de la mitad de los animales expuestos desarrollaron tumores, PBBI o BBIC tuvo un
efecto depresor mayor sobre la carcinogénesis. En algunos de estos experimentos, se

observé que PBBI y BBIC si impide totalmente la carcinogénesis.

BBIC fue desarrollado para su uso en ensayos a gran escala de prevencion del cancer
humano. BBIC ha logrado ser un nuevo medicamento en EE. UU. (IND N° 34671;
patrocinador, Ann R Kennedy). Food and Drug Administration (FDA; EE. UU.) y los
ensayos para evaluar BBIC como agente anticancerigeno en las poblaciones humanas
comenzaron en 1992. En BBIC, la actividad anticancerigena ha demostrado ser la
actividad de inhibidor de quimotripsina, que estd presente en la soja s6lo en BBI
(Yavelow y cols., 1985). Las dosis de BBIC se miden en unidades de inhibidor de

quimotripsina.
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3) Efectos potencialmente téxicos de los inhibidores de proteasa de la

soja.
La capacidad de inhibir la carcinogénesis se asocia con la capacidad de inhibir la
quimotripsina (esta es la razén por la que la dosis de BBIC se mide en unidades de

inhibidor de quimotripsina) (Yavelow y cols., 1985).

El efecto en crecimiento atipico en pancreas de rata, que se asocio anteriormente con
los inhibidores de la proteasa de la soja, no se espera que ocurra en los humanos

(Kennedy vy cols., 1994, Kennedy Yy cols., 1995, Liener y cols., 1995)

Los inhibidores de proteasa son, a diferencia de otros agentes que se han utilizado
como agentes quimiopreventivos de cancer, eficaces como agentes anticancerigenos
en concentraciones molares extremadamente bajas, mientras que la mayoria de los
otros agentes anticancerigenos son eficaces sdélo a niveles muy altos (Kennedy y cols.,
1994).

En apoyo de estudios de prevencién de cancer humano con BBIC, se llevaron a cabo
estudios de toxicidad oral subclinica de BBIC en perros y ratas. Las conclusiones de
las evaluaciones de toxicidad y de patologia estandar fueron que en las ratas, no se
observaron efectos adversos relacionados con el tratamiento. En los perros, el Unico
efecto relacionado con el tratamiento potencial eran incidencias esporadicas de diarrea
(Kennedy vy cols., 1998a). Los estudios en perros y ratas se realizaron con dosis de
BBIC hasta 100 veces mayor que la dosis mas alta propuesta para los estudios

humanos sobre una base de mg/kg de peso.

Hay muchas razones para utilizar una preparacion que contiene BBl en lugar de

semillas enteras de soya como agente anticancerigeno (Kennedy y cols., 1998a):

1) Hay varios agentes en la soja, harina de soja, y diversas preparaciones
comerciales de soja que pueden favorecer el desarrollo del cancer. Estos
compuestos se eliminan en BBIC (Yavelow y cols., 1985). Se utilizé el sistema
de ensayo en el que BBI fue originalmente identificado como un agente
anticancerigeno para desarrollar los métodos de produccion de BBIC de modo
gue se mantendria su capacidad preventiva del cancer durante el proceso de
fabricacion en el que se eliminan los componentes de la soja que favorecen la
carcinogénesis.

2) Los compuestos de peso molecular bajo que han sido retirados del BBIC son
los que pueden enmascarar la actividad anticancerigena de BBI (Yavelow y
cols., 1985).
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3) La baja actividad del inhibidor de tripsina en BBIC es presumiblemente la razén
por la que incluso las dosis muy altas de BBIC no han dado lugar a
alteraciones histopatoldgicas en los pancreas de ratas en el laboratorio de
Kennedy (Kennedy y cols., 1998b), en el de Southern Research Institute (SRI)
en Birmingham (EE. UU.).

4) Posibles mecanismos de accion anticancerigenos.
Aunqgue se han realizado muchos estudios, los mecanismos precisos por los que los
inhibidores de la proteasa inhiben la carcinogénesis son desconocidos. Se han
discutido varias hipotesis diferentes relativas a la actividad anticancerigena del
inhibidor de la proteasa, y pueden existir varios mecanismos distintos. Uno de los
mecanismos que contribuyen a la actividad anticancerigena de BBI es una toxicidad

selectiva para células pre-malignas y ciertas células malignas.

Aunque BBI y otros inhibidores de la proteasa anticancerigenos no funcionan como
agentes eliminadores de radicales libres, pueden lograr el mismo resultado final como
antioxidantes pudiendo reducir los efectos de los radicales libres en las células y de
ese modo disminuir la extension del dafio oxidativo. Existe una fuerte correlacion entre
la capacidad de un inhibidor de la proteasa para reducir el efecto de radicales libres de
oxigeno de las células y su capacidad para inhibir la carcinogénesis, con inhibidores
con actividad de inhibidor de quimotripsina (como BBI) que tiene la mayor potencia.
Esta capacidad también se relaciona con la actividad antiinflamatoria de BBI. Debido a
gue la inflamacién esta estrechamente asociada con la carcinogénesis, la actividad
antiinflamatoria de BBI podia ser el principal mecanismo por el cual BBI evita la

carcinogénesis.

E) Propiedades anti-inflamatorias

Ahora se sabe que BBI es altamente anti-inflamatorio. En varios de los estudios de
carcinogénesis animal, una reducciéon en el nivel de agregados linfoides o infiltrados
linfocitarios en los animales tratados con BBI/BBIC se correlaciond directamente con

una disminucioén en los rendimientos de tumores (St. Clair y cols., 1990).

El mecanismo por el cual BBI reduce la respuesta inflamatoria es desconocido,
aunque varias reacciones diferentes podrian contribuir a esta actividad. Se cree que la

conversion de la citoquina inactiva 31 kDa a una citoquina activa tiene un papel critico
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en la iniciacion de la respuesta inflamatoria (Mizutani y cols., 1991). Los inhibidores de
la proteasa anticancerigenos se han demostrado para prevenir la afluencia de
leucocitos polimorfonucleares (PMN) en las regiones de la inflamacién, asi como la

produccién de especies activas de oxigeno por parte de estas células.

Los inhibidores de la proteasa anticancerigenos han sido previamente demostrados
para inhibir la inflamacién especificamente asociada con la promocién de tumores, que
es una etapa de la carcinogénesis sujeto a la inhibicién. Por lo tanto, la inhibicion de la
promocion, por parte de inhibidores de la proteasa, puede ser vista como un efecto

beneficioso (Kennedy y cols., 1998a).

La Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE) sirve como un modelo animal del
trastorno inflamatorio en el Sistema Nervioso Central (SNC) de la Esclerosis Mdltiple
(EM). La EAE esta mediada por células Thl y Thl7 que migran al SNC e inician la
inflamacién dirigido contra componentes de la mielina, lo que resulta en la patologia
del SNC vy el déficit neurolégico clinico. Se ha demostrado que el tratamiento oral con
BBI retrasa la aparicion de la EAE y reduce su gravedad. Estos efectos beneficiosos
se asocian con un aumento en la secrecién de IL-10 por las células inmunes de los

ratones tratados con BBI (Dai y cols., 2012).

BBI tiene efectos antiinflamatorios (Qi y cols., 2005). Varios estudios previos indican
que BBI reduce la inflamacién en EAE y atenla la pérdida neuronal, por lo que es un

candidato potencial para la terapia oral en EM (Touil y cols., 2008).

Un estudio muestra evidencia de que los BBI regulan los linfocitos T CD4" de las
células en la respuesta inmune en la EAE. La administracién BBI retraso el inicio de la
EAE y la reduccion de la severidad de una manera dependiente de IL-10, como la
supresion mediada por BBl de EAE fue abolida en ratones “knockaout” (ratones KO)
para IL-10. Los efectos beneficiosos fueron acompafados por la reduccion del
interferén gamma (IFN-y), IL-17 y el aumento de la produccién de IL-10. Las células T
CD4" eran la principal fuente de IL-10 en la periferia y en el SNC durante el
tratamiento con BBI. Ademas, los ratones tratados con BBI habian reducido el niUmero

de células infiltradas en el SNC, incluyendo las células colaboradoras Th17.

Ademas, se ha demostrado que BBI, mediante sus propiedades anti-inflamatorias,
protege las neuronas de la neurotoxicidad mediada por macréfagos activados (Li y
cols., 2011).
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F) Digestiony absorcién

La digestion y absorcién de nutrientes podrian ser medidas por dos parametros,
incluyendo digestibilidad de los nutrientes y el depésito. La digestibilidad de proteinas
tiene incidencia en: (1) el incremento de la alergenicidad de las proteinas dietarias; (2)
la biodisponibilidad de aminoacidos, en particular el triptéfano que es precursor de la

serotonina.

En un estudio, la ingestién de soja cruda llevé a una disminucién significativa de la
digestibilidad de la materia seca, de las proteinas y del extracto libre de nitrégeno. La
digestibilidad de nutrientes se redujo en los animales alimentados con inhibidor de
tripsina. Muchos estudios han encontrado que la digestibilidad de la proteina se redujo
en 20-40% en los animales alimentados con dietas que contienen soja cruda o altos
niveles de inhibidor de tripsina en comparacion con los alimentados con dietas que

contienen soja cocinada o harina de soja (Caine y cols., 1998).

En otro estudio, la soja cruda se us6 como fuente de inhibidor de tripsina, y los
resultados mostraron que la digestibilidad de la proteina se redujo significativamente
por el 22,56% en el grupo de tratamiento en comparacién con el grupo de control
(Arbogast y cols., 2007)

Los estudios con anticuerpos anti-BBI y BBl marcado con 125| han permitido analizar
la distribucion post digestiva de los fragmentos de BBI. Los resultados indican que BBI
es captado por la mayoria de los érganos, pero no cruza la barrera sangre-cerebro

(Kennedy y cols., 1998a).

G) Propiedades anti-oxidantes

Un estudio examind los efectos de la descarga gravitacional sobre la homeostasis re-
dox y la funcion contractil del masculo s6leo de ratén y evalué la suplementacién
dietética con BBI y BBIC como una contramedida. BBI es una proteina de soja que
tiene efectos radioprotectores a través de mecanismos de accién que incluyen la
inhibicion de la proteasa serina y las propiedades antioxidantes. En apoyo de este
ultimo mecanismo, BBI se ha demostrado para disminuir la produccion de especies
reactivas del oxigeno por tipos de células no musculares y para disminuir el estrés
oxidativo sistémico causado por la irradiacion de todo el cuerpo (Arbogast y cols.,
2007).
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Los datos actuales también proporcionan nuevos conocimientos sobre las propiedades
antioxidantes de BBIC, mostrando su actividad biologica in vivo y la capacidad de
BBIC para depurar directamente a las especies reactivas del oxigeno. El hallazgo mas
importante de este estudio es que la suplementacion de BBIC protege el musculo
esquelético en contra de la atrofia y la debilidad causada por la descarga mecanica.
Los datos concuerdan estrechamente con los de Morris et al. (Morris y cols., 2005),
constitutivo de la reproducibilidad de la proteccién BBIC en roedores. Esto pone de
relieve el valor potencial de la suplementacion BBIC como una contramedida para la
debilidad descarga inducida y fortalece la justificacién para probar la eficacia BBIC en

los seres humanos.

Si la pérdida de musculo funcional se puede prevenir a través de la suplementacion
dietética simple, esto podria conducir a una rapida recuperacion del reposo prolongado

en cama o inmovilizacién de miembros (Morris y cols., 2005).

Se ha demostrado que ciertos inhibidores de la proteasa previenen la afluencia de
células polimorfonucleares (PMN), asi como la liberacion de radicales libres por los
PMN en respuesta al 4cido tricloroacético (ATC) (Kennedy y cols., 1998a). Aunque BBI
y otros inhibidores de la proteasa anticancerigenos tienen una capacidad limitada para
hacer frente a los radicales libres o sus efectos bioldégicos, pueden alcanzar
efectivamente el mismo resultado final como agentes antioxidantes pudiendo controlar
los radicales libres de ser producidos en las células y de ese modo disminuir la
cantidad de dafio oxidativo. Es evidente que existe una fuerte correlacién entre la
capacidad del inhibidor de la proteasa para evitar la liberacion de radicales libres de
oxigeno de las células y su capacidad para inhibir la carcinogénesis, con los que tiene
actividad de inhibidor de quimiotripsina, tales como BBI que tiene la mayor potencia. El
trabajo reciente ha indicado que BBI en realidad tiene la capacidad de convertirse en

un antioxidante in vivo.

H) Prevencion de la pérdida de cabello

La mayoria de los estudios que se han realizado para reducir al minimo la dermatitis
por radiacion y la pérdida de cabello resultante se han dirigido a reducir al minimo la
inflamacién inducida por la radiacion local. Esta inflamacion inducida por la radiacion

se piensa que es mediado por los mastocitos.
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La hipétesis en estos experimentos fue que BBI podia modificar la calidad del pelo y la
pérdida de cabello, ya sea por la inflamacion que afecta localmente a la modulacion
celular o actuando sobre un sistema efector, tal como caquectina. Se planteé la
hipétesis de que BBI inhibe la activacién de caquectina (que induce un estado probado
de debilidad y anorexia similar al observado en la infeccién cronica y en el cancer)
mediante el bloqueo por escisidén de la proteasa que se sabe que es necesario en el

procesamiento y secrecion de caquectina.

En un estudio disefiado para determinar si la adiccion de BBIC a la dieta podria inhibir
la leucemia inducida por radiacion en ratones, se observaron tres hallazgos
inesperados. En el momento del sacrificio de los animales o la muerte debido a la
leucemia, los ratones suplementados con BBIC parecian mas saludables en que
tenian el cabello mas brillante, no tuvieron pérdida de cabello inducida por la radiacion,
y que pesaban mas que los ratones no suplementados con BBIC. Los ratones
suplementados con BBIC parecian animales normales, mientras que se observaron
que los ratones no suplementados con BBIC estaban en posiciones agazapadas la
mayor parte del tiempo (Kennedy y cols., 1998a). Se asumi6 que la pérdida de cabello
era debido a la irradiacion de los animales.

I) Propiedades anti-fungicas

Inhibidores de la proteasa han sido reportados como parte del mecanismo de defensa
de las plantas contra el ataque de hongos. Diferentes métodos han sido desarrollados
con el fin de identificar los agentes antifingicos. Por ejemplo, el método descrito por
Wang y Ng (Wang y cols., 2006) es un ensayo simple que permite la facil visualizacién
de inhibicién del crecimiento fungico. El método consiste en la transferencia de un
disco de micelio (alrededor de 0,6 cm de didmetro) en el centro de una placa de Petri
que contiene un medio de agar de patata y dextrosa (APD). A continuacion, papeles
de filtro estériles se deben empapar con 20 | de la muestra de prueba o la solucién de
control. Cuatro discos se colocan en cada plato, que corresponde a la de control y tres
que contiene diferentes concentraciones de la muestra de ensayo. Los discos se
colocan aproximadamente 1 cm distantes desde el disco de micelio y equidistantes
unos de otros. Después del montaje del experimento, las placas deben ser incubadas
a 28°C durante al menos 72 horas y luego a partir de la formaciéon o no de los anillos
de inhibicién alrededor de los discos de papel que contienen la muestra de ensayo se

registra lo obtenido.
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J) Propiedades anti-bacterianas

Los inhibidores de la proteasa también han sido descritos como agentes
antibacterianos y esta actividad biolégica se ha atribuido a la inhibicion de las
proteasas bacterianas implicadas en varios procesos fisioldgicos, asi como las
interacciones entre el inhibidor y la pared celular o proteinas de membrana de plasma
gque conduce a cambios en la permeabilidad celular y la induccién de la muerte de las

bacterias (Supuran y cols., 2002; Li y cols., 2007; Kim y cols., 2009).

El ensayo revel6 la formacion de zonas de inhibicién del crecimiento (zona clara que
carecia de crecimiento bacteriano) que van de 12 a 18 mm alrededor de discos de

papel que contienen el inhibidor purificado.

K) Posible toxicidad de los inhibidores de proteasa

Entre los efectos toxicos de una dieta con alta presencia de estos inhibidores
encontramos: mala digestion, trastornos gastricos, agotamiento pancreatico,
hiperplasia pancreética, hipersecrecion pancreédtica de enzimas inactivas (debido al
mecanismo pancreatico para compensar la actividad de las proteasas), déficit de
vitamina B12 (anemia), disminucion de aminoécidos azufrados, reduccion de la

absorcion de grasas y retraso de crecimiento hasta el 40%.

Estos efectos se deben en parte a que las enzimas pancredticas (tripsina,
quimotripsina) son ricas en aminoacidos azufrados, la hipertrofia y/o hiperplasia
pancreética desvia estos aminoacidos esenciales de la sintesis proteica para sintetizar

mas enzimas generando un retraso en el crecimiento del animal.

4. CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo sobre los inhibidores de proteasas de las
legumbres, encontramos varias ideas contrastadas, de las cuales destacan las mas

relevantes a continuacion.

- El grado de inhibicion de los inhibidores de proteasas de las leguminosas
depende de la temperatura, el tiempo de tratamiento, el volumen del alimento y
el contenido de agua del mismo, asi como de los demés componentes

presentes en la legumbre. Es importante conseguir un grado de inhibicion tal
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gque se desactiven los inhibidores de proteasa de la legumbre pero que siga

conteniendo los nutrientes favorables para el organismo.

- Se ha probado que el inhibidor de Bowman-Birk derivado de la soja reduce la

carcinogénesis in vivo.

- La capacidad de inhibidor de Bowman-Birk para suprimir la carcinogénesis en
los diferentes sistemas estudiados supera con creces la capacidad de otros
compuestos de soja.

- Las preparaciones de inhibidor de Bowman-Birk purificado y concentradas se
han demostrado Gtiles como anticarcinogénico: (1) en tres especies diferentes
(ratones, ratas y hamsteres); (2) en varios tipos de sistemas de 6rganos y
tejidos [de colon, higado, pulmén, eso6fago, bolsa de la mejilla (epitelio oral), y
en células de origen hematopoyético]; (3) en las células de origen tanto del
tejido epitelial y conectivo; (4) cuando se administra a los animales por varias
vias de administracion (incluyendo la dieta); (5) en diferentes tipos de cancer

inducidos por una amplia variedad de carcinbgenos quimicos Yy fisicos.

- En el concentrado de inhibidor de Bowman-Birk (BBIC), la actividad
anticancerigena ha demostrado ser la actividad de inhibidor de la
quimotripsina, que esti presente en la soja s6lo en BBIl. BBIC puede
considerarse un agente quimiopreventivo prometedor del cancer en los seres

humanos.

- Los inhibidores de proteasa son eficaces como agentes anticancerigenos en
concentraciones molares extremadamente bajas, por lo que se reduce al

minimo la posible toxicidad derivada de su uso.

- Los mecanismos precisos por los que los inhibidores de la proteasa inhiben la

carcinogénesis son desconocidos.

- Se ha demostrado que el inhibidor de Bowman-Birk, mediante sus propiedades
anti-inflamatorias, protege las neuronas de la neurotoxicidad mediada por
macréfagos activados. Los datos proporcionan evidencia clara del papel
esencial de la IL-10 en la supresion mediada por BBI en la EAE, e indican que
BBI podria ser un candidato prometedor para el desarrollo de una nueva

terapia anti-inflamatoria.
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- La digestibilidad de nutrientes se redujo en los animales alimentados con

inhibidor de tripsina de soja.

- Los inhibidores Bowman-Birk tienen propiedades antioxidantes, reduciendo la
produccién de radicales libres.

- Los inhibidores de Bowman-Birk tienen propiedades que evitan la pérdida de
cabello.

5. CONSIDERACIONES FINALES

Dado el alto consumo de legumbres y la importancia que adquiere el grado de coccidn
de estas, llama la atencion el escaso nimero de articulos o estudios realizados sobre
este tema, considerando la relevancia que tiene en el organismo, y los problemas que
pueden derivarse. Es muy importante el grado de coccién de las legumbres para
conseguir, por un lado, que se reduzcan al minimo los inhibidores de proteasas para
no interferir en la digestién ni absorcién ,y por otro lado, que se mantengan lo maximo
posible los demas componentes/nutrientes que contienen las legumbres. Por ello es
importante estudiar el grado adecuado de coccion de las distintas legumbres en
funcion del contenido de inhibidores de proteasas y nutrientes tras el proceso térmico y
el tipo de digestion y el grado de absorcion que obtenemos en cada caso, asi como su

significacion estadistica real en poblaciones amplias.
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