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RESUMEN

Las lectinas del frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) exhiben efectos bioldgicos
diferenciales in vitro e in vivo, pero sus interacciones gastrointestinales y con el
proceso de digestion aun no se han evaluado. Este trabajo tuvo como objetivo
determinar la bioaccesibilidad y permeabilidad intestinal de la rTBL-1 de frijol Tépari
mediante un modelo de digestion gastrointestinal in vitro/ ex vivo. Se desarrollé.un
anticuerpo policlonal para detectar selectivamente rTBL-1 mediante Western blot
(WB) y analisis inmunohistoquimico. No fue posible identificar lectina recombinante
integra en un analisis in vivo, por lo que se realizé un ensayo in vitro/ex vivo. Se
confirmé la viabilidad del saco intestinal invertido hasta los 60 min, donde la
bioaccesibilidad de las proteinas, el coeficiente de permeabilidad aparente y la
relacion de flujo mostraron digestidon y absorcion parcial de rTBL-1. Los ensayos de
inmunotransferencia sugirieron internalizacion de rTBL-1 _ya que la lectina se
detect6 en la fraccion digestible. El ensayo inmunohistoquimico detecto la presencia
de rTBL-1 en el lado apical del intestino delgado, potencialmente debido a la
interaccidn con la membrana celular intestinal. Las interacciones in silico entre rTBL-
1 y algunos sacaridos o derivados mostraron una alta afinidad de unién al acido
sialico (-6.70 kcal/mol) y N-acetilglucosamina (-6.10 kcal / mol). El analisis UHPLC-
ESI-QTOF /MS mostré la presencia de rTBL-1 en el contenido gastrico y la fraccion
no digerible después de las condiciones de simulacion intestinal. Los resultados
indicaron que rTBL-1 resistio parcialmente las condiciones digestivas e interactud
con la membrana intestinal, mientras que su digestion permitié la absorcion o
internalizacién de la proteina o los péptidos derivados. Es necesario realizar una
purificacion adicional de las muestras de digestion para identificar la proteina rTBL-
1 intacta y los péptidos digeridos para evaluar sus efectos fisioldgicos.

Palabras clave: frijol Tépari (Phaseolus acutifolius), bioaccesibilidad, permeabilidad
aparente, lectina recombinante, proceso gastrointestinal in vitro/ ex vivo, ensayo de
intestino invertido



SUMMARY

Tepary bean (Phaseolus acutifolius) lectins exhibit differential in vitro and in vivo
biological effects, but their gastrointestinal interactions and digestion have not yet
been assessed. This work aimed to determine the bioaccessibility and intestinal
permeability of a Tepary bean lectin (rTBL-1) through an in vitro/ex vivo
gastrointestinal digestion model. A polyclonal antibody was developed to selectively
detect rTBL-1 by Western blot (WB) and immunohistochemical analysis. It was not
possible to identify whole recombinant lectin in analysis in vivo. Everted gut sac
viability was confirmed until 60 min, where protein bioaccessibility, apparent
permeability coefficient, and efflux ratio showed rTBL-1 partial digestion and
absorption. Immunoblot assays suggested rTBL-1 internalization since the lectin
was detected in the digestible fraction. The immunohistochemical assay detected
rTBL-1 presence at the apical side of the small intestine, potentially due to the
interaction with the intestinal cell membrane. The in-silico interactions between rTBL-
1 and some saccharides or derivatives showed high binding affinity to sialic acid (-
6.70 kcal/mol) and N-acetylglucosamine (-6.10 kcal/mol). UHPLC-ESI-QTOF/MS
analysis showed rTBL-1 presence in the gastric content and the non-digestible
fraction after intestinal simulation conditions.. The results indicated that rTBL-1
partially resisted the digestive conditions and interacted with the intestinal
membrane, whereas its digestion allowed the absorption or internalization of the
protein or the derivative peptides. However, it was not detected in serum. Further
purification of digestion samples should be conducted to identify intact rTBL-1
protein and digested peptides to assess their physiological effects.

Keywords: Tepary bean (Phaseolus acutifolius), bioaccessibility, apparent
permeability, recombinant lectin, in vitro/ ex vivo gastrointestinal process, ex vivo
everted intestine assay
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. INTRODUCCION

Las lectinas se han investigado debido a su valor como agentes fitoterapéuticos ya
que proporcionan beneficios para la salud (Liu y col., 2010; Singh y col., 2016). En
particular, las lectinas del frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) han ganado interés
debido a su menor grado de toxicidad que las lectinas de otras leguminosas (Ferriz-
Martinez y col., 2015). Sin embargo, pueden ocurrir potenciales efectos adversos
derivados de su consumo, sugiriendo la necesidad de ' profundizar su

comportamiento digestivo a lo largo del tracto gastrointestinal.

La fraccion concentrada en lectinas de frijol Tépari (FCL), obtenida mediante
cromatografia de exclusion de peso molecular, ha mostrado efectos citotoxicos
diferenciales sobre células cancerigenas (Garcia-Gasca y col., 2012). La FCL
administrada via intragastrica es capaz de inhibir lesiones premalignas tempranas,
lo que sugiere su potencial efecto terapéutico contra cancer colorrectal (Moreno-
Celis y col., 2017). Induce la muerte de las células humanas de cancer colorrectal
HT-29 a través de la induccion de apoptosis y provoca cambios en el ciclo celular
como el arresto de la fase Go/G1. La apoptosis esta relacionada con la activacion de
la caspasa 3 y la fosforilacion de p53 (Moreno-Celis y col., 2020). Experimentos in
vivo reportan que la FCL activa el sistema inmune al inducir cambios en la relacion
linfocitos-granulocitos, elevando los niveles de IL-6 y NF-k3 y aumentando también
el numero de foliculos linfoides en las placas de peyer (Alatorre-Cruz y col., 2018).
No obstante, se reporta también atrofia intestinal, hipertrofia pancreatica y
disminucién de la ganancia de peso corporal, los animales, sin embargo, se
recuperaron parcialmente después de un periodo de reposo de 2 semanas.
Ademas, la FCL también puede afectar negativamente a la integridad intestinal,
disminuyendo la digestibilidad de las proteinas y cambiando la distribucion de
ocludina (Pita-Lépez y col., 2020).



Debido al bajo rendimiento, largo proceso y altos costos para obtener la FCL, en
nuestro laboratorio se ha desarrollado un método de produccién de una lectina
recombinante (rTBL-1) expresada en levaduras (Pichia pastoris) (Martinez-Alarcén
y col., 2020). Esta lectina tiene similitud estructural y funcional con la lectina nativa
(Martinez-Alarcén y col., 2019; Torres Arteaga y col., 2016), y también presenta
efectos citotoxicos similares (Palmerin-Carrefio y col., 2021).

La actividad de las lectinas depende de su degradacion por el tracto gastrointestinal,
por lo que resulta importante determinar su bioaccesibilidad. Los modelos ex vivo
ofrecen ventajas competitivas de bajo costo, como el uso de érganos completos o
perfundidos a través de las secciones intestinales, lo que permite estudios
farmacocinéticos y farmacodinamicos de compuestos biologicos especificos (Alam
y col., 2012; Antunes y col., 2012). Del mismo modo, estudios in vivo también se
han desarrollado para determinar la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de
moléculas bioactivas administradas por diferentes vias (Anupama y col., 2017;
Barton y col., 2016). La mayoria de estos procedimientos se pueden combinar con
métodos analiticos como HPLC para identificar y cuantificar metabolitos
bioldgicamente activos derivados del proceso digestivo (Aguillén-Osma y col., 2019;
Luzardo-Ocampo y col., 2020).-Especificamente para las leguminosas, los péptidos
biolégicamente activos generados durante la digestion gastrointestinal in vitro del
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) se han identificado mediante electroforesis y
espectrometria de-masas (MS) (Luna Vital y col., 2014; Tagliazucchi y col., 2015).
De manera similar, 'se han generado e identificado péptidos del proceso digestivo
de las proteinas de la leche mediante RP-HPLC-MS/MS (Picariello y col., 2015).

Considerando que los efectos adversos mas significativos de las lectinas estan
relacionados con su actividad antinutricia, y que es necesario conocer parametros
farmacocinéticos de la rTBL-1, este trabajo se enfocd en evaluar la bioaccesibilidad
y la permeabilidad intestinal de rTBL-1 mediante un procedimiento de digestion

gastrointestinal ex vivo/in vitro.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Lectinas y su aplicacion en biomedicina

Las lectinas son un grupo de proteinas termolabiles de origen no-inmune que se
pueden enlazar de forma especifica y reversible a carbohidratos, ya sean libres o
forman parte de estructuras mas complejas en la membrana celular en forma de
glicoproteinas, glicolipidos y polisacaridos (Sharon, 2007; Sharon y Lis, 2002). Son
capaces de aglutinar de manera especifica células como linfocitos, eritrocitos,
espermatozoides, plaquetas, bacterias y células tumorales y pueden inducir mitosis
y tener efectos citotoxicos en los linfocitos (Ferriz-Martinez y col., 2010). Se
encuentran ampliamente distribuidas en virus, bacterias, hongos, plantas vy
vertebrados superiores (Hernandez y col., 2005). Sus actividades bioldgicas son
muy variadas, dependiendo de los organismos: juegan un papel determinante para
la especificidad del reconocimiento del huésped en procesos simbidticos entre
leguminosas y bacterias del género (Sharon y Lis, 2004), determinan la
patogenicidad de bacterias y de parasitos, son conocidas como adhesinas ya que
su principal funcion esta asociada a'la adhesion y procesos de colonizacion. En
animales intervienen en el control de proliferacion y apoptosis, reconocimiento y
diferenciacion celular, regulaciéon de migracion y adhesidon celular, endocitosis y
translocacion intracelular de glicoproteinas fagocitosis (Sharon, 2007; Sharon y Lis,
2004).

En los ultimos afos han sido ampliamente utilizadas para la purificacién de
proteinas, glicoproteinas, enzimas y de otras lectinas mediante cromatografia de
afinidad, gracias a la capacidad de reconocer moléculas de manera especifica
mediante uniones a carbohidratos (Hernandez Diaz y col,, 1999). Las
glicosilaciones aberrantes de proteinas estan implicadas en muchas enfermedades
por lo que los ensayos de inmunoabsorcién ligados a lectinas (LISA) son técnicas
ampliamente utilizadas para analizar cambios en las glicosilaciones (Liy col., 2013).
Se consideran herramientas valiosas en el campo de la genética, biomedicina e

inmunologia como por ejemplo (Hernandez Diaz y col., 1999):



e FEvaluacion de la produccion de citocinas (interferén e interleucinas)

e Determinacion de fendmenos de la respuesta inmune (inmunosupresion)
e Relacion entre virus patégenos y la resistencia a ellos

e Evaluacion de terapias antirretrovirales

e Efectos de la nutricidon en la proliferacion de linfocitos

e Deteccion de anormalidades cromosomicas

e Caracterizacion e identificacion de grupos sanguineos

Las lectinas aisladas de leguminosas son la familia de lectinas vegetales mas
estudiada, generalmente se encuentran constituidas por dos o cuatro subunidades
idénticas de 25 a 30 kDa, cada una de las sub-unidades contiene un sitio de unién
para iones metalicos Ca?*, Mn?* y Mg?*(Hernandez y col., 2005). En la planta
pueden tener diversas funciones: participan en las interacciones entre las bacterias
fijadoras de nitrogeno con la raiz de las plantas de leguminosas, tienen efectos
protectores contra la accion patogénica de ciertos microorganismos como los
nematodos mediante la acumulacion de lectinas en las semillas y estructura de la
planta (Freed, 1999; Merritt y col., 1994). Las lectinas vegetales suelen clasificarse
por su especificidad hacia monosacaridos, oligosacaridos y estructura molecular
(Rudiger, 1996). Entre las lectinas de origen vegetal mas estudiadas estan la
fitohemaglutinina (PHA) proveniente del frijol comun (Phaseolus vulgaris),
Concanavalina A, lectinas de muérdago (Viscum), aglutinina de germen de trigo
(WGA) (Lagarda-Diaz y col., 2017; Lee y col., 2010).

Lectinas como la de semillas de ricino pueden ser téxicas en células de mamiferos,
tanto in vitro como in vivo, ya que pueden reducir el crecimiento e interferir con la
absorcion de nutrientes, provocar cambios atroficos en el timo y el bazo y en altas
concentraciones pueden ser letales (Santoro y col., 1997; Sharon, 1998). Muchos
de los efectos toxicos de las lectinas son dependientes de su interaccion con la flora
intestinal (Rhodes, 1999) ya que son resistentes a la digestion tanto gastrica como
intestinal, lo que provoca lesiones e interferencia con la absorcion de nutrientes

(Lewis, 1984). Ademas, las lectinas de la dieta pueden ser internalizadas y circular



de manera intacta en la sangre periférica (Rhodes, 1999). Se ha reportado que las
rutas de administracion de las lectinas juegan un papel importante en su toxicidad

Los efectos antitumorales in vitro e in vivo de las lectinas vegetales se asocian con
su efecto sobre el crecimiento, la diferenciacion, la proliferacion y la apoptosis (De
Mejia y Prisecaru, 2005). Entre las alteraciones que sufren las células cancerigenas
estan los cambios en los patrones de glicosilacion de membrana (Nishimura'y col.,
2004). Muchos estudios han mostrado una fuerte correlacion entre ciertos modelos
de unidn a lectinas y su accion biolégica en varios tumores. (Fik .y col., 2001)

describieron el efecto in vitro de las lectinas sobre células normales y cancerigenas.

Una de las lectinas con mayor numero de estudios realizados es la lectina de
Muérdago Viscum album (VCA) ya que se ha observado una disminucién en los
dafios producidos por cancerigenos tanto in vitro.como in vivo. Los efectos son
representativos tanto en la proliferaciéon celular, asi como en la induccion de
apoptosis (Lyu y col., 2002; Maier y Fiebig, 2002). Los efectos de las lectinas sobre
lineas celulares transformadas son altamente especificos ya que dependen tanto
de la fuente de obtencion de la lectina como de la linea celular tratada (Ferriz-
Martinez y col., 2010). La lectina del trigo (WGA) ha probado ser altamente toxica
en estudios in vitro sobre las células de carcinoma pancreatico humano, en las
cuales se ha observado la internalizacién de la lectina. La exposicién a la WGA
indujo la condensacién de la cromatina, fragmentacion nuclear vy liberacion del DNA,

la cual es consistente con apoptosis (De Mejia y Prisecaru, 2005).

En un estudio sobre tres lineas celulares de cancer colorectal (LoVo, HCT-15 y
SW837) se utilizaron lectinas de Phaseolus vulgaris (PHA), Griffonia simplicifolia
(GSA), Con-A, Triticum vulgare (WGA) y Arachis hypogea (PNA). Se pudo observar
que la proliferacidn celular disminuy6 en funcion de la concentracion y el tipo de
lectinas, en el caso de PHA se reporté que a una concentracion de 100 yg/mL, es
capaz de inducir la muerte del 75% de células de cancer de colon de la linea HCT-
15, mientras que a esta misma concentracion unicamente indujo el 25% de muerte

en ceélulas de cancer de colon de la linea SW837 (Kiss y col., 1997).



2.2 Efecto biolégico de lectinas de frijol Tépari

El frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) es una leguminosa que pertenece a la familia
de las Fabaceae, posee resistencia a condiciones adversas de clima y suelo, como
son: tolerancia a altas concentraciones salinas en el suelo, estrés hidrico y a ciertas
plagas de insectos y de microorganismos (Camacho Barrén y Gonzalez de Mejia,
1998). Es una fuente importante de proteinas y a pesar de que tiene baja
disponibilidad de aminoacidos azufrados, su contenido de proteina es ligeramente
mayor a los reportados en otras variedades de frijol cultivadas en condiciones
ecologicas menos adversas. Sin embargo, presenta compuestos antinutricios como
lectinas e inhibidores de proteasas que, aunque presenta concentraciones
relativamente altas en el extracto crudo desaparecen en su mayoria después de la
coccion, por lo que al ser consumidos no constituyen un riesgo para la salud, no
obstante se puede encontrar alguna actividad residual cuando no son tratadas con
meétodos de coccion adecuados y a tiempos_cortos. Por otro lado, los factores
antinutricionales residuales en la dieta humana pueden ser de importancia si éstos
son capaces de sobrevivir al paso a través del tracto gastrointestinal para ejercer su
actividad biologica (Lajolo y Genovese, 2002; Rhodes, 1999).

Lectinas del frijol Tépari son muy téxicas en su estado crudo por via oral ya que
provocan pérdida de peso, proporcion de eficiencia negativa de proteinas, pobre
digestiéon de proteinas y la muerte de ratas y ratones al cabo de 10 dias. Sin
embargo, al introducir a la autoclave un extracto crudo de proteina, se observo la
pérdida de la toxicidad por via intraperitoneal, del mismo modo, se ha sugerido que
la administracion oral es menos toxica que por via intraperitoneal (Osman vy col.,
2003).' La dosis letal media (DLso) observada para la lectina de frijol Tépari
administrada por via intraperitoneal a ratones CD-1, fue de 1100 y 1120 mg/kg de
peso corporal para machos y hembras, respectivamente. En comparacion con otras
leguminosas como la ricina, con una DLso de 0.028 mg/kg, se observa que la lectina
de frijol Tépari presenta una toxicidad relativamente baja, por lo tanto, se propone
pueda ser utilizada en estudios que pueden potencialmente conducir a terapias
contra el cancer (Reynoso-Camacho y col., 2003).



En nuestro grupo de trabajo, (Torres Arteaga y col., 2016) estudiaron la composicion
de una fraccion concentrada de lectinas (FCL) de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius)
purificada por medio de una columna de exclusibn de peso molecular. Se
identificaron dos familias de lectinas (LA y LB) con pesos moleculares entre 28 y 36

kDa pero con actividades bioldgicas diferentes (Figura 1).
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Figura 1. Perfiles de purificacion de las dos principales fracciones enriquecidas de
proteinas de frijol Tépari. A) Cromatografia de exclusion de peso molecular de fracciones
de frijol Tépari o y actividad aglutinante. B) Geles de electroforesis SDS-PAGE de proteinas
de frijol Tépari de los primeros pasos de purificacion. M: marcador de peso molecular, EC:
extracto crudo, P: proteinas precipitadas con sulfato de amonio. appMM: masa molecular
aparente. LA y LB: picos con actividad aglutinante.

Solo las lectinas del pico A (LA) presentaron afinidad a eritrocitos tipo A. Las lectinas
del pico B (LB) no presentaron diferencia en actividad aglutinante para eritrocitos
tipo A+, B+, O+. En ensayos citotoxicos sobre células de cancer HT-29 se demostro
que la fraccion de LB tiene un mayor efecto antiproliferativo comparado con LA (ICso
166 y 256 pg proteina/mL) respectivamente. Respecto a la caracterizacion
estructural de las lectinas de frijol Tépari, se detectaron N-glicanos de alta manosa
predominantemente manosa 6 considerando que se debe cumplir con el requisito
de tener la secuencia consenso Asn-x-Ser/Thr para que se lleven a cabo las N-
glicosilaciones (Demain y Vaishnav, 2009). De esta forma, se pudo predecir

satisfactoriamente un solo sitio de glicosilacion en la Asn-13.

Experimentos in vitro han mostrado que la FCL de frijol Tépari provoca efecto

citotoxico diferencial entre células cancerigenas y no cancerigenas (Figura 2). Se
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determiné el efecto antiproliferativo en funcion de la concentracion (Figura 3) sobre
lineas celulares de cancer de mama (MCF-7, ZR-75-1), cérvix (HelLa, SiHa, y C33A)
y colon (CaCo2). Las células mas sensibles al efecto citotoxico fueron las células
de cancer de colon CaCo2 y cancer de mama MCF-7 (Garcia-Gasca y col., 2012).
Del mismo modo, en células de cancer de colon humano HT-29, la FCL provocé
arresto del ciclo celular en Go/G1 y apoptosis mediante activacion de caspasas,
particularmente caspasa 3 y se observé un aumento en la fosforilacion de p53 en'la

serina 46, que esta muy involucrada en el proceso apoptatico (Moreno-Celis y col.,
2020).
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Figura 2. Efecto citotoxico de una fraccién rica en lectinas (FCL) sobre células
transformadas y no transformadas (Ferriz-Martinez y col., 2010; Garcia-Gasca y col.,
2012).
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Figura 3. Efecto de la una fraccion rica en lectinas (FCL) sobre la proliferacion de
células cancerosas (Ferriz-Martinez y col., 2010; Garcia-Gasca y col., 2012).

Respecto a la toxicidad aguda y subcronica, (Lopez-Sanchez y col.,, 2010)
estudiaron una fraccion rica en lectinas de (FCL) y observaron que a una dosis de
50 mg/kg administrada a ratas Sprague Dawley via intragastrica, presenta baja
toxicidad aguda, mientras que las dosis mayores de 50 mg/kg de peso (300 y 2000
mg/kg de peso corporal) provocaron diarrea, letargo y piloereccidn dentro de las
primeras 24 h, sin embargo, los animales se recuperaron en su totalidad después
de las 48 h. No se observaron alteraciones macroscopicas ni diferencias en el peso
de los 6rganos como colon; intestino delgado, higado, rifilones timo, bazo corazon y
estbmago, aunque se observo una disminucion (p<0.05) en el peso de los rifiones
para los grupos administrados con 50 y 300 mg con respecto al control. En el estudio
de la toxicidad subcronica con FCL se utilizé la dosis maxima sin efectos adversos
(NOAEL) encontrada en el estudio de toxicidad aguda y dos dosis inferiores (5, 10,
50 mg/kg de peso). Se observo una disminucion al séptimo dia de consumo de
alimento con la dosis mas baja. No se observaron cambios significativos en colon,
estbmago, pancreas, higado, bazo, timo, corazon y pulmones; el peso del intestino
delgado y rifilones presentd una disminucion (p<0.05) en el grupo de 5 mg/kg con
respecto a los diferentes tratamientos, los marcadores bioquimicos de funcion renal,

hepatica, pancreatica y el estado nutricional no mostraron alteraciones. Dichos



resultados sugieren que, a dicha concentracion, la FCL podria ser utilizada en

estudios contra cancer.

En estudios preclinicos se ha observado que la FCL administrada via intragastrica
cada tercer dia (6 semanas) a ratas Sprague Dawley, provoco disminucion en el
consumo de alimento en las primeras etapas de la administracion reflejandose en
la pérdida del 10% en la ganancia de peso corporal; sin embargo, se observo
recuperacion antes del final de la administracion, lo que sugiere el efecto
antinutricional de la FCL (Ferriz-Martinez y col., 2015). También se presentd
aumento en la longitud del intestino igual que un adelgazamiento de las paredes
intestinales, asi como ensanchamiento de las vellosidades debido a la fusion de 2
o mas vellosidades, dado que una vellosidad presenta en-su base 2 o 3 criptas de
Liberkihn, lo que sugiere atrofia intestinal (Figura 4) relacionada con la adhesion y
obstruccién por parte de las lectinas en el tracto.intestinal.
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Figura 4. Histopatologias del ileon después del tratamiento con FCL. a) atrofia en las
vellosidades. b) incremento en la altura de las criptas (Alatorre-Cruz y col., 2018).
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Lo anterior se relaciona con disminucion la digestibilidad ileal aparente de proteinas,
mientras que la digestibilidad fecal aparente de proteinas disminuyé alrededor del
3% para grupo de la FCL. Se demostré que el consumo de agavinas previamente
iniciar el tratamiento con la FCL disminuye los efectos adversos generados en el
intestino y no se observo disminucidn en la ganancia de peso (Alatorre-Cruz y col.,
2018). Del mismo modo, la FCL activdo de forma diferencial células del sistema
inmune a través del cambio de la relacién linfocitos-granulocitos y también se
observo un ligero aumento de la pulpa blanca esplénica al final del tratamiento.
Ademas, se presento incremento de IL-6, Nfk- y el numero de foliculos linfoides en
las placas intestinales de Peyer (Alatorre-Cruz y col., 2018; Ferriz-Martinez y col.,
2015).

Por otro lado, el estudio histopatologico del pancreas mostré un incremento en el
tamano del acino pancreatico en las ratas administradas con la FCL. La presencia
de vacuolas y contenido granulado sugiere una hiperactividad del pancreas. Los
efectos perjudiciales en el intestino delgado, en consecuencia, afectan a otros
organos digestivos como el pancreas. Se encontré una hipertrofia del acino
pancreatico exocrino, donde se secretan las enzimas digestivas. La presencia de
vacuolas puede estar relacionada con un aumento exacerbado en la produccién de
enzimas pancreaticas, para compensar la atrofia del intestino y los problemas de
digestién asociados con la administracion de FCL (Alatorre-Cruz y col., 2018).

El efecto anticancerigeno de la FCL se probd en ratas Sprague Dawley tratadas con
1,2 dimetilhidrazina (DMH) y azoximetano (AOM)/dextrano sulfato sédico (DSS)
como agentes inductores de cancer de colon. La administracion via intragastrica de

50 mg/kg de peso de FCL disminuyd el numero de lesiones premalignas de bajo

grado de forma significativa (p<0.05) provocadas por DMH o AOM/DSS, sin efecto

sobre las lesiones de alto grado y neoplasias. La co-administracién de AOM/DSS-
FCL revel6 p53 y PCNA en niveles basales, sugiriendo afecto antiproliferativo de la
FCL, la apoptosis fue confirmada por incremento en la expresion del gen de caspasa
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9, disminucién de Bcl-2 y el incremento de proteinas de caspasa 3 y citocromo-c
(Moreno-Celis y col., 2017).

2.3 Obtenciodn lectinas de frijol Tépari mediante métodos biotecnolégicos

La extraccion y purificacion de la FCL de frijol Tépari se ha llevado a cabo con el
uso de estrategias convencionales que tienen bajo rendimiento a elevados costos
(Garcia-Gasca y col., 2012; Torres Arteaga y col., 2016). Por lo anterior, se probd,
como primera opcion, el sistema de secrecidn de raices ya que esta alternativa
podria aumentar el rendimiento y simplificar el procesamiento de purificacion. Este
sistema permite la expresidn de proteinas en las especies. originales, lo que
garantiza el correcto plegamiento y el procesamiento postraduccional de proteinas
complejas (Drake y col., 2009). Se propuso la produccion de una cis-lectina por
rizosecrecion en plantas genéticamente modificadas (Martinez-Alarcon y col.,
2019). Se utilizaron cebadores degenerados para la amplificacién de los transcritos
de frijol Tépari y los productos obtenidos se secuenciaron. Se determind una
secuencia de 831 nucledtidos que corresponde a una cadena polipeptidica de 277
aminoacidos. Esta secuencia tiene una alta identidad (97.83% de cobertura) con las
dos secuencias parciales de lectinas de FCL (Lectina A y Lectina B) obtenidas a
través de espectrometria de Masas (nano Lc-Ms/Ms) por (Torres Arteaga y col.,
2016) y con la secuencia peptidica previamente deducida por (Mirkov y col., 1994)
(Acceso No. AAA82181.1, https://www.uniprot.org/uniprot/Q40750). En la Figura 5
se puede observar con las flechas verdes cambios en 6 aminoacidos; en la posicidon
17 hay un cambio de P a A, en la posicion 139 R por K, en la posicion 180 GQ por
VN, en posicion 228 R por S y en la posicién 239 T por S. Del mismo modo, se
confirmd@ la presencia de una unica glicosilacion por medio de la tincidn con reactivo
de Schiff en el exudado de raiz de plantas de frijol Tépari genéticamente
modificadas y también se observo una actividad aglutinante similar respecto a la
FCL (11.95815 y 12.01859 AU/mg proteina). No obstante, las plantulas murieron
muy jovenes, debido posiblemente a efectos tdxicos de la propia lectina en los

exudados radiculares (Martinez-Alarcon y col., 2019).
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Figura 5. Alineacion multiple de la secuencia amplificada (rTBL-1), la secuencia
deducida por de lectinas de P. acutifolius (Niomero de acceso: AAA82181.1) y
secuencias de péptidos de LA y LB de TBFL (P. acutifolius). Los aminoacidos que
coinciden en todas las secuencias estan en rojo y que no coinciden se indican en negro y
azul (Martinez-Alarcon y col., 2019).

La obtencion heteréloga de proteinas podria facilitar el costo efectivo de la
produccion de lectinas bioactivas con fines farmacéuticos. Estos sistemas ofrecen
rendimientos mas altos en comparaciéon a los mecanismos convencionales de
purificacion, reducen los costos, disminuyen el tiempo de obtencion y proporcionan
productos con propiedades mas homogéneas y mejor definidas debido a que se
tiene control y pleno conocimiento de la secuencia nucleotidica expresada, ademas
permite el estudio de la relacion secuencia-funcion por medio de mutagénesis
dirigida (Araujo y col., 2015; Martinez-Alarcon y col., 2018). Los modelos mas
importantes que han sido propuestos en la produccion heterdloga incluyen el uso
de bacterias y levaduras. Cada modelo ofrece ventajas y desventajas que se deben
considerar para cada proteina en particular (Martinez-Alarcon y col., 2018).

Saccharomyces cerevisiae ha sido la levadura mas utilizada para la expresion de
proteinas recombinantes. Sin embargo, en el caso de las glicoproteinas, existen
multiples inconvenientes asociados al empleo de este modelo, tales como la alta
antigenicidad de sus glicosilaciones, la acumulacion del producto dentro de
vacuolas y citoplasma, el

procesamiento incompleto de sus péptidos de

sefalizacion y bajo rendimiento (Martinez-Alarcén y col., 2018). Por lo tanto, Pichia
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pastoris, puede ser considera como la levadura mas utilizada para la obtencién de
lectinas (PHA, Nictaba, ConA vy frutalina) debido a que entre sus ventajas es no
adicionar el residuo de a-1-3 manosa responsable de la alta naturaleza antigénica
de las glicoproteinas secretadas por S. cerevisiae y, en su lugar, tipicamente
adiciona cadenas de Man8 GIcNAc2 y Man9 GIcNAc2 (Barnes y Thorner, 1986;
Cordoba Ruiz y col., 2003; Romanos y col., 1992). No secreta altas cantidades de
proteinas enddgenas, por consiguiente, las proteinas foraneas secretadas por el
cultivo son relativamente puras (Cereghino y Cregg, 2000). Ademas, el contenido
de carbohidratos para las cadenas N-oligosacarido en P. pastoris parece ser
semejante, al menos en tamano, a los oligosacaridos de los organismos superiores

(Lannoo y col., 2007).

En nuestro grupo de trabajo, (Martinez-Alarcén y col., 2020) utilizé Pichia pastoris
como sistema heterdlogo de produccion de lectinas del frijol Phaseolus acutifolius,
obteniendo un rendimiento de 316 mg/L. Los resultados indicaron que la lectina
obtenida conserva su actividad biolégica contra células de cancer de colon HT-29
con una ClLsg 2.47+/-0.2 y 2.71+4/-0.47 pyg/mL para la lectina nativa y recombinante
respectivamente). Posteriormente se observé que la lectina recombinante (rTBL-1)
indujo el arresto del ciclo celular en la fase Go/G1 y disminuyo la fase S sobre células
de cancer de colon HT-29, con induccion de apoptosis de manera similar a la FCL
de frijol Tépari, por lo que se considera que la rTBL-1 conserva la actividad bioldgica
de las lectinas contenidas en la FCL. Fue posible determinar que uno de los
mecanismos de accion de la rTBL-1 esta relacionado con su interaccion con EGFR,
al igual que la activacion de caspasa 3, fosforilacion de p-53 (Dena Beltran, 2020,
datos no publicados). Por otro lado, también se demostré que la rTBL-1 tiene
caracteristicas estructurales similares a la lectina nativa de frijol Tépari (LN) (Figura
6), que incluyen dos cationes divalentes (Ca?* y Mn?*), una unica N-glicosilacion,
que se encuentra unida a la asparagina-13 (Martinez-Alarcon y col., 2020).
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Figura 6. Interacciones de estructura, N-glicosilacion e interfaz en el tetramero de
rTBL-1. Al) Tetramero de rTBL-1 coloreado por cadenas con cadenas A, B, Cy D en verde
claro, verde oscuro, azul oscuro y azul claro, respectivamente, con Ca*" representado en
esferas rojas y Mn?* representado en esferas grises. All) Interacciones entre las cadenas A
y B. Alll) Interacciones de la interfaz entre las cadenas B y D. AlV) Interacciones GIcNAc
en la interfaz de dos cadenas adyacentes. B) Estructura de los N-glicanos identificados en
cada monémero de rTBL-1 (Martinez-Alarcon y col., 2020).

Las lectinas tienen la capacidad de unirse a carbohidratos mediante un dominio de
reconocimiento de carbohidratos (DRC), el cual se encuentra definido por residuos
conservados, que determinan su conformacion y su funcién (Dodd y Drickamer,
2001). La selectividad del DRC esta dada por una combinacion entre puentes de
hidrogeno con los grupos hidroxilo del azucar y un embalaje con fuerzas de Van der
Waals (Martinez-Alarcon y col.,, 2018). El rapido avance en las técnicas
cristalograficas, ha permitido caracterizar con precision los DRC de algunas lectinas,
tal es el caso de dos fitohemaglutininas de Phaseolus vulgaris (PHA:E y PHA:L),
para las cuales se encontraron 7 residuos distribuidos a lo largo de su secuencia
polipeptidica que convergen espacialmente en la misma hendidura y son
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responsables de establecer las interacciones con glicoconjugados (Dodd vy
Drickamer, 2001; Nagae y col., 2014).Se realiz6é un alineamiento multiple de las
secuencias de algunas leucoaglutininas y se encontr6 que todas contienen
exactamente el mismo DRC (Figura 7, triangulos negros), con un unico cambio para
la rTBL-1 en la posicion 103, en donde hay una R en lugar de K (Martinez-Alarcon,
2017, Palmerin-Carrefio y col., 2021).
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Figura 7. Alineamiento entre las secuencias de rTBL-1 y leucoaglutininas de
leguminosas. En rojo se muestran las regiones completamente conservadas, en azul las
que se encuentran conservadas para la mayoria de secuencias y en negro las que no estan
conservadas. Los triangulos- rojos indican los residuos responsables de establecer
interacciones con los cationes metalicos, los tridngulos negros indican los residuos
responsables de establecer interaccion con los ligandos de las lectinas y los asteriscos
amarillos muestran.dos‘de los residuos presuntamente responsables del efecto citotoxico
de LN2(Martinez-Alarcén y col., 2019; Palmerin-Carrefio y col., 2021)

Las lectinas reconocen de manera especifica a carbohidratos de membrana como
manosa, glucosa, fructosa, N-acetilglucosamina (Hernandez y col., 2005; Mahmood
y Green, 2005). Sin embargo, mediante un marcaje con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), se identific6 que la lectina recombinante reconoce [1-6 N-
glicanos ramificados independientemente de su tamafo, muchos de estos glicanos
estan sobreexpresados en varios tipos de cancer, incluido el cancer de colon e
incluyen residuos de B-D-manosa, B-D-galactosa, B-D-N-acetilglucosamina, a-D-

fucosa, y a-acido neuraminico (acido sialico) (Martinez-Alarcon y col., 2020).
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2.4 Farmacocinética de proteinas terapéuticas

El tracto gastrointestinal es el principal sitio de degradacion proteica debido a la alta
actividad proteolitica. El intestino delgado es el principal responsable de la absorcién
de nutrientes y fluidos a través de la membrana intestinal, proceso dinamico y
complejo mediante el cual se llevan a cabo los mecanismos de absorcién
paracelular y transcelular. En ambos sistemas de transporte se involucran dos
conceptos principales: bioaccesibilidad y biodisponibilidad. El intestino. delgado es
el principal responsable de la absorcion de nutrientes y fluidos a través de la
membrana intestinal, proceso dinamico y complejo mediante el cual se llevan a cabo
los mecanismos de absorcidn paracelular y transcelular. En'ambos sistemas de
transporte se involucran dos conceptos principales: = bioaccesibilidad y
biodisponibilidad (Nunes y col., 2016).

Los dos tipos celulares principales en el epitelio intestinal son los enterocitos y las
células caliciformes. El lado apical de los enterocitos se caracteriza por un borde en
cepillo que produce varias enzimas y que aumenta la superficie para la absorcion
de nutrientes. Las células caliciformes secretan moco, que cubre la membrana
apical de las células intestinales y limita parcialmente la absorcion de moléculas al
igual que la biodisponibilidad y bioaccesibilidad sistémica de proteinas terapéuticas
por administracién oral (Crommelin y col., 2013). Cualquier péptido en la luz
intestinal debe atravesar este entorno antes de ser absorbido (Sanchez-Rivera y
col., 2014). Los estudios de bioaccesibilidad se refieren al total del compuesto
bioactivo que aun se encuentra disponible para ejercer un efecto biolégico relevante,
teniendo ‘en cuenta la exposicion del compuesto a diferentes condiciones
fisicoquimicas, se podria incrementar o reducir la bioactividad y bioeficacia
(Gunathilake y col., 2018). La biodisponibilidad se refiere a la tasa y capacidad de
un compuesto bioactivo de ser absorbido y estar disponible en los sitios de accion,
incluyendo la presencia de los metabolitos circulantes en el torrente sanguineo
(Rein y col., 2013).
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La biodisponibilidad es afectada principalmente por dos factores: 1) actividad de
enzimas gastrointestinales 2) disminucion en la permeabilidad a través de la mucosa
gastrointestinal que puede afectar la estabilidad, tiempo de transito gastrointestinal
y la tasa de la proteina o péptido (Crommelin y col., 2013). Del mismo modo, el
tamafio molecular, la hidrofilicidad y la degradacion gastrica son los principales
factores que interfieren en la absorcion de proteinas terapéuticas por: via
gastrointestinal. La distribucion esta determinada por el tamafo, peso molecular,
propiedades fisicoquimicas (carga, lipofilicidad, entre otros) y la unidn a proteinas
de transporte para atravesar membranas. La mayoria de las proteinas terapéuticas
con pesos moleculares elevados presentan volumenes aparentes de distribucion
pequefios y limitados al volumen del espacio extracelular debido a su limitada
movilidad. Los péptidos y proteinas terapéuticas - también interactuan
frecuentemente con proteinas endogenas, las cuales estan implicadas en el
transporte y regulacion de estas proteinas mismas proteinas, ademas, pueden
permitir o facilitar procesos de captacion celular y, por lo tanto, afectan su
metabolismo y farmacodinamia (Crommelin y col., 2013; Mahmood y Green, 2005).

Los capilares fenestrados son capilares endoteliales que juegan un papel
importante en el transporte de proteinas desde las vellosidades intestinales hacia
circulacién sistémica, permiten el paso de macromoléculas en el rango de tamafo
de 5-30 nm. Este proceso depende del tamafio, la forma y la carga de la proteina y
también de las propiedades estructurales y fisicoquimicas de los capilares
(Mahmood y Green, 2005; Vugmeyster, 2012). Por otro lado, lectinas como Con A,
Jacalina, WGA, PNA, LCA han sido ampliamente utilizadas para demostrar uniones
especificas e inespecificas con proteinas y glicoproteinas de suero humano como
albumina, 1gG, antitripsina, IgA, transferrina y haptoglobina por medio de
cromatografia de afinidad y espectrometria de masas (Lc/MS/MS) (Lee y col., 2010;
Madera y col., 2007; Yang y Hancock, 2004).

Las proteinas terapéuticas son removidas desde la circulacion o fluido intersticial
por diferentes vias: degradacion por protedlisis, captacion mediada por receptores
o endocitosis no especifica (Vugmeyster, 2012). La afinidad o captacion mediada
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por receptores y la internalizacion por medio de endocitosis o pinocitosis, pueden
conducir a la degradacion por lisosomas y son mecanismos de distribucion a lo largo
del torrente sanguineo para llegar a los érganos diana (Crommelin y col., 2013;
Vugmeyster, 2012). La mayoria de las proteinas terapéuticas de tamafio molecular
pequefio son degradadas por enzimas proteoliticas las cuales estan distribuidas por
todo el cuerpo desde endotelio vascular, la sangre, hasta rifilones, higado y tejido
gastrointestinal. La tasa metabdlica es mayor para proteinas de bajo peso molecular
o para péptidos pequenos, sin embargo, también depende de otros factores como
tamano, carga, grupos funcionales, entre otros (Crommelin y col., 2013; Mahmood
y Green, 2005).

Los productos finales del metabolismo proteico son péptidos y/o aminoacidos que
se reutilizan para la biosintesis de otras proteinas en el cuerpo humano, pueden
eliminarse rapidamente de la circulacion por endocitosis mediada por receptores,
tales como receptor de manosa, por pinocitosis-no selectiva o endocitosis selectiva
(Crommelin y col., 2013; Vugmeyster, 2012). Factores como el tamafo, la carga,
lipofilicidad, grupos funcionales, reconocimiento de azucares, vulnerabilidad a
proteasas, particulas de agregacion, formacion de complejos con factores de
opsonizacién también afectan-la eliminacion de proteinas. La endocitosis puede

ocurrir a diferente rango de peso molecular (Cuadro 1).

Barton y col. (2016) realizaron un estudio farmacocinético de lectinas derivadas de
las algas rojas de Griffithsia sp. administradas via subcutanea, intravenosa y oral.
Utilizaron la técnica de ELISA como método de deteccion de los parametros
farmacocinéticos (AUC, V4, Cmax, €fc) en suero, pero no pudo ser detectada por via
oral.-Del mismo modo, se evaluaron parametros farmacocinéticos para VISCUM®
Fraxini, farmaco anticancerigeno, derivado de lectinas de muérdago (ML)
administrada via subcutanea. Se determinaron algunos parametros como Cmax, tmax,
AUCyCLensangre a0.3,0.7,1.0,1.5, 2, 3,4, 5,6, 8, 10, 12, 18, 24, 36, 48, 72, y
336 h por medio de ELISA tipo Sandwich con amplificacion exponencial por PCR
(Huber y col., 2010). Se ha estudiado el efecto antitumoral y antiproliferativo de la
lectina aislada del hongo Sclerotium rolfsii. El perfil farmacocinético de esta lectina
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administrada por via intraperitonial mostré la presencia de lectina en suero después
de 1 h de administracion, se elimino rapidamente a través del riidn y no se acumulo
en ningun érgano, se determind por medio de una ELISA indirecta (Anupamay col.,
2017).

Cuadro 1. Peso molecular como factor determinante del mecanismo de eliminacion
de péptidos y proteinas.

Peso Sitio de Mecanismos de eliminacién Factor
molecular . s : i
(Da) eliminacion predominantes determinante
<500 S?ngre, Hidrdlisis extracelular, difusion pasiva I;strgp t.ura,
higado lipofilicidad
500 - , e . . Estructura,
1.000 Higado Difusion pasiva mediante un acarreador lipofilicidad
1.000 - Filtracion glomerular y subsecuentemente
> Peso molecular
50.000 - proceso de degradacion
Rifiones
50.000 - Rifiones, Carga,

200.000 higado Endocitosis mediada por receptor glicosilaciones

200.000 - )\ ¥ a2 Macroglobulina,
Opsonizacion

400.00 e
> 400.000 Fagocitosis Agreggmon de
particulas

Se han desarrollado diferentes estudios farmacocinéticos en productos naturales
con potencial anticancerigeno, en donde analisis instrumentales como
espectrometria de masas (MS) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) son
buenas alternativas para medir farmacos de pequeino peso molecular en fluidos
bioldgicos a niveles de picogramos (pg) sin embargo, para macromoléculas como
péptidos y/o proteinas los métodos analiticos son mas complejos (Crotti y col., 2017;
Mahmood 'y Green, 2005). De acuerdo a lo anterior, para el estudio de proteinas y
péptidos terapéuticos el area de la farmacologia ha utilizado técnicas de
inmunodeteccion para determinar la concentracion y la presencia de estos en
organos, plasma, suero y orina (Cuadro 2) (Mahmood y Green, 2005; Vugmeyster,
2012). Es importante recordar que para ensayos en farmacocinética es necesario
validar y desarrollar el método analitico o bioanalitico en plasma o en otra matriz

bioldgica in vitro para posteriormente continuar con ensayos in vivo. Las técnicas de
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bioensayos pueden tener interferencia de otras moléculas de caracter proteico por

lo que no es posible distinguir entre metabolitos y/o productos degradados del

farmaco o proteina de interés (Mahmood y Green, 2005).

Cuadro 2. Métodos bioanaliticos aplicados para el estudio de la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion de proteinas terapéuticas.

Tipo de

Métodos Sensibilidad Muestra Sensibilidad
ensayo
Inmunoensayos:
(ELISA), radio- Alta para suero, Principalmente
. . : .. Usualmente
inmunoensayos Total, libre, baja para tejidos, suero/plasma,
; . . alto para
(RIA), Ensayos de intacta requerimiento de fluidos
. . . ., L suero/plasma
inmunoradiometria homogenizacion fisiologicos
(IRMA)
Actividad de Mediana a baja,
. objetivos, requiere muestras | Suero/plasma | Depende del
Bioensayos . -
biomarcadores, frescas para y tejidos ensayo
eficacia ex vivo algunos analisis
Alta, se requiere Suero/plasma, | Usualmente
Radioactividad ('?°l), | Total, intacta y preparacion de la | tejidos, fluidos | alto, depende
(3H), (*C), (*S) degradado sonda y biologicos y del material
caracterizacion excreta marcado
Alta para péptidos
en suero/ plasma,
se requiere
homogenizacién
para tejidos Usualmente
Suero/plasma alto para
. Total, libre, Mediana a baja \eroipiasma, péptidos
Espectrometria de . , tejidos, fluidos
intacta y para proteinas en o
Masas (MS) biolégicos y .
degradado plasma/suero, Bajo para
. excreta i
requiere proteinas
purificacion grandes
(Inmunocaptura) y
digestion para
pesos moleculares
grandes
: . Animal
Mediana a baja se . nima es.
. vivos, estudios
. requiere . Depende de
. Total, intacta y . clinicos en
Imagenes preparacion de la la sonda
degradado humanos, ..
sonda y , utilizada
L células y
caracterizacion i
tejidos
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Baja, requiere Depende del
cortar tejidos en Tejidos material
peliculas delgadas marcado

Total, intacta y

Auto-radiografia degradado

Para la evaluacion de bioaccesibilidad de compuestos, se han desarrollado
diferentes técnicas in vitro (uso de tejidos o cultivo celular), membranas artificiales,
coeficiente de particidn octanol-agua (Log P), perfusion in situ e in vivo y métodos
in silico que modulan la permeabilidad o absorcidn de farmacos o moléculas

pequefias (Cuadro 3).

Entre los estudios in vitro, el modelo que utiliza células CaCo-2 diferenciadas es el
mas extendido, aunque presenta limitantes en el estudio de permeabilidad, como
son la presencia de uniones celulares mayores a las que realmente se encontrarian
en un tejido intestinal, carece de la interaccion de otras células clave en los procesos
de absorcion (células caliciformes, endocrinas y M), solo modula el transporte
transcelular y sobreestima los valores de bioaccesibilidad al presentar
sobreexpresidon de glicoproteina P por lo que restringe enormemente sus
aplicaciones (Lozoya-Agullo y col., 2017).

La union estrecha célula-célula de la parte apical del intestino, forma una barrera
que impide el paso de bacterias, endotoxinas y macromoléculas que atraviesan el
epitelio con lo cual, logra el mantenimiento de la polaridad celular y la regularizacion
de la permeabilidad intestinal. La union estrecha estda dada por proteinas
transmembranales tales como ocludinas o claudinas y proteinas periféricas de
membrana como las zonas de oclusidn. La eficacia de la barrera va a depender de

la cantidad y distribucion de las proteinas (Yoshida y col., 2009).

Los modelos ex vivo ofrecen ventajas competitivas sobre los modelos in vitro. Desde
la implementacion de los primeros estudios ex vivo utilizando la técnica del intestino
invertido, se han desarrollado diferentes estudios farmacocinéticos (Alam y col.,
2012; Nunes y col., 2016). Incluso se ha integrado junto a otras etapas de la
digestion gastrointestinal como la digestion oral y la estomacal (Campos-Vegay col.,
2015). Avances en los modelos ex vivo son el uso de la perfusion de sustancias a

nivel intestinal para estudiar farmacocinética y farmacodinamia utilizando secciones
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de intestino u 6rganos completos por los que se hace pasar el compuesto de interés
(Roeselers y col., 2013).

Cuadro 3. Modelos para evaluar absorcion intestinal (Herrera y col., 2012).
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CLASIFICACION

MODELO

INVERSION

TIEMPO VENTAJAS/DESVENTAJAS

In silico Algoritmos | Compuatdora | Inmediato Prediccion de diferentes
matematicos | + Software propiedades y mecanismos
Log P Reactivos Horas Lipofilicidad, “regla de oro”,
no animales, describe paso
w transcelular
9 MAI 1, 400.00 Un dia Uso facil, no animales,
E USD por Unicamente describe paso
3 columna + transcelular
S reactivos
ZuZ_’ PAMPA Des 200 Hasta 24
UsSD (5 h
placas) +
reactivos
MDCK-II 3500 USD 3 dias de Permeacion transcelular,
por linea cultivo y paracelular y
2 celular + 24 hde | transportadores activos y de
E reactivos y ensayo eflujo. Uso facil, transporte
% cuarto de direccional, grosor de
: cultivo uniones estrechas mas
In vitro P CaCo-2 21 dias grande, velocidad aparente
‘5 de cultivo
y 24 h de
ensayo
Enterocitos | Linea celular | Algunas Captacion del farmaco por
aislados + reactivos y horas las células, no permeabilidad
cuarto-de
cultivo
Intestino Costo de los Permeabilidad intestinal en
® invertido animales + diferentes segmentos,
& Perfusion reactivos transporte direccional, con o
T sin flujo sanguineo, consumo
= de animales, ensayo
complejo.
Absorcion en diferentes
segmentos, transporte
direccional, tejidos animales
y humanos.
Animales Costo de los Dias Absorciéon completa algunas
c animales + diferencias con humanos
0 reactivos
In vivo §
é Humanos Aprox 60,000 Dias Parametros farmacocinéticos
USD por
farmaco
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Durante los ultimos afnos se ha cuestionado si el uso de sistemas de digestion in
vitro o ex vivo simulan o predicen de manera exitosa el comportamiento de
diferentes compuestos de origen vegetal en condiciones fisiologicas (Alam y col.,
2012; Barba y col., 2017; Dupont y col., 2019; Sousa y col., 2020). Diferentes
investigadores han utilizado la digestion gastrointestinal y la fermentacion coldnica
in vitro para evaluar diferentes parametros de bioaccesibilidad, biodisponibilidad,
coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) Y la cuantificacion de metabolitos
secundarios generados por este proceso por medio de HPLC (Aguillén-Osma'y col.,
2019; Luzardo-Ocampo y col., 2020). Se ha identificado péptidos biolégicamente
activos generados durante la digestion gastrointestinal in vitro de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) por medio de técnicas como electroforesis y espectrometria

de masas (Tagliazucchi y col., 2015).

Mejoras de los estudios ex vivo han incorporado el uso de camaras de difusion que
ayudan a preservar la integridad del tejido intestinal e incorporan variables tipicas
de la fisiologia intestinal como son la anaerobiosis y el mantenimiento de la
temperatura corporal. Al respecto, Sjoberg y col. (2013) utilizaron estas camaras
usando soluciones amortiguadoras e inyeccion de carbégeno para simular el
microambiente intestinal. Por su parte, Arnold y col. (2019) propusieron el uso de
soluciones mejoradas de. simulacion del fluido intestinal y su correlacion con
variables tradicionalmente usadas en los estudios ex vivo como son los coeficientes
de permeabilidad-aparente y aproximaciones in silico de posibles transportadores
intestinales involucrados. Si bien estos estudios han contribuido al mejoramiento de
la técnica y su afinidad con una aproximacion in vivo, se requieren mas estudios
que mejoren las caracteristicas del mantenimiento de la viabilidad del epitelio
intestinal y su correlacion con muchos componentes dietarios de los que aun no

existe informacion disponible.

Particularmente, las lectinas son tipicamente proteinas globulares altamente
resistentes a las enzimas proteoliticas de los mamiferos, ya que presentan una
unién efectiva con los receptores de superficie de las células epiteliales del intestino

(Lajolo y Genovese, 2002; Rhodes, 1999). Ademas, resisten la degradacion por
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bacterias (Santoro y col., 1997), por lo que sobreviven al paso a través del tracto
digestivo y permanecen en su forma biologica e inmunoldgica intactas (Lajolo y
Genovese, 2002; Rhodes, 1999). Ratones administrados por canula de intubacion
gastrica con lectina del frijol Kintoki, alcanzaron hasta el 78.6% de lectina en tracto
digestivo después de 24 h posteriores a la intubacion (Hara y col., 1984). La
Concanavalina A fue recuperada en cantidades significativas en las heces de ratas
a partir de las 4 h después de su administracion oral, pasados 4 dias de la
administracion se recupero el 90 % de la lectina, indicd que dicha lectina es estable
durante su paso por el tracto gastrointestinal (Nakata y Kimura, 1985).

Después de la administracion intragastrica de una unica dosis de 50 mg/kg de peso
de la FCL de frijol Tépari, se encontr6 actividad aglutinante en heces de rata
después de las 24 h de administracion lo que muestra que las lectinas de frijol Tépari
son resistentes a enzimas proteoliticas en el tracto gastrointestinal (Figura 8). Es
importante mencionar que a las 72 h se presenta mayor actividad aglutinante,
posiblemente la lectina que se encuentra en heces a las 24 h es proteina que no se
unio al epitelio intestinal (Ferriz-Martinez y col., 2015).

Actividad aglutinante relativa
=)

8 3 "

6 i -1

4 - =

(2, == dil I ﬁJ_J J_J " k) )
0 24 48 72 96

120
Tiempo (horas)

| OFCL = Control |

Figura 8. Actividad aglutinante de heces de ratas después de una dunica
administracion con FCL (50 mg/kg) (Ferriz-Martinez y col., 2015)

La unién de las lectinas a las células epiteliales interfieren con la eficacia de la unién
estrecha y provocan un aumento la permeabilidad epitelial, lo que resulta en

diminucion de las células maduras y afecta la integridad celular del intestino,
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principalmente del yeyuno e ileon. Asimismo, se ha observado que la union de las
lectinas a las células epiteliales ocasiona una reduccion de la expresion de ocludina
y ZO-1, lo cual aumenta la permeabilidad de la membrana (Pita-Lépez y col., 2020;
Thompson y col., 1987).

Diversos estudios en modelos murinos, encontraron una relacion entre la adhesion
de lectinas a los carbohidratos de la membrana intestinal y el aumento de la
permeabilidad de la pared intestinal, lo cual permite la internalizacién de lectinas,
péptidos y bacterias y los subsecuentes efectos sobre el sistema inmune y algunos
otros organos. Estudios en pollos han observado que la permeabilidad dada por las
lectinas es dependiente de la dosis y se debe a que las lectinas disminuyen el entre
cruzamiento de las proteinas de barrera, ocludina y ZO1 (Pellegrina y col., 2005,
2009; Zhao y col., 2011).

La administracion a ratas de la FCL (50 mg/kg), por canula intragastrica durante 6
semanas, tres veces por semana mostro. atrofia intestinal de vellosidades e
hiperplasia criptica. Incrementé la produccion de moco intestinal, aumenté la
permeabilidad y disminuy¢ la digestibilidad ileal aparente de la proteina cruda. La
permeabilidad de la membrana se evalué mediante inmunohistoquimica para
ocludina en yeyuno y se.observo pérdida de la continuidad de la ocludina
membranal. Sin embargo, después de 6 semanas de recuperacion post-tratamiento
con la FCL, se observé incremento parcial de la ubicacion de ocludina, lo que

sugiere recuperacion de permeabilidad de la membrana (Pita-Lopez y col., 2020).
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ll. JUSTIFICACION

La realizacion de estudios de bioaccesibilidad y permeabilidad de compuestos
bioactivos son indispensables porque generan informacién sobre la absorcién, el
comportamiento en el tracto gastrointestinal y la biodisponibilidad de compuestos
de interés farmacologico. El uso de modelos de digestion in vitro permite predecir
posibles mecanismos de accién y cantidad de compuesto presente después de un
proceso gastrico simulado. Resultados del grupo de trabajo han permitido
determinar que la FCL de frijol Tépari tiene efectos inhibitorios de la tumorogénesis
temprana en colon. La produccién de una lectina recombinante hace posible el
desarrollo de un fitofarmaco con potencial comercial. La rTBL-1 mantiene el efecto
citotéxico in vitro a través de la induccion de apoptosis. Dado el conocimiento de los
efectos adversos de las lectinas de frijol Tépari en el tracto digestivo, y a la
necesidad de administrar esta proteina por via oral para lograr su efecto contra
cancer de colon, resulta necesario evaluar su bioaccesibilidad y permeabilidad
intestinal. Lo anterior permitira conocer el nivel de internalizacion y/o absorcion,
tanto de la proteina intacta como de sus derivados. Esta informacién contribuira al
avance en el conocimiento del mecanismo de accion de la proteina y sus derivados

asi como sobre su farmacocinética y farmacodinamia.
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IV. HIPOTESIS

La lectina recombinante de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) modifica la

permeabilidad la membrana intestinal, lo que permite su absorcion o internalizacién.

V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar bioaccesibilidad y permeabilidad intestinal de la rTBL-1 de frijol Tépari

mediante un modelo de digestion gastrointestinal in vitro/ex vivo.

Objetivos especificos

e Obtener vy titular un anticuerpo policlonal contra la lectina recombinante
(rTBL-1) de frijol Tépari para su deteccién en-muestras bioldgicas.

e Determinar la capacidad de absorcion y eliminacién en heces de la rTBL-1
administrada por via intragastrica a ratas Sprague Dawley por medio
electroforesis y Western blot.

e Evaluar la bioaccesibilidad de la rTBL-1 sometida a digestion gastrica e
intestinal in vitro utilizando el modelo de intestino invertido.

e Determinar la permeabilidad intestinal de la rTBL-1 durante a digestion
gastrointestinal in vitro utilizando el modelo de intestino invertido.

e Analizar la degradacién de la lectina recombinante a lo largo de la digestion
gastrica. e intestinal in vitro mediante electroforesis, Western blot vy
espectrometria de masas.

o Evaluar la afinidad de la rTBL-1 al epitelio intestinal mediante

inmunohistoquimica y prediccion mediante docking molecular

29



VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Produccion y purificacion de la lectina recombinante (rTBL-1)

La proteina recombinante se obtuvo de acuerdo a la metodologia propuesta por
(Martinez-Alarcon y col., 2020). Brevemente, las células de Pichia pastoris se
cultivaron en placas de glicerol minimo (MD) que contenian base de nitrégeno de
levadura al 1.34% (p/v) sin aminoacidos (YNB), biotina 4x10°% (p/v), 2% (p/v)
glicerol y agar zeocina al 2% (p/v) y se almacena a 4°C. Los stocks fueron
preparados como lo recomendado Invitrogen (Pichia Expression Kit, Version M) y
almacenado a -80°C. Para la produccion de rTBL-1, se utilizé una Unica colonia de
Pichia pastoris (cepa SMD1168H) para inocular 5 mL de extracto de levadura-
peptona-glicerol (YPG): extracto de levadura al 1% (p/v), peptona al 2% (p/v), 2%
(p/v) de glicerol y 4x10°% (p/v) de biotina. El cultivo-se hizo crecer durante la noche
a 30 °C. Se inocul6 un matraz con deflectores de 0.5 L con 0.5 ml del cultivo durante
la noche y se incub6 a 30 °C para generar el inéculo para el biorreactor. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en un volumen de 2.1 L utilizando un In-Control
(Applikon, Delft, Paises Bajos) interconectado con el software Lucullus PIMS Lite
version 3.7.2 (Applikon) para la adquisicidn de datos y el control de supervision. Un
volumen inicial de 1.1 L de medio de sales basales modificado ((MSM), 0.93 g/L
CaS04:2H20, 18.2 g/L K2S04, 14.9 g/L MgSO04-7H20, 4.13 g/L KOH, 26.7 mL/L
H3POs4, 40 g/L glicerol) y 0.5 mL de antiespumante (VRF-30, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, US) se esterilizo dentro del reactor. Se utilizé hidroxido de amonio (15%,
v/v) como agente de control del pH y fuente de nitrégeno (pH 5.0). Se agregaron
asépticamente sales de PTM1 (CuSO4 24 mM, Nal 0.53 mM, MnSO4 19.87 mM,
Na2MnQ4 0.83 mM, acido borico 0.32 mM, CoCl2 2.1 mM, ZnClz 0.15 mM, FeSO4
0.23 M y biotina 0.82 mM) a 4.35 mL/L después de la esterilizacion antes de la
inoculacion. El proceso se cambidé a 0.5 L alimentados por lotes usando glicerol-
MSM 1:1 agregado al biorreactor con una tasa de flujo de alimentacion constante
(F) de 0.06 mL/min. Después del sistema de alimentacion por lotes, el sobrenadante
de fermentacion se clarificé a través de un filtro de membrana de 0.22 ym y se
purifico del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad con niquel usando
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columnas HisTrap de alto rendimiento. La proteina resultante se dializo, liofilizé y
almaceno¢ a -20 °C. Una vez liofilizadas las muestras se cuantifico la proteina por el
meétodo de (Bradford, 1976) y por medio espectrofotometria NanoDrop a 280 nm
(NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific), se determind actividad aglutinante
(Jaffé, 1980) utilizando eritrocitos humanos A* fijados con glutaraldehido (Turnery
Liener, 1975).

6.2 Produccion del anticuerpo policlonal anti-rTBL

Para llevar a cabo este procedimiento experimental el Comité de Bioética del
Departamento de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro lo
aprobo con el Codigo de aprobacion: 44FCN2015. Se utilizaron 2 conejos Nueva
Zelanda machos de 9-10 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en el
Rancho Amazcala de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ. Los animales
se colocaron en cajas con agua y alimento (Conejina T, Purina, St. Louis, MO, US)
ad libitum con un ciclo circadiano de 12:12 luz-oscuridad, a 21 + 2 °C y humedad
relativa de 60 + 5% durante el periodo adaptativo de una semana y el experimental.
Los animales se inocularon tres veces con 1000 pL del inéculo a partir de una
solucion stock de 1 mg/mL de lectina recombinante liofilizada de frijol Tépari (rTBL-
1) en PBS 1x, pH 7.4. Para la preparacion del inéculo, se mezclaron 100 uL de la
solucion madre con 400 pL de PBS y 500 pL de adyuvante Montanide 71G (Seppic,
Paris, Francia) a los 21y 15 dias. Se realizaron sangrados preinmune y posinmune
de la arteria auricular y la sangre se centrifugd 1500 g durante 15 min para separar
el suero y posteriormente se almacend a -80 °C. Diez dias después de la ultima

inmunizacion los animales fueron sacrificados (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de inmunizacién con liofilizado de lectina recombinante. Sangrado
Pre inmune dia 0. Primera inmunizacion dia 1, segunda inmunizacion dia 21 y ultima
inmunizacion dia 36. El sacrificio de los conejos fue 10 dias después (Dia 46).

La evaluacién de los titulos de anticuerpos se realizé mediante ELISA indirecto. Las
placas de poliestireno de fondo plano de 96 pocillos se forraron con 100 uL de rTBL-
1 durante la noche a 4 °C. Para ello, se prepard rTBL-1 (10 ug/mL) en una solucion
de tampon carbonato/bicarbonato 0.1 M, pH 9.6. Luego se lavaron 3 veces con PBS
1x suplementado con 0.05% Tween-20 (v/v) (PBST) a temperatura ambiente para
descartar todos los péptidos no unidos. Las placas se bloquearon con 200 pL/pocillo
de PBS pH 7.4, Tween-20al 0.05% (v/v) y leche baja en grasa al 5% y se incubaron
a 37 °C durante 1 h. Posteriormente se lavaron 3 veces y se golpearon suavemente

sobre papel secante limpio.

Se agregaron proporciones 1:100 de cada suero probado (anticuerpo primario, 100
uL/pocillo), se cargaron e incubaron diluciones seriadas por triplicado (37 °C, 1 h)
hasta 1:12800. Los anticuerpos no unidos se eliminaron lavando dos veces con
PBST al 0.05%. Se utiliz6 como anticuerpo secundario un anti-conejo 19G, H+L
conjugado con peroxidasa de rabano picante anticuerpo hecho en cabra (Cat. No.
111-035-003 Jackson ImmuneResearch, Baltimore, MD, EE. UU.) diluido a 1:10000
con PBS 1xy leche desnatada al 2 % y se incub6 a 37 °C, 1 h. Las placas se lavaron
tres veces para eliminar los anticuerpos no unidos y se revelaron con 0.4 mg/mL de
diclorhidrato de O-fenilendiamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y 4 pL de
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H202 (30% v/v) en una solucién tampén de citrato 0.1 M/acido citrico 0.1 M. Las
lecturas de las placas se llevaron a cabo en un lector de placas ELISA (Microplate
Absorbance Reader, Bio Rad, Hercules, CA, EE. UU.) a 450 nm 20 min después de
anadir la solucion de revelado. Se utilizo el software MPM 6 (Bio Rad) para analizar
las lecturas, cada muestra se analizo por triplicado y se calcul6 el limite de corte con
las muestras negativas (suero preinmune), considerando la media + 3 desviaciones
estandar. Todas las muestras por debajo de este valor se consideraron negativas.
La férmula utilizada para calcular el punto de corte es:

x+(3*0), donde x= promedio de las tres repeticiones del suero control negativo de
referencia seleccionado, o= desviacion estandar del suero control negativo de
referencia seleccionado. Todos los sueros que presentaron absorbancias mayores
al punto de corte se consideraron positivos a la presencia de anticuerpos contra la
rTBL-1. Los sueros que presentaron absorbancias menores al punto de corte se

consideraron negativos.
6.3 Experimento In vivo

El procedimiento experimental fue aprobado por el Comité de Bioética del
Departamento de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro
(Cdodigo de aprobacion: 44FCN2015) y cumplié con la guia del Instituto Nacional de
Salud (NIH) para el cuidado y uso de Animales de Laboratorio. Se utilizaron 34 ratas
Sprague Dawley machos de 5-6 semanas de edad con alimentacion y agua ad
libitum y se ajusto el ciclo circadiano a 12 h de luz y 12 h de oscuridad. Se realizo
un experimento hasta las 8 h con una unica dosis de 27.15 mg/Kg de peso corporal
de rata (en total 250 mg de rTBL-1). Se utilizaron 4 ratas para el grupo control y 4
ratas para el grupo tratado por cada tiempo de sacrificio (Figura 10), los animales
se sacrificaron por medio de decapitacion con una guillotina para roedores. La
diseccion se llevo a cabo realizando un corte en el abdomen, se colectd el intestino
delgado y el colon, al igual que sangre, orina y heces. Se separ6 el suero por
centrifugacion (1500 g x 15 min). Los organos, sueros, orina y heces se
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almacenaron a -80 °C hasta su uso. Las muestras se procesaron por medio de

electroforesis SDS-PAGE y western blot.

Edad: 6 semanas
Lr: 4 animales por cada
tiempo ) Do | Esquema de administracion

Tiempo cero: 4 R de dosis unica de rTBL
animales control e0e (&
(1}

Horas | | I I | | | |

Figura 10. Esquema de administracion intragastrica de lectina recombinante (rTBL-1)
en una unica dosis.

6.4 Digestion gastrointestinal in vitro/ex vivo

El procedimiento experimental fue -aprobado por el Comité de Bioética del
Departamento de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro
(codigo de aprobacion: 44FCN2015) y cumplié con la guia del Instituto Nacional de
Salud (NIH) para el cuidado y uso de Animales de Laboratorio. En la Figura 11 se

muestra el esquema general del procedimiento seguido.
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Figura 11. Esquema general del proceso de digestion gastrointestinal in vitro/ex vivo.
1) La incubacion intestinal se simul6 ex vivo usando un yeyuno extirpado de ratas macho
Sprague-Dawley, 2) el tejido se invirtio cuidadosamente, 3) se llend el lado interno (lado
basolateral) con tampén Krebs-Ringer (1 mL). 4) Una vez atado en ambos lados, el tejido
intestinal relleno se colocd en la solucion intestinal (muestra de pH ajustado a 7.2-7.4,
adicionada con enzimas intestinales: pancreatina y bilis bovina) y se incub6 (30-90 min. 5)
Después de ser incubada, la muestra del lado externo del tejido del intestino delgado se
denomind fraccion no digerible (lado apical), y el lado interno del tejido intestinal se
considerd como fraccion digerible (lado basolateral).

Para llevar a cabo la simulacién de la digestion gastrointestinal se siguid la
metodologia reportada por Campos-Vega y col. (2015). Brevemente, se simulo el
proceso digestivo desde la digestion gastrica hasta la absorcidn intestinal,
considerando que la lectina se administra intragastricamente evitando el contacto
oral. Para la digestion estomacal, la lectina recombinante (5 mg/mL) se resuspendi6
en una solucion de pepsina (0.055 g en 0.94 mL de HCI 20 mM) (= 2500 U/mg de
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proteina, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se ajust6 a pH 2.0, seguido de
incubacion (37 °C, 2 h). La fase intestinal se simuld ajustando la fraccion gastrica a
pH 7.2-7.4 y se afadié una mezcla de enzimas intestinales: 2.6 mg de pancreatina
(8x USP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y 3.0 mg de bilis bovina (Sigma-
Aldrich) disuelta en 5 mL de solucién tampon Krebs-Ringer (pH 6.8, gasificado con
CO2, 37 °C) [NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, NaHCO3
25 mM, glucosa 11 mM y 2.5 mM CaCl;, pH 6.8). Dicha solucion se mezclo.ala
muestra proveniente de la digestion estomacal en tubos de ensayo, para

posteriormente ser administrada a los intestinos invertidos de rata.

Para la preparacion de los intestinos, se emplearon ratas macho Sprague-Dawley
(6-8 semanas de edad, 250-300 g de peso), clinicamente sanas, y provistas por el
Instituto de Neurobiologia (Universidad Nacional Auténoma de México — UNAM,
Campus Juriquilla, Querétaro, México). Dieciséis horas previas al sacrificio, las ratas
se sometieron a ayuno y consumo de agua adlibitum. Los animales se sacrificaron
mediante decapitacion. Se extrajo el yeyuno, el cual fue lavado con solucién
amortiguadora de Krebs-Ringer, cortado en segmentos de 6 cm de largo, invertido
y sellados en la parte inferior. Se llen6 con 1 mL de solucién de Krebs-Ringer, se
sellaron nuevamente y se etiquetaron aleatoriamente para posteriormente ser
colocados en la solucion intestinal. Los sacos fueron incubados por 30, 60 y 90 min
a 37 °C, en agitacion constante (80 ciclos/min). Las alicuotas del exterior (lado apical
o fraccion no digerible FND) e interior (lado basolateral o fraccion digerible, FD) del
saco invertido se recogieron y almacenaron a -80 °C para analisis adicionales de
cromatografia liquida de ultra alta resolucion-espectrometria de masas (UHPLC-
MS). Un control preparado con agua destilada se sometié al mismo procedimiento.
Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado.

6.4.1 Evaluacion de viabilidad del tejido intestinal

Para la evaluacion histopatoldgica, el yeyuno de las ratas se fijo en formaldehido al
10%, las laminillas se deshidrataron en una serie de alcoholes desde xilol 100 %,
alcohol absoluto-xilol, alcohol absoluto, alcohol 96%, alcohol 80%, y se tiid con
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hematoxilina-eosina para su posterior analisis histolégico por microscopia (modelo
DM2500, Leica, Wetzlar, Alemania) con lentes de 10x y 63x.

El flujo de agua es un indicador indirecto de la absorcion de agua y el flujo de
proteina a través del segmento intestinal. El yeyuno invertido se incub6 en solucion
Krebs-Ringer. El flujo de agua (WF) se calculé de acuerdo con la ecuacién: WF =
(W3 = W2)/W4, considerando WF como el flujo de agua (g de agua/g de intestino
fresco), W4 es el peso inicial del intestino delgado (sin solucion de Krebs-Ringer),
W> es el peso del saco invertido lleno de solucion tampon antes del tiempo de
incubacion, y W3 es el peso del segmento del saco invertido después del periodo de

incubacion (Khemiss y col., 2005).

El transporte de glucosa se evalu6 utilizando una solucion saturada de glucosa (4
g/L, disuelta en tampdn Krebs-Ringer sin glucosa) (Caicedo-Lopez y col., 2019).
Esta solucion se ajusto a pH (7.2-7.4), se mezcld con las enzimas intestinales como
se indica en la seccion 5.3 (pancreatina y bilis bovina) y se sometié a incubacién
intestinal en el saco intestinal invertido. El lado apical contenia la solucién de
glucosa en el tampon Krebs-Ringer sin glucosa y las enzimas intestinales, y el lado
basolateral contenia tampon Krebs-Ringer sin glucosa. Después de la incubacion
(30, 60 y 90 min), se conservaron a 4 °C alicuotas del lado interno y externo del
intestino. La concentracion de glucosa se midié usando el kit de ensayo de glucosa
(GAGO20-1KT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y siguiendo las instrucciones

del fabricante.
6.4.2 Evaluacion de la bioaccesibilidad

La cantidad de rTBL-1 durante la digestion gastrointestinal in vitro/ex vivo se
cuantifico por espectrofotometria NanoDrop a 280 nm (NanoDrop 2000c, Thermo
Fisher Scientific). rTBL-1 fue cuantificada al inicio del experimento (Co) y después
de cada etapa del proceso digestivo in vitro (grupos con rTBL-1). Un grupo fue
probado sin rTBL-1 (grupo control). En cada etapa de los ensayos, la diferencia
entre el grupo tratado menos el grupo control fue calculada para obtener la
concentracion total de proteina (Cr) después de la etapa gastrica y la digestion
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intestinal (30 y 60 min). Estos valores se utilizaron para calcular la bioaccesibilidad
de la proteina o los péptidos generados tras el proceso de digestidn, utilizando la

ecuacion (D’Antuono y col., 2015):
Bioaccesibilidad (%) =(C#/Co) * 100
6.4.3 Coeficiente de permeabilidad aparente (Papp)

La Papp del lado apical al basolateral (Papp A a8) Y basolateral al lado apical (Papp B a
A) se calculd mediante la ecuacion Papp: (dQ/dt) (1/ACo) (Hubatsch y col., 2007),
donde Papp (cm/s) es el coeficiente de permeabilidad aparente, dQ/dt (mg/s) es la
relacion entre la cantidad de proteina o péptido transportado a través de la
membrana por unidad de tiempo, A es el area intestinal transversal (cm?) que
representa el area de superficie del segmento invertido del intestino disponible para
la permeacion, y el Co (mg/mL) expresa la concentracion inicial de proteina o
péptidos (contenido gastrico) que penetran los sacos intestinales. La relacion de
flujo (ER) se considerd la relacion entre Pappeaay Papp aas. La media y los valores

estandar se expresaron en unidades de 10° cm/s.
6.5 Electroforesis desnaturalizante de proteinas (SDS- PAGE) y Western blot

La presencia de rTBL-1 en todas las muestras se identific6 mediante western blot.
La electroforesis se realiz6 en una camara de electroforesis Mini-Protean Il de
Biorad de acuerdo al protocolo reportado por (Sambrook y Russell, 2001). Se corrio
a 90 V durante 90 min en una solucién tampon de corrida (Tris Base 25 mM, glicina
200 mM, SDS 3.5 mM, pH 8.3), y se utiliz6 el marcador de peso molecular de
Prestained Protein Ladder (BG00364, Bio Basic, Ontario, Canada). Se prepard un
gelal 13% [(29%) acrilamida/bisacrilamida (1%)] y de 1.0 mm de espesor y se corrid
en condiciones semidesnaturalizantes. Los geles se realizaron por duplicado. Para
la identificacion de la rTBL-1 se tifieron los geles con Coomassie Brilliant Blue (CBB-
R250, Serva, Heidelberg, GER).
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Para el western blot, el gel se transfirid a una membrana de nitrocelulosa (Bio Rad)
a4 °Cy 15V durante 20 min en una camara de transferencia electroforética
semiseca Trans-Blot® SD (Bio Rad, EE. UU.) usando una solucion tampdn de
transferencia (base Tris 25 mM, Glicina 200 mM, metanol al 20 %, pH 8.3). La
transferencia se verificd con una tincion de rojo Ponceau (rojo Ponceau 0.2% w/v y
5% vl/v acido acético). La membrana se lavé con PBST 1x (base Tris 10 mM, NaCl
150 mM, Tween-20 al 0.05%) y luego se bloque6 usando una solucién tampén. de
bloqueo (TBS Tween-20 (TTBS) al 0.05%, leche desnatada al 5%) durante toda la
noche a 4 °C con agitacion constante (420 rpm). La membrana se incubo6 con el
anticuerpo primario (anticuerpo policlonal de lectina recombinante) a una dilucién
1:30000 en 1x TTBS con leche desnatada al 2% durante 60 min a temperatura
ambiente bajo agitacion constante, seguido de 3 lavados (1x TTBS, 15 min cada
uno). Se bloqued nuevamente con leche al 5% y TBST 1x durante 1 h a temperatura
ambiente y agitacion constante. La membrana se incubd con el anticuerpo
secundario (anti-IgG de conejo, H+L) conjugado con peroxidasa de rabano picante
(Jackson ImmuneResearch, Baltimore, MD, USA) diluido a 1:15000 en las mismas
condiciones. Posteriormente, la membrana se volvio a lavar con 1x TTBS 3 veces
por 15 min. La inmunodeteccion se logré visualizar mediante ChemicDoc Imaging
System, utilizando el reactivo de deteccion de transferencia Western Prime
AmershamTM ECLTM (GE Healthcare, Little Chalfont, Bucks, UK) 1:1, 200 uL del

reactivo Ay 200 uL del reactivo B con exposiciones de 1, 3 y 5 min.
6.6 Analisis de larTBL-1y de las muestras digeridas por UHPLC-ESI-QTOF/MS

El analisis de espectrometria de masas de la lectina recombinante se realizo
utilizando un cromatégrafo de liquidos de ultra alto rendimiento (UHPLC) (ACQUITY
Clase H, Waters Corporation, Milford, MA, USA) acoplado a un espectrometro de
masas de alta resolucidn con tiempo de vuelo y una fuente de iones en electrospray
(ESI-QTOF) (modelo Xevo G2 QTOF, Waters). Para la deteccion de proteina intacta
se acondicion6 una columna Cg (2.1 x 100 mm, 1.7 pm) (Waters Corporation,
Milford, MA, USA) con el 100% de la fase movil, disolvente A (acetonitrilo al 30%,
ACN, en acido formico al 0.1% v/v). El disolvente B fue acido férmico al 0.1% v/v en
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agua. El gradiente inici6é con 30% de A a 0 min; 50% A durante 5 min, 60% A durante
12 min, 95% A durante 17 min, 95% B durante 22 min, 30% B durante 27 min y
finalmente 30% A durante 35 min. El volumen de inyeccion fue de 10 uL para la
solucion estandar (1 mg/mL) a un flujo de 0.3 mL/min. La temperatura de la columna
fue de 40 °C. El espectrometro de masas se ejecutd en modo positivo (ESI) con un
rango de 100 a 2500 m/z. El voltaje capilar fue de 2.5 kV y la resolucion del equipo
fue de 2000. Para la adquisicion de datos se utilizo MassLynx V4.1 (Waters
Corporation, Milford, MA, USA).

Antes del analisis de espectrometria de masas, las muestras procedentes de la
digestiéon gastrointestinal se desalaron utilizando cartuchos Sep-pak C18 plus
(Waters Corporation, Milford, MA, USA). Para la identificacion de la proteina intacta
se utilizé el mismo gradiente de disolvente mencionado anteriormente y el volumen

de inyeccién fue de 20 L.

6.7 Analisis inmunohistoquimico

Las muestras deshidratadas (tejidos intestinales) se incrustaron en bloques de
parafina y se cortaron en portaobjetos Thermo Fisher cargados positivamente de 3
um de espesor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) utilizando un
microtomo y posteriormente se rehidrataron. Para ello, se retiré la parafina de las
muestras a 60 °C durante 20 min y se rehidrat6é en xileno al 100%, una serie de
lavados con alcohol (99, 96 y 70%), y agua destilada durante 10, 10, 5, 5 y 5 min,
respectivamente. Para desenmascarar los epitopos, las muestras se colocaron en
un bafo de agua a 100 °C durante 15 min en una solucion de acido citrico 0,1 M,
pH 6.0. Los portaobjetos se lavaron tres veces (PBS 1X, pH 7.2) y se incubaron con
peréxido de hidrogeno al 3% en PBS 1X (30 min) para eliminar la actividad
peroxidasa endogena. Los sitios de unidon no especificos se bloquearon usando
leche baja en grasa al 5% en PBS-Tween al 0.1% durante 30 min a TA. Los tejidos
se incubaron durante la noche a 4 °C con los anticuerpos policlonales anti-lectina,
diluidos a 1:10000. Los tejidos se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-lgG
de conejo, H+L) conjugado con peroxidasa de rabano picante (Jackson
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ImmuneResearch, Baltimore, MD, USA) diluido a 1:5000 durante 1 h a temperatura
ambiente. La reaccion se realizé utilizando una solucion de 0.02 mg de
diaminobencidina en 72 mL de PBS 1X y 120 pL de H2O- al 30% durante 15 min.
Esta reaccion produjo un precipitado de color sepia en las células inmunorreactivas.
Las muestras se contrastaron con hematoxilina de Harris y se deshidrataron
utilizando agua destilada, alcohol al 70%, alcohol al 96%, alcohol absoluto y xileno,
y se montaron con resina. Las muestras se analizaron bajo un microscopio modelo

DM2500 (Leica, Wetzlar, GER) con lentes de 10x y 63x y se obtuvieron fotografias.
6.8 Docking Molecular

Se realiz6 un analisis in silico para evaluar las interacciones potenciales entre rTBL-
1 digerida y no digerida y ligandos del intestino delgado. La secuencia FASTA
reportada de rTBL-1 se descargo del Protein Databank (codigo: 6TT9). Como los
primeros 6 aminoacidos (EAEAAA) corresponden a corte inespecifico de la enzima
(secuencia no codificante) se excluyeron ‘de la secuencia. Se model6 en 3D
utilizando el software en linea Swiss Model 2.0 (Biasini y col., 2014). Sobre la base
de la identidad mas alta, la estructura de fitohemaglutinina (6TT9.1.A) se seleccion6
como estructura rTBL-1 para el modelado.

Para seleccionar los ligandos intestinales que potencialmente interactuan con rTBL-
1, las estructuras reportadas indicadas por (Martinez-Alarcén y col., 2020) se
utilizaron para la metodologia de acoplamiento. La base de datos PubChem se
utilizé para descargar las estructuras 3D de 3-D-manosa (PubChem CID: 439680),
N-acetil B-D glucosamina (PubChem CID: 24139), acido sialico (PubChem CID:
906), N-acetil galactosamina (PubChem CID: 35717) y a-D-glucosa (PubChem CID:
79025), B-D-galactosa (PubChem CID: 439353), a-L-Fucosa (PubChem CID:
439554). Si no se reportd una estructura 3D (por ejemplo, acido sialico), se model6
usando MarvinSketch v.20.9 (ChemAxon, Budapest, Hungria). El procedimiento de
acoplamiento (Luna-Vital y col., 2017) se llevé a cabo seleccionando torsiones
flexibles, enlaces de hidrogeno y calculos de acoplamiento proporcionados por las
herramientas AutoDock (Trott y Olson, 2010). La visualizacién de las mejores
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interacciones de acoplamiento se realiz6 en Discovery Studio Visualizer v.

19.1.0.188287 (Dassault Systémes, Vélizy-Villacoublay, Francia).

6.9 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar (DE). Se
consideraron dos experimentos independientes, con al menos tres repeticiones,
para cada medicién de cada incubacién. El analisis estadistico se realizé utilizando
el software JMP v. 8.0 (SAS Institute, Cary, NC), con un analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) y la prueba post-hoc de Tukey-Kramer para comparaciones

multiples donde las diferencias se consideraron significativas en p<0.05.

42



VIl. RESULTADOS
7.1 Generacion de un anticuerpo policlonal (Anti-rTBL-1)

La Figura 12 muestra los titulos de anticuerpos después del tratamiento de los
animales con rTBL-1 liofilizada. Se pudo observar que el suero preinmune (linea
violeta) esta por debajo del valor umbral de 0.8. Los datos de la primera
inmunizacion (21 dias después de la primera inmunizacion) comenzd con una
densidad optica (DO) de 0.15. La DO disminuy6 a medida que se aumentaron las
diluciones seriadas, siendo positivas hasta una dilucion 1:1600. Para la segunda
(linea rosada) y tercera (linea verde) inmunizaciones (15 y 10 dias después de la
inmunizacion), ambas mostraron una DO superior a 0.15, mostrando la misma
tendencia que la primera inmunizacién, pero alcanzaron diluciones mas diluidas por

encima del punto de corte (1:12800 y 1:25600, respectivamente).

0.204 1er inmunizacién
2da inmunizacion

0.154 3ra inmunizacion

Ftowé

Punto de corte

0.104 Pre inmunizacion

OD 450 nm

0.054

Diluciones antisuero

Figura 12. Titulos totales de un conejo inmunizado con Lectina. Titulos de anticuerpos
de rTBL-1 de tres inmunizaciones. El suero preinmune correspondié al periodo anterior al
inicio.de las inmunizaciones. El punto de corte se calculd con las medias de las muestras
negativas mas tres desviaciones estandar. Todas las muestras se analizaron por triplicado.
OD: densidad optica. 1°" inmunizacién (Dia 1), 2% inmunizacion (Dia 21), 3°" inmunizacion
(Dia 36).
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7.2 Experimento in vivo

7.21 Perfil de electroforesis y western blot de sueros de rata
administradas con rTBL-1

Las glicosilaciones presentes en las muestras fueron confirmadas con los geles de
SDS-PAGE tefiidos con reactivo de Schiff. Se identificaron bandas caracteristicas
para FCL y rTBL-1 a 28 y 35 kDa y 30 kDa respectivamente en ambos geles. Del
mismo modo, una banda definida en el C+rTBL-1 también fue identificada. Bandas
abundantes entre los 45-70 kDa corresponden a albumina, y cadenas pesadas de
anticuerpos y las bandas en 25 kDa son de cadenas ligeras de inmunoglobulinas.
Se observaron unas ligeras bandas cerca a los 30 kDa en las muestras de suero de
1, 2y 3 h (Figura 13A).
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Figura 13. Perfil de electroforesis con tincion con Coomassie y Schiff de sueros de
rata después de una unica dosis de administracion de rTBL-1. A) SDS-PAGE al 15%
con azul de Coomasie. B) SDS-PAGE al 15% con reactivo de Schiff. Las columnas
corresponden a marcador de peso molecular (MPM), FCL (6 pg), rTBL-1 (2 pg), Control
+rTBL-1 (0.5 pg); muestras y controles (~100ug). C+rTBL-1: control mas rTBL-1 incubados
a 37 °C por 15 min.

Se realizaron analisis de western blot de los sueros (Figura 14) para la deteccion de
rTBL-1 en las muestras. A ~30 kDa y entre 25 y 35 kDa se observaron las bandas
caracteristicas de rTBL-1 y FCL respectivamente. También se detect6 rTBL-1 en la
muestra de suero control con rTBL-1 (C+rTBL-1). Se identificaron unas ligeras

bandas en los sueros control con un peso molecular aparente de ~36 kDa. No se

44



identifico la presencia de rTBL-1 en los sueros desde los 30 min hasta las 6 h.
Adicionalmente el anticuerpo anti rTBL-1 fue capaz de detectar FCL (carril 2, Figura
14A).

A (o
TBL1 ih 2h
CHTBL-1 Control
5 KD
MPM (kDa) rTBL1 FCL o
35 KDa i
-
S
3h 4h
rTBL-1
B 35 KDa
TBL-1 Control 30 min y-3 M P
-1 Contro|
r C+rTBL-1 25KD8 -
35 KDa
-
. E S5h 6h

25 %08

Figura 14. Western blot de sueros de rata administradas con una unica dosis de rTBL-
1. Las columnas corresponden a marcador de peso molecular (MPM), FCL (6 pg), rTBL-1
(2 ug), Control +rTBL-1 (0.5 pg); muestras y controles (~ 100ug). C+rTBL-1: control mas
rTBL-1 incubados a 37 °C por 15 min. Quimioluminiscencia a 3 min.

7.2.2 Geles de electroforesis y western blot de raspado intestinal y

heces de ratas administradas con rTBL-1

La obtencidn del extracto proteico de intestino se realiz6 mediante la metodologia
de (Faure y col., 2002). En la Figura15A se observan los geles de electroforesis y
western blot de raspado intestinal, tres bandas a 18, 35 y 45 kDa fueron identificadas
como proteinas intestinales. Sin embargo, en el analisis de western Blot no fue
posible identificar bandas relacionadas con la rTBL-1. Para el perfil electroforético
de heces de rata se encontré un barrido de proteinas desde 28 hasta 75 kDa. Se
percibieron ligeras bandas cerca a los 30 kDa en las muestras de heces, no

obstante, el western blot no mostr6 presencia de rTBL-1
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Figura 15. Perfil de electroforesis y western blot de raspado intestinal y heces de rata
administradas con una unica dosis de rTBL. A) Geles de SDS-PAGE al 15% y Western
blot de raspado intestinal. B) Geles de SDS-PAGE al 15% y Western Blot de heces de rata.
Carril uno: marcador de peso molecular (MPM), carril dos: rTBL-1 (4 ug), carril tres-ocho:
control y muestras (~12 pg). Quimioluminiscencia a 3 min.

7.3. Digestion gastrointestinal in vitro
7.3.1 Evaluacion de la viabilidad del tejido intestinal

La evaluacion de la viabilidad después de la incubacion en los sacos intestinales
invertidos se muestra en la Figura 16. La cuantificacion de la glucosa se considera
un parametro funcional debido a la integridad de los transportadores de glucosa
(SGLT1 0 GLUTZ2) en el tejido intestinal viable. Cuando la concentracion de glucosa
es baja en la luz intestinal, solo SGLT1 se ubica en el lado apical para transportarla.
No obstante, si la concentracion de glucosa es alta, GLUT2 también se ubica en el
lado apical para apoyar la absorcién de glucosa (Koepsell, 2020). La glucosa entra
desde el lado apical al lado basolateral del intestino delgado, lo que confirma la
funcionalidad de los transportadores de glucosa y la viabilidad de los sacos
intestinales (Chen y col., 2016; Tambe y col., 2019). Pero, si GLUT2 esta ubicado
en el lado apical, se observa un transporte de glucosa opuesto bajo (Koepsell, 2020)
(Figura 16A).
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La Figura 16B muestra la viabilidad y el ensayo funcional para el intestino invertido
utilizando una concentracion alta de glucosa (9.25 + 0.39 en el lado apical). La
concentracion de glucosa apical disminuyé (30-90 min) mientras que la
concentracion basolateral fue opuesta, lo que sugiere un transporte de glucosa
apical-basolateral. El flujo de agua es otro parametro que confirma la viabilidad del
tejido. El agua pasa a través de los enterocitos por transporte pasivo (6smosis),
cotransportadores (proteinas de membrana que sirven como canales en la
transferencia de agua), proteinas transportadoras (acuaporinas) o transporte
paracelular (Zhu y col., 2016). El flujo de agua apical a basolateral produce una
ganancia de agua, lo que aumenta el peso del saco intestinal. Por el contrario, el
flujo de agua basolateral a apical produce pérdida de peso. Nuestros resultados
mostraron una disminucion del peso del saco intestinal, lo que indica un movimiento

basolateral-apical que incremento entre 30 y 60 min 'y con una baja reversién a 90

min.
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Figura 16. Integridad del yeyuno invertido de ratas Sprague-Dawley durante la
absorcion en el intestino delgado. A) Esquema del transporte de glucosa en enterocitos.
B) Determinacion de flujo de glucosa. El yeyuno invertido se incub6 en solucién tampén de
Krebs-Ringer sin glucosa durante 30, 60 y 90 min y la glucosa se determiné a 540 nm. C)
Determinacion de flujo de agua. El yeyuno invertido se incub6 en solucion de Krebs-Ringer
durante 30, 60 y 90 minutos el agua se calculé como un cambio del peso del saco intestinal.
Los resultados se expresan como la media + DE de tres experimentos independientes por
triplicado del control. Letras pequefias expresan diferencia significativa entre todas las
muestras (p <0.05) segun la prueba de Tukey-Kramer. El gréafico fue creado con el software
BioRender® y adaptado de (Koepsell, 2020).
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Las imagenes de yeyuno invertido (Figura 17) tefidas con el procedimiento de
hematoxilina y eosina (H&E), mostraron que, durante 30 y 60 min, el tejido intestinal
mantuvo su estructura tanto para el control como para las muestras tratadas con
rTBL-1. A los 90 min, se observd dafo del tejido intestinal, lo que sugiere utilizar
este modelo para estudiar la absorcion intestinal de matrices derivadas de alimentos

hasta 60 min. Por lo tanto, los ensayos posteriores se realizaron hasta ese tiempo.

30 min
,'k‘\‘ or 1wt

Control

rTBL-1

Figura 17. Imagenes representativas de hematoxilina y eosina (H&E) durante la
incubacioén (30, 60 y 90 min). El yeyuno invertido se fijé en formaldehido al 10% y se tifid
con hematoxilina-eosina para analisis histolégico (10%). rTBL-1 lectina recombinante de
frijol Tépari (Phaseolus acutifolius). El control corresponde a agua (muestra sin rTBL-1).

7.3.2 Bioaccesibilidad y permeabilidad intestinal de rTBL-1

La Figura'18 muestra el efecto del proceso de digestién en rTBL-1 para el contenido
gastrico (CG) y el contenido intestinal (IC) donde la concentracion de proteina fue
medida después de cada etapa de la digestion in vitro para la determinacion de
bioaccesibilidad y permeabilidad. EI CG mostré un 67% de proteina, lo que sugiere
que el 33% se digirid en el estdmago. La fraccién no digerible (FND) (lado apical)
mostrd 49% a los 30 min y 15% a los 60 min (p< 0.0001), lo que sugiere que las
enzimas intestinales y pancreaticas digirieron el 52% de la proteina después de 60
min. La fraccion digerible (FD) (lado basolateral) mostré 45% y 43% de contenido
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de proteina después de 30 y 60 min de digestion intestinal, respectivamente (Figura
18?), sugiriendo la absorcion o internalizacion de la proteina.

El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) (Figura 18B) mostrd que la tasa de
permeabilidad de las proteinas disminuyd 2.15 veces para el flujo apical-basolateral
(p>0.05) y 6.4 veces para el flujo basolateral-apical entre 30 y 60 min (p>0.05).
Ademas, la relacion de flujo (ER) disminuy6 entre 30 y 60 minutos de incubacion
intestinal (p>0.05).
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Figura 18. Efectos de la digestion simulada in vitrolex vivo en rTBL-1. Se llevo a cabo
una digestioén in vitro gastrica e intestinal simultanea de rTBL-1 y se determiné la proteina
a los 30 y 60 min (280 nm). A) Bioaccesibilidad. B) Coeficiente de permeabilidad aparente
(Papp) Y Relacion de flujo (ER) durante la incubacion intestinal. Los resultados se expresan
como la media £ DE de tres experimentos independientes por triplicado. Letras diferentes
expresan diferencias significativas (p<'0.05) segun la prueba de t-student para cada par de
datos entre 30y 60 min. AP, lado apical; BL, lado basolateral; GC, contenido gastrico; NDF,
fraccion no digerible; DF, fraccion digestible; Papp, coeficiente de permeabilidad aparente.

7.4 Perfil electroforético y analisis de western blot de rTBL-1 a través de la

digestion in vitrolex vivo

La rTBL-1 se monitored usando electroforesis SDS-PAGE en todas las etapas del
proceso gastrointestinal. La Figura 19 muestra los perfiles electroforéticos y western
blot del FND y el FD durante la digestion gastrointestinal in vitro/ex vivo. La rTBL-1
tiene un peso molecular aparente de 30 kDa observado en el CG, lo que indica
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resistencia a enzimas presentes en el contenido gastrico. También se detectaron
bandas que corresponden a enzimas como la pepsina (37 kDa, estrella azul) en CG
y varias bandas correspondientes a los productos digeridos de la pancreatina en la
digestion intestinal (FND y FD). Sin embargo, las bandas de ~24, 18 y 13 kDa se
identificaron solo en las muestras digerida en FND y FD (recuadros azules). Dado
que también se encontraron bandas débiles cerca de ~30 kDa en toda la etapa
intestinal de la muestra digerida (Figura 19A), se realizé un analisis western blot
para ambos geles, para confirmar la presencia de rTBL-1 (Figura 19B). Como era
de esperar, no se observaron bandas en el control, pero si en el CG y el NDF de las
muestras digeridas. También se observaron bandas de baja intensidad en la DF

(flechas azules), lo que sugiere una posible internalizacion de la rTBL-1.
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Figura 19. Perfil electroforético y western blot para el efecto gastrointestinal sobre
rTBL-1. A) SDS-PAGE al 13% tefiido con azul de Coomassie. (1) rTBL-1, (2) control de
contenido gastrico (CG), (3) muestra contenido gastrico (CG), fraccidon no digestible (FND),
fraccion digestible (FD). FND y FD obtenidos después de la incubacién por 30 y 60 min. B)
Western blot para rTBL-1 de muestras digeridas. Las columnas corresponden a marcador
de peso molecular (MPM), rTBL-1 (2 pg), CG (~60 ug de control y muestra), FND (~60 ug
de control y muestra) y FD (~60 ug de control y muestra). El control es agua. La estrella
azul muestra la presencia de pepsina, los recuadros azules indican bandas de proteinas
derivadas del proceso de digestion y las flechas azules rTBL-1.
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7.5 Analisis de rTBL-1 y muestras digeridas por medio de UHPLC-ESI-
QTOF/MS

La Figura 20 muestra los espectros de masas de la rTBL-1. La corriente i6nica total
(TIC) presenta varios picos en diferentes tiempos de retencion (2.68, 14.63, 19.78,
21.02 y 25.17 min) (Figura 21A). El pico a los 2.68 min correspondi6 a una proteina
la cual fue analizada mediante espectrometria de masas (Figura 21B), con un pico
principal a 917.9 m/z. El espectro de deconvolucidon de este pico se muestra en la
Figura 21C en un solo pico con una masa molecular de 29340.6016 Da.
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Figura 20. Espectro de masas de lectina recombinante (rTBL-1). Intensidad relativa (%)
es mostrado en cada grafico. A) TIC (Corriente iénica total) de rTBL-1. B) Espectro de
masas con rango 100-2500 m/z. C) Espectro de deconvolucion con rango 10000: 100000.

El analisis de espectrometria de masas de CG, FND y rTBL-1 se muestra en la
Figura 21. Los analisis de TIC para las muestras de CG, FND a 30 y 60 min
mostraron un pico cercano al mismo tiempo de retencidn correspondiente al pico de
rTBL-1 (2.68 min). Sin embargo, los espectros de masas de todas las muestras
digeridas en el rango de 0-1175 m/z mostraron mas de una proteina en el tiempo
de retencion de 2.761 min. Los recuadros azules en las imagenes de CG y FND de
30 min mostraron un perfil de proteina de menor intensidad. Los espectros de
deconvolucién para esta zona para CG (caja roja) mostraron varios picos que
coincidian con las isoformas de pepsina (36762 y 34966 Da).
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Figura 21. Espectrometria de masas para rTBL-1 y muestras de la digestion
gastrointestinal. A) rTBL-1. B) contenido gastrico (CG). C) Fraccién no digerible (FND) 30
min. D) Fraccién no digerible (FND) 60 min. Las flechas azules muestran el tiempo de
retencion de rTBL-1. Los recuadros azules muestran el perfil de proteinas de rTBL-1 en el
rango de 0-1175 m/z. El cuadro rojo muestra el espectro de deconvolucion para la muestra
de contenido gastrico. Las flechas rojas muestran los picos correspondientes a rTBL-1 en
el rango 0-923 m/z. Los resultados se muestran como intensidad relativa (%).

Se tomo6 una aproximacion en esta zona dentro del rango 0-923 m/z, donde se
detectaron los picos de rTBL-1 (916.8, 917.3, 917.9 m/z) en el control y se
detectaron los mismos picos para CG (916.8, 917.3 y 917.8 m/z), FND a 30 min
(916.8, 917.3 y 917.9 m/z), y FND a 60 min (916.7, 917.3 y 917.7 m/z). No fue
posible mostrar los espectros de deconvolucion de las zonas extendidas porque no
se detectaron suficientes picos para este proceso. Debido al limite de deteccion del
instrumento (100 pg /mL de proteina pura) y la baja cantidad de proteina intacta en
la fraccidn digestible (FD), no fue posible obtener resultados.

7.6 Analisis inmunohistoquimico

La Figura 22 muestra imagenes de inmunohistoquimica para rTBL-1 en el saco
intestinal invertido (yeyuno) usando el anticuerpo policlonal anti-rTBL-1 a los 30 y
60 min de la digestion intestinal. A diferencia del control, se observé una sefial
marron en las células epiteliales de las muestras tratadas con rTBL-1. Se muestran
imagenes amplificadas (63x) para mejorar la visualizacion de la sefial rTBL-1

(pequenos recuadros).
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Figura 22. Imagenes de inmunohistoquimicas de yeyuno invertido de rata después
de la incubacion con rTBL-1. Se observan cortes intestinales del blanco (muestra sin
rTBL-1) y tratados con la rTBL-1 en los tres tiempos de incubacién (30 y 60 min). Se tomaron
imagenes (cortes de 3 um) a 10x y 63x.

7.7 Evaluacion in silico de la interaccion rTBL-1 con carbohidratos o derivados

del intestino delgado

El Cuadro 4 y la Figura 23 muestran las posibles interacciones in silico entre rTBL-
1y carbohidratos representativos del intestino delgado o derivados de carbohidratos
como B-D-manosa (Figura 23A), N-acetil-3-D glucosamina (Figura 24B), acido
sialico (Figura 23C), N-acetil-galactosamina (Figura 23D), B-D- galactosa (Figura
23E), a-D-glucosa (Figura 23F) y a-L-Fucosa (Figura 23G). Los datos se obtuvieron
después de la simulacién de acoplamiento molecular utilizando AutoDock Vina.
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Cuadro 3. Energia libre de unién entre rTBL-1 y sacaridos o derivados.

El acido sialico y la N-acetil-glucosamina exhibieron la mayor afinidad de union,
como lo indican las energias de union mas bajas (-6.70 y -6.10 kcal/mol). Por el
contrario, tanto la manosa como la glucosa mostraron las interacciones mas bajas
(-5.40 kcal/mol). Todos los ligandos mostraron enlaces de hidrogeno
convencionales, pero la N-acetil-galactosamina mostroé enlaces carbono-hidrégeno
adicionales e interacciones desfavorables, y la a-D-glucosa mostré una interaccion

pi-sigma, enlaces carbono-hidrogeno y enlaces de Van der Waals.

Energias de unién

Energias de unién

Ligandos (kcal/mol) Ligandos (kcal/mol)
-5.4 -5.60
-5.4 -5.40
B-D-Manosa B-D-Galactosa
-5.3 -5.50
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Figura 23. Interacciones potenciales in silico entre rTBL-1 y carbohidratos o
derivados intestinales. Interacciones con A) 3-D-manosa; B) N-acetil-3-D- glucosamina;
C) acido sialico; D) N-acetil-galactosamina; E) B-D-galactosa; F) a-D-glucosa; G) a-L-
fucosa. El grafico 2D indica posibles interacciones quimicas con aminoacidos
seleccionados de rTBL-1.
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VIIl. DISCUSION

Las lectinas de frijol Tépari son proteinas valiosas que han exhibido efectos
citotoxicos diferenciales in vitro sobre las células cancerigenas, induccion de
apoptosis por medio de caspasas e inhibicién de la tumorogénesis temprana in vivo
relacionada con p53, la via Akt y la actividad de caspasa-3 (Moreno-Celis y col.,
2017). Sin embargo, se observaron efectos intestinales adversos como atrofia,
integridad afectada y disminucion de la digestibilidad de las proteinas (Alatorre-Cruz
y col., 2018; Pita-Lopez y col., 2020) principalmente debido a la capacidad de las
lectinas para actuar como alérgenos toxicos y hemaglutininas (He y col., 2018).
Dichos efectos indican la necesidad de realizar mas investigaciones sobre la
dinamica de su degradacion e interaccion digestiva para comprender su potencial
de absorcion y su capacidad para ejercer los efectos biolégicos esperados en los
organos diana.

Las lectinas pueden monitorizarse utilizando técnicas adecuadas para detectar
proteinas completas o péptidos en tejidos y liquidos (Crommelin y col., 2013; Crotti
y col., 2017; Vugmeyster, 2012). Por ejemplo, parametros farmacocinéticos de
ABNOVA VISCUM Fraxini®, un farmaco contra cancer que contiene lectina de
muérdago (Viscum album L.) (20 pg/mL), se calcularon utilizando un ensayo de
ELISA acoplado a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Huber y col.,
2010). Se han desarrollado anticuerpos policlonales para detectar lectinas de
Sclerotium rolfsii “administradas via intraperitonial mediante ELISA indirecto
(Anupama y.col., 2017). Previamente, la presencia de lectinas de frijol Tépari (FCL)
se determind por la transferencia Western usando un anticuerpo anti-
fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (Cat. No. AS-2300, Vector Laboratories Inc.
Burlingame, CA, USA) con baja especificidad (Ferriz-Martinez y col., 2015) y
posteriormente, se desarrollé un anticuerpo policlonal contra FCL. Recientemente,
como era necesario producir una lectina recombinante de frijol Tépari (rTBL-1)
utilizando levadura Pichia pastoris (Martinez-Alarcén y col., 2020) y fue necesario
desarrollar un anticuerpo policlonal especifico contra la lectina recombinante (rTBL-
1) para su deteccion en tejidos especificos, suero y fluidos en todo el tracto
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gastrointestinal. rTBL-1 administrada en una unica dosis por via intragastrica no fue
detectada en suero, raspado intestinal y heces por medio del anticuerpo
desarrollado. De manera similar, las lectinas de Griffithsia sp. (GRFT) se
monitorearon en suero y heces mediante técnicas inmunologicas, después de una
administracion oral, intravenosa y subcutanea (Barton y col., 2016) y no fue posible
detectar niveles de lectina en suero, sin embargo, encontraron aproximadamente el
1% de la concentracion inicial de lectina en heces de rata, por lo tanto, GRFT podria
ser resistente a la degradacion proteolitica o ser parcialmente absorbida.

Es bien conocido que las lectinas son proteinas muy resistentes a la digestion
porque pueden unirse a los receptores de las células epiteliales-intestinales segun
el tamano de la lectina, la carga, la presencia de grupos funcionales seleccionados,
el patron de glicosilacion celular y las estructuras proteicas secundarias y terciarias
(Crommelin y col., 2013; Lajolo y Genovese, 2002). Ademas, las lectinas resisten la
degradacion bacteriana (Pusztai y Bardocz, 1996), sobreviven a las condiciones del
tracto digestivo y permanecen intactas en su.forma bioldgica e inmunolégica (Lajolo
y Genovese, 2002). En un ensayo in vivo, el 78% de una lectina administrada
intragastricamente procedente de frijoles Kintoki (Phaseolus vulgaris variedad
Kintoki) se encontré en el tracto gastrointestinal después de 24 h (Hara y col., 1984).
Se recuperd hasta el 90% de la Concanavalina A en las heces de rata después de
4 h después de la administracion oral, y la lectina siguié siendo detectable durante
4 dias (Nakata y Kimura, 1985). Las lectinas de frijol Tépari (FCL) resistieron las
condiciones del tracto digestivo después de una administracion intragastrica a ratas
Sprague Dawley, detectadas indirectamente a las 72 h en heces por actividad de
aglutinacion (Ferriz-Martinez y col., 2015).

La digestion gastrointestinal in vitro se ha utilizado para evaluar el proceso digestivo
de algunos alimentos y matrices derivadas de alimentos, incluidas muestras de
proteinas (Cabrera-Ramirez y col., 2020). El uso de la técnica del saco intestinal
invertido es una opcidén para estudiar la interaccion de los componentes de los
alimentos y preservar la viabilidad intestinal. La integridad del tejido es fundamental

para estudiar la interaccidon de las lectinas en el saco intestinal invertido,
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considerando la afinidad de las lectinas por los receptores glicosilados intestinales
(Martinez-Alarcén y col., 2020). Los ensayos de transporte de agua y glucosa
confirmaron la viabilidad del saco intestinal invertido hasta 90 min. Sin embargo, los
ensayos histolégicos y el transporte de agua mostraron que la integridad intestinal
se vio afectada después de 90 minutos de incubacion. Por tanto, la funcionalidad
del tejido estaba garantizada hasta los 60 min.

La bioaccesibilidad de la proteina se ensayd determinando la proporcion de
concentracion de proteinas en cada paso de la digestion gastrointestinal. Se
observo que la bioaccesibilidad de rTBL-1 disminuyo en la luz intestinal (FND) y
aumento en el lado basolateral (FD), sugiriendo una digestion parcial de rTBL-1 que
puede incluir la absorcion de algunos péptidos o la internalizacion de la proteina
completa. Mientras tanto, los coeficientes de permeabilidad aparente indicaron que
la rTBL-1 fue absorbida o internalizada parcialmente. Los valores de la
permeabilidad aparente permiten la prediccion de baja (Papp <1x107 cm/s) y alta
(Papp> 1x10 cm/s), basandose en la cinética de permeabilidad de las células CaCo-
2 originales (Artursson y col.,, 2001). Aunque no se observaron diferencias
significativas, el coeficiente de permeabilidad aparente para el flujo apical-
basolateral disminuy6 2.5 veces. Con base en estos valores, rTBL-1 provoca una
alta permeabilidad de la membrana, coincidiendo con el efecto de mayor
permeabilidad derivado de lectinas como las lectinas de frijol rojo crudo (Phaseolus
vulgaris L.) (Ramadass y col., 2010). Respecto a la relacion de flujo (RE), se sabe
que un valor entre 1.5-2.0 significa que la tasa de flujo es dependiente de la
concentracion y saturable, por el contrario un RE <1.5 se realiza por vias no
saturables (Hubatsch y col., 2007). Encontramos que RE disminuy6 de 30 a 60 min,
lo que sugiere un mecanismo no saturable. Se ha demostrado que la mayoria de
péptidos y proteinas pueden ser absorbidos por el mecanismo de endocitosis
(Pereira y col.,, 2016). No obstante, se ha sugerido la participacion de la
glicoproteina P (P-gp), un transportador de salida en el transporte bidireccional in
vitro de farmacos, proteinas y péptidos desde el lado apical al basolateral y
viceversa (Awortwe y col., 2014; Bansal y col., 2009). Particularmente para los

aminoacidos y dipéptidos, existen otros transportadores bidireccionales como
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GLYT1, CAT1, SNAT2, PEPT-1y PEPT-2, que dependen del gradiente de protones
transmembrana, la concentracion luminal de aminoacidos y el trafico celular
(Antunes y col., 2012; Kiela y Ghishan, 2016).

El perfil proteico de las muestras digeridas se estudio mediante SDS-PAGE, western
blot e inmunohistoquimica en el contenido gastrico e intestinal. Se observaron
bandas proteicas diferenciales tanto en el FND como en el FD, sugiriendo un
proceso digestivo y una potencial absorcion. La internalizacion de la proteina
completa podria ser posible ya que se detecté en la FD mediante western blot.
Adicionalmente, como se muestra en los analisis de espectrometria de masas la
presencia de rTBL-1 en baja concentracion en el contenido gastrico y en el FND
sugiere la resistencia de las proteinas al proceso de digestién. Sin embargo, no fue
posible determinar los péptidos residuales debido al alto contenido de proteinas de
las enzimas digestivas. Este resultado concuerda con el valor de resistencia a la
digestion gastrica (procedimiento de digestion. simulada INFOGEST) de las
proteinas de fitohemaglutinina y faseolina de frijoles negros (P. vulgaris L.),
determinada por electroforesis SDS-PAGE y deteccién por HPLC-MS, con una
degradacion parcial a nivel intestinal (Sousa y col., 2020). Dimitrijevic y col. (2010)
también reportaron lectinas intactas de platano después de la digestion gastrica,
pero degradacion gradual en la etapa intestinal. Durante la digestion intestinal, las
lectinas se pueden unir a los carbohidratos libres o glicoconjugados de las
membranas celulares mediante un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(DRC), formado por residuos conservados que afectan su conformacion y funcion
(Dodd y Drickamer, 2001). La selectividad DRC se modifica por la posibilidad de
interactuar a través de enlaces de hidrogeno con grupos hidroxilo de carbohidratos
y fuerzas de van der Waals (Martinez-Alarcon y col., 2018). Fue posible detectar la
rTBL-1 por inmunoensayo en el lado apical del tejido intestinal, sugiriendo una
interaccion entre la lectina y la superficie celular. Entre los principales
glicoconjugados, N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina, galactosa, fucosa y
acido sialico constituyen el 77.5% del moco intestinal, formando una capa continua
y protectora con mucinas. Las diferencias en el patron de glicosilacion representan
una amplia variedad de sitios de unidn potenciales para la absorcién intestinal de
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lectinas (Gabor y col., 2004). Para confirmar las posibles interacciones entre rTBL-
1 y los receptores del intestino delgado, se determinaron interacciones in-silico.
rTBL-1 se sometié a una digestion in silico adicional, pero ninguno de los péptidos
generados fue lo suficientemente grande para realizar una interaccion (masa del
péptido <500 Da, datos no mostrados). Estudios previos usando un arreglo de
glicanos y calorimetria de titulacion isotérmica mostré que rTBL-1 reconoce 14 (31-
6 ramificados N-glicanos independiente de su tamano, donde B-D-galactosa, B-D-N
acetil glucosamina, B-D manosa, a-L fucosa y acido sialico fueron parte de los
glicanos reconocidos (Martinez-Alarcon y col., 2020). El acido sialico y la N-
acetilglucosamina exhibieron la mayor afinidad de union, como lo indican las
energias de union mas bajas, lo que sugiere que la rTBL-1 podria interactuar
directamente con los componentes de la membrana y su posible internalizacion,
como lo muestran los analisis de western blot, inmunohistoquimica y espectrometria
de masas. Se ha demostrado en experimentos in vitro, que los péptidos ricos en
prolina resisten las enzimas digestivas -del borde en el cepillo intestinales
(peptidasas), contribuyendo a que atraviesen la barrera intestinal (Picariello y col.,
2013; Tagliazucchi y col., 2015). Los receptores glicosilados también apoyan la
absorcion intestinal de lectinas. Por ejemplo, los receptores de N-acetil-glucosamina
o asialofetuina contribuyen al reconocimiento intestinal de la Concanavalina Ay la
aglutinina del germen de trigo, seguido de la internalizacion por endocitosis celular,
sin embargo, las lectinas exhiben un patron de unién no selectivo al epitelio. Se ha
demostrado que algunas lectinas se unen a la manosa de las células epiteliales de
yeyuno (Gabor y col., 2004). Una vez saturados los receptores de lectina
disponibles, la lectina restante se elimina de forma constante en un proceso no lineal
(Krippendorff y col., 2009). Algunos ensayos in vitro mostraron la capacidad de las
lectinas para unirse irreversiblemente a la superficie de las células epiteliales debido

a los componentes basicos basados en carbohidratos (Ramadass y col., 2010).

Los resultados anteriores permiten mostrar, por primera vez, que la rTBL-1, y
posiblemente las lectinas nativas de frijol Tépari, presenta una dinamica de
degradacion parcial en el tracto gastrointestinal que le permite permanecer

parcialmente intacta y, por otro lado, absorberse o internalizarse en el enterocito.
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IX. CONCLUSIONES

En este estudio se desarrollé por primera vez un anticuerpo policlonal contra la
lectina recombinante del frijol Tépari (rTBL) que permitié su seguimiento selectivo a
través de la digestion gastrointestinal in vitro utilizando tejidos viables ex vivo. Los
valores de bioaccesibilidad de rTBL-1 en contenido gastrico mostraron una alta
resistencia a la digestion gastrica. Sin embargo, la bioaccesibilidad intestinal de
rTBL-1 disminuyo en el lado apical después de 60 min de incubacidon y aumenté en
el lado basolateral a partir de 30 min sugiriendo un proceso de absorcién o
internalizacién proteica. Los altos coeficientes de permeabilidad aparente de rTBL-
1 durante la incubacion intestinal sugirieron que rTBL-1 o péptidos derivados
pueden atravesar la membrana intestinal del enterocito. Estos resultados, junto con
los ensayos de SDS-PAGE y western blot sugieren absorcion parcial o
internalizacién de rTBL-1. El analisis de MS proporciond informacion sobre la
presencia de rTBL-1 intacta en el contenido gastrico y en el lado apical intestinal
(fraccion no digerible), sin embargo, la presencia de las enzimas digestivas afecto
significativamente su identificacion... Ademas, la rTBL-1 podria interactuar
potencialmente con los receptores intestinales, como lo indica el analisis
inmunohistoquimico y el enfoque in silico, principalmente con acido sialico y N-acetil
glucosamina, dos de los carbohidratos intestinales mas abundantes. Los resultados
del experimento in vivo demuestran que la cantidad de proteina es muy poca, por lo
que no fue posible detectarla en suero o heces, sin embargo, los resultados
observados de la simulacién del proceso gastrointestinal sugieren que la rTBL-1 es
principalmente absorbida y posiblemente una pequena cantidad es internalizada.
Otros estudios se centraran en la purificacion de rTBL-1 a partir de muestras
digeridas y en fluidos para su identificacion a través de espectrometria de masas y
también la identificacion de los péptidos residuales y su purificacion para evaluar
sus posibles efectos bioactivos. Ademas, sera importante conocer mas sobre las
interacciones de la rTBL-1 con moléculas membranales, asi como sobre la ruta de
internalizaciéon de rTBL-1 para determinar sus parametros farmacocinéticos vy

farmacodinamicos como molécula anticancerigena.
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