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Resumen

Las lectinas de leguminosas son proteinas con la capacidad de reconocer
carbohidratos que se encuentren integrados a membrana o que estén de manera
libre. Son consideradas factores antinutricios porque afectan la biodisponibilidad de
nutrimentos. La fraccion concentrada de lectinas (FCL) del frijol Tépari (Phaseolus
acutifolius) presenta capacidad citotoxica selectiva en lineas celulares de céncer,
asi como la capacidad para inhibir tumores de colon en etapa temprana en ratas.
En estudios in vivo nuestro grupo de trabajo ha determinado que presenta buena
tolerabilidad, sin afectacion sistémica, sin embargo, se presentaron efectos
antinutricios como la pérdida en la ganancia de peso del 10% en las ratas tratadas.
Lo anterior hace necesario el estudio sobre sus efectos sistémicos y remanentes en
ratas de diferentes edades, considerandose importante en el desarrollo de un
farmaco. Se utilizaron ratas Sprague Dawley sanas adquiridas de la INB-UNAM de
5y 25 semanas de edad. Los esquemas de tratamiento fueron: estudios a corto
plazo (6 semanas de tratamiento) tanto en ratas adultas como jévenes sanas;
estudio intermitente (2 periodos de 6 semanas de tratamiento y 2 semanas
intermedias de descanso) con ratas jovenes en donde se realizaron sacrificios los
dias 1, 9, 22, 43, 57, y 100 para observar efectos remanentes y sistémicos; estudio
sostenido (12 semanas de tratamiento) con ratas jovenes. Los animales se pesaron
y midieron semanalmente y se determiné el consumo de alimento. Al finalizar el
tratamiento correspondiente se realizaron pruebas bioquimicas como biometrias
hematicas, proteinas totales, albumina, creatinina, urea, a-amilasa, insulina, ALT y
glucosa. El higado, pancreas, intestino delgado y grueso, timo y bazo se pesaron,
se midieron y se realizaron su andlisis histopatoldgico. No se encontraron efectos
sistémicos y antinutricios tras la administracion subcrénica de la FCL con ratas
adultas y jovenes, sin embargo, se observé hipertrofia pancreéatica. En el
experimento intermitente en ratas jovenes se observo disminucién en la ganancia
de peso del 4%, al dia 9 se presenté aumento en la proporcion de granulocitos e
incremento de la pulpa blanca en bazo, el dia 43 se observo incremento de tamafio
de intestino delgado del 14% y disminucion del intestino grueso del 21%, atrofia
intestinal, asi como hipertrofia pancreatica. Tras el descanso de 2 semanas, se
revirtio la hipertrofia provocando atrofia pancreatica y al dia 100 se encontré que el
pancreas se recuperdé. En el tratamiento crénico no presentaron efectos sistémicos
ni antinutricios, excepto el incremento del tamafio del corazén. Los resultados
muestran que la administracion de la FCL provoca efectos adversos relacionados
con sus propiedades antinutricias sin efecto detrimental a nivel sistémico. Sera
necesario determinar si los efectos adversos se revierten por completo utilizando
esquemas mas largos de descanso.

Palabras clave: Efectos antinutricios, frijol Tépari, lectinas, Phaseolus acutifolius
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Summary

Legume lectins are proteins with the capacity to recognize membrane-integrated or
free carbohydrates. They are considered antinutritional factors because they affect
the bioavailability of nutrients. The Tepary bean (Phaseolus acutifolius) lectin
fraction (TBFL) has selective cytotoxic capacity in cancer cell lines, as well as the
ability to inhibit early stage colon tumors in rats. In vivo studies our working group
has determined that it presents good tolerability, without systemic affectation,
however, there were antinutritional effects as the loss in weight gain of 10% in the
treated rats. This makes it necessary to study its systemic and residual effects in
rats of different ages, considered important in the development of a drug. Healthy
Sprague Dawley rats acquired from the INB-UNAM at 5 and 25 weeks of age were
used. The treatment schemes were: short-term studies (6 weeks of treatment) in
both adult and healthy young rats; intermittent study (2 periods of 6 weeks of
treatment and 2 intermediate weeks of rest) with young rats where sacrifices were
made on days 1, 9, 22, 43, 57, and 100 to observe residual and systemic effects;
sustained study (12 weeks of treatment) with young rats. Weekly the animals were
weighed and mesure, the food consumption was determined and at the end of the
corresponding treatment, biochemical tests were performed, such as blood
biometrics, total proteins, albumin, creatinine, urea, a-amylase, insulin, ALT and
glucose. The liver, pancreas, small and large intestine, thymus and spleen were
weighed and measured, performing histopathological analysis. No systemic and
antinutritional effects were found after subchronic administration of TBFL with adult
and young rats, although pancreatic hypertrophy was observed. In the intermittent
experiment in young rats there was a decrease in weight gain of 4%, on day 9 there
was an increase in the proportion of granulocytes and an increase in the white pulp
in the spleen, on day 43 an increase in the size of the small intestine was observed
14% and 21% bowel reduction, intestinal atrophy, as well as pancreatic hypertrophy.
After the 2-week rest, pancreatic hypertrophy reverted and atrophy was observed,
and by day 100 it was found that the pancreas recovered. In the chronic treatment,
there were no systemic or antinutritional effects, except for the increase in heart size.
The results show that the administration of TBFL causes adverse effects related to
its antinutritional properties without detrimental effect at the systemic level. It will be
necessary to determine if the adverse effects are reversed completely using longer
resting patterns.

Key words: Antinutritional effects, lectins, Tepary bean, Phaseolus acutifolius
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.  INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que comparten en comun la
propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a carbohidratos, ya sean
libres o que formen parte de estructuras mas complejas (Hernandez-Diaz y col.,
1999 y Priescaru, 2005). Presentan afinidades de acuerdo a la estructura de sus
grupos proteico y glucosidico. El efecto resultante dependera de su receptor o de
su antigeno (Bencomo vy col., 1985; Bird, 1988; Mufioz y col., 1993; Alvarez y col.,
1996; Garcia y col., 1999; Garcia y col., 2001; Aguilar-Garcia, 2004; Merlin y col.,
2006;). La unidn de las lectinas a diversas fracciones glucidicas, principalmente en
células del tracto digestivo, provocan que la absorcién de los nutrimentos disminuya
por una reduccion de la capacidad de los transportadores especificos de
nutrimentos, por lo que son consideradas como factores antinutricios (Campion y
col., 2008).

Las lectinas de los alimentos son capaces de resistir la digestion (Rhodes, 1999;
Lajolo y Genovese, 2002; Ferriz- Martinez y col., 2015) ya que presentan una union
efectiva con los receptores de las membranas celulares epiteliales del intestino,
ademas resisten la degradacion por parte de las bacterias intestinales (Pusztai y
Bardocz, 1996). Por dicha razon sobreviven al paso a través del tracto digestivo y
permanecen en su forma biolégica e inmunoldgica intactas (Rhodes, 1999; Lajolo y
Genovese, 2002; Ferriz-Martinez y col., 2015). Se ha reportado que las lectinas se
recuperan con sus propiedades integras después de pasar por el tracto

gastrointestinal de ratones en un periodo de 24 h (Nakata y Kimura, 1985).

Las lectinas purificadas de leguminosas como son el frijol y la soya afectan el
crecimiento de las ratas e inducen alargamiento del intestino delgado causando
dafio al epitelio y estimulando la hipertrofia e hiperplasia del pancreas. Se ha
reportado una reduccion en la actividad de la maltasa e invertasa en la mucosa
intestinal, asi como la interferencia con el transporte de glucosa. A niveles elevados,
las lectinas de frijoles inducen deplecion del cuerpo y del musculo esquelético,

lipidos y glucégeno (Lajolo y Genovese, 2002).
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El frijol Tépari es muy toxico en su estado crudo causando gran pérdida de peso,
utilizacion neta negativa de proteinas, pobre digestion de las mismas y la muerte de
ratas y ratones al cabo de 10 dias. Navarro y col. (1978) reportaron que la
administracion intragastrica de un extracto salino de frijol Tépari a ratas causo
destruccion extensa de las microvellosidades de las células intestinales ademas de
romper el contorno del reticulo endoplasmico. Estos autores atribuyen la toxicidad
y el pobre valor nutritivo del frijol Tépari a las altas concentraciones de
fitohemaglutinina (Osman y col, 2003). En el estudio de la toxicidad aguda en ratas
Sprague Dawley a las que se les administré una fraccion concentrada en lectinas
de frijol Tépari (FCL) por via intragéstrica, se observaron signos clasicos de
toxicidad por lectinas con las dosis mas altas probadas (300 y 2000 mg/kg de peso
corporal) tales como diarrea, piloereccion y aletargamiento, con total recuperacion
después de 48 h. No se observaron alteraciones histopatoldgicas en colon, intestino
delgado, estbmago, higado, rifiones, corazén, pulmones, timo y bazo. La dosis de
50 mg/kg de peso mostré buena tolerabilidad sin toxicidad sistémica y un efecto
positivo sobre el numero de leucocitos, por lo que se utilizé dicha dosis para el
estudio de toxicidad subcronica, en el que tampoco se observaron alteraciones
(Lopez-Sanchez y col., 2010). Resultados recientes sugieren que las lectinas de
frijol Tépari resisten a la digestion ya que se encuentra actividad aglutinante en
heces de ratas 24 y 72 horas posteriores a la administracion de una dosis de 50 mg
de una fraccién concentrada en lectinas/kg de peso (Ferriz-Martinez y col., 2015).
La FCL ha mostrado efecto inhibitorio de la tumorogénesis temprana en colon de
ratas mediante la induccién de apoptosis (Moreno-Celis y col., 2017). Por lo anterior,
existe interés por desarrollar una aplicacion farmacologica utilizando lectinas de frijol
Tépari contra cancer de colon. Sin embrago, es necesario caracterizar los efectos
adversos de la administracion oral de estas lectinas a fin de conocer los dafios que

podria producir y si éstos son reversibles.
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.  ANTECEDENTES
2.1 Frijol Tépari

El Frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) es nativo del desierto de Sonora en
Norteamérica. Es una leguminosa que se caracteriza por su alta resistencia a
sequias, a sales, a plagas y se adapta perfectamente a zonas aridas y semiaridas.
Ademas, tiene un ciclo de produccién muy corto, sus semillas son de alta calidad
proteinica, por lo cual ha sido utilizado para mezclarse con el frijol comun
(Phaseolus vulgaris) para su mejoramiento (LOpez-Soto y col, 2005). Es una
leguminosa poco consumida por el humano ya que necesita prolongados tiempos
de coccién. Posee compuestos antinutricios como inhibidores de proteasas, fitatos
y lectinas, que son eliminados casi en su totalidad por coccién, lo que hace seguro
su consumo. Las lectinas del frijol Tépari son encontradas en menor concentracion
gue en otros frijoles, pero tienen mayor actividad hemaglutinante (Gonzélez de
Mejia y col, 1989; Osman y col, 2003). Tanto los taninos como los inhibidores de
tripsina se encuentran en mayor cantidad en Frijol comun que el frijol Tépari

(Reynoso y col. 1988).
2.1.1 Lectinas como factores antinutricios

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que comparten en comun la
propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a carbohidratos, ya sean
libres o que formen parte de estructuras mas complejas (Hernandez-Diaz y col.,
1999; Gonzalez de Mejia y Priescaru, 2005). Presentan afinidades de acuerdo a la
estructura que presentan en sus grupos proteico y glucosidico. El efecto resultante
dependera de su receptor o de su antigeno (Bencomo y col., 1985; Bird, 1988;
Mufioz y col., 1993; Alvarez y col., 1996; Garcia y col., 1999; Garcia y col., 2001;
Aguilar-Garcia, 2004; Merlin y col., 2006;). La unidn de las lectinas a diversas
fracciones glucidicas, principalmente en células del tracto digestivo, provocan que
la absorcion de los nutrimentos disminuya por una reduccion de la capacidad de los

transportadores especificos de nutrimentos (Campion y col., 2008).
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Las lectinas de los alimentos son capaces de resistir la digestion (Rhodes, 1999;
Lajolo y Genovese, 2002; Ferriz-Martinez y col., 2015) ya que presentan una union
efectiva con los receptores de las membranas celulares epiteliales del intestino,
ademas resisten la degradacion por parte de las bacterias intestinales (Pusztai y
Bardocz, 1996), por lo que sobreviven al paso a través del tracto digestivo y
permanecen en su forma biolégica e inmunoldgica intactas (Rhodes, 1999; Lajolo y
Genovese, 2002; Ferriz-Martinez y col., 2015). Se ha reportado que las lectinas se
recuperan con sus propiedades integras después de pasar por el tracto
gastrointestinal de ratones en un periodo de 24 h (Nakata y Kimura, 1985). Se ha
observado que la aglutinina de soya en ratas se encuentra intacta en su forma libre
en un 8% después de su administracion (Lajolo y Genovese, 2002). Un estudio
demostré que la mayor parte de frijol Kintoki, administrada a ratones mediante
canula intragastrica, se encontro en el tracto digestivo a niveles de 88.7%, 99.4%,
99.5% y 78.6% después de 0.5, 2, 5 y 24 h posteriores a la intubacion,
respectivamente (Hara y col., 1984). La Concanavalina A fue recuperada el 90% de
esta en heces fecales de ratas a las 4 horas después de su administracién oral
(Nakata y Kimura, 1985).

En el caso de las lectinas del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) se ha encontrado
gue pueden interferir en la funcién intestinal causando cambios en el metabolismo
como disminucion de la glucosa, lipidos, vitamina B12 y de la disponibilidad del
nitrégeno hierro y zinc (Welch y House 1984, Welch y Graham 2004; Castillo-
Villanueva y Abdullaev, 2005). La soya reduce la produccion de insulina de las ratas
(Pusztai y Bardocz, 1996) afectando la salud del sujeto (The World Health Report,
2002). Ademas, las fitohemaglutininas dafian las paredes intestinales y causan
sobrecrecimiento microbiano en el lumen principalmente de coliformes (Pusztai y
col., 1993), también, reducen la tasa fraccional de sintesis de proteinas en musculo
esquelético (Palmer y col. 1987, Bardocz y col., 1992) y ademas se sugiere que
aparece una interrupciéon del borde en cepillo del enterocito, reduciendo tanto la
viabilidad de las células epiteliales, como la hiperplasia en las criptas y aumento en

el peso del tejido (Pusztai, 1991).
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Entre las lectinas, la lectina PHA es peligrosa para la salud de los mamiferos y
algunos autores refieren que la Arcelina, es considerada toxica para algunos
insectos (Osborn y col.,, 1988), mientras que a-Al, presente en todas las
leguminosas, parece reducir la eficiencia de la utilizacion de proteinas y los lipidos
de la dieta y retarda el crecimiento de las ratas (Pusztai y col., 1995). El tratamiento
térmico aplicado a las semillas o harinas (es decir, coccién de frijoles para el
consumo humano) desnaturaliza en gran medida a las lectinas y con ello su
toxicidad (Antunes y col., 1980; Bender y Reaidi 1982). Aunque los riesgos de
toxicidad aguda son bajas, la exposicion prolongada a las lectinas en niveles bajos,
puede ser perjudicial para la salud humana y animales monogastricos (Belmar
Casso, 1998).

Las ratas alimentadas con Phaseolus vulgaris muestran cambios morfol6gicos
incluyendo la hipertrofia del rifién, corazén, atrofia pancreética acinar, higado graso
y multiples lesiones histologicas como es el caso de la atrofia del timo, ulceracion
del epitelio intestinal (Liener, 1989, Pusztai, 1989; Gueguen y col., 1993), necrosis
del intestino (Herzing y col., 1997) atrofia muscular, modulacion del sistema
endocrino, aumento en el catabolismo proteico, lipidico y de carbohidratos
corporales; inhibicion del crecimiento e incluso produciendo la muerte (Pusztai,
1989). También se ha visto que las leguminosas Erythrina poeppigianaand y
Erythrina steyermarkii tienen efectos mitogénicos (Quesada y col., 1998).

Las lectinas purificadas de frijoles o de soya afectan el crecimiento de las ratas e
inducen alargamiento del intestino delgado causando dafio al epitelio y estimulando
la hipertrofia e hiperplasia del pancreas. Se ha reportado una reduccién en la
actividad de la maltasa e invertasa en la mucosa intestinal, asi como la interferencia
con el transporte de glucosa. A niveles elevados, las lectinas de frijoles inducen
deplecién del cuerpo y del musculo esquelético, lipidos y glucégeno (Lajolo y
Genovese, 2002). Existen reportes de que la Concanavalina A, una potente lectina,
tiene efectos depresores del consumo. Entre las leguminosas destacan por su alto
contenido de lectinas Psophocarpus tertanologobus, Canavalia ensiformis,

Phaseolus lunatus y Vigna unguiculata. Algunas lectinas son termolabiles y también
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se ha demostrado su solubilidad en medios alcalinos (Ologhobo y col., 1993,
D’Mello, 1995).

Estudios han reportado que el frijol Tépari es muy toéxico en su estado crudo
causando pérdida de peso, utilizacién neta negativa de proteinas, pobre digestion
de proteinas y la muerte de ratas y ratones al cabo de 10 dias. Sotelo y col. (1983)
reportaron que la administracion intragastrica de un extracto salino de frijol Tépari a
ratas causo destruccion extensa de las microvellosidades de las células intestinales
ademas de romper el contorno del reticulo endoplasmico. Estos autores atribuyen
la toxicidad y el pobre valor nutritivo del frijol Tépari a las altas concentraciones de
fitohemaglutinina (Osman y col., 2003). En el estudio de una fraccion concentrada
en lectinas (FCL) de frijol Tépari, la toxicidad aguda en ratas Sprague Dawley mostro
signos clasicos de toxicidad por lectinas con las dosis mas altas probadas (300 y
2000 mg/kg de peso corporal) tales como diarrea, piloereccion y aletargamiento,
dichas lectinas se podrian recuperar después de 48 h. No fue reportada ninguna
alteracion histopatologica en colon, intestino delgado, estémago, higado, rifiones,
corazén, pulmones, timo y bazo. La dosis de 50 mg/kg de peso mostré6 buena
tolerabilidad sin toxicidad sistémica, asi como efecto positivo sobre el nimero de
leucocitos, por lo que se utilizd dicha dosis para el estudio de toxicidad subcronica,
en el que tampoco se observaron alteraciones, excepto por pérdida en la ganancia
de peso de hasta el 10% (Lépez-Sanchez y col., 2010; Ferriz-Martinez y col., 2015).
Resultados recientes sugieren que las lectinas de frijol Tépari resisten a la digestion
ya que se observo actividad aglutinante en heces de ratas 24 y 72 horas posteriores
a la administracion de una dosis de 50 mg de una fraccion concentrada en

lectinas/kg de peso (Ferriz-Martinez y col., 2015).
2.1.2 Lectinas y toxicidad

Las leguminosas son relativamente toxicas para el hombre y los animales debido,
en parte, a la presencia de lectinas. Dichas proteinas representan una herramienta
importante para la investigacion estructural y funcional de carbohidratos complejos,

para la evaluacion de cambios a nivel de la superficie celular y para la identificacion
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de células de cancer (Garcia y col., 2005; Campion y col., 2009; Garcia y col., 2009;
Singh y col., 2012). Existen evidencias claras de que aparte de ser factores
antinutricios, ciertas lectinas tienen efectos tdxicos que pueden llegar a ser letales,
tal es el caso de la ricina que fue la primera lectina descrita en cuanto a la capacidad

toxica en humanos (Pita y col., 2004).

A mediados del siglo XIX, Wander y Waddell identificaron la toxicidad de un
concentrado de los frutos de Abrus precatorius. Mas tarde, Dixon también obtuvo
un concentrado altamente toxico de Ricinus communis. Fue hasta finales del siglo
XIX que obtuvieron las primeras evidencias de la presencia de proteinas en los
extractos de plantas con la habilidad de aglutinar eritrocitos a las que llamé
hemaglutininas o fito-hemaglutininas. En 1888, Stillmark describié que los extractos
de ricino y otros vegetales eran capaces de aglutinar eritrocitos de animales. En ese
mismo afio Hellin demostr6 que la abrina era una fraccion toxica hemaglutinante de
Abrus precatorius (Pita y col., 2004; Singh y col., 2012). Tanto la abrina como la
ricina fueron estudiadas por Paul Ehrlich en 1890 y fueron probadas como antigenos

en estudios inmunoldgicos (Endo y Tsurugi, 1987; Vazquez-Luna y col., 2012).

Las leguminosas rara vez son consumidas por los humanos sin un previo
tratamiento térmico. En experimentos cortos, las lectinas purificadas de frijoles o de
soya afectan el crecimiento de las ratas e inducen un alargamiento del intestino
delgado causando dafo al epitelio y estimulando la hipertrofia e hiperplasia del
pancreas. Se ha reportado una reduccion en la actividad de la maltasa e invertasa
en la mucosa intestinal, asi como la interferencia con el transporte de glucosa. A
niveles elevados, las lectinas de frijoles inducen deplecién del masculo esquelético,
lipidos y glucégeno (Lajolo y Genovese, 2002). En estudios in vivo e in vitro se ha
observado que muchas lectinas son toxicas en células de mamiferos ya que se unen
a las glicoproteinas del tracto gastrointestinal, por lo que pueden interferir
reduciendo el crecimiento celular, deteriorando la integridad del epitelio intestinal,
afectando la absorcion y la utilizacion de los alimentos (Lajolo y Genovese,
Gonzalez Mejia y Prisecaru, 2005; Hernandez-Cruz y col., 2005). La muerte de los

animales causada por las lectinas puede ser producida por diferentes mecanismos
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gue incluyen sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado, ademas de la
accion de las lectinas sobre las células sanguineas (Reynoso y col., 2003). Sin
embargo, no todas las lectinas son téxicas, esto es dependiente de la dosis y el tipo,
mientras que otras como las de frijol rojo son altamente tdxicas y la gran mayoria

es destruida por tratamientos térmicos (Rhodes, 1999).
a) Toxicidad de las lectinas: Estudios clinicos

Diferentes estudios epidemiolégicos indican que el consumo de una dieta basada
en vegetales se encuentra fuertemente asociada con una disminucion en el riesgo
de desarrollar ciertos tipos de cancer. Esto se puede deber al hecho de que las
plantas contienen numerosos componentes activos fitoquimicos lo cuales pueden
alterar las vias bioquimicas asociados con la iniciacion, promocion o progresion del
cancer (Prisecaru, 2005). La especificidad que posee las lectinas ha
desencadenado numerosas aplicaciones en la ciencia de la medicina experimental
basica utilizando diferentes rutas de administracion (Hernandez-Cruz y col., 2005).
No obstante, es necesario considerar que la ingestiébn de éstas, algunas veces
causen envenenamiento (Freed, 1999).

A pesar de gque las lectinas tienen actividad antitumoral, presentan efectos adversos.
La toxicidad de algunas lectinas se caracterizO por su capacidad de inhibir
ribosomas y se clasifican en RIPs Il. La ricina es una lectina toxica que manifiesta
efectos secundarios como gripa, fatiga, dolor muscular ocasionalmente nausea y
vomito. Dicha sintomatologia se presenta posterior a las 4-6 horas de la
administracion con una duracion de 1 a 2 dias. En el caso de la abrina se reportaron
dos casos de muerte en la fase | de ensayos clinicos. En los pacientes se
presentaron ataques generales y signos de toxicidad a nivel sistema nervioso
central (Castillo y Adbullaev, 2005). La lectina del muérdago por otro lado causé en
tres casos clinicos choque anafilactico severo después de su administracion de
manera inyectada; dos de ellos presentaban cancer y uno sujeto era propuesto para

prevencion de cancer (Hutt y col., 2001).
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b) Toxicidad de las lectinas: Estudios in vivo

e Administracion inyectada

Las lectinas en los animales producen un efecto mas dafino cuando se administran
de manera inyectada que cuando son administradas de manera oral, debido a la
propiedad hemaglutinante y comportamiento como antigeno para el cuerpo (Badui,
1993). La ricina, abrina, crotina y toxinas relacionadas producen lesiones
patolégicas macroscoépicas y microscopicas similares. La intensa inflamacion con
destruccion de las células epiteliales, edema, hiperemia y hemorragias en los tejidos
linfaticos son muy comunes. Algunos signos de toxicidad pueden incluir
degeneracion de grasa y necrosis hepatica, lesiones degenerativas en el miocardio
y la extension y presencia de coagulos en los capilares de todos los érganos. En el
sitio de la aplicacion de la lectina frecuentemente se observan hemorragias locales.
La ricina es mas tdxica cuando se inyecta que cuando se administra oralmente.
Después de haber sido administrada la ricina de manera intravenosa tanto el tejido
y jugo intestinal de los conejos se vuelve altamente toxico sugiriendo que se
concentra en este tejido, sin embargo, no se detecta en orina. En lechones, la ricina
si atraviesa la barrera y aparece en la leche de los cerdos que estan lactando. En
gatos se observo también que la ricina causa disminuciéon de magnesio. En otro
estudio en ratas alimentadas con soporte nutricional parenteral (NPT) se observo
gue la administracion intravenosa de fitohemaglutinina (PHA) y de la aglutinina de
cacahuate (PNA) revierte de manera consistente la atrofia gastrointestinal y el

crecimiento pancreético asociado con la NPT (Jordinson y col, 1999).

Los efectos adversos mas importantes producidos por la lectina de frijol Tépari se
han observado en el timo y en el bazo. El timo present6 una disminucién significativa
de su peso mientras que el incremento en el tamafio del bazo concuerda con las
observaciones previas realizadas por Reyes-Rocha (2011), al estudiar la toxicidad
de las lectinas de lenteja y de chicharo via intraperitoneal. El incremento en el peso
del bazo pudiera deberse a un estimulo de linfocitos requerida para el sistema

inmune reaccionando a la lectina. La dosis letal media (LDso) observada para la
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lectina de frijol Tépari administrada por via intraperitoneal fue de 1100 y 1120 mg/kg
peso corporal para ratones machos y hembras, respectivamente. En comparacion
con otras leguminosas como la ricina con una LD50 de 0.028 mg/kg peso, todo esto
implica que la lectina del Frijol Tépari presenta menor toxicidad que la ricina, por lo
tanto, se podria utilizar con mas confiabilidad en estudios clinicos de cancer
(Reynoso y col., 2003). La inyeccion intraperitoneal del extracto crudo del Frijol
Tépari presentd efectos crudos, sin embargo, al someterlo a autoclave se produjo

una pérdida de la toxicidad por via intraperitoneal (Osman y col., 2003).

e Administracion oral

Se considera que la adherencia de las lectinas de plantas a las células del tracto
gastrointestinal atrofia las vellosidades intestinales, también bloquean la absorcion
de nutrimentos, como el nitrégeno proteico, vitamina B12, minerales entre otros.
Ademas, adelgazan las paredes de los intestinos haciéndolos mas laxos y tienen
una menor capacidad para realizar sus funciones (Banwell y col.,, 1983; Ros-
Berruezo y col., 2010). En el caso extremo de toxicidad se provoca la muerte del
animal tras la administracién de lectinas, esto puede ser producido por diferentes
mecanismos incluyendo la reduccion de la disponibilidad de nitrégeno en el cuerpo,
la induccidn de la proliferacion y sobrepoblacion bacteriana en el intestino delgado,
tiene efectos sobre las células sanguineas e incluso en la inactivacion de las
proteinas de ribosoma (Banwell y col., 1983; Girbés, 2000). Para leguminosas como
Phaseolus vulgaris se muestra una clara relacion entre especificidad
hemaglutinante y toxicidad dado que se muestra dafio en el borde estriado de las
vellosidades del duodeno y yeyuno e interfieren con la utilizaciéon de nutrimentos a
nivel intestinal, inhibe la digestién de carbohidratos de la dieta y la absorcion de

glucosa en el intestino (Banwell y col., 1983; Ros- Berruezo y col., 2010).

Estudios in vivo en donde se administré la fitohemaglutinina del frijol purificada en
la dieta de ratones se redujo el grado de crecimiento tumoral de una manera
dependiente de dosis, sugiriendo una competencia por los nutrimentos entre el

epitelio intestinal normal y el desarrollo del tumor (Lajolo y Genovese, 2002). Debido
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a gue ciertas lectinas son letales si se ingieren en altas concentraciones, es
necesario evaluar su toxicidad sistémica para que las lectinas de nuevas fuentes se
administren con propdésitos terapéuticos (Reynoso y col., 2003). Muchos de los
efectos toxicos son dependientes de la interaccion con la flora intestinal, debido a
qgue dichas lectinas son resistentes a la digestion, lo que puede causar lesiones e
interferencias con la absorcion de nutrimentos. Ademas, las lectinas pueden ser

internalizadas y circular intactas en la sangre periférica (Rhodes, 1999).

La administracion oral de la lectina PHA de frijol comdn en ratas, a dosis elevadas
de 0.5-1 g /kg de peso corporal durante un periodo de 10 dias, resulté en una
pérdida de musculo esquelético de aproximadamente el 30%. Ademas se
presentaron cambios atroficos en el timo y bazo y moderada reduccion del peso del
higado, principalmente a causa de la pérdida de lipidos y glucégeno, ademas de un
ligero agrandamiento de los rifiones (Pusztai y Bardocz, 1996). La ingestién de una
dieta con frijol rojo en ratas produjo disminucién en el peso corporal e indujo el
crecimiento del epitelio del intestino delgado, hiperplasia de las criptas y sintesis de
DNA (Diaz-Gonzélez, 2010). La administracion de altas dosis de la lectina purificada
de frijol rojo produjo dafos a la mucosa intestinal sin embargo, al administrarse a
dosis menores (0.01 a 0.2 g/kg peso corporal) no presentd manifestaciones o
efectos antinutricionales en los animales y condujo a un incremento hiperplasico
reversible dosis-dependiente de la pared intestinal. Se ha observado que la
exposicién durante 3 dias a la preparacién cruda del frijol rojo, que contiene el 25%
de lectina, afect6 a cerdos provocando la disminucion de crecimiento y algunos
desarrollaron diarrea posterior a la primera administracion, recuperandose a las 24
h (Radberg y col., 2001).

El estudio de una fraccion concentrada en lectinas (FCL) de frijol Tépari
administrada por via intragastrica mostré6 un NOAEL de 50 mg/kg peso (Lépez-
Sanchez y col., 2010), no observandose efectos toxicoldgicos en los marcadores
bioquimicos hepaticos, pancreaticos, hematoldgicos, e incluso histolégicos. Lo

anterior sugiere una buena tolerabilidad sin embrago, se ha observado disminucion
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en el consumo de alimento y pérdida de la ganancia de peso corporal hasta en un

10% (Ferriz-Martinez y col., 2015), lo que sugiere un efecto antinutricio.
c) Toxicidad de las lectinas: estudios in vitro

El efecto antitumoral por parte las lectinas estdn asociados a procesos
antiproliferativos, de diferenciacion, proliferacién, apoptosis, necrosis y autofagia
mediados por receptores de superficie. Los efectos bioquimicos que se han
reportado de las lectinas de las plantas en las células malignas son la inhibicion de
la sintesis de DNA, RNA y proteinas (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). Ciertas
lectinas pueden producir mitogénesis de linfocitos, agregacién de inmunoglobulinas
e inducir la liberacién de histamina desde los basdfilos y mastocitos. La interaccion
célula y lectina se basa en la afinidad con los grupos glicosilados presentes en la
membrana celular. Los cambios pueden influir en propiedades celulares tales como
la agregacion y deformaciéon de eritrocitos, permeabilidad, resistencia eléctrica y
propiedades de unién a mitbgenos, hormonas y receptores de lipoproteinas (Diaz-
Gonzalez, 2010).

Estudios han mostrado una fuerte correlacion entre ciertos modelos de unién y su
accion bioldgica en varios tumores. En la lectina de trigo (WGA) induce citotoxicidad
mediada por macrofagos en contra de las células de cancer de vejiga T-24. La
lectina de trigo, WGA, indujo condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear
y liberacién del DNA, la cual es consistente con apoptosis (Gonzéalez de Mejia y
Prisecaru, 2005). La actividad antitumoral de los monocitos sanguineos puede ser
inducida por la WGA, siendo capaces de producir citotoxicidad a 4 diferentes lineas
celulares carcinoma de vejiga T-24, melanoma A-375, carcinoma renal ACHN y
glioblastoma U373MG. Se han realizado estudios con aglutinina de haba VFA (Vicia
faba) sobre la proliferacion celular, la incorporacion de aminoacidos y en la
diferenciacion de 3 lineas celulares derivadas de adenocarcinoma colorrectal
(LS174T, SW1222 y HT29). En las 3 lineas se observo agregacion e incremento en

la diferenciacion de las lineas celulares de una manera dosis-dependiente y
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reversible que no esta asociada a citotoxicidad con un aumento de incorporacion de

aminoécidos (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005).

La FCL de frijol Tépari presento efectos importantes sobre la proliferacion celular de
fibroblastos transformados 3T3/v-mos asociados a la presencia de una lectina en la
fraccion proteinica estudiada. Presenta un efecto citotoxico diferencia sobre células
normales y cancerigenas en funcion de la concentracion La FCL presenta efecto
selectivo por lineas celulares de cancer de colon CaCo2 y de cancer de mama MCF-
7 (Garcia-Gascay col., 2012).

2.2 Lectinas e interacciones celulares

La gran importancia de las lectinas se debe fundamentalmente a sus propiedades
de reconocer y enlazarse especificamente a carbohidratos de membrana
(Hernandez-Diaz y col., 1999). El sitio de unién del carbohidrato en la mayoria de
las lectinas de leguminosas involucra una combinacién de puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas y fuerzas de Van der Waals (Linda y col., 2004). La
estructura cuaternaria de las lectinas también puede contribuir al reconocimiento del
glicano. La habilidad de cada subunidad de ligar azlcares individualmente puede
llevar a la Unica union cruzada de la estructura. Esta habilidad de formar estructuras
tipo red, permite a las lectinas a formar interacciones complejas con las superficies
de las células y glicoconjugados de la matriz que contienen sitios de unién multiples
gue determinan la actividad biolégica de las lectinas en las plantas, entre ellas
(Albersheim y Anderson, 2007; Vazquez—Luna, 2012):

e La interaccion con Gal-3 provoca mitosis celular.

e Laricina y abrina modifican quimicamente a los ribosomas y promueven
elongacién de la pared celular en el pifidn de la india.

e La interaccion de lectina con manosa esta vinculados con la defensa de
plantas.

e Unidn de bacterias fijadoras de nitrogeno en leguminosas.

e Proteccion contra fitopatdgenos.
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e Regulacion de mecanismos enzimaticos.

¢ Almacenamiento de nitrdgeno

e Proteccion contra agentes antivirales.

e Poseen actividad mitogénica, germinacion.
¢ Almacén de carbohidratos y glicoproteinas.
e Transporte.

e Movilizacién de sustancias de reserva.

e Elongacion de pared celular.

e Regulacion en el crecimiento.

En animales, las lectinas cumplen diversas funciones como (Hohl y Balsiger, 1988;
Berg, 2002; Hernandez-Cruz y col., 2005):

¢ Interaccién de lectina de unibn a manosa-manosa.

e Interaccion reversible entre carbohidratos-lectinas

e Regulacién de migracion y adhesion celular.

e Endocitosis y traslocacion intracelular de glicoproteinas.

¢ Reconocimiento de la adhesién no inmune en la fagocitosis.

e Reconocimiento y eliminacion de glicoproteinas y del sistema circulatorio, asi
como células envejecidas, células tumorales, microorganismos mediante
opzonizacién y la participacion de células con actividad fagocitica.

e Reconocimiento para diferentes organogénesis.

e Migracion de linfocitos.

e Factores determinantes de la metastasis.
2.2.1 Efecto de lectinas sobre eritrocitos.

Los eritrocitos estan definidos por antigenos que son la cadena de carbohidratos
unidos a ceramida que componen las glicoproteinas de la membrana de eritrocitos
en la sangre. Los antigenos situados en la membrana de los hematies reaccionan
con los anticuerpos y el resultado de la reaccion es la formacion de grumos de

hematies o aglutinados. En una trasfusion sanguinea, la aglutinacion del hematie
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degrada su membrana, hasta transformarla en un “grumo” el cual puede ser
fagocitado por los macrofagos (Pusztai y col.,, 1987; Sharon y Lis, 2004). Los

antigenos de los eritrocitos tienen las siguientes caracteristicas:

e Grupo O. El Antigeno H (Grupo O) esta compuesto por una galactosa,
una acetilglucosa, una galactosa y una fructosa, unida a la ceramida en
la primera galactosa.

e Grupo A. El Antigeno A (grupo A) esta compuesto por el antigeno Hy en
la galactosa mas externa tiene unida una acetilgalactosa.

e Grupo B. El antigeno B (grupo B), tiene la misma base del antigeno H,
pero tiene unida una galactosa al final.

e Grupo AB. El grupo AB tiene antigenos A y B alternados a lo largo en su
membrana y no posee antigenos H.

Existen antigenos adicionales, de manera que se pueden clasificar hasta 32 grupos
sanguineos. Todos los sujetos normales sintetizan un glucano central comun,
denominado antigeno O, que esté unido a un esfingolipido. Un Unico locus genético
codifica tres alelos comunes de una enzima glucotransferasa. El producto genético
del alelo O carece de actividad enziméatica, mientras que el producto génico del alelo
A transfiere una porcién N-acetilgalactosamina terminal y el producto génico del
alelo B transfiere una porcion galactosa terminal. La lectina obtenida de Phaseolus
lunatus es capaz de aglutinar a los eritrocitos humanos Grupo A, la lectina de la
semilla de Lotus tetragonolobus es especifica para eritrocitos humanos Grupo O y
la lectina de la semilla de Bandeirma simplicifolia es especifica para los hematies
humanos Grupo B. El extracto de semilla de Ulex europaus ha sido utilizado
ampliamente en los laboratorios como un reactivo para tipificar eritrocitos tipo O,
para determinar subgrupos de Ay AB y para identificar el caracter secretor de ciertos
individuos (presencia de substancia H en saliva). La lectina obtenida de la semilla
de Dolichos biflorus reacciona mas intensamente con los glébulos rojos del tipo Al
gue con los del tipo A, y esta circunstancia ha permitido su uso diagndstico para
identificar individuos del primer grupo. Otras lectinas de origen vegetal tienen una

especificidad menos definida: los extractos de Euonymus europmus contienen anti-
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B y anti-H, los de Sophora japonica aglutinan sangre del Grupo B mas intensamente
que la del Grupo A, en tanto que Marasmius oreades suministra extractos anti-B
(Micucci, 1987).

Ciertas lectinas vegetales también poseen especificidad para otros sistemas de
grupos sanguineos humanos: extractos de Bauhinia purpurea y Vicia graminea
poseen actividad anti-N. También se ha comprobado la actividad de ciertos
extractos de semillas frente a hematies animales; las lectinas de semillas de
Dolichos biflorus y Phaseolus vulgaris (anti-ABO) reaccionan frente a hematies de
cerdo, mientras que lectinas de Utex eurpmus y Phaseolus lunatus no lo hacen
(Micucci, 1987; Pusztai y col., 1987; Sharon y Lis, 2004).

2.2.2 Efecto de lectinas sobre linfocitos

Las selectinas L (tipo de lectina enddgena) presente en la superficie de los linfocitos
se unen especificamente a los hidratos de carbono en el revestimiento de los vasos
linfaticos nodos. La selectina L (CD62L) se expresa constitutivamente en la
membrana de granulocitos, monocitos y la mayoria de los linfocitos de sangre
venosa periférica. Al activarse estas células, la mayor parte de la selectina L es
eliminada de la membrana mediante un mecanismo enzimatico, el cual genera una
forma soluble de la molécula, que es liberada al medio extracelular. Las galectinas
participan en la regulacion de la respuesta inflamatoria. Galectina 1 se expresa en
el antigeno que estimula las células T, células B activadas y macrofagos (CITA).
Las lectinas vegetales pueden provocar diferentes efectos sobre linfocitos (Castillo-
Villanueva y Abdullaev, 2005, Hernandez-Cruz y col., 2005; Elifio-Esposito y col.,
2007):

e Adhesion celular.

e Activa la sefalizacion.

e Potenciaciéon de las respuestas de los neutrdfilos a otros estimulos.
e Estimulan la apoptosis.

e Mitosis.

25



e FEfectos citotoxicos.

e Aglutinacion.

2.2.3 Efecto de lectinas sobre plaquetas

Las selectinas P (lectinas enddgenas) se unen especificamente a los carbohidratos
en los ganglios linfaticos, el endotelio, o plaquetas activadas. La selectina P
(CD62P) se expresa constitutivamente, pero es almacenada en granulos
intracitoplasmicos de plaquetas y células endoteliales. Al activarse estas células, la
selectina P es translocada a la membrana plasmética, permitiendo la interaccion
con sus ligandos. Estas interacciones permiten la adhesion plaquetaria y, con ello,
aumento del riesgo cardiovascular (Saban-Ruiz, 2012). EI Cuadro 1 muestra el

papel de lectinas sobre la coagulacion.

Cuadro 1. Lectinas relacionadas con la coagulacién.

Lectina Especie de procedencia Diana Funcion
Mucetina mzéigse;ﬁsa%ﬁus GPIb Agonista plaquetario
Mucrocetina mzéi::)]seaisaﬁgfus GPIb Aglutinante
Flavocetina A Trimeresurus flavoviridis GPIb Antagonista plaquetario
Mumushigina Agkistrodon halys blomhoffli GPIb Agonista plaquetario
Alboaggregina B Trimeresurus albolabris GPIb Agonista plaquetario
Alboaggregina C Trimeresurus albolabris GPIb
Aglucetina Agkistrodon acutus GPIb Pro-aglutinante
Agkicetina Agkistrodon acutus GPIb Antiaglutinante
Echicetina Echis carinatus GPIb/IgMk Antagonista plaquetario
Agkistina Agkistrodon acutus GPIb Antiaglutinante/Antagonista plaguetario

2.2.4 Efecto de lectinas sobre espermatozoides

La funcibn de reconocimiento de los carbohidratos e membrana de
espermatozoides permite el reconocimiento por el ovocito. Los carbohidratos de

membrana de los espermatozoides son a-L-fucosa y N-acetil-glucosamina, estos
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interaccionaran con las lectinas. El contenido de a-L-fucosa disminuye en los
espermatozoides de cauda, lo que podria surgir como consecuencia de la accion de
fucosidasas de esta region Los residuos de N-acetil-glucosamina se incrementan
progresivamente en una poblacion de espermatozoides, desde la cabeza a la
cauda, por lo que se piensa que la enzima 3-NAG no cumplirian actividad catalitica
alguna. Sin embargo, no se puede descartar la accion conjunta de otras
glicosidasas, transferasas y/o proteasas que modifiquen los residuos en los
espermatozoides. La interaccion espermatozoide ZP es un proceso dependiente de
carbohidratos, mediado por el acido sialico con unioén a2, 3 a N-acetil-lactosamina
contenida en las glicoproteinas de la ZP de ovocitos de vaca. La interaccion entre
carbohidratos de membrana de espermatozoides y lectinas es irreversible y se
conoce la acciéon de diferentes lectinas vegetales sobre este tipo de células. Las
lectinas son utiles como marcadores de evaluacion de la morfologia espermatica,
del estado funcional de la poblacion y para predecir su valor fecundante (Van Lis y
Kalsbeek, 1973; Hafez, 1987; Velasquez y col., 2005; Montoya-Ureta y col., 2008).

El Cuadro 2 muestra el papel de lectinas utilizadas en reproduccién asistida.

Cuadro 2. Lectinas utilizadas en estudios de reproduccidn asistida.

Lectina Localizacion Secuencia oligosacaridica
reconocida
Con A Cannavalia enzyformis a-D-glucosa y a-D-manosa
WGA Triricum vulgaris N-acetilglucosamina y ac. Sialico.
PNA Arachis hypogaea B-galactosa
SBA Soja N-acetil-D-galactosamina
DBA Dolichos bilorus Metil-2acetamina-2-desoxi-D-
galactosa
PSA Pisim sativum Residuos de manosa
AAA Anguilla anguilla Restos de fucosa
LEA Licopersicum esculentum N-acetil-lactosamina
TPA Tetragonolobus purpureus Residuos de fucosa
UEA-I Ulex Europaeus Antigeno fucosilado H

2.2.5 Efecto de lectinas sobre bacterias

En las bacterias existen interacciones entre azlcares hidrofobicos y aminoacidos
aromaticos, tienen baja afinidad de unién a grupos de azucares hidroxilados con
enlaces de Van der Waals. La interaccidn reversible entre carbohidratos-lectinas
permite mecanismos de patogénesis como adhesion, proteccidén en la degradaciéon

proteolitica, incremento de solubilidad, proteccion del sistema inmunologico,
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variacion antigénica. Sin embargo, el uso de lectinas especificas permite el
reconocimiento para su deteccidon y eliminacion, la determinacion de la
patogenicidad de baterias y de parasitos, el reconocimiento de determinantes no
inmunes en la fagocitosis y el reconocimiento de determinantes de la adhesion
celular. De esta forma, diversas lectinas constituyen una nueva area de diagnostico
y tratamiento de diversas enfermedades (Weis y Drickamer 1996; Berg y col., 2002;
Annabel y col., 2005; Cordova Dévalos, 2009).

2.2.6 Efecto de lectinas sobre células tumorales

Las lectinas funcionan como marcadores de superficie para el reconocimiento de
células cancerigenas, se adhieren a la célula, afectan la transduccion de sefales,
causan citotoxicidad celular para posteriormente inducir apoptosis (Singh y Partha,
2012; Vazquez-Luna y col., 2012; Jiang y col., 2015). Para explicar el efecto
antitumoral de las lectinas a nivel bioguimico y molecular, se proponen diferentes
mecanismos de accion, incluida la induccién de apoptosis, citotoxicidad e inhibicién
de la proliferacion tumoral. Estas acciones tienen que ver con el enlace de la lectina
a los carbohidratos de membrana, a pesar de que este enlace es reversible y débil,
los muchos sitios de unién dan como resultado un enlace fuerte (Gonzalez de Mejia
y Prisecaru, 2005). Se ha sugerido que el efecto de las lectinas sobre células
cancerigenas esta asociado con su habilidad para modular el crecimiento, la
diferenciacion, proliferacién y apoptosis donde la mayoria de éstos esta mediada
por los receptores de superficie. Los efectos bioquimicos que se han reportado de
las lectinas de plantas en células malignas son la inhibicion de la sintesis de DNA,

RNA y proteinas (Schumacher y col., 1995; Kiss y col., 1997).

Un primer mecanismo describe la union de las lectinas a moléculas de adhesion de
superficie (epCAM) que participan en una gran variedad de sefales de traduccién
gue son importantes para la regulacién celular. Este es el caso de la aglutinina Vicia
fabba (VFA), la cual estimul6 la diferenciacion de células de colon, pero cuya accion
fue truncada por un anticuerpo monoclonal contra epCAM (Gonzalez de Mejia y

Prisecaru, 2005). Un segundo mecanismo sugiere que la lectina internaliza en la
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célula y afecta el proceso celular fundamental para la division celular. Un tercer
mecanismo explica que la lectina induce apoptosis por diversas vias (Castillo-
Villanueva y Abdullaev, 2005; Jiang y col., 2015): 1) Dependiente de la activacion
intracelular de la caspasa 8/FLICE, esta via requiere de la internalizacion de la
lectina e involucra su actividad inhibitoria ribosomal y de la sintesis de proteinas; 2)
A través de la activacion de caspasa 3y la ruptura de proteinas Poli (ADP-ribosa)
polimerasas (PARP); 3) Por la activacion de Bax (acelerador de apoptosis) y la
inhibicion tanto de Bcl-2 (supresor de apoptosis) como de telomerasas. Se ha
propuesto que las lectinas inducen la muerte celular apoptética a través de la
desfosforilacion de Akt en correlacion con la inhibicion de la actividad de la
telomerasa y la activacion de la caspasa 3 (Choi y col., 2004; Sasaki y col., 2014;

Moreno-Celis y col., 2017).

También se ha observado que son capaces de estimular el sistema inmunoldgico,
tal fue el caso de la lectina del frijol comun (Phaseolus vulgaris) que mostré una
accion mitogénica sobre las células inmunitarias ademas de tener la capacidad de
aglutinar las células malignas (Ferriz-Martinez y col., 2010). La lectina de la planta
Aralia elata (aralina) proteina inactivadora de ribosomas Tipo I, se une a una
lipoproteina de alta densidad HDL de 110 kDa que funciona como un receptor HDL,
lo que induce la apoptosis en células cancerigenas transformadas con virus

comparandolas con células no transformadas (Hiroko y col., 2014).

En estudios in vitro realizados en diferentes lineas celulares, entre ellas HT-29 de
cancer de colon y ZR-75-1 de cancer de mama, han mostrado que la TBFL de frijol
Tépari activa caspasa 3 y que la muerte celular no esta relacionada con necrosis
(datos no publicados). En células HT-29 se determiné que la TBFL provocé
apoptosis en un 42.2% e incremento la expresion de caspasa 3 y caspasa 9 pero
una disminucién de caspasa 8. La TBFL exhibi6 efectos antiproliferativos vy
proapoptoticos relacionados con una disminucion de la sefial de la proteina de la
via de transduccion Akt en su forma activada y un aumento de la actividad de la

caspasa 3, pero no a la activacion de p53 (Moreno-Celis y col., 2017).
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La activacion de Akt controla la supervivencia celular a través de la fosforilacion de
las dianas que dependen de ella, con el resultado neto del incremento en la
supervivencia celular, proliferacion, crecimiento y metabolismo. Las dianas para la
activacion de Akt pueden ser clasificadas en tres grupos distintos: proteinas
Akt

directamente dos proteinas apoptoticas, BAD y caspasa 9, inhibiendo su actividad

apoptéticas, factores de transcripcion y proteina-quinasas. fosforila
apoptoética y promoviendo por tanto la supervivencia celular. Los factores de
transcripcion pueden bien ser activados o inhibidos tras la fosforilacion de Akt.
Ademas, Akt activa el factor de transcripcion NF-kB, HIF-la y CREB, lo que tiene
CoOmo consecuencia un incremento en la transcripcion de genes anti-apoptéticos
(Pinzén y col., 2009). El Cuadro 3 muestra el efecto de diferentes lectinas sobre
células cancerigenas (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005; Gonzéalez de Mejia y

Prisecaru, 2005; Ferriz-Martinez y col., 2010):

Cuadro 3. Lectinas e interaccién con células cancerigenas.

Carbohidratos de
superficie que
interaccionan

lectinas

Interaccion entre diferentes lectinas y

, Efecto
lineas celulares

Tipo de cancer

Vejiga ND Mistletoe lectin I--- Carcinoma de vejiga e Antitumoral y citotéxico
Lectina P. cyrtonema: células MCF-7
Lectina hoja de mulberry: células MCF-7 e  Reconocimiento de la
TBFL frijol Tépari: células MCF-7 y ZR-75-1 presencia de cancer
GalNAcalpha1- Iscador de mama.
Mama Ser(Thr), Galectina -  Mistletoe—células de MAXF 401 NL e Defectosenla
1, a distroglicano  Aglutinina de soya --- MCF7 adhesién celular
SVL - Células T-47D e  Apoptosis
WGA--- Células de cancer de mama MCF7, o  Citotoxicidad

T47D, HBL 100, BT 20

e Defectosenla
adhesion celular

VCA (Viscum album, L coloratum): células e  Inhibicion de

de melanoma B16-BL6
Melanoma metastasico

Melanoma a distroglicano Concanavalina A: células de melanona induccic'J.n de
(Jasso y col.,, 2012).  humano A375 apoptosis.
+Lectina P. cyrtonema: células de e  Apoptosis
melanona humano A375 e Autofagia
VCA--- Melanoma B16-BL6 e Antimetastasico
e Inhibicién de la
angiogénesis

proliferacion dosis
dependiente, con
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Abrina — células T .

Citoaglutinacion

Leucemia ND Kurokawa Mushroom ---Leucemia U937 e Inhibicion de
Mistletoe lectin Il--- Leucemia U937 proliferacion
e Induccion de
DSA (Datura stramonium): C-6 glioma, diferenciacion
Cerebro ND U251, SNB-75, SNB-78. imeversible e inhibicion
de proliferacion
Concanavalina A: células HelLa
Lectina P. cyrtonema: células HelLa
Lectina S. Flavescens: células HelLa
AMML: carcinoma celular humano y células
Hela
TBFL frijol Tépari: células HelLa, SiHa y
C33A
AAL Agrocybe agerita
AHL - células HT-29 * Defectosenla
. . . adhesion celular
Alocasia cucullata—células de SiHa Citotoxici
. . . . ) : . itotoxicidad
Cervicouterino a distroglicano ATL --- células de ¢ SiHa e Autofadia
ATL --- OVCAR-5 células de carcinoma de ot
ovario e  Apoptosis
Lectina con semillas de Mezquite— células  ©  Antiproliferativo
Hela
Mistletoe lectin Il--- Células HeLa S3
SVL--- OVCAR-5 células de carcinoma de
ovario
PCL—Hela
Viscum album--- cancer ovarico
SVL - Células SiHa
e Defectosenla
Prostata (:Jjglectm.a-t d SVL---Células de cancer de prostata PC-3 adhe§ |9n celular
istroglicano Inhibicién de la
proliferacion
VCA (Viscum &lbum, L coloratum): Sk,
Hep-1, Hep3B
Concanavalina A: carcinoma hepatocellular
Muérdago: carcinoma hepatico humano
Muérdago: carcinoma hepatocellular e Inhibicion de la
Aglutinina Pinellia ternata: células de telomerasa.
. hepatocarcinoma Bel.7404 e  Apoptosis
Higado ND VAA-I: células de Hepatocarcinoma e Autofagia
SMMC7721 e Activacion de células
AHL - células HEP-2 NK
Lectina Pleurotus ostreatus --- células H3B.
Aglutinina de soya—Hepatoma Hep-G2
SVL--- Hep?2
\/CA--- Hepatocarcinoma SK-Hep-1
SWA (Triticum aestivum)--- mucosa celular
gastrica
PHA (Phaseolus vulgaris) --- TUbulo-
a distroglicano vesiculas de las células gastricas. e Defectos enla
Estomago PNA (Arachis hypogaea) --- Células

parietales gastricas

LCA--- Células mucoides gastricas.

UEA --- Células mucoides gastricas.
SNA--- Células mucoides gastricas.

adhesion celular

31




distroglicano

VFA (Vicia faba): Células de cancer de
colon humano LS174T, SW1222 y HT29.
Lectina hoja de mulberry: células de HCT-
15

TBFL frijol Tépari: CaCo2, HT-29

ABL- células cancer de colon HT29

ATL --- células de cancer de colon HT-29
SVL--- células de cancer de colon SW-620
VFA ---células de adenoma colorectal
LS174T, SW1222, y HT-29

AHL - células A-549 e Inhibicién de la
Pulmén ND Iscador- cancer de pulmén proliferacion
Mistletoe- KM-110--- cancer de pulmon e Inhibicion de
VAA-1---- células A-549 metastasis
e Interaccién entre
diferentes lectinas y
lineas celulares
e  Reconocimiento dela
presencia de cancer
de colon.
PHA- (Phaseolus vulgaris) : células de * Lr;zggizr;tge; altas
cancer de colon LoVo, HCT-15, SW837 concentraciones.
Con A: células de cancer de colon (LoVo, Defectos en la
HCT-15, SW837) dhesion celular
WGA (Triticum vulgare): células de cancer . ?nhigis;‘,li?')n (;eeu '
de colon LoVo, HCT-15, SW837 roliferacion sin
GSA (Griffonia simplicifolia 1-A): células de Eitotoxici dad. Se
cancer de colon LoVo, SW837 internaliza y.
GalNAcalpha- ABL (Agar{'cus bisporus 1): células de selectivamente
adenocarcinoma de colon humano HT-29 ; L
Colon Ser(Thr), a bloguea la importacion

de proteinas nucleares
dependientes de NLS
a través de Orp-150
truncada.

Inhibicion de
proliferacion no
asociado a
citotoxicidad, posible
interaccion con la
molécula de adhesion
epCAM.

Citotoxicidad
Apoptosis
Internalizacion
Importacién de
proteinas nucleares.

Otras lectinas como la Concavalina A, Viscum album, P. cryrtonema, Phaseolus

multifloorus willd, Pinellia ternata aglutinina, Pea, Mulberry han mostrado

mecanismo apoptético en diversas lineas celulares como células de melanoma

humano A375, células de leucemia U937, células de cancer cervical HelLa, células

de fibrosarcoma murina L929, células de hepatocarcinoma Bel-7404, Células de

carcinoma de ascitis de Ehrlich (EAC) y células de cancer de mama MCF-7.

Ademas, existen otros mecanismos como son la autofagia provocada por ciertas

lectinas como la del muérdago en carcinoma hepatocelular del higado SK-Hep-1;

Concavalina A en Gliastoma U87 y P. cryrtonemay en células de fibrosarcoma L929
(Jiang y col., 2015).
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2.3 Efecto de lectinas del frijol Tépari sobre cancer de colon

El cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial. De acuerdo con
la Organizacion Mundial de la Salud, en 2012 se le atribuyeron 8.2 millones de
muertes. Los canceres que causan un mayor numero anual de muertes son los de
pulmén, higado, estbmago, colon y mama. Se reporta una incidencia de 6,437 casos
(5%) y una mortalidad 4,009 casos (5.2%) (Ferlay y col., 2010). En 2014, el cancer
de 6rganos digestivos presento la tasa mas alta de mortalidad por tumores malignos
en la poblacién de 20 afios y mas, siendo causal de 33 muertes por cada 100 mil
habitantes. Por sexo, los fallecimientos aumentan a 35 en los hombres, mientras
que en las mujeres son 31 (por cada 100 mil habitantes para cada sexo) (INEGI,
2017).

Lectinas de diferentes fuentes vegetales han mostrado efectos sobre cancer de
colon. Particularmente, la FCL de frijol Tépari presenta efectos sobre la proliferacion
y muerte celular de células de cancer de colon. Estudios sobre distintas lineas
celulares de cancer humano han permitido determinar que la FCL induce apoptosis
a través del aumento en la expresion de caspasas 3y 9, sin que se presente efecto
necrotico (datos no publicados). Para determinar el efecto de TBFL en células
cancerosas humanas, se realizaron curvas de dosis-respuesta en células de cancer
de mama (MCF-7 y ZR-75-1), las células de cancer de cervico uterino (HelLa, SiHa
y C33-A) y las células de cancer de colon (CaCo2). El efecto diferencial de la TBFL
sobre la proliferacién celular que esta en funcién de la concentracion y el tipo de
célula. Las células del cancer de cervico-uterino fueron los menos sensibles a TBFL
(HeLa <SiHa <C33-A), seguido de células cancerigenas de mama. Las células del
cancer de colon fueron las mas sensibles a la efecto antiproliferativo de la FCL con
la ICs0 mas baja (Garcia-Gasca y col., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de la TBFL sobre la proliferacion de células cancerigenas (Garcia-Gasca y
col., 2012).

Estudios in vivo en donde se administro a ratas Sprague Dawley dimetilhidrazina
como inductor de cancer de colon por via intramuscular y posteriormente la FCL (50
mg/kg de peso) por 6 semanas mostraron que las ratas control no presentaron
lesiones y solo un 8% con efectos inflamatorios. El grupo tratado con la FCL no
presento lesiones, pero si un 33% de proceso inflamatorio. El grupo tratado con la
dimetilhidracina presenté lesiones premalignas de bajo grado, premalignas de alto
grado y neoplasias en un 50, 33y 17 %, respectivamente. Para el caso del grupo
tratamiento (DMH/FCL) el patrén de las lesiones se presento de la siguiente manera:
23% tejido sin lesiones, 15% proceso inflamatorio, 15% lesiones premalignas de
bajo grado, 31% lesiones premalignas de alto grado y un 16% de neoplasias. Lo
anterior muestra que la FCL disminuy6é en un 38% la formacién de lesiones

premalignas de bajo grado. (Moreno-Celis y col. 2017).

Cuando se utilizé azoximetano (AOM) como inductor de cancer de colon se observo
que el tejido sano tefildo con hematoxilina-eosina presento fosas cripticas formadas
y las caracteristicas propias del tejido colénico normal, el grupo tratado solo la FCL

presentd zonas con incremento de actividad leucocitaria caracteristico de procesos

34



inflamatorios del colon. En el grupo tratado con AOM se encontré proliferacion
displasica y pérdida de las estructuras caracteristicas del epitelio en diferentes
grados que representan los efectos producidos por el AOM, identificadas como
fosas cripticas aberrantes. El grupo tratado con AOM/FCL, presenté las mismas
caracteristicas que el grupo anterior, sin embargo, se observé una disminucion de
los tejidos premalignos de bajo grado. Lo anterior sugiere que la FCL actda en
etapas tempranas del cancer de colon y tiene efecto antiprofilerativo, sin embargo,

no mostro tener efectos en estadios tardios del cancer (Moreno-Celis y col., 2017).

Con la finalidad de contar con la informacion necesaria para el disefio de un
fitofarmaco se han identificado los efectos adversos de la administracion
intragastrica de la FCL en diferentes esquemas de tratamiento en ratas sanas. Los

esquemas probados han sido:

a) Esquema de tratamiento de tipo agudo, en donde a las ratas se les administro
una sola dosis, registrando cualquier sintoma durante 14 dias consecutivos. Los
efectos frecuentes en las primeras horas de tratamiento fueron diarrea,
piloereccion e ictericia desapareciendo de inmediato. En este experimento se
realizé la dosis-respuesta, encontrado los minimos efectos adversos con la dosis
de 50 mg/kg peso (NOAEL) (Lopez-Sanchez y col., 2010).

b) Esquema subcroénico, consistié en administrar diariamente la FCL de manera
intragastrica la dosis especificada de 50 mg/kg peso durante 28 dias. Se
observaron efectos sobre el sistema hematopoyético en cuanto a la diferencia
significativa de la proporcion de linfocitos: granulocitos de 70:30 referida en el
grupo tratado comparandolo con la del grupo control 90:10, respectivamente. El
incremento ligero de la pulpa blanca en bazo, refiriéndose a un incremento de
linfocitos en el bazo (Ferriz-Martinez y col., 2015).

c) Esquema subcrénico consistié en administrar 50 mg/kg peso de la FCL de
manera intragastrica durante 6 semanas en animales adultos jévenes que ya
finalizaron su desarrollo y crecimiento, cada tercer dia fue la administracion. Se
observé pérdida de la ganancia de peso del 10% a partir de la segunda semana

de los animales considerandose importante a comparacién del control, aunado
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a ello se encontré una disminucion en la ingesta en donde a partir de la primera
semana de tratamiento con FCL, pero con recuperacion tras la quinta semana
de tratamiento, mientras que a nivel sanguineo no se encontrd ninguna toxicidad

(Ferriz-Martinez y col., 2015).

La informacion disponible permite determinar que las lectinas de frijol Tépari
presentan efectos sobre la tumorogénesis temprana de colon, lo que las postula
como posibles agentes terapéuticos. Sin embargo, se han observado efectos
adversos que es necesario caracterizar. Se requiere conocer el efecto sobre los
efectos adversos en animales jévenes y adultos, asi como también resulta
importante estudiar si los efectos adversos son reversibles utilizando un esquema

de administracion intermitente.
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ll.  JUSTIFICACION

Nuestro equipo de trabajo ha mostrado que una fraccion concentrada en lectinas
del Frijol Tépari (FCL) presenta efecto citotoxico sobre células de cancer de colon.
El efecto in vivo ha mostrado que la administracion intragastrica de 50 mg/kg de
peso cada tres dias por seis semanas inhibe la tumorogénesis colonica temprana
en ratas. La FCL no presenta toxicidad sistémica, pero si efectos adversos que son
necesarios caracterizar. Por lo anterior, es necesario conocer los efectos sistémicos
y locales en ratas de diferentes edades, por lo que en el presente estudio se
consideraron ratas mas jovenes y adultas maduras que pudieran presentar mayor
susceptibilidad a los efectos antinutricios por parte de la FCL, asi como saber si los

efectos adversos son reversibles.
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IV. HIPOTESIS
La administracion intragastrica de la FCL presenta efectos adversos locales en ratas

SD, en funcion de la edad y del esquema de administracion por via oral.

V. OBJETIVOS
Objetivo general

Identificar los efectos adversos sistémicos y/o locales y remanentes, tras de la
administracion intragastrica de la FCL del frijol Tépari (Phaseolus acutifolius), en

ratas SD de diferentes edades.

Objetivos especificos

1. Determinar los efectos adversos generales de la administraciéon de la FCL
intragastrica en ratas en desarrollo y adultas maduras, bajo un esquema de
administracion intragastrica cada tercer dia por 6 semanas.

2. Determinar los efectos adversos remanentes de la administracion de la FCL via
intragastrica en ratas en desarrollo en desarrollo bajo un esquema de
administracion intermitente a mayor plazo.

3. Determinar los efectos adversos generales de la administracion de la TBFL via
intragastrica en ratas en desarrollo bajo un esquema de administracion

sostenido a mayor plazo.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Obtencién de la fraccion concentrada en lectinas de frijol Tépari

La harina se obtuvo mediante la trituracion de las semillas de frijol Tépari en un
molino Tekmar modelo A-10 Analytical mill, se desgrasé con una mezcla de
cloroformo-metanol 2:1 en una proporcion 4:1 p/v con agitacion por 15 min y
después se filtré al vacio, este proceso se repitido 2 veces mas. Posteriormente se
dej6 secar a temperatura ambiente en una campana de extraccion. Se pesaron 100
g de harina y se mezclaron con 500 mL de agua desionizada, se dejo en agitacion
durante 12 h a 4° C o a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd en una
centrifuga Bekman JU2 con rotor JA-20 a 39,200 g, durante 60 min para obtener el

extracto crudo y se determind la actividad aglutinate de cada uno.

Después de haber determinado el mejor solvente para la extraccién, se recupero el
sobrenadante y se realiz6 una precipitacidon secuencial con sulfato de amonio,
inicialmente se realizé una precipitacion al 40% de saturacion con sulfato de amonio,
con agitacion lenta por 30 min y se dej6 equilibrar por 30 min a 4° C, posteriormente
se centrifugd a 39,200 g durante 60 min. El sobrenadante se llevd a 60% de
saturacién con sulfato de amonio con agitacion lenta por 30 min y se dejo equilibrar
por 30 min a 4° C. Posteriormente se centrifugé a 39,200 g durante 60 min, se
recupero el precipitado (P60) y se desechd el sobrenadante. La fraccion P60 se
resuspendié en un volumen minimo de agua desionizada, para ser dializada en
membrana de 3 kDa de tamafio de poro hasta la eliminacion total de sales. Para
eliminar particulas suspendidas se centrifug6 y se prepararon alicuotas de 4 mL que
se cargaron en una columna de 167 x 1.7 cm para filtracion en gel con Sephadex
G-75 (Pharmacia Biotech; Uppsala, Suiza), dicha columna se equilibré con buffer
de bicarbonato de amonio 0.01 M (pH 7.8). El experimento se realizd6 a 4° C y las
fracciones fueron recolectadas a una velocidad de 0.3 mL/min, con la misma
solucion amortiguadora. El volumen colectado en cada fracciéon fue de 4 mL y a
cada fraccion se le midio absorbancia a 280 nm en un espectrofotometro Beckman

DU-65. Las fracciones que indicaron presencia de proteinas se sometieron a un
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analisis de actividad aglutinante para colectar solo las fracciones con actividad de
lectina (Jaffé, 1980).

6.2 Disefio de lainvestigacion

Se traté de un estudio longitudinal, prospectivo y experimental. Se utilizaron ratas
Sprague Dawley sanas de 5 y 25 semanas de edad adquiridas en el Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (INB-UNAM) y
colocadas en cajas individuales con agua y alimento ad libitum. El alimento utilizado
fue Rodent Laboratory Chow 5001 (Saint Louis, MO, USA). Los animales tuvieron
una semana de aclimatacién con un ciclo circadiano ajustado a 12 h luz/ 12 h
obscuridad, a 21-23° C con una humedad relativa de 30%. El protocolo experimental
fue basado en los estandares oficiales mexicanos de acuerdo a la Norma Oficiala
Mexicana 062 y aprobado por el comité de bioética de la FCN-UAQ.

De acuerdo a las caracteristicas de las ratas Sprague Dawley segun su edad, se

deben considerar los siguientes aspectos

Respecto a ratas, tanto los parametros bioquimicos, la linea de crecimiento, la
ganancia de peso, son distintos de acuerdo al tipo, edad y sexo de la rata. Estos
efectos tendran que ser comparados con sus respectivos cuadros de acuerdo a la
edad para concluir que hay un efecto inmediato o remanente. Las condiciones que
se sugieren para medir los efectos remanentes en el presente estudio dependeran
de la edad las ratas, debido a que se presentan diferentes procesos biologicos a
través de las etapas de la vida, como la madurez sexual, la pubertad, la adultez, los
cambios hormonales, la gestacion y el decaimiento de las funciones bioldgicas. La
susceptibilidad a las sustancias naturales o quimicas dependerd de cada sujeto,
encontrandose algunos signos y sintomas de manera similar en ambos sexos, como
distension abdominal, diarrea, alergia, piloereccion, aletargamiento, entre otros. Si
la condicidn de la rata fuera de enfermedad, la administracion de alguna sustancia
provocaria su mejoria en sujetos experimentales o en el caso negativo fallaria el
tratamiento e incluso se observarian efectos negativos e incluso letales (Ruiz

Bedollay Fuentes Pefa, 1996; Alemany col., 1997; Ledn-Goiii y col., 2011; Taconic
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Biosciences; Ferriz-Martinez y col., 2015). En el presente estudio, las ratas Sprague
Dawley fueron machos sanos lo cual implica una condicién importante para observar
efectos positivos 0 negativos exclusivos de las lectinas del Frijol Tépari. Sus

condiciones fisiolégicas se explican en el Cuadro 4 (Alemany col., 1998).

Cuadro 4. Caracteristicas de las ratas Sprague Dawley segun su edad.

Peso al nacimiento: 5-6 g
Edad del destete: 21 dias

Ratas menores de 6 Peso del destete: 35-40 g
meses (Adulto joven sin Edad pubertad: 45-75 d (5- 10 semanas) 5+6= 11
completar su crecimiento) Peso adulto: 250-400 g

Descenso testicular 15-50 dias
Madurez sexual 40-60 dias (8 semanas)

100-300 dias fertilidad hembra (13-40 semanas)
presente estudio: 25-31 semanas
Gestacion: 22- 24 dias
Lactancia
No vomitan, ni regurgitan

Ratas de 6 a 18 meses
(Adulto que ha completado
su crecimiento y se
encuentra en la madurez)

Celo 12-18 meses ratas (48-72 semanas)
Ratas de 18 a 32 meses La ganancia de peso de 6rganos en ratas esta principalmente

(Adulto que sobrepasa la asociada con la deposicion de grasa.
madurez, llegando a 80% Incremento en la incidencia de lesiones neoplésica.
de la expectativa de vida) Lesiones histopatologicas

Muerte

6.2.1 Experimentos biologicos

Experimento 1. Efecto de la administracién intragastrica de FCL a largo plazo-
intermitente en ratas Sprague Dawley jovenes. Se utilizaron 144 ratas macho
Sprague Dawley (SD) jovenes de 5 semanas de edad (n=72 ratas por grupo). El
grupo control fue administrado con solucién salina por via intragastrica cada tercer
dia por 6 semanas, se dejaron 2 semanas de descanso y se administraron por 6
semanas mas. El grupo tratado con la FCL fue administrado bajo el mismo esquema
con 50 mg FCL/kg de peso corporal. Los animales fueron sacrificados por
decapitacion a los dias 1, 9, 22, 43, 57 y 100. El dia 43 correspondio al término de

las primeras 6 semanas de tratamiento, el dia 57 correspondio al término de las dos
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semanas de descanso y el dia 100 correspondio al término de las segundas 6

semanas de tratamiento.

6.2.2 Experimento 2. Efecto de la administracion intragastrica de FCL en animales
jovenes a largo plazo. Se utilizaron 12 ratas Sprague Dawley (SD) hembras adultas
de 5 semanas de edad que fueron aleatorizadas para formar 2 grupos por edad (n=6
ratas por grupo). Las ratas control recibieron solucion salina por via intragastrica
cadatercer dia durante 12 semanas mientras que el grupo tratado con la FCL recibio
50 mg FCL/kg de peso corporal. La ingesta alimentaria fue determinada pesando el
alimento dos veces a la semana durante todo el tratamiento, calculando el promedio
de ingesta por dia, también los animales fueron pesados cada semana en una
balanza especifica para roedores. Los animales tanto jovenes como adultos fueron
sacrificados al finalizar las 12 semanas de tratamiento por decapitacion

recolectando su sangre y érganos para pruebas posteriores.

Experimento 3. Efecto de la administracién intragastrica de FCL en animales adultas
maduras en esquema a corto plazo. Se utilizaron 12 ratas Sprague Dawley (SD) de
25 semanas de edad que fueron aleatorizadas para formar 2 grupos por edad (n=6
ratas por grupo). Las ratas control recibieron solucion salina por via intragastrica
cada tercer dia durante 6 semanas mientras que el grupo tratado con la TBFL recibio
50 mg TBFL/kg de peso corporal. La ingesta alimentaria fue determinada pesando
el alimento dos veces a la semana durante todo el tratamiento, calculando el
promedio de ingesta por dia, también los animales fueron pesados cada semana en
una balanza especifica para roedores. Los animales tanto jévenes como adultos
fueron sacrificados al finalizar las 6 semanas de tratamiento por decapitacion

recolectando su sangre y 6rganos para pruebas posteriores.
En todos los experimentos se siguio la siguiente metodologia:

a) La ingesta alimentaria fue determinada pesando el alimento dos veces a la
semana durante todo el tratamiento, calculando el promedio de ingesta por dia. Al
finalizar los tratamientos las ratas fueron sacrificadas por decapitacion y su sangre

fue colectada en tubos vacutainer con y sin anticoagulante. Para obtener el suero
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se centrifugd el paquete sanguineo a 1500 g, durante 15 min y fue almacenado a -
80° C hasta ser usado para la determinacion de algunos parametros bioquimicos.
Los tubos vacutainer con EDTAK2 con el paquete globular de las ratas fueron
utilizados para la determinacion de biometrias hematicas utilizando el equipo
(CellDyn® 1600) mientras que los tubos vacutainer con gel separador fueron
empleados para obtener Unicamente el suero de las muestras, éste se centrifugo a
1500 g, durante 15 min y fue almacenado a -80° C hasta ser usado para la
determinacién de algunos parametros bioquimicos.

b) Los marcadores sanguineos determinados en el suero fueron urea sérica
(Marca Catalogo No. 283-17), a- amilasa (Marca Catalogo No. 341-10), insulina
(Merck, EZRMI-13K, E.U.), marcadores para detectar funcién renal y pancreatica
respectivamente. Ademas se determinaron proteinas totales (Marca Catalogo No.
200-55), creatinina sérica (Marca Catalogo No. 221-30) y albamina sérica (SL
ELITech, Clinical Systems, Francia, Catalogo No. ALBU-0600) considerandose
marcadores para detectar el estatus nutricional; glucosa (BS-120 Chemistry
Analyzer) marcador metabdlico y alanina aminotransferasa (ALT, Elitech, Catalogue
No. 318-10).

C) Peso y longitud de 6rganos: El higado, rifiones, pancreas, intestino delgado,
intestino grueso, timo y bazo fueron separados y pesados en una balanza analitica
de laboratorio con una precision de 300g x 0.0001g. Ademas, fueron medidas las
longitudes de intestino delgado y grueso con una cinta de fibra de vidrio (Dry Mark).
El peso y longitud de los érganos fue ajustado por el peso corporal individualmente
y se normalizaron respecto al promedio del grupo control.

d) Evaluacion histopatoldgica: El pancreas, intestino, bazo e higado fueron
fijados en formalina al 10% en PBS Yy tefiidos con eosina-hematoxilina, para su
posterior analisis histolégico usando la técnica de Hematoxilina-Eosina, para su
posterior analisis en el microscopio (Microscopio invertido Axiovert Al Zeiss)
utilizando el analizador de imagen IMAGEJ.

e) Adicionalmente, en el caso de las ratas adultas se determiné la de actividad
enzimatica de pancreas. Los pancreas de las ratas del grupo control y tratadas con

TBFL de frijol Tépari fueron conservados en nitrégeno liquido y almacenadas -70°
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C. Posteriormente se cortd con bisturi y se peso la cantidad de 0.1 g de muestra
para luego tratarse con Tris HCL pH 8 0.1 M, después se sonicaron durante 5
minutos, y finalmente se centrifugaron a 15,000 rpm, 30 min a 4°C. Se realiz0
cuantificacion de proteina por el método de micro-Bradford (Bradford, 1976). Para
determinar la actividad enzimatica de los pancreas se utiliz6 como sustrato a tripsina
y quimotripsina utilizando 1 mg/ml. Se determiné la actividad enzimatica mediante
espectrofotometria (405 nm) (Técnica modificada de Rey y col., 2015). Los
experimentos se realizaron por triplicado.

f) Inmunohistoquimica: La deteccién de IL-6, TNFa y NFKb in situ en placas de
Peyer del tejido intestinal de rata se realizé por Inmunohistoquimica por el método
de la peroxidasa con anticuerpos especificos (Santa Cruz, CA). Se eliminé la
parafina de las muestras de las placas de Peyer en el horno a 54°C durante 45 min
y se hidrataron en xileno, alcohol al 100%, alcohol al 90%, alcohol al 80% y agua
destilada durante 20 minutos. Posteriormente las laminillas se incubaron con una
solucién de peréxido al 3% en metanol absoluto (1:9 volumen/ volumen) durante 30
minutos, para eliminar la actividad de peroxidasa endogena. Los sitios de pegado
inespecifico se bloquearon con anticuerpos provenientes leche Svelty durante 30
minutos a temperatura ambiente. Los tejidos se incubaron por 24 horas a 4° C con
el anticuerpo anti IL-6 de cabra policlonal IgG HPR (Santa Cruz, CA), Rabbit NFKb
policlonal antibody IgG HPR (Invitrogen, Termo fisher), y anti TNFa Antibody (H-
156) en conejo IgG HPR; diluidos a una concentracién (1:2000). Los tejidos se
incubaron con el anticuerpo secundario biotinado correspondiente en cabra anti-
conejo (Santa Cruz Biotechnology, CA, EU) o en conejo anti-cabra (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EU) durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente
se empled el complejo avidina-peroxidasa, con el que se incub6 por una hora a
temperatura ambiente. La reaccién se desarroll6 empleando una soluciéon de 6 mg
de diaminobencidina en 10 mL de Tris-HCI 0.05 M, pH 7.4 y 10 pL de H202 al 30%
durante 10 min. Esta reaccion produjo un precipitado de colores sepia en las células
inmunorreactivas. Las muestras se contra-tifieron con hematoxilina de Harris y se

deshidratd el tejido con alcohol al 96%, alcohol absoluto, solucion de alcohol
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absoluto/xileno (v/v), xileno y se montaron con resina. Las laminillas fueron

analizadas a 10x.

En el Cuadro 5 se muestra la descripcion de las variables estudiadas.

VARIABLE

Cuadro 5. Variables de estudio

DEFINICION

CONCEPTUAL

UNIDAD DE

REGISTRO MEDICION

EFECTO
GENERAL

EFECTO ESPERADO

Es un parametro

Disminucién o

ducible d Antinutricio mantenimiento en el
reprogucible de Cuantitativa ~ Adverso
Peso crecimiento y un buen Semanal Gramos continua Inmediato o peso de las ratas
indice del estado i tratadas con TBFL vs
nutricional agudo y cronico. remanente el grupo control
Lo Disminucion o
Accion de introducir un Antinutricio L
: : o mantenimiento en la
Ingesta de alimento o bebida u otra Cada tercer Cuantitativa ~ Adverso .
. ] Gramos . . ingesta del grupo
alimento cosa en la boca para dia continua Inmediato o
oo tratado con TBFL vs
digerirlo. remanente
el grupo control.
Esun parametro . Antinutricio Disminucion o
Peso de reproducible de i Cuantitativa ~ Adverso ;
. . L Al sacrificio Gramos : incremento del peso
érganos crecimiento o disminucién continua Remanente de ciertos 6raanos
de alguin 6rgano. Toxicolégico ganos.
Es un parametro de Antinutricio Disminucion o
Longitud de unp o . Cuantitativa incremento de la
oraanos crecimiento basado en la Al sacrificio  Centimetros continua Adverso lonaitud de ciertos
g longitud de 6rganos. Remanente ong
6rganos.
Es la fuente primaria de Disminucion o
Nivel de carbono para la obtencion mantenimiento en la
Glucosa de energia a todo el Quincenal 430-152.7 Cuantitativa ~ Sistémico concentracion de
sanguinea cuerpo. mg/DI Glucosa de las ratas
Medida estatica de la tratadas con TBFL vs
glucosa en sangre. el grupo control
E duct Mantenimiento de los
Creatina | de degradacon dela 0.32:0.71 Antinutricio - valores normales en
L 9 Al sacrificio o Cuantitativa Remanente o ambos grupos
sérica creatina, una parte mg/dL inmediato ratados con TBFL
importante del musculo. ( y
grupo control).
Proteina que transporta
muchas moléculas
pequefias (bilirrubina
progesterona,
medicamentos entre otros). o
Es fundgmental para el Antinutricio D|sm|nu0|on, dela
mantenimiento de la o concentracion de
. iy e . e 2.63-4.59 o Sistémico g
Albumina presion oncotica, necesaria Al sacrificio ma/dL Cuantitativa Corto v larao Albumina de las ratas
para la distribucion g plazo ylarg tratadas con TBFL vs

correcta de los liquidos
corporales entre el
compartimento
intravascular y el
extravascular, localizado
entre los tejidos.

el grupo control.
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Unidades enzimaticos de

Mantenimiento de los

Alaning aminotransferasa Toxicoldgico valores normales Qe
ALT taliza: A ifici 26.32-68.5 Cuantitati Remanente o las pruebas hepéticas
que cataliza: sacrificio UIIL uantitativa ot en ambos arunos
Alanina + a-Cetoglutarato grup
& Piruvato + Glutamato (tratados con TBFL y
grupo control).
Mide la concentracion de
urea o nitrégeno ureico
presente en la sangre. Es Mantenimiento de los
el resultado final del 38.0-63.3 Toxicolbgico valores normales en
Urea metabolismo de las Al sacrificio e Cuantitativa ~ Sistémico ambos grupos
; fdL grup
proteinas. Se forma en el mg (tratados con TBFL y
higado a partir de la grupo control).
destruccion de las
proteinas.
Denominada también
sacarasa o ptialina, es un
enzima hidrolasa que tiene
la funcion de catalizar la
reaccion de hidrolisis de
los enlaces 1-4 de! 2UlL Toxicolégico Mantenimiento de los
componente a-amilasa al No hay Sistémi valores normales en
. . ] o - istémico
a-amilasa digerir el glucogeno y el Al sacrificio valores Cuantitativa Remanente ambos grupos
almidon para formar normales (tratados con TBFL y
azlcares simples. Se reportados grupo control).
produce principalmente en
las glandulas salivales
(sobre todo en las
glandulas parétidas) y en el
pancreas.
Tiempo de protrombina. Mantenimiento o
Es un examen de sangre incremento de los
P_lr_oteinas que mide el tli'empo que Al sacrificio 10-13 Cuantitativa Toxicoldgico valores normales en
otales tarda la porcién liquida de segundos Adverso ambos grupos
la sangre (plasma) en (tratados con TBFL y
coagularse grupo control).
Es una proteina que
transporta oxigeno en los
eritrocitos, compuesta por
aminodcidos y un
compuesto heme.
El heme contiene atomos
de hierro y pigmento de Mantenimiento o
F()J(rJ;c];Iz:lT;;i.trocito contiene disminucion de fos
Hemoglobina aproximadamente 300 Quincenal 12.31-15.18 Cuantitativa Antinutricio valores normales en
millones de moléculas de mg/dl ambos grupos
hemoglobina. (tratados con TBFL y
Proteina tetramérica de los grupo control).
eritrocitos que
transporta oxigeno y
CO2 en el grupo hemo, el
cual esta constituido de un
anillo tetrapirrélico y un
atomo de hierro
Es el porcentaje de Mantenimiento o
Hematocrito Al sacrificio  33.9-48.5%  Cuantitativa  Antinutricio disminucion de los

eritrocitos en un volumen

valores normales en
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determinado de sangre
entera.

ambos grupos
(tratados con TBFL y
grupo control).

Es la cantidad total de
eritrocitos circulante. Estos

Mantenimiento de los

Conteo de acarrean el 02 de los 6.06-7.74x valores normales en
eritrocitos pulmones hacia los tejidos Al sacrificio '106 / ' L Cuantitativo ~ Sistémico ambos grupos
(RBC) organicos y transferir el H (tratados con TBFL y
CO2 de tejidos de los grupo control).
pulmones.
Se asocia al tamafio de los
eritrocitos. Es la
descripcion de las
dimensiones de la célula Mantenimiento de los
Volumen individual, es el mejor Sistémico valores normales en
globular medio | indice para clasificar las Al sacrificio  56.9-62fL  Cuantitativo  Antinutricio ambos grupos
(VGM) anemias, Adverso (tratados con TBFL y
Indica cuando el eritrocito grupo control).
se presenta en forma
normicitica, microciica o
macrocitica.
Globulos blancos. Mantenimiento o
Cuentade | Combaten infecciones o incremento de los
leucocitos mediante fagocitosis contra Al sacrificio 5.04—1 2.36 x Cuantitativo Sistémico valores normales en
(WBC) invasion del 10%/uL Adverso ambos grupos
microorganismos, (tratados con TBFL y
distribuyendo anticuerpos. grupo control).
. Mantenimiento de los
Son los mas abundantes y o valores normales en
Neutrdfilos el mas importante en la Al sacrificio 2-13.85% Cuantitativo Sistémico ambos grupos
reaccion del organismo a la Adverso
inflamacion. g:j;dggn(;?;)TBFL y
Mantenimiento o
. incremento de los
. Segunda .“nea d? defens? - i Sistémico valores normales en
Monocitos del organismo, células mas Al sacrificio 0-2% Cuantitativo Adverso ambos grupos
grandes de la sangre. (tratados con TBFL y
grupo control).
Mantenimiento o
Células capaces de incremento los
Eosinéfilos fagocitar, activos en las Al sacrificio 0-1% Cuantitativo Sistémico valores normales en
reacciones alérgicas e Adverso ambos grupos
infecciones parasitarias. (tratados con TBFL y
grupo control).
Son fagocitos y contiene Mantenimiento o
heparina, histaminas y incremento de los
Basfios | Serolonina. Combaten oo 0.09-04%  Cuanttativo oo valores normales en
discrasias sanguineas y Adverso ambos grupos
enfermedades (tratados con TBFL y
mieloproliferativas. grupo control).
Son célulag sin nucleo en Mantenimiento o
forma de disco, que disminucion de los
Cuenta participan en la formacion 446-852 x Sistémico valores normales en
plaquetaria del coagulo hemostatico, Al sacrificio 109Ul Cuantitativo Ad b
(trombocitos) | retraccién del coagulo, H Verso ambos grupos
activacion de factores de (tratados con TBFL y

coagulacion.

grupo control).
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Mide la cantidad total de
dos clases de proteinas

Mantenimiento o
disminucion de los

pilomotores.

Proteinas encontradas en la porcién Al sacrificio 545767 Cuantitativo  Antinutricio valores normales en
totales L ) gL ambos grupos
liquida de la sangre: ratad TREL
albumina y globulinas. (tratados con y
grupo control).
Interpretaci
Es un pigmento amarillento on: Tira . Mantenimiento de los
— o Ausencia (0) .
Bilirrubinas en | que se encuentra en la positiva Presencia Dicotémica Sistémico valores normales en
orina* bilis, un liquido producido Enfermeda () Adverso ambos grupos
por el higado, en orina. des (tratados con TBFL y
hepaticas grupo control).
Su
aparicion
en orina
puede
deberse a 2
factores:
Glucosa en E:rlt?ozuoe;taer; Inamoabr{ancei}én DIST(;]: " Ausencia (0) Sistémico Mantenimiento de los
orina* de energia a todo el cuerpo  reabsorcion Presencia Dicotomica Adverso valores normales en
: (1 ambos grupos
en la orina. tubular
. (tratados con TBFL y
Niveles
grupo control).
sangre que
superan el
umbral
renal como
Diabetes
Registro de
cada tercer  1.Estrefiimie
dia, en nto
Tipo de Es la forma de las heces base ala 2. Diarrea B Consistencia dura o
X esto depende del tiempo escala de 3. Heces Categérica  Adverso
evacuaciones . blanda.
que pasan en el colon. Bristol con sangre
(Minguez- 4. Heces
Perez, con grasa
2009)
Es la deposicion, tres o
LTnaan\rlsgS:nagig I;e(loc?ro nue Registro Ausencia (0) Adverso
Diarrea yorq cada tercer Presencia Dicotémica . Presencia 0 ausencia
la normal para la persona) di 1 Secundario
de heces sueltas o 1a. (1)
liquidas.
Pelos que se erizan debido
a la accién de los musculos Registro Ausencia (0) Ad
. L ) C verso . .
Piloereccion | erectores del pelo, cada tercer Presencia Dicotdémica Secundario Presencia 0 ausencia
llamados piloerectores o dia. (M

6.3 Analisis estadistico.

Las diferencias entre tratamientos fueron analizados mediante 3 tipos de pruebas

estadisticas: una prueba paramétrica t-student para muestras independientes, una
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prueba multivariada t-Hotelling y una regresion multinivel para medidas repetidas,
usando el software STATA version 12. Se realizaron pruebas t de student para
muestras independientes, control/tratamiento (biometrias heméticas, marcadores
sanguineos, pesos y longitudes relativas de los 6rganos). La prueba multivariada t-
Hotelling se utilizé para explicar el efecto que tiene la FCL con todas las variables
explicativas (peso y longitud de Organos, biometria hematica, marcadores
sanguineos) en un solo modelo. Las regresiones multinivel se realizaron para las
variables con datos agrupados y/o anidados por sujeto a través del tiempo, debido
a que no se pueden utilizar procedimientos estadisticos que asumen independencia
de las observaciones, donde se incluye la semana de la medicién y el grupo
(tratamiento/control) como variables independientes, asi como una variable
interaccidn que indicaria si la alteracion del peso/ingesta/longitud a través del tiempo

es distinto entre los grupos (p<0.05).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Experimento 1. Efecto de la administracion intragastrica de la FCL a largo plazo

intermitente en ratas Sprague Dawley jovenes.

Las ratas Sprague Dawley de 5 semanas de edad fueron tratadas con la FCL
durante seis semanas, dos semanas de descanso intermedio y seis semanas mas
de tratamiento (Figura 2). Se observaron diferencias significativas en el peso
aplicando una regresion multinivel p=0.013, con disminucién del 4% del peso en las
ratas tratadas con FCL respecto al control. No se consideré malnutricibn ya que
para ello es necesario que el peso disminuya al menos un 10%, como se observé
para el caso de ratas adultas jovenes (Ferriz-Martinez y col., 2015). No se
encontraron diferencias para la longitud de los animales entre el grupo tratado y
grupo control mediante regresiéon multinivel (p=0.304) (Figura 3). Otro parametro
nutricio fue la ingesta diaria representada de manera semanal, en donde no se
observaron diferencias significativas (p=0.624) entre el grupo tratado y grupo control

mediante regresion multinivel (Figura 4).

Ni el peso ni la longitud relativa de los 6rganos de las ratas tratadas con FCL contra
el control en el primer dia de tratamiento presentaron diferencias significativas
(p<0.05) en la prueba t de student para muestras independientes (Cuadro 6). Este
resultado era de esperarse debido a que se administré una dosis Unica y no afectd
ningln parametro. Se midieron y pesaron O6rganos a diferentes tiempos,
encontrando que al dia 9 hubo un incremento del 20% del peso del corazon (t-
student p=0.03). Algunos autores refieren que a los 9-10 dias después de haber
consumido las lectinas de soya, PHA entre otras, presentan atrofias o alteraciones
en los 6rganos blancos, manifestandose una respuesta agudizada de su consumo,
desapareciendo a través del tiempo (Liener, 1989, Pusztai, 1989; Gueguen y col.,
1993). Para el dia 22 de tratamiento no se observaron diferencias significativas en
los 6rganos medidos (p>0.05), lo que sugiere un proceso adaptativo al consumo de
lectinas. A los 43 dias tras el consumo de la FCL se observo un incremento del peso

del intestino delgado en 14% para los animales tratados con TBFL respecto al
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control (t-student p=0.02). Ademas, se observé disminucion del peso del intestino

grueso del 21% en los animales tratados (t-student p=0.02).

st CONTROL

!

1 2 3 A 5 L 8 9 10 11 12 13 14

Semanas

Figura 2. Peso promedio de ratas jovenes tratadas con FCL durante el tratamiento
intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas de dos semanas de
descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se observan las medias +/- DE. Regresion multinivel
(p=0.013).
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Figura 3. Longitud promedio de ratas jovenes tratadas con FCL durante el tratamiento
intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas de dos semanas de
descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se observan las medias +/- DE. Regresion multinivel
(p=0.304).
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Figura 4. Ingesta promedio (g/dia) semanal de ratas jovenes tratadas con FCL durante el
tratamiento intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas de dos
semanas de descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se observan las medias +/- DE.
Regresion multinivel (p=0.624).
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Cuadro 6. Peso y longitud de 6rganos de las ratas tratadas con FCL

Peso CONTROL FCL p
Higado 1+0.05 0.95+0.14 0.86
Bazo 1+0.49 0.65+0.07 0.36
Rifiones 1+0.05 1.01+0.04 0.82
Pancreas 1+0.06 1.03+0.07 0.62
Intestino delgado 1+0.09 1.1640.15 0.21
Intestino grueso 1+0.20 0.94+0.05 0.79
Corazoén 1+0.06 1.15+0.05 0.03*
Timo 1+0.09 1.12+0.08 0.18
Longitud
Intestino delgado 1+0.07 0.90+0.12 0.34
Intestino grueso 1+0.09 0.98+0.06 0.82
Peso CONTROL FCL p
Higado 1+0.04 0.99+0.08 0.91
Bazo 1+0.14 1.06+0.20 0.65
Rifiones 1+0.05 1.06+0.09 0.30
Pancreas 1+0.17 0.95+0.07 0.71
Intestino delgado 1+0.12 1.02+0.04 0.78
Intestino grueso 1+0.17 1.01+0.12 0.90
Corazon 1+0.09 1.02+0.08 0.77
Timo 1+0.08 0.98+0.06 0.80
Estémago 1+0.14 1.0440.11 0.67
Longitud
Intestino delgado 1+0.12 1.13+0.16 0.29
Intestino grueso 1+0.11 0.94+0.06 0.50
Peso CONTROL FCL p
Higado 1+0.06 1.03+0.09 0.96
Bazo 1+0.12 1.00+0.08 0.64
Rifiones 1+0.10 1.03+0.11 0.51
Pancreas 1+0.26 1.0440.12 0.92
Intestino delgado 1+0.06 1.1440.11 0.02*
Intestino grueso 1+0.19 0.79+0.14 0.02*
Corazon 1+0.09 0.99+0.11 0.65
Timo 1+0.14 0.91+0.20 0.67
Estébmago 1+0.13 1.04+0.26 0.39
Longitud
Intestino delgado 1+0.09 1.07+0.07 0.35
Intestino c';rueso 1+0.15 0.98+0.10 0.30
Peso CONTROL FCL p
Higado 1+0.08 1.0740.09 0.12
Bazo 1+0.16 0.95+0.15 0.52
Rifiones 1+0.05 1.02+0.06 0.35
Péancreas 1+0.41 1.01+0.27 0.92
Intestino delgado 1+0.59 0.88+0.11 0.58
Intestino grueso 1+0.29 0.93+0.25 0.65
Corazoén 1+0.07 1.03+0.09 0.44
Timo 1+0.21 1.12+0.39 0.45
Estdbmago 1+0.24 0.93+0.12 0.48
Longitud
Intestino delgado 1+0.11 1.00+0.10 0.99
Intestino grueso 1+0.18 0.91+0.20 0.39

(*) Indica la diferencia estadistica significativa (t-student, p<0.05).
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Tras el periodo de descanso del tratamiento durante dos semanas, se esperaba
observar una recuperaciéon del intestino que resultdé ser ligera y no significativa
(p>0.05), ya que la atrofia histopatologica en vellosidades continuaba y el
adelgazamiento del tejido del intestino aun se presenciaba. Se pudo observar que
el peso del intestino delgado fue mayor que el del grupo control (p=0.02), y el peso

del intestino grueso fue menor que el de las ratas del grupo control (p=0.02).

Se realizé la medicion del grosor del intestino delgado observando diferencias al
tiempo 43y 100 dias tras la administracion de la FCL, sin embargo, tras el descanso
de 15 dias se alcanzé a recuperar con respecto al control (p<0.05) (Figura 5), esto
corrobora los datos observables del adelgazamiento del tejido intestinal, mientras
que el tejido del colon no se observaron cambios significativamente diferentes de
los 3 tiempos que se tomaron en cuenta en el presente estudio (Figura 6).

En cuanto a los parametros bioquimicos, el Cuadro 7 muestra que al Dia 43 la
albumina y la glucosa disminuyeron de manera significativa con respecto al control
(t-student p=0.02 y p=0.04, respectivamente) sin evidencia de afectacion sistémica.
Al Dia 57, la albumina y la urea disminuyeron de manera significativa con respecto
al control (t-student p=0.01 y p=0.02, respectivamente) sin efectos clinicamente
detectables. Tras la sospecha de que el pancreas presento hipertrofia se determiné
insulina sanguinea explorando la zona endocrina del érgano, resultando que en
general la insulina no present6 alteraciones en ningun tiempo explorado,
exceptuando un ligero cambio a los 22 dias, sin embargo, este dato no es

clinicamente relevante.

La insulina sanguinea es un pardmetro importante en el metabolismo anabdlico de
la glucosa, y este se observé normal pese a la hipertrofia pancreética exceptuando
un ligero incremento a los 22 dias, pero sin alteraciones clinicas aparentes. Este
resultado es contrastante con la administracion de PHA y Phaseolus vulgaris L. var.
Athropurpurea las cuales disminuyen sus niveles implicando un catabolismo tanto
lipidico como glucosidico, de esta manera pueden afectar la composicién corporal

de las ratas (Bardocz y col., 1996).
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Figura 5. Grosor de intestino delgado de ratas jovenes tratadas con FCL durante el tratamiento
intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas de dos semanas de
descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se observan las medias +/- DE. Los asteriscos
indican diferencia estadistica significativa (t-student p<0.05).
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Figura 6. Grosor de intestino grueso de ratas jovenes tratadas con FCL durante el tratamiento
intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas de dos semanas de
descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se observan las medias +/- DE. No se observo
diferencia estadistica significativa (t-student p<0.05).
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Cuadro 7. Marcadores bioquimicos en sangre de las ratas jovenes tratadas

con FCL bajo esquema intermitente.

9 DIAS

Marcadores sanguineos CONTROL FCL Rango normal P
Albumina (mg/dL) 3.67+1.38 3.39+1.87 3.8-4.8 0.13
Proteinas totales (mg/dL) 4.4+0.63 5.11+0.73 5.9-7.9 0.22
a-Amilasa U/L 896.3+216.5 886.7+256.5 40 a 140 0.46
Urea (mmol/L) 29.2 +3.7 314+215 9.28-22.13 0.40
Creatinina sérica (mg(dL) 0.59+ 0.16 0.52+ 0.03 0.5-1.5 0.49
GPT (U/L) 60.6 +3.8 61.3+13.8 90-96 0.9
Glucosa 139.4 +8.4 128.9+12.5 0.37
Marcadores sanguineos CONTROL FCL Rango normal P
Albumina (mg/dL) 3.83+1.68 3.72+1.9 3.8-4.8 0.95
Proteinas totales (mg/dL) 5.05+1.11 5.02+1.02 5.9-7.9 0.34
a-Amilasa U/L 1219.24537.43 992.46+183.7 40 a 140 0.65
Urea (mmol/L) 33.35£6.3 37.6+6.5 9.28-22.13 0.38
Creatinina sérica (mg(dL) 0.59 + 0.08 0.6+ 0.03 0.5-1.5 0.85
GPT (U/L) 42.3 £8.5 60.25+16.9 90-96 0.21
Glucosa 133.5+0.1 131.9+4.3 0.69
Marcadores sanguineos CONTROL FCL Rango normal P
Albumina (mg/dL) 3.92+1.65 3.89+2.01 3.8-4.8 0.02*
Proteinas totales (mg/dL) 4.6+£1.57 5.22+1.25* 5.9-7.9 0.07
a-Amilasa U/L 1047.57£187.15 712.35+222.1* 40 a 140 0.33
Urea (mmol/L) 36.1+8.5 42.4+6.6 9.28-22.13 0.11
Creatinina sérica (mg(dL) 0.57+ 0.16 0.5+ 0.10 0.5-15 0.28
GPT (U/L) 46.0 4.7 44.1+7.5 90-96 0.56
Glucosa 136.4+13.1 121.2+12.6 0.04*
Marcadores sanguineos CONTROL FCL Rango normal P
Albumina (mg/dL) 5.04+0.8 3.77+1.01* 3.8-4.8 0.01*
Proteinas totales (mg/dL) 4.611.6 4.55+1.74 5.9-7.9 0.95
a-Amilasa U/L 933.08+245.53 848.5+209.5 40 a 140 0.44
Urea (mmol/L) 42.69 £9.7 33.7 + 5.89* 9.28-22.13 0.02*
Creatinina sérica (mg(dL) 0.54 + 0.06 0.59+ 0.12 0.5-1.5 0.26
GPT (U/L) 44.6 +7.6 49.7+£12.5 90-96 0.46
Glucosa 147.9+14.1 144.4+39.8 0.86
Marcadores sanguineos CONTROL FCL Rango normal P
Albumina (mg/dL) 4.76+0.83 4.5+1.1 3.8-4.8 0.69
Proteinas totales (mg/dL) 4.55+0.65 4.65+0.25 5.9-7.9 0.74
a-Amilasa U/L 931.6+136.1 970.2+175.9 40 a 140 0.67
Urea (mmol/L) 32.52+35 39.3+11.6 9.28-22.13 0.24
Creatinina sérica (mg(dL) 0.51 +0.12 0.58+0.1 0.5-1.5 0.34
GPT (U/L) 49.5 55 49.1+4.3 90-96 0.91
Glucosa 118.5+16.6 135.2+10.0 0.09

(*) Indica la diferencia estadistica significativa (t-student, p<0.05).
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Mediante el andlisis histopatolégico del pancreas resalta un incremento en el
tamafio del acinos pancreéticos (zona exocrina del 6rgano) en ratas tratadas con
FCL en la sexta semana. El &rea promedio de los acinos pancreaticos del grupo
control de 41531.6 + 9406.15 p? mientras que para el grupo tratado fue de 68308.3
+31868.4 p? (p=0.011), lo que revela hipertrofia pancreéatica. También se observo
incremento en el numero de vacuolas en la zona acinar exocrina del pancreas,
efecto adverso no reportado ni esperado tras el consumo de lectinas. El area de os
acinos fue de 849.6 + 316.3 p?, mientras que en los acinos pancreaticos del grupo

control no se visualizaron vacuolas (Figuras 7 y 8).

CONTROL FeL

43DIAS
(6 semanas de tratamiento)

57 DIAS
(6 semanas de tratamiento
y 2 semanas de descanso)

100 DIAS
(8 semanas de tratamiento,
2 semanas de descanso
y 6 semanas mas de tratamiento)

Figura 7. Acinos pancreaticos (zona exocrina del pancreas) después de la administracion de
la FCL en esquema intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas
de dos semanas de descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se aprecia la disminucion de
vacuolas (6valos blancos dentro de los acinos) en los acinos pancreaticos (FCL 10x y 40x) para los
dias 57 y 100 dias en comparacioén de los 43 dias tratados con FCL. acinos pancreéticos, a) Nucleos
b) Trabéculas (tejido conectivo), c) Vacuolas, d) Ductos, e)Vasos sanguineos y f) Glandulas
endocrinas.

Las vacuolas observadas eran dismorficas y no ovaladas, los nucleos de las células
exocrinas se encontraron en la periferia y no centralizados como marca la
morfologia clasica, al conjunto de la presencia de vacuolas y de la alteracion en la

morfologia de las células es definida la hipertrofia acinar (Dillberger, 1994).
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Figura 8. Efecto de la FCL sobre el area de los acinos pancreaticos en un esquema de
administracion intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas de dos
semanas de descanso y otras seis semanas de tratamiento. Los asteriscos representan diferencia
estadistica significativa entre grupos (t-student p>0.05), las barras de error representan el error
estandar.

Al reiniciar nuevamente la administracion de la FCL durante 6 semanas mas, los
acinos pancreéticos no mostraron diferencia respecto al control (p=0.131), debido a
que la media del area de los acinos del grupo control fue de 42068.2 + 9316.9 p?
mientras que los acinos del grupo tratado fue de 52778.2 +10108.6 p?, lo que
sugiere una posible recuperacion y adaptacion del acino pancreatico. En el andlisis
histopatoldgico se pudo observar que las células eran mucho mas pequefias de las
del grupo control lo cual podria referirse a una atrofia acinar, ademas, disminuyeron
de manera considerable el nimero de vacuolas a comparacion del control, los
nacleos se visualizaron mas redondeados y centralizados. Después de administrar
FCL otras 6 semanas mas (Dia 100), reincidieron la presencia de vacuolas pero en
menor cantidad que a los 43 dias, se incremento el area de los acinos pancreaticos
pero sin evidencia de hipertrofia o atrofia debido a que los acinos presentaron un
tamafio similar a los del grupo control. Dado que la presencia de vacuolas podria
deberse a un cumulo de grasa o de enzimas digestivas, se realiz6 una tincién con
Rojo Oleoso donde dicha técnica tiene como fundamento tefiir la grasa de color rojo.
Se rechazo dicha hipotesis sobre las vacuolas formadoras de acumulos de grasa
(Figura 9).
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CONTROL FCL
40X

Figura 9. Acinos pancreaticos (zona exocrina del pancreas) después de la administracion de
la FCL en esquema intermitente con tincién rojo oleoso y hematoxilina. El color azul obscuro
refiere a la tincion de nucleos con hematoxilina. El rojo oleoso tifie de rojo a las células en presencia
de grasa (no se encuentra grasa en el tejido).
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(6 semanas de tratamiento
y 2 semanas de descanso)

En dicho periodo, también se analizaron los intestinos encontrandose que los que
fueron tratados con FCL disminuyeron 75 uym aproximadamente con respecto al
control, lo que resulté en atrofia intestinal. La profundidad de las criptas en el
intestino grueso incrementd 55 um sobre el promedio con respecto al control. Tras
el periodo de descanso no se recupero el efecto negativo sobre intestino delgado y
colon (Alatorre-cruz y col., 2018). Los resultados sugieren que la administracion de
la FCL, bajo el esquema utilizado, afecta la zona exocrina pancreética sin afectar
su funcién. Dicho efecto puede ser debido a un esfuerzo del pancreas por
compensar el dafio que se provoca en el intestino delgado, sin embargo, fue

reversible al dejar de administrar la FCL.

El peso del bazo no se vio afectado tras el tratamiento con la FCL, sin embargo, se
observé una tendencia de incrementar la pulpa blanca (refiere a las células
leucocitarias que se encuentran dentro del bazo) de manera no significativa el cual
fue evidente en los dias 43 y 57 (Figura 10). Lo anterior sugiere la activacion del
sistema inmune. Los centros germinales (GC) son estructuras en las cuales se da
la maduracién de los anticuerpos y tiene lugar durante la respuesta primaria. En el
presente trabajo, los GC no mostraron cambios, en contraste con estudios

anteriores a las 15 semanas de edad de las ratas (Alatorre-Cruz y col., 2018).
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Figura 10. Pulpa blanca (zonas obscuras) y roja (zonas rojizas) del bazo después de la
administracién de la FCL en esquema intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas
con FCL, seguidas de dos semanas de descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se puede
apreciar un ligero aumento de la pulpa (5x y 20x). a) Centros germinales, b) Pulpa blanca c) Pulpa
roja.

Se realizé el andlisis histopatoldgico de higado en ratas a los 9 dias de tratamiento
(Figura 11). Se observo un incremento de células Kupffer pertenecientes a la
respuesta inmune del higado, incremento de linfocitos y células polimorfonucleares
refiriendo a una inflamacién producto del tratamiento con la FCL. Ademas, se
observé hiperplasia en la triada hepatica considerandose refiriéndose a una
toxicidad hepéatica, sin embargo, este hallazgo no se correlacioné de manera
sistémica tras la medicion de la transaminasa ALT sanguinea. Estos datos deben
corroborarse en los diferentes tiempos medidos en dicho estudio, para observar la
posible recuperacion del tejido dafiado.

La Figura 12 muestra dos fotografias de placas de Peyer de intestino delgado
observandose un incremento de foliculos linfoides dentro de la placa de Peyer del

grupo tratado durante 43 dias con TBFL en comparacion con las del grupo control.
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Figura 11. Hepatocitos y triada portal del higado después de la administracion de la FCL en
esquema intermitente. Las ratas se trataron durante seis semanas con FCL, seguidas de dos
semanas de descanso y otras seis semanas de tratamiento. Se muestra el andlisis histopatologico a
los 9 dias de tratamiento. Se puede apreciar un incremento de células Kupffer, linfocitos y células
polimorfonucleares refiriendo a una inflamacion producto de la administraciéon con FCL (10x y 40x).
a) Triada portal, b) Células de Kuffer.

A B

Figura 12. Placas de Peyer en duodeno después de los 43 dias de tratamiento. A) Ratas del
grupo control. B) Ratas tratadas con FCL. Las placas de Peyer en las ratas tratadas muestran mas
foliculos linfoides y una apariencia mas delgada en el espesor Del intestino en comparacion con las
del grupo control. Fotografias tomadas usando una camara Carl Zeiss macro lentes 100 con

extension de tubos.

En la Figura 13 se muestra la Inmunohistoquimica para poder corroborar la
reactivacion de estas placas de Peyer frente a las lectinas, los anticuerpos que
estaban incrementados de manera significativa fueron IL-6 y NF-kB, mientras que

TNF-a no estaba activada, este fenomeno fue confirmado en sangre.
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Figura 13. Inmunohistoquimica de Placas de Peyer en los periodos 9, 43 y 57 dias de tratamiento
con FCL vs control. Se midi6 IL-6 (lera y 2da. columna) y NF-kB (3era. y 4ta. columna) y TNFa

(s6lo se midié a los 9 y 43 dias) siendo este Ultimo negativo.

7.2 Experimento a largo plazo sostenido en ratas jovenes

Las ratas de 5 semanas de edad fueron tratadas con FCL durante 12 semanas
continuas de tratamiento no mostraron diferencias significativas en el peso corporal
mediante t de student y regresion multinivel (p>0.05 y p=0.861 respectivamente)
(Figura 14). Otro parametro nutricio medido fue la longitud total de la rata, donde
tampoco se observaron cambios con respecto al control (regresion multinivel
p>0.05) (Figura 15). La ingesta diaria representada de manera semanal no mostré

diferencias entre grupos (regresion multinivel p>0.05) (Figura 16). Al realizar un
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modelo multivariado (t de Hotelling) donde se observa de manera conjunta las
variables que fueron tomadas en un solo momento, no se encontraron diferencias
significativas (p=0.202) tales aspectos evaluados fueron: peso y longitud relativos
de o6rganos de higado, bazo, timo, intestino delgado, intestino grueso, rifiones,
corazén, pancreas no presentaron cambios entre grupos de tratamiento (Figuras 17
y 18), excepto el corazon el cual disminuyd en tamafio cuando se administro la FCL
(control 18.78+0.9 mm y TBFL 16.4+0.38, t-student p=0.032), refiriendo una posible
atrofia (Figuras 19 y 20). Se encontro disminucién del tamafio del corazén en las
ratas tratadas con FCL (p<0.05). Por el contrario, las mediciones de trabécula no

mostraron diferencias significativas.

Semanas

Figura 14. Peso promedio de las ratas tratadas con FCL en tratamiento sostenido durante 12
semanas de tratamiento. Se muestran los promedios con sus respectivas desviaciones estandar
*p<0.05. Regresion multinivel: Intercepto (p=0.861), Pendiente: (p=0.183).
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Figura 15. Promedio de longitud las ratas tratadas con FCL en un tratamiento sostenido

durante 12 semanas de tratamiento. Se muestran los promedios con sus respectivas desviaciones
estandar *p<0.05. Regresién multinivel: Intercepto (p= 0.248), Pendiente (p=0.362)
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Figura 16. Ingesta promedio (g /dia) semanal de las ratas tratadas con FCL en un tratamiento

sostenido durante 12 semanas. Se muestran los promedios con sus respectivas desviaciones
estandar *p<0.05. Regresién multinivel: Intercepto (p= 0.756), Pendiente (p=1.00)
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Figura 17. Pesos relativos de érganos de ratas Sprague Dawley de 5 semanas de edad durante
12 semanas de tratamiento con FCL. Se muestran los promedios con sus respectivas desviaciones
estandar.
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Figura 18. Longitud relativa de érganos de ratas Sprague Dawley de 5 semanas de edad
durante 12 semanas de tratamiento con FCL. Se muestran los promedios con sus respectivas
desviaciones estandar.
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Figura 19. Corazones de ratas tratadas durante 12 semanas con FCL. A) Control (sin
tratamiento) B, C) Corazones tratados con FCL. Camara Nikon D-3000.
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Figura 20. Determinacion de medidas de zonas del corazén de ratas tratadas durante 12
semanas con FCL. Se muestran los promedios con sus respectivas desviaciones estandar.
*significativo t-student (p<0.05).
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En cuanto a los marcadores metabdlicos: biometria hematica, proteinas totales, alfa
amilasa, creatinina, urea, albumina, ALT, glucosa e insulina (Cuadro 8), no se
encontraron diferencias importantes, excepto en la insulina plasmética donde se
detectd un incremento de manera significativa en las ratas tratadas con TBFL versus
control, (t-student p=0.05). Lo anterior podria sugerir un efecto adverso sobre la
zona endocrina del pancreas, sin embargo, no fue clinicamente significativo
comparado con los valores normales bioquimicos para la edad de la rata. En cuanto
a los hallazgos clinicos, el intestino present6é estenosis y adelgazamiento en las
paredes, se observo piloereccion y diarrea, datos que son observados de manera

constante en otros estudios y en diferentes edades con FCL.

Cuadro 8. Quimica sanguinea y biometria hematica de las ratas tratadas con
TBFL (12 semanas de tratamiento)

Ratas Jovenes

Quimica sanguinea CONTROL TBFL Rango normal P
Albumina (mg/dL) 4.48 7033 4.36%0.36 3848 0.56
Proteinas totales 4.35+0.15 4.5+0.17 5.9-7.9 0.17
(mg/dL)
a-Amilasa U/L 920.0+164.3 865.1426 3 40 a 140 0.47
Urea (mmol/L) 37.51%5.29 42.07 = 3.57 9.28-22.13 0.14
Creatinina serica 0.67 +0.13 0.55+ 0.04 0.5-1.5 0.09
(mg(dL)
Glucosa 1342+ 130.96+10.05 58.0 —160.2 0.68
ALT 43.4%0.16 55.33%7.9 32.2-80.9 0.16
Biometria hemaética
WBC (1l x 103) 8.43+2.62 7.6+155 6.33 —8.64 051
HB (g/dL) 17.68+0.34 17.28+0.59 12.09-15.18 0.18
HTO (%) 44.98+2.57 44.43+1.86 33.1-458 0.59
MCV (L) 54.542.01 54.46+1.55 52.4 599 0.97
MCH (pg) 21.45%0.99 21.2+0.41 156212 0.58
MCHC (pg) 39.35:1.75 38.91%0.56* 28.1-933 0.57
RBC 8.2+0.24 8.15+0.24 1.68-4.32 05
PLT (Wl x 104) 925.5+144.5 847.5%89.0 428 —857 0.17
LINFOCITOS (%) 83.31%36 86.042.75 82.67-96.71 0.16

Histopatologicamente, se observé que los tejidos de pancreas en la zona exocrina
especificamente se encontraron nuevamente presencia de vacuolas, que podrian
referirse a grasa o enzimas pancreaticas como la tripsina, quimotripsina y elastasa.
Se procedio a la determinacion de la actividad enzimatica de tripsina, quimotripsina
y elastasa en pancreas (Figura 21). No se encontraron diferencias significativas
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excepto en la tripsina donde la concentracion encontrada fue menor con respecto al
control (t-student p<0.05), con tendencia positiva en cuanto al incremento de la
quimotripsina y elastasa. Lo anterior sugiere que la presencia de vacuolas se puede

deber al acumulo de enzimas.

i

n= = rdn 25

Figura 21. Actividad enzimatica de tripsina, quimotripsina y elastasa en pancreas.
Pancreas de ratas tratadas con FCL durante 12 semanas versus control.

7.3Experimento 3. Efecto de la administracion intragastrica de FCL en

animales adultos en esquema a corto plazo.

En el caso del peso mediante un modelo de regresion multinivel resultd por primera
vez observar en el presente trabajo, la pérdida en la ganancia de peso (p=0.009),
de -0.27gr/semanales (Figura 22). La ingesta diaria mostrada de manera semanal
de las ratas adultas control fue de 13.9 +0.78 gramos y de las tratadas con FCL de
frijol Tépari fue de 13.6 £0.46 durante 6 semanas de tratamiento, por lo que no se

observo diferencia con el mismo modelo (Figura 23).

Un resultado interesante (Figura 24) es que no se observo atrofia ni hipertrofia del
corazdén en comparacion con su grupo control, lo que muestra una diferencia en

comparacion con las ratas jovenes que si presentaron atrofia (Figura 25).
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Figura 22. Peso promedio de ratas adultas tratadas con FCL vs control en un periodo de 6
semanas. En un periodo de 6 semanas. Se muestran las medias +/- D.E.
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Figura 23. Ingesta de alimento, promedio por dia representada en gramos y de manera
semanal en ratas adultas. En un periodo de 6 semanas. Se muestran las medias +/- D.E.

Figura 24. Corazones de ratas adultas tratadas durante 6 semanas con FCL por 6 semanas.
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Figura 25. Determinacion de medidas de zonas del corazén de ratas adultas tratadas durante
6 semanas con FCL. Se muestran las medias +/- D.E.

El Cuadro 9 muestra los resultados obtenidos para los parametros sanguineos.
Ninguno de los valores resultantes presentd diferencias estadisticamente
significativas bajo un modelo multivariado t de Hotelling (p=0.457) ni con t de
Student (p>0.05), lo que sugiere que la FCL no causa algun efecto adverso
sistémico en las ratas de dicha edad asi como en las de varias edades que se han

tratado en dicho trabajo.

El analisis estadistico con el modelo multivariado t- de Hotelling mostré que solo el
pancreas increment6 su peso en el grupo tratado con la FCL respecto al control
(p=0.008) (Figuras 26 y 27). En la Figura 28 se muestra el analisis histopatolégico
del pancreas. Los acinos pancreaticos de las ratas tratadas con FCL mostraron un
incremento de tamafio en la glandula exocrina. Ademas, se observé un moderado
incremento de vacuolas en las células acinares exocrinas tratadas con FCL en
comparacion con el grupo control. Otra de las caracteristicas histologicas del
pancreas normal es que los nucleos de los acinos pancreaticos estan centralizados
regularmente (visto en acinos pancreaticos de ratas no tratadas) en comparacion a
los nacleos los acinos en el grupo de ratas tratadas con FCL que se observaron en
la periferia mostrandose asi como incremento de vacuolas y el contenido granulado
de los acinos, lo que sugiere hiperactividad pancreatica (Figura 27). Dicho efecto no
fue diferencial en ninguno de las etapas de la vida como lo es el peso y algunos

valores biogquimicos.
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VALOR RELATIVO ALCONTROL

Higado Bazo Riffones Pancreas Intestino Colon Timo Corazon
delgado
ORGANOS

m CONTROL = FCL

Figura 26. Peso relativo de los 6rganos de las ratas adultas. Se observaron diferencias
significativas en el promedio de peso de pancreas (p=0.008) de las ratas Sprague Dawley de 25
semanas de edad tratadas con FCL. En los demas 6rganos no hubo diferencia significativa entre los
grupos (t Hotelling, p 2 0.05). *Diferencia significativa (p=0.008)
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Figura 27. Longitud relativa de los drganos de las ratas adultas. No se observaron diferencias
significativas en el promedio de la longitud del intestino delgado e intestino grueso de las ratas
Sprague Dawley de 25 semanas de edad tratados con FCL, comparados con las ratas del grupo
control (p>0.05).
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Cuadro 9. Biometria hemética y quimica sanguinea en sangre de las ratas
adultas tratadas con FCL vs control en un periodo de 6 semanas.

Ratas Adultas

Quimica sanguinea CONTROL FCL Rango normal P
Albumina (mg/dL) 2.16+0.55 2.0+0.44 3.8-4.8 0.64
Proteinas totales 5.37+1.37 5.51+1.34 5.9-7.9 0.85
(mg/dL)
a-Amilasa U/L 680.38+281.08 604.2+219.9 40 a 140 0.61
Urea (mmol/L) 44.41+19.39 44.26£12.5 9.28-22.13 0.98
Creatinina sérica 0.65£0.12 0.65+0.09 0.5-1.5 0.77
(mg(dL)
Glucosa 132.7+12.7 152.13.96+7.24 54.7 - 189.7 0.12
Biometria hematica
WBC (ul x 10"3) 3.73£0.42 3.25+£0.45 5.81-7.19 0.49
HB (g/dL) 14.86+0.26 13.41+1.35 11.97-15.18 0.36
HTO (%) 43.81+0.6 39.9614.13 31.4-39.4 0.42
MCV (fL) 53.83+0.64 55.16+0.54 51.3 -56.2 0.72
MCH (pg) 18.6+0.26 18.55+0.16 19.4 -22.7 0.88
MCHC (pg) 33.91+0.17 33.6610.21 36.9 -41.3 0.42
RBC 7.99+0.11 7.21+0.71 2.30 -3.65 0.35
PLT (ul x 1074) 928+16.01 747.4+98.02 474 —-895 0.17
LINFOCITOS (%) 83.3+1.64 84.86+2.33 83.64-96.93 0.62
Granulocitos (%) 16.7+1.64 15.16+2.36 0.63

Se muestran las medias con sus respectivas +/- D.E.
No hubo diferencia significativa (T Hotelling, p=0.05).

CONTROL FCL

Figura 28. Zona enddcrina (Z.1.) y acinos pancreaticos de zona exocrina (Z.E) del pancreas
tras la administracion subcrénica de la FCL alas 6 semanas de tratamiento. Se puede apreciar
un aumento y presencia de vacuolas (6valos blancos dentro de los acinos) en los acinos pancreéticos
Z.E. (TBFL 40x) en comparacion al control.

La morfologia de las células acinares pancreaticas normales es de tipo alveolar, sin
embargo, en las tratadas con FCL se observaron mas redondeadas, perdiendo su

morfologia caracteristica. No se observo presencia de inflamacion ni necrosis en el
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pancreas, tampoco se visualizaron cambios en la glandula endocrina del 6rgano,
limitandose principalmente en la zona exocrina. El area promedio de los acinos
pancreaticos del grupo control fue 5228.5+1294.07 p? mientras que los acinos
pancreéticos del grupo tratado con FCL fue de 9154.1+2834.06 p? (p=0.004),
sugiriendo una hipertrofia pancreatica acinar. Las vacuolas, que Unicamente
estuvieron presentes en los pancreas de las ratas tratadas con FCL, tuvieron un
promedio de area de 669.20+ 220.02 p?. De la misma manera que en otros
esquemas de administracion de la FCL en el presente estudio, se determind si las
vacuolas se deben a un cumulo de enzimas pancreéticas. Los resultados de dichas
enzimas (tripsina, quimotripsina y elastasa) mostraron una tendencia en el
incremento de la tripsina y quimotripsina de manera significativa respecto el control
(t-student p<0.05) (Figura 29). Lo anterior sugiere que el acumulo de vacuolas
observadas en el pancreas puede deberse al incremento de enzimas digestivas

pancreaticas en los acinos secundarias a la atrofia intestinal.

2000
1800
1600

1400
5]
£
o 1200
-
2
a 1000
Qo
2 800
>

600

400

200

0 = " ¥
& N
& & i
N \at (.)‘?"
& > 2
N\ ) Al
L& QY Vr\—,
<&

Tratamientos

Figura 29. Actividad enzimatica de tripsina, quimotripsina y elastasa en pancreas. Pancreas
de ratas adultas tratadas con FCL durante 6 semanas versus control.

La FCL afect6 el peso en ratas adultas maduras, pero no en la magnitud en que

afecta a ratas adultas jévenes (Ferriz-Martinez y col., 2015). Se conoce que las
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lectinas del frijol comun tienen efectos sobre el catabolismo proteico incluso lipidico,
disminuyendo el tejido muscular de los animales, pero en el caso de la
administracion de FCL soOlo se evallo el peso y la creatinina sanguinea,
considerandose esta Ultima como indicador metabdlico proteico y no se encontraron

diferencias significativas con respecto al control.

La administracion de FCL afecto el peso del pancreas y se confirmé con el analisis
de imagen la presencia de hipertrofia pancreatica, principalmente de acinos
pancreaticos situados en la zona exocrina. La zona enddcrina del pancreas fue
evaluada y no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
Anteriormente se habia evaluado parametros bioquimicos del metabolismo
glucosidico (glucosa sanguinea) que podrian indicar indirectamente la afectacion de
la produccion de insulina del pancreas en ratas jovenes tratadas con FCL y no se
encontraron diferencias ni en los niveles de glucosa. Ademas, se determiné alfa
amilasa que es un indicador de funcion pancreatica de la zona exocrina y no hubo

diferencia significativa, sugiriendo que la FCL no afecta sistémicamente al individuo.

Otro de los efectos observados en otros trabajos es la atrofia al corazon, sin
embargo, se realizaron medidas especificas del corazén tanto de altura, ancho,
trabécula, lado izquierdo y derecho y no se encontraron diferencias significativas
como en el caso de las ratas tratadas a largo plazo que eran mas jovenes siendo la
edad un diferencial entre estas etapas y sus efectos adversos. Lo anterior sugiere
que en las ratas jévenes, debido a que estan en su etapa de desarrollo y
crecimiento, la formacion de sus érganos se ve mermada a comparacion con

animales adultos que ya concluy6 su crecimiento.
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IX. CONCLUSIONES

El efecto de la administracion de la FCL fue diferencial respecto a la edad de los
animales. En ratas jévenes no se observaron los efectos sobre peso corporal que
se han observado para ratas adultas. En el presente trabajo se corrobor6 que la
administracion de la FCL afecta el peso corporal de ratas adultas maduras.

Los efectos adversos encontrados tras la administracion de la FCL de frijol Tépari,
fueron la hipertrofia pancreatica en la zona endocrina, incremento de vacuolas
sugiriendo un incremento de enzimas pancreaticas, atrofia intestinal, estenosis,
adelgazamiento del intestino delgado de manera importante, atrofia o hipertrofia de
corazén, hipertrofia de estbmago, diarrea, piloereccion. Se observo activacion del
sistema inmunoldgico reflejado en el incremento ligero de pulpa blanca del bazo, un
incremento de placas de Peyer especificamente los foliculos linfoides presentes en

el intestino donde se encuentran activados por el incremento de IL-6 y NFKb.

Al tratar a las ratas durante 6 semanas seguidas de 2 semanas de descanso fue
posible observar regresion parcial de la hipertrofia pancreatica, aunque en estudios
llevados a cabo sobre intestino delgado y colon no muestran efectos reversibles
sobre la atrofia intestinal. No se observo efecto adverso sobre pancreas enddocrino.

El efecto fue Unicamente sobre la zona exocrina, sin acumulacion de grasa.

Se determiné que las vacuolas acumuladas tras la administracion de la FCL se
deben probablemente a enzimas pancreaticas. La tripsina disminuyé de manera
importante en las ratas tratadas con FCL y una tendencia no significativa de

incrementarse la elastasa y en ratas adultas bajo un esquema subcrénico.

Se encontré disminucion del peso y altura del corazon en ratas jévenes, pero no en

ratas adultas maduras.

Los hallazgos del presente trabajo permiten determinar que la administracién de la
FCL presenta efectos diferenciales con la edad, sus efectos no presentan afectacion

sistémica y estan localizados principalmente a nivel de tracto digestivo con
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probabilidad de ser reversibles. Resulta importante determinar los efectos a largo
plazo relacionados con la edad en cuanto a peso, tamafio del corazon, atrofia

intestina, hipertrofia pancreética y efectos inflamatorios.
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