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Resumen

Los frijoles son las principales leguminosas consumidas en México, esta conformado
por hidratos de carbono, proteinas y compuestos antinutricios como los fenoles,
inhibidores de proteasas, fitatos y lectinas. Dentro de los compuestos antinutricios del
frijol estan las lectinas a las que se les han atribuido beneficios como efectos
antiparasitarios, antivirales y anticancerigenos. Lectinas del frijol Tépari (TBLF) han
demostrado, en estudios previos, tener efectos sobre las células cancerigenas, asi
como baja toxicidad tras su administracion en ratas. La purificacion de la TBLF ha
tenido complicaciones en cuestiones de costos y rendimiento, por lo que surgié la
necesidad de obtener una molécula de lectina por un método recombinante en la
levadura Piccia pastoris (rTBL-1) de la cual no se tiene conocimiento actual de su

toxicidad.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion oral aguda de la
rTBL-1 en ratones CD-1 a través de un estudio de tipo longitudinal, utilizando una
poblacion de 30 ratones hembra de 5 semanas de edad divididas aleatoriamente en 6
grupos: control, 5 mg/kg, 30 mg/kg, 50 mg/kg, 100 mg/kg y 300 mg/kg administrando
una dosis Unica via oral. Se recabaron datos por medio de una bitacora para las
pruebas observacionales y toma de muestra sanguinea por medio de puncion
cardiaca, se analizaron los parametros de biometria heméatica completa, marcadores
hepéticos (TGP y TGO) y renales (urea y creatinina); se realiz6 la observaciéon y peso
relativo de 6rganos, asi como indice de longitud para intestinos. Se analizaron los
datos por medio de un ANOVA y un post-hoc de Dunnett con una p<0.05. Debido a la
supervivencia de todos los ratones y al no presentar signos o sintomas de toxicidad,
el estudio permiti6 evaluar la toxicidad de la administracion oral aguda de la rTBL-1
como baja, posicionando a la sustancia en la categoria 3 con baja toxicidad
permitiendo clasificarse en una categoria de mayor seguridad realizando los estudios

pertinentes.

Palabras clave:

Lectina, frijol Tépari, administracién oral, prueba de toxicidad aguda, leguminosas.
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Abstract

Beans are the main legumes consumed in Mexico, and are composed of
carbohydrates, proteins and anti-nutritional compounds such as phenols, protease
inhibitors, phytates and lectins. Among the anti-nutritional compounds in beans are
lectins, which have been attributed benefits such as antiparasitic, antiviral and
anticancer effects. Tepary bean lectins (TBLF) have been shown in previous studies to
have effects on cancer cells, as well as low toxicity after administration in rats.
Purification of TBLF has had complications in terms of cost and yield, so the need arose
to obtain a lectin molecule by a recombinant method in the yeast Piccia pastoris (rTBL-

1) of which there is no current knowledge of its toxicity.

The objective of this work was to evaluate the effect of acute oral administration of
rTBL-1 in CD-1 mice through a longitudinal study, using a population of 30 female mice
of 5 weeks of age randomly divided into 6 groups: control, 5 mg/kg, 30 mg/kg, 50 mg/kg,
50 mg/kg, 100 mg/kg and 300 mg/kg administered in a single oral dose. Data were
collected by means of a logbook for observational tests and blood sampling by cardiac
puncture, the parameters of complete blood biometry, liver markers (TGP and TGO)
and renal markers (urea and creatinine) were analyzed; the observation and relative
weight of organs, as well as the length index for intestines were performed. Data were
analyzed by ANOVA and Dunnett's post-hoc with p<0.05. Due to the survival of all mice
and the fact that they did not present signs or symptoms of toxicity, the study allowed
evaluating the toxicity of acute oral administration of rTBL-1 as low, positioning the
substance in category 3 with low toxicity, allowing it to be classified in a category of

greater safety by carrying out the pertinent studies.

Keywords:

Lectin, Tepary bean, oral administration, acute toxicity test, legume.



Introduccién

El interés de estudiar los elementos presentes en los alimentos, asi como el impacto de
ellos en los seres humanos, ha permitido la correlacion entre el consumo de alimentos
pertenecientes a grupos especificos y el posible efecto sobre enfermedades de tipo

cronico, ejemplo de ello son las leguminosas y en México, principalmente los frijoles.

El contenido nutrimental de los frijoles es muy amplio, siendo una excelente fuente de
hidratos de carbono, fibra, proteina y componentes denominados antinutricios como los
inhibidores de tripsina, los taninos, el acido fitico y las lectinas. Investigaciones recientes
indican que algunos factores antinutricios pueden tener un impacto en la prevencion o
tratamiento de enfermedades, por ejemplo, las lectinas han demostrado su funcionalidad
como agentes antivirales, antiparasitarios, anticoagulantes y anticancerigenos
(Dominguez y col.., 2012). En el caso de las lectinas de frijol Tépari su accion
anticancerigena se ha probado en lineas celulares, asi como en modelos animales donde
se ha mostrado que tienen un potencial importante en el diagnéstico y tratamiento del

cancer de colon.

Asi mismo, las lectinas purificadas del frijol Tépari han mostrado en animales de
experimentacion, efectos toxicoldgicos como la resistencia a la digestién, disminucion de
la absorcion de nutrimentos debido a la interaccion de la lectina, hipertrofia pancreatica, y
a nivel intestinal se ha registrado alargamiento y afectacion en las vellosidades (Alatorre-
Cruz, et al., 2018; Ferriz-Martinez et al., 2015; Torres & Castro, 2016).

El método de purificacion de la lectina del frijol Tépari era un proceso costoso y con un
rendimiento bajo. Al realizar un cambio en el sistema de obtencién, la lectina recombinante
del frijol Tépari (rTBL-1) resulté con un aumento del rendimiento y disminucién en costos.
Por ser una nueva molécula y perfilandola dentro del desarrollo de farmacos, es necesario
conocer la toxicidad de la rTBL-1 para identificar su rango de seguridad y posteriormente

definir su eficacia en pruebas preclinicas y clinicas.



l. Antecedentes

1.1. Leguminosas

México cuenta con una riqueza natural muy extensa, se estima que en su territorio
estan presentes aproximadamente 23,314 especies de plantas, posicionandose
solamente detras de Brasil, China y Colombia en este rublo (Villasefior, 2016). Las
plantas como huauzontles, quelites, romeritos y verdolagas forman parte de la cultura
alimentaria de los mexicanos fungiendo como elementos de gran importancia debido
a su facilidad de crecimiento en cultivos como el maiz, cacao, café, chile y el frijol los
cuales eran el pilar de la actividad agricola, asi como de su alimentacion (Gomez y
Veldzquez, 2019; Guevara y col.., 1993; Roméan-Cortés y col.., 2018).

En la actualidad, la busqueda de mejorar la calidad de vida de los seres humanos por
medio de la alimentacion se ha convertido en un punto de interés colectivo, por lo cual,
el conocimiento cientifico respecto a los alimentos y sus componentes ha ido creciendo
y adaptandose conforme a las necesidades de los individuos. El descubrimiento de los
nutrimentos ha marcado una pauta importante para la clasificacion nutrimental y
comprender los procesos desencadenantes en el cuerpo humano debido a la
obtencion o carencia de estos, por lo tanto, se ha vuelto un estimulo para crear
recomendaciones, guias, programas educativos e investigaciones profundas respecto
a los compuestos activos dentro de cada uno de ellos (Aguirre, 2019; Héctor y Lutz,
2003; Olagnero y col.., 2007; Duran y Valenzuela, 2010).

En México, la Norma Oficial Mexicana de servicios basicos de salud, promocion y
educaciéon para la salud en materia alimentaria y criterios para brindar orientacion
(NOM-043-SSA2-2012) funge como una guia con respaldo cientifico para brindar una
orientacion alimentaria a la poblacion utilizando herramientas graficas como el plato
del bien comer. En la NOM-043-SSA2-2012 se encuentran los grupos de alimentos
clasificados de acuerdo con su aporte nutrimental, agrupados en frutas, verduras,

cereales, leguminosas y alimentos de origen animal (Norma Oficial Mexicana, 2013).



Con el paso de los afios, se han podido establecer correlaciones con la disminucion
de enfermedades cronicas como el cancer, diabetes e hipertension con el consumo de
alimentos pertenecientes a los grupos de frutas, verduras, cereales y leguminosas

(Cortés-Sanchez y col.., 2016; Gomez y Velazquez, 2019; Héctor y Lutz, 2003).

El grupo de alimentos de las leguminosas esta caracterizado por su fruto en forma de
legumbre, alojando la semilla de la planta; dentro de este grupo se pueden encontrar
a las lentejas, soya, alubias y frijoles. De las leguminosas mencionadas, los frijoles son
los principales consumidos en México y catalogados como un alimento béasico y
completo debido a su aporte nutrimental (Badui Dergal, 2013; Heredia, 2017; Mora-
Uzeta y col.., 2019; Obispo Gavino, 2019; Olmedilla Alonso y col.., 2010; Secretaria
de Agricultura y Desarrollo rural, 2015).

1.2. El frijol

Las especies de frijol se encuentran dentro del género Phaseolus L., y pertenecen a la
familia Fabaceae (Ulloay col.., 2011). México es considerado como uno de los posibles
origenes de esta leguminosa debido a su aparicion en algunos hallazgos
arqueoldgicos de las culturas precolombinas desde un tiempo aproximado de 5,000
afos antes de Cristo. El paso del frijol por las multiples culturas generé una variedad
de nombres de identificacion, tales como poroto, alubia, judias, nufia, habichuela,

vainita, caraota y feijao (Miranda Colin, 1967; Ulloa y col.., 2011).

Actualmente, se han generado mas de 142 variedades de frijol a través del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) predominando
las criollas, siendo cultivadas en otras regiones del pais y un aproximado de cincuenta
son variedades del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) clasificadas de acuerdo con
dos criterios, con el color como pintas, claras, amarillas, negras, etc. Y por peso siendo
pequenas (25 g o menos en 100 granos), medianos (25 a 40 g en 100 granos) y
grandes (desde 40 g en 100 granos) (FIRA, 2001; Ulloa y col.., 2011).



En México, se reporta la presencia de 70 especies de frijol (Lépiz y Ramirez, 2010) de
las cuales cinco son las mas cultivadas: Phaseolus vulgaris L. (frijol comun), Phaseolus
acutifolius A. Gray (frijol Tépari), Phaseolus lunatus L. (frijol lima), Phaseolus coccineus
L. (frijol escarlata) y Phaseolus polyanthus Greenm. (frijol anual) (Lépiz y Ramirez,
2010; Lépez Ibarra, 2018). En las tablas de contenido de macronutrimentos (Tabla 1)
y micronutrimentos (Tabla 2) se encuentra la informacion nutrimental de las especies

mas cultivadas y consumidas en México (Degrossi, 1987; Mufioz, 2014).

Los frijoles estan compuestos en mayor porcentaje por hidratos de carbono, abarcando
del 47.7 al 71% (Elias y col.., 1976) conformados principalmente por fibra, a la cual se
le atribuye la sensacion de saciedad asi como el control de colesterol y triglicéridos;
asi mismo, lo integran hidratos de carbono complejos de bajo indice glucémico que al
interactuar con la microbiota intestinal se convierten en precursores de acidos grasos
de cadena corta aumentando la excrecion de lipidos al igual que la regulacion de la
presion arterial. Los compuestos como el acido fitico e isoflavonas han resaltado en
investigaciones recientes debido a su actividad inhibitoria o retardar el cAncer de mama
y colon, asi como la capacidad de secuestrar metales pesados a nivel sanguineo

(Barron Hoyos, 2010; Gomez y Velazquez, 2019; Sanchez Chino, 2019; Ulloa y col..,

2011).

Tabla 1. Tabla de contenido de macronutrimentos en 100 g de leguminosas mas consumidas en México.

Nombre comin Nombre cientifico Energia Humedad Fibra HC P L.Total Sat MSat PSat

(Kcal) (%) (@) (@) (@) (@) (9) (9) (9)

Alubia promedio P. vulgaris 337 9.20 4.30 57.97 22.33 1.80 0.44 0.38 0.98

Frijol amarillo P. vulgaris 329 10.26 4.90 57.14 20.50 20 0.53 0.49 0.98

Frijol azufrado P. vulgaris 345 9.50 5.67 58.60 19.63 1.90 0.36 0.24 0.90

Frijol bayo gordo P. vulgaris 331 10.10 5.52 57.30 21.28 1.80 0.59 0.59 0.62

Frijol blanco P. vulgaris 327 10.58 5.78 56.44 21.50 1.70 0.48 0.22 1.00

Frijol garbancillo P. vulgaris 316 12.54 5.90 59.06 16.00 1.70 0.70 0.39 0.61

Frijol negro P. vulgaris 332 10.62 4.00 58.26 21.60 1.42 0.58 0.34 0.50

Frijol negro cocido P. vulgaris 131 66.00 0.90 22.80 8.72 0.58 0.12 0.06 0.23

Frijol ojo de liebre P. vulgaris 322 10.02 5.56 58.22 19.00 1.50 0.70 0.46 0.34

Frijol palacio P. vulgaris 339 9.60 4.30 60.10 21.20 1.50 0.65 0.50 0.35

Frijol rosita P. vulgaris 323 10.20 4.90 58.99 18.56 1.45 0.50 0.21 0.42

Frijol comiin (harina) P. vulgaris 328 11.01 4.60 57.39 19.80 2.10 0.80 0.85 0.45

Ibes o haba de lima P. lunatus 338 10.32 4.30 60.38 20.40 1.60 0.35 1.00 0.25

Frijol ayocote P. coccineus 330 10.70 5.40 59.60 19.00 1.70 0.50 0.46 0.74

Frijol Tépari P. acutifolius 331 10.00 9.80 61.50 24.00 1.77 0.59 0.42 0.75

HC: Hidratos de carbono; P: Proteina; L.Total: Lipidos totales; Sat: Acidos grasos saturados; MSat: Acidos grasos
monoinsaturados; PSat: Acidos grasos poliinsaturados; NR: No registrados (Degrossi, 1987; Mufioz, 2014).



Tabla 2. Tabla de contenido de micronutrimentos en 100 g de leguminosas mas consumidas en México.

Alubia
. P. vulgaris 132 247 5.49 1.88 5 18 1,316 3.65 0.5 045 | 0.19 2 0.40 399
promedio
Frijol amarillo P. vulgaris 347 488 48 222 2 12 1,042 2.83 0.5 062 012 21 0.44 389
Frijol azufrado P. vulgaris 254 483 5.3 222 2 12 1,042 2.83 05 052 | 0.14 13 0.44 389
Frijol bayo
P. vulgaris 200 247 57 159 2 25 1,038 285} 0 069 = 0.14 1.7 0.44 506
gordo
Frijol blanco P. vulgaris 185 445 46 170 12 12 1,196 3.67 0 060 | 0.5 18 0.44 399
Frijol
P. vulgaris 300 531 4.9 222 2 12 1,042 2.83 0 054 = 0.14 1.7 0.44 386
garbancillo
Frijol negro P. vulgaris 183 352 5.02 222 36 12 1,042 3.65 0 063 | 017 18 0.44 386
Frijol negro
P. vulgaris 26 121 2.09 25 1.22 1.2 355.2 1.1 0 09 = 0.18 1.86 0.20 0
cocido
Frijol ojo de
lieb P. vulgaris 307 430 5.02 159 3 25 1,038 2.54 05 072 = 013 15 0.44 506
iebre
Frijol palacio P. vulgaris 159 369 6.9 159 27 25 1,038 25 15 085 0.3 1.6 0.44 506
Frijol rosita P. vulgaris 262 415 6.77 182 5 8 1,464 2.55 0 0.59 0.1 11 0.53 463
Frijol comun
P. vulgaris 146 280 13.5 182 245 8 1,464 2.55 0 062 014 1.7 0.40 4
(harina)
Ibes o haba de
i P. lunatus 84 439 56 224 4 18 1,724 2.83 0 029 @ 015 1 0.51 395
ima
Frijol ayocote P. coccineus 116 262 a1g) 138 1 12 1,359 2.79 0.5 042 019 19 040 394
Frijol Tépari P. acutifolius 286 246 195 188 335 NR 1,555 NR NR 0.3 0.1 27 NR NR

Ca: Calcio; P: Fosforo; Fe: Hierro; Mg: Magnesio; Se: Selenio; Na: Sodio; K: Potasio; Zn: Cinc; Vit A: Equivalente
de actividad a retinol-vitamina A; VB1: Tiamina-vitamina B1; VB2: Riboflavina-vitamina B2; VB3: Niacina-vitamina
B3; VB6: Piridoxina-vitamina B6; VB9: Acido félico-vitamina B9; NR: No registrados (Bhardwaj y Hamama, 2004,
2005; Degrossi, 1987; Idouraine, 1993; M. Mufioz, 2014).

El frijol estéa conformado por un 20 a 30% de proteina (Quintanay col.., 2000; Rehman
y col.., 2001), siendo considerada de alta calidad y que al llevar un método de coccion
puede alcanzar un 70% (utilizando a los alimentos de origen animal como comparativo
siendo el 100%), de acuerdo con la clasificacibn de Osborne, la proporcion de
globulinas y albuminas va a depender de la especie de frijol, pero principalmente se
encontran de 54 a 79% de globulinas y un 14 a 20% de albuminas (Chel-Guerrero y
col.., 2003; Guéguen y Cerletti, 1994; Lépez Ibarra, 2018).

Dentro de la composicién de los frijoles se encuentran compuesto denominados
antinutricios los cuales son responsables de proteger a la planta de plagas, pero al
consumo humano son causantes de flatulencias, inflamacién y tiempos alargados de
coccion. Los mas predominantes en los frijoles son los compuestos fendlicos (taninos,
isoflavonas), inhibidores de proteasa, fitatos y lectinas (Heredia, 2017; Reyes-Moreno
y Paredes-L6pez, 1993).



Se ha reportado que el frijol Tépari, a diferencia de otras leguminosas, posee proteina
de superior calidad bioldgica a la del P. vulgaris, asi como cantidad de hierro y fibra
mayor a otras especies. Actualmente, se ha encontrado que compuestos del frijol
Tépari benefician a la salud, tales como la reduccion del contenido de colesterol en
sangre, disminucion de enfermedades cardiovasculares al igual que prevencion de
enfermedades como algunos tipos de cancer (Bhardwaj y Hamama, 2004, 2005). Los
compuestos presentes como la fibra, los oligosacaridos, los inhibidores de tripsina, el
acido fitico, los compuestos fendlicos y las lectinas reconocidos como benéficos,
actuan como antioxidantes, antitumorales, moduladores enziméaticos, reductores del
colesterol (Arechiga Chavez, 2020; Heredia, 2017).

1.3. Lectinas

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que tienen la propiedad de enlazarse
de forma especifica y reversible a hidratos de carbono, ya sean libres o que formen
parte de estructuras mas complejas presentado afinidades de acuerdo con la
estructura de sus grupos proteico y glucosidico. El resultado de esta interaccion sera
dependiente del receptor o del antigeno en cuestion (Aguilar-Garcia, 2004; Alvarez
Montes de Oca y col.., 1996; Bencomo y col.., 1985; Bird, 1988; Garcia Rosasco y
col.., 2001; Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005; Merlin Linares y col.., 2006; Mufioz
y col.., 1993). Se han convertido en un punto de interés para estudios histoquimicos,
bioguimicos, biofisicos y estructurales pese a su especificidad y la facilidad con la que

se puede obtener la proteina pura (Gallego del Sol y col.., 2006).

Las lectinas se localizan comunmente en los tallos, hojas, cortezas y en los frutos
siendo mayor la concentracion en hojas y cortezas, esto dependera de la especie y de
las partes del vegetal. A nivel celular, son sintetizadas, procesadas y transportadas
como proteinas en el reticulo endoplasmico rugoso, posteriormente son almacenadas
en vacuolas y organelos denominados vacuolas de almacenamiento (Dominguez col..,
2012; Hernandez y col.., 2005; Maree, 2005; Singht y col.., 2006).



La actividad que se les atribuye a las lectinas en los vegetales son mecanismos de
defensa, presencia en la germinacién y la unién de bacterias fijadoras de nitrégeno en
las raices de las leguminosas, almacenamiento de hidratos de carbono y
glicoproteinas, almacenamiento de nitrogeno y la regulacion de mecanismos

enzimaticos (Albersheim y Anderson, 2007).

En la actualidad, se ha encontrado que las lectinas en frutas y plantas tienen relacién
con la capacidad de adhesion por reconocimiento en la membrana celular como
mitosis, elongacion polipeptidica, reconocimiento y almacenamiento de hidratos de

carbono e intermediarios como mecanismo de defensa.

e Mitosis. La lectina galectina-3 regula el crecimiento celular, permitiendo la
supervivencia y crecimiento de células inhibiendo el proceso de apoptosis
(Hernandez y col.., 2005; Yang y col.., 2006), las modificaciones estructurales
oligosacaridicas de las proteinas de membrana se han asociado con la
capacidad de invadir y colonizar otros tejidos (Dominguez y col.., 2012).

e Elongacion polipeptidica. Por su naturaleza proteica, son conocidas por inducir
la elongacion polipeptidica. Algunas lectinas, como la ricina y la abrina, inducen
a la modificacion quimica en ribosomas y promueven procesos moleculares de
elongacion a nivel celular; las lectinas crotin | y crotin Il se han reportado
reacciones moleculares parecidas a laricina y abrina (Bradley y col.., 2011).

e Reconocimiento y almacenamiento de hidratos de carbono. Existen diversos
mecanismos de interaccibn molecular como el reconocimiento de receptores
glicosilados en la superficie celular. Se ha encontrado que leguminosas como
soya, frijol y cacahuate cuentan con glicoproteinas con capacidad de
reconocimiento especifico de hidratos de carbono sobre la membrana celular
de eritrocitos (Garred y col.., 2003; Hernandez y col.., 2005).

e Intermediarios en mecanismos de defensa. La interaccion manosa-lectina es el
principal mecanismo para la defensa en contra de patdgenos (Hwang y Hwang,
2011). Existen lectinas presentes en hojas y cascaras de frutos responsables



de la toxicidad para insectos como moscas 0 pulgas o como factores
antinutricios con plagas siendo mas potentes que incluso las lectinas presentes
en legumbres (Annabel y col.., 2005; Dominguez y col.., 2012; Trigueros y col..,
2003). De igual manera, fungen como mecanismos ante agentes externos
climaticos que generan ambientes de estrés para las plantas (D"Mello, 1995;

Huisman y Tolman, 1992).

1.3.1. Consumo de lectinas y beneficio en la salud

La purificacion de las lectinas ha permitido atribuir efectos benéficos y aplicaciones
funcionales para los seres humanos. Se han descubierto actividades como agentes
antivirales, actividad antibacteriana, actividad antiparasitaria, anticoagulantes y efectos

anticancerigenos (Dominguez y col.., 2012).

Las propiedades antivirales fueron observadas en fracciones proteicas hemo-
aglutinantes en lectinas aisladas de chicharos frente al virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) mostrando efectos inhibidores del virus. Se ha identificado que las
lectinas presentes en suero y en fluidos pulmonares pudieran tener la capacidad de
reconocer y destruir el virus de la influenza como mecanismo inmuno-modulatorio
innato (Fang y col.., 2012; Lam y Ng, 2011).

La actividad antibacteriana y antifingica es de las funciones méas estudiadas de las
lectinas, el reconocimiento de hidratos de carbono es la caracteristica que se le
atribuye a esta funciéon (Islam y Khan, 2012). En la superficie de ciertas bacterias y
hongos se encuentran estructuras como acidos teicoeicos (presentan en uno de sus
extremos N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina, dependiendo del tipo de
bacteria) e hidratos de carbono los cuales, al ser reconocidos por las lectinas, tienen
la capacidad de aglutinar o inhibir el crecimiento por medio de la interaccion con las

estructuras presentes en las membranas (Yoshiyuki y col.., 2004).



Parte de las diversas investigaciones realizadas para estudiar su efecto bactericida y
antifangico, se realiz6 la caracterizacion de una proteina denominada bacteriocina
producida por la bacteria Gram negativa Pseudomona sp (Soberdn, 2011). Para
corroborar la accion de dicha lectina, se realizo un estudio en el cual Escherichia coli
fue inhibida por la bacteriocina producida por la Pseudomona sp (Annabel y col.., 2005;
Cambi y col., 2005).

Como actividad antiparasitaria se observé que la union lectina a manosa (MBL)
funciona como regulador del grado de parasitemia causada por el Plasmodium

falciparum, el parasito que provoca la malaria (Garred y col.., 2003).

Otra de sus funciones conocidas es el efecto anticoagulante, tal como la lectina
extraida de Moringa oleifera Lam. prolongando significativamente el tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa) que el tiempo de protombina (TP); se han
encontrado que otras lectinas tienen la capacidad de incrementar el tiempo de
coagulacion de ambos parametros, tales como la semilla de Cratylia mollis Mart. ex
Benth. aumentando casi el doble de tiempo de coagulacién de TTPay TP. La lectina
de Bauhinia forficata Link solamente aumenta el tiempo de coagulacion de TTPa (de
Andrade y col.., 2013).

Una de las aplicaciones médicas mas estudiadas en la actualidad es el efecto
anticancerigeno de las lectinas, desempefiando un papel de suma importancia en el
diagndstico y tratamiento. Se han desarrollado estudios utilizando diversas lectinas
donde se ha mostrado que cuentan con un mecanismo inhibitorio del crecimiento
tumoral al igual que la deteccion de alteraciones estructurales en las membranas de
las células. Pueden inducir células T colaboradoras influyendo en los niveles de
interleucinas, interferén o factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la expresion de
diferentes quinasas (Alfonso-Cardoso y col.., 2011; Breitenbach Barroso Coelho y col..,
2017; Dominguez y col.., 2012; Lagarda-Diaz y col.., 2017; Lara Vizuete & Lema
Balseca, 2020).



Debido a la capacidad de reconocer hidratos de carbono especificos presentes en las
membranas celulares, las lectinas fungen un papel importante en el diagnéstico,
principalmente con la presencia de la glucosilacién tumoral lo cual permite un mejor
diagndstico y pronéstico del tumor canceroso (Gorelik y col.., 2001; Mody y col.., 1995).
El desempefio de las lectinas en el tratamiento gira entorno a su actividad antitumoral
y los efectos citotoxicos, siendo que algunas lectinas son internalizadas por las células
cancerigenas causando la programacion de la muerte celular por medio de inactivacion
ribosomal o, externamente, pueden iniciar cascadas de sefializacion llevando a la

apoptosis y la autofagia (Estrada-Martinez y col.., 2017; Moreno-Celis y col.., 2020).
Las lectinas cuentan con tres mecanismos de accion mas reconocidos: la induccion de
la apoptosis, a nivel fisioldgico, bioquimico y molecular (Deepa et al., 2012; Delebinski

et al., 2012; Fu et al., 2011; Kabir et al., 2013; Yoshiyuki et al., 2004):

e Lainduccion de la apoptosis: No necesariamente se debe a una internalizacion

de las lectinas, esta puede surgir por medio de la interaccion de las lectinas con
los receptores celulares de las membranas; la apoptosis se puede generar de
diversas maneras, esta dependera de la activacion intracelular de caspase-
8/FLICE, la activaciéon de caspase-3 y rompimiento de Poli (ADP-ribosa)
polimerasa (PARP), la activacion de Bax (proteina reguladora de apoptosis) y
la inhibicién de Bcl-2 (supresor de apoptosis) y telomerasa.

e Nivel fisiologico: Se ha observado que el enlace lectina-linfocito es

desencadenante de la liberacion de citocinas en sangre, activacion y liberacion
de linfocitos del bazo, activacién de macréfagos y células NK (Natural Killer) y
produccién de factor antiangiogénico, lo cual en conjunto con la hiperplasia
intestinal genera una reduccion de la disponibilidad de nutrientes, resultando
con efectos citotoxicos en las células tumorales.

e Nivel bioguimico y molecular. Se han reportado varios mecanismos, uno

describe que la adhesién de las lectinas con las moléculas de la superficie

participa en una amplia variedad de sefales de transduccion importantes en la
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regulacion celular; otro mecanismo sugiere que las lectinas afectan el proceso

celular fundamental para la division de las células.

En estudios previos se han reportado los efectos anticancerigenos de las lectinas
Garcia-Gasca y col.., 2012 realizaron un estudio de los efectos de inhibidores de
proteasa y fracciones semipuras de lectinas de frijol Tépari (P. acutifolius) en el cual,
se reportaron efectos citotdxicos diferenciales sobre diferentes lineas de células de

cancer de mama, cérvix y colon.

Moreno-Celis y col. (2020) realizaron un estudio de la induccion de apoptosis celular
en lineas de cancer de colon, reportando que la actividad de la TBLF genera un
aumento en fosforilacién de p53 (proteina supresora tumoral) en ser46, la cual esta

relacionada con la induccion de apoptosis y deteniendo el ciclo celular.

Torres Arteaga y col., 2016 mostraron que los efectos citotoxicos de las lectinas de

frijol Tépari no estaban relacionados a la actividad de hemaglutinacion.

1.4. Pruebas de toxicidad

El estudio de moléculas nuevas como agentes funcionales y con un posible uso clinico
requiere que sean regulados, por lo tanto, la toxicologia es una ciencia que se encarga
de ello. Por definicién es “la ciencia que se encarga del estudio de los venenos (t6xicos)
y sus efectos” considerando veneno como “cualquier sustancia téxica que causa
efectos nocivos y/o letales en dosis muy pequefas, ya sea por accidente o de forma
planeada cuando se administra a un organismo vivo” (Penningroth, 2010; Smart y
Hodgson, 2008). La toxicologia esta presente en todo, desde el cuidado del medio
ambiente, principalmente en el correcto desecho de sustancias y el impacto de ellas,
hasta en el desarrollo de medicamentos procurando la menor presencia de efectos
secundarios y atendiendo a la regulacion sanitaria, asi como brindar informacién de

los efectos generados (Roldan, 2016).
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Para evaluar la toxicidad de una sustancia se utilizan modelos in vitro e in vivo. En los
modelos in vivo las dosis del agente a probar por cierta cantidad de tiempo y frecuencia
son administradas en un organismo vivo. En estos primeros acercamientos a la
sustancia se utilizan principalmente los roedores, aunque la tendencia actual es
emplear métodos alternativos que puedan brindar la informacion de toxicidad de la
molécula. La periodicidad de la administracion del agente es lo que permite hacer la
clasificacion de los agentes toxicos, dividiéndolos por el tiempo en agudos,
subcroénicos y crénicos (Roldan, 2016; Smart y Hodgson, 2008).

Las pruebas de toxicidad aguda son aquellas que su principal objetivo es causar la
muerte animal expuesto en una sola administracion de la sustancia utilizando
diferentes dosis, generalmente elevadas, con relacion al peso del animal (Lommis y
Hayes, 1996). Las pruebas de toxicologia subcrénica tiene como diferencia la
administracion repetida del agente a estudiar, en dosis bajas, e identificando el dafio
a organos Y tejidos para encontrar una dosis de administracién segura al igual que el
reporte de los efectos generados. También permite observar y medir el tiempo en el
cual se puede realizar recuperaciones en el organismo posteriores a la administracion.
La interaccién de los compuestos toxicos puede inducir efectos en los mecanismos
fisiologicos y metabdlicos del organismo en el que se prueban (Penningroth, 2010;
Roldan, 2016). Finalmente, los estudios de toxicidad crénicos son aquellos en los que,
por un tiempo prolongado de 6 meses a un afio como minimo, se analiza al agente y

los efectos que tiene sobre el organismo de prueba.

1.4.1. Efecto toxicoldgico de las lectinas de frijol

Las lectinas son capaces de resistir la digestion y degradacion bacteriana intestinal sin
perder su funcién biolégica e inmunolégica. Durante su paso por el tracto digestivo, se
unen a hidratos de carbono de las membranas celulares, principalmente en el yeyuno
y duodeno, causando dafo en el tejido intestinal provocando deterioro en el transporte
de nutrimentos por la pared. Genera afecciones en las células enddcrinas intestinales

atrofiando la produccion hormonal, hipertrofia e hiperplasia intestinal impactando en la
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microbiota, inhiben las hidrolasas del borde del cepillo intestinal incrementando el
crecimiento y adherencia de cepas. Debido a efectos generados a su paso,
desencadenan afecciones a nivel sistétmico como el desarrollo de anticuerpos
antilectinas de la clase de IgG (Casso y Montero, 2016; Ferriz-Martinez y col.., 2015;
Guegueny col.., 1993; Lajolo y Genovese, 2002; Liener, 1989; Pusztai, 1989; Rhodes,
1999).

Se han reportado afectaciones en el borde del cepillo intestinal, disminucion en la
proliferacion celular, apoptosis y estrés oxidativo después de 48 h de tratamiento con
ricina, abrina y lectinas presentes en semillas de Myracrodruon urundeuva Allem&o en
insectos, asi como la recuperacion de la lectina con funciones intactas después de su
paso por el tracto gastrointestinal en ratones posteriores a 24 h. La concavalina A fue
recuperada al 90% en heces de ratones a las 4 h de su ingesta y la aglutinina de soya
en ratas se encuentra intacta en su forma libre en un 8% después de su administracion,
mostrando ambas lectinas la caracteristica de resistencia a la digestion (Lajolo y
Genovese, 2002; Lima y col.., 2017; Nakata y Kimura, 1985). Las lectinas purificadas
de frijol y de soya afectan el crecimiento en ratas e inducen alargamiento del intestino
delgado causando dafio al epitelio, asi como dafio en el pancreas generando
hipertrofia e hiperplasia, causa una reduccion de la actividad de maltasa e invertasa
de la mucosa intestinal e interferencia con el transporte de glucosa. A niveles elevados,
las lectinas de frijol inducen deplecion del cuerpo, musculo esquelético, lipidos y

glucégeno (Lajolo y Genovese, 2002).

Las lectinas de frijol comun (P. vulgaris) interfieren con la funcion intestinal, generando
cambios en el metabolismo, disminuyendo la glucosa, lipidos, vitamina B12 y
disponibilidad de nitrogeno, hierro y zinc. Se ha reportado que las ratas alimentadas
con el P. vulgaris en estado crudo presentan hipertrofia renal y en corazén, atrofia
pancreatica acinar, higado graso y lesiones histolégicas en el timo, ulceracion epitelial
intestinal, necrosis del intestino, atrofia muscular, modulacion del sistema enddécrino,
aumento en el catabolismo proteico, lipidico y de hidratos de carbono, asi como

inhibicion del crecimiento e incluso la muerte de los animales (Castillo-Villanueva y
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Abdullaev, 2005; Gueguen y col.., 1993; Herzing y col.., 1997; Liener, 1989; Pusztai,
1989; Welch y Graham, 2004; Welch y House, 1984).

Se reporta que el frijol Tépari (P. acutifolius) es muy toxico en estado crudo, causando
pérdida de ganancia de peso, utilizacion negativa y pobre de proteinas. La
administracion oral de un extracto salino de P. acutifolius en gran cantidad report6 la
destruccion extensa de microvellosidades de las células intestinales, la ruptura del
contorno reticulo endoplasmico, asi como la muerte en ratas y ratones diez dias

posteriores a su administraciéon (Rhodes, 1999).

La administracién de un tratamiento de 6 a 12 semanas de la fraccion semipura de
lectina de frijol Tépari (TBLF) en ratas Sprague Dawley reporté signos de efectos
antinutricios tales como perdida de ganancia de peso, atrofia en las vellosidades
intestinales, hiperplasia en las criptas de Lieberkihn e incremento de linfoides de la
placa de Peyer. La administracion subcronica oral de 50 mg/kg de esta fraccion
provocé un dafio intestinal, particularmente en el duodeno, presentando una
recuperacion parcial. De igual forma, se ha reportado que la fraccion de P. acutifolius
resiste la digestion y 72 h posteriores a su administracion es posible recuperarla con
sus funciones intactas. La administracion de lectinas de P. acutifolius durante cuarenta
y tres dias a ratas Sprague Dawley reporté alargamiento del intestino, atrofia intestinal
persistente, disminucion de las criptas del colon, asi como hipertrofia pancreatica

(Alatorre-Cruz, y col.., 2018; Ferriz-Martinez y col.., 2015; Torres Arteaga y col., 2016).

Estudios realizados con la TBLF compuestas por dos glicoproteinas TBL-1y TBL-2 ha
mostrado capacidad de reconocer células de cancer en seres humanos a bajas
concentraciones con mayor sensibilidad con células cancerigenas de colon y mama.
La purificaciéon de la TBLF es costosa, lenta y el rendimiento final es bajo por lo que
para atender estas desventajas se realizé la produccion de una lectina recombinante
de frijol Tépari (rTBL-1) en un sistema de expresion heterdloga, la levadura Pichia
pastoris (Palmerin-Carrefio y col.., 2021). La literatura afirma que las modificaciones

postraduccionales en lectinas pueden influir en la fijacion y alterar las funciones
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bioldgicas, por lo tanto, es importante realizar los estudios toxicologicos de la nueva

molécula de rTBL-1 (Martinez-Alarcon y col.., 2020; Palmerin-Carrefio y col.., 2021).

1.5. Lectinarecombinante de frijol Tépari

Martinez-Alarcon y col.., 2019 reportaron la expresion de una lectina cisgénica
producida en plantulas de frijol Tépari, la cual era secretada exitosamente por medio
de exudados de raiz y continuaba con las funciones de union a hidratos de carbono,
tal como la lectina nativa. Debido a que el proceso era muy complejo y la proteina
obtenida era insuficiente para realizar estudios in vivo, se procedi6 a otra manera de
obtencion. Posterior a ello, se produjo la lectina en la levadura Pichia pastoris (rTBL-
1) permitiendo que la lectina recombinante fuera recuperada del medio de cultivo
debido a la union con el factor a proveniente de la levadura Saccharomyces cerevisiae,
el cual es un péptido sefializador que redirecciona la proteina de interés para su

secrecion (Martinez-Alarcon y col.., 2020).

Palmerin-Carrefio y col.., 2021 optimizaron la produccion de la rTBL-1 por medio de
glicerol crudo, obteniendo como resultado la disminucién de costos, aumento de
rendimiento final, asi como el mantenimiento de las caracteristicas de la rTBL-1, como
la citotoxicidad similar a la de la TBLF sobre células de cancer de colon. Vega-Rojas y
col.., 2021 realizaron un estudio con la rTBL-1 en el cual reportd una resistencia a la
digestion, sugiriendo un proceso parcial de absorcion o internalizacion de la proteina,
se determind la permeabilidad de la rTBL-1 o péptidos derivados ya que pueden cruzar
por la membrana intestinal dentro del enterocito y se reportdé una probable interaccion
con los receptores intestinales. Actualmente no se cuenta con evidencia cientifica o

reportes de toxicidad de la rTBLF-1 en modelos in vivo.

1.6. Modelo animal para pruebas de experimentacion

En la actualidad, la busqueda de tratamientos para enfermedades cronicas ha ido

acompafadas por la experimentacion en modelos in vivo. Algunas especies son
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sometidas a modificaciones genéticas con la finalidad de sobreexpresar o silenciar

proteinas de interés (Mafié Almero, 2007).

Para aplicar los tratamientos se deben de evaluar las caracteristicas toxicas de las
sustancias, estas brindan informacioén de seguridad sobre los efectos generados por
la exposicidn corta o cronica de las sustancias. La guia 423 de Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OECD, 2001) recomienda para las pruebas
de toxicidad aguda el uso de roedores hembras. Las cepas de ratones mas utilizadas
para estos estudios son BALB/c, Cs7BL/6, C3H, CD-1 y las cepas de ratas mas
comunes son Sprague Dawley, Fischer-344 y Wistar. De igual forma, las cepas
mencionadas son comunmente utilizadas para estudios con células cancerigenas
(Alvarez Montes de Oca y col.., 1996). Las mutaciones originadas por el desarrollo de
las células cancerigenas o reacciones toxicolégicas no son parecidas a las humanas,
pero los procesos y mutaciones génicas claves en el control celular muestran una gran

proximidad fenotipica (Mafié Almero, 2007).
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[I. Justificacidon

Las modificaciones realizadas a la lectina nativa del frijol Tépari han abierto un gran
nicho de investigacion para la nueva molécula rTBL-1 permitiendo la realizacion de
futuras intervenciones donde se muestre la funcionalidad y beneficios en la salud como
agente contra cancer de colon. Debido a la literatura descrita, la lectina nativa tiene
posibilidades de impacto positivo en la salud, de igual forma presenta efectos
toxicologicos en los organismos vivos. La rTBL-1 muestra funciones similares y
potencializadas de ella, por lo tanto, es imperativo la busqueda de los efectos adversos
generados por la administracion aguda de esta molécula, teniendo como obijetivo la
busqueda de una dosis segura que permita la nula o menor aparicion de efectos
secundarios para continuar investigando sobre la eficacia farmacolégica de este
agente.

Los efectos registrados de la lectina nativa estan relacionados con aspectos
nutricionales, tales como el peso, talla, funcién hepatica y pancreética, por lo tanto, es
necesario registrar los efectos generados por la nueva molécula rTBL-1 en un modelo

in vivo como lo es el raton.
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lll. Hipotesis

La administracién oral aguda en rango de 5 a 300 mg/kg de la lectina recombinante

del frijol Tépari rTBL-1 no presenta toxicidad en ratones CD-1.
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IV. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion oral aguda de la lectina recombinante del frijol

Tépari rTBL-1 en ratones CD-1.
4.2. Objetivos especificos

e Determinar la presencia de signos y sintomas de toxicidad por el efecto de la
administracion oral aguda de rTBL-1 en ratones CD-1.

e Analizar el efecto de la administracion oral aguda de rTBL-1 sobre marcadores
hematicos y bioquimicos en ratones CD-1.

¢ Analizar macroscopicamente el efecto de la administracion oral aguda de rTBL-

1 en 6rganos diana como los renales, hepaticos y digestivos.

19



V. Materiales y métodos

5.1. Aprobacién bioética

El protocolo de investigacion fue revisado y aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro con el
namero 29FCN2021. En todo momento se atendieron los lineamientos vy
recomendaciones de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) sobre las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio.

5.2. Material

La lectina recombinante de frijol Tépari (rTBL-1) se obtuvo de acuerdo con el método

propuesto por Martinez-Alarcon et al., 2020 y Palmerin-Carrefio y col.., 2021.
5.3. Tipo de estudio y modelo animal

El estudio fue longitudinal y experimental donde se utilizaron 30 ratones hembra de la
cepa CD-1 debido a su alta sensibilidad para las pruebas toxicolégicas en estudios
agudos (OECD, 2001). Los ratones se encontraban clinicamente sanos con 5 semanas
de edad cuando fueron adquiridos del bioterio del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (INB-UNAM) campus Juriquilla. Los
ratones se mantuvieron en el bioterio de la FCN-UAQ donde se realizaron los
procedimientos experimentales bajo las siguientes condiciones: temperatura de 2212
°C, humedad relativa de 45 a 60%, ciclos de 12 h luz y 12 h oscuridad. El alimento y
el agua se proporcionaron ad libitum; el alimento comercial de roedor (Nutricubos®
Agribrands Purina México, S.A. de C.V.) fue tratado térmicamente en autoclave
(temperatura de 105 °C durante 15 minutos a 6 psi) para la inactivacion de lectinas

presentes.
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5.3.1. Administracion oral aguda de la rTBL-1

Después de una semana de aclimatacion a las condiciones del bioterio de la FCN-
UAQ, los ratones fueron divididos aleatoriamente en 6 grupos de 5 animales cada uno.
Se asignaron 5 grupos de estudio a los que se administrd, por via oral con ayuda de
una canula intragéstrica, una dosis Unica de la rTBL-1 de 5, 30, 50, 100 y 300 mg/kg
de peso a cada grupo respectivamente; mientras que al grupo control se administro el
vehiculo que fue solucién salina, en ninguno de los grupos se excedio el volumen de
10 mL/kg y los ratones tenian 2 h de ayuno previas al tratamiento respetando las

recomendaciones de buenas practicas de laboratorio (Diehl y col.., 2001) .

5.3.2. Periodo de observacioén

Los grupos experimentales se mantuvieron en observacion después de ser
administrados los tratamientos de manera constante la primera media hora,
periodicamente durante las siguientes 24 horas y 2 veces al dia durante los préximos
13 dias para presenciar signos y sintomas de toxicidad, tales como: aspecto fisico
(posiciones extrafas, piloereccién, posicion de la cola, lagrimeo, excretas, pérdida de
peso), comportamiento (consumo de agua Yy alimentos, actividad/inactividad,
comportamiento exploratorio, agresividad, sedacion); otras alteraciones (temblores
musculares, convulsiones, pardlisis, alteracion de los reflejos, tamafio de pupila,

opacidad corneal).

5.3.3. Obtencion de muestras sanguineas y analisis macroscopico

Al dia 14 después de la administracion de las dosis de la rTBL-1 se procedi6 a la
eutanasia de los ratones por el método de isoflurano (Norma Oficial Mexicana, 2001).
Se obtuvieron muestras de sangre por puncion cardiaca para las determinaciones
hematolégicas (biometria hematica completa) en tubos con EDTA-K2 como

anticoagulante y para las determinaciones bioquimicas (marcadores hepéaticos:
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alanina-aminotranferasa (TGP) y aspartato-aminotransferasa (TGO); y marcadores
renales: ureay creatinina) en tubos con gel separador que fueron centrifugados a 3000
rpm durante 5 minutos. Las muestras sanguineas fueron analizadas el mismo dia de
su obtencién por Unidad de Servicios Clinicos de la Facultad de Quimica de la

Universidad Auténoma de Querétaro.

Los 6rganos de los animales se observaron, fueron extraidos y se mantuvieron en
recipientes con solucién salina 0.9% fria tratando de registrar su peso lo méas rapido

posible. El peso relativo de cada 6rgano se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

) Peso del organo
Peso relativo(%) = x 100
Peso corporal

Mientras que para el indice de longitud de los intestinos se determind como:

Longitud del intestino

Indice de longitud =
naice ae longitu Peso corporal

5.3.4. Anédlisis estadistico

Los resultados experimentales fueron expresados como media + desviacion estandar
(DE), el tamafio de muestra se describe en las Figuras y Tablas de la seccion de
resultados de cada uno de los ensayos realizados. Las comparaciones entre medias
de grupos se realizaron por un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba post-hoc
Dunnett segun correspondi6 (p<0.05). Las bases de datos se realizaron en Microsoft
365® Excel. El andlisis estadistico se efectud en el programa JMP 6 y los graficos
fueron desarrollados en GraphPad Prism 8.
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VI. Resultados y Discusion

La fraccion de lectinas de frijol Tépari (TBLF) mostré6 baja toxicidad y buena
tolerabilidad en ratas a las que fue administrada por via oral (Alatorre-Cruz y col..,
2018; Ferriz-Martinez y col.., 2015; Lépez-Sanchez y col.., 2010), ademas de
resultados positivos en su eficacia contra el cancer de colon en ensayos in vitro e in
vivo (Moreno-Celis y col.., 2017, 2020). Ante las dificultades de obtencion de la TBLF
y la necesidad de purificar a las principales lectinas en la fraccion para definir las
actividades biologicas de estos compuestos por separado se desarrollé a partir de la
lectina nativa TBL-1 una lectina recombinante (rTBL-1) mediante un sistema de
expresion heteréloga (Martinez-Alarcon y col.., 2020; Palmerin-Carrefio y col.., 2021).
Por lo anterior, en el presente trabajo se evalu6 el efecto de la administracion oral
aguda de la lectina recombinante del frijol Tépari rTBL-1 en ratones CD-1 para contar
con la evidencia necesaria de su seguridad en el desarrollo de la nueva lectina como

candidato terapéutico contra el cancer de colon.

La toxicidad de lectinas de frijol Tépari se estudié anteriormente administrandola en
ratones por via intraperitoneal en dosis de 20 a 1,200 mg/kg (Reynoso-Camacho y
col.., 2003) y no se habia ensayado de nuevo en estos animales hasta el presente
estudio, aunque ahora se emple6 una via de administracion distinta, la via oral. En los
ratones a los que se administré oralmente la rTBL-1 en las diferentes dosis (5-300
mg/kg) no se observo ningun signo o sintoma de toxicidad al comparar con respecto
al grupo control. Los animales no mostraron aletargamiento, piloereccion, diarrea,
vomito, alteraciones en la postura y marcha, cambios en el comportamiento conductual
o diferencia en las expresiones faciales. Todos los ratones sobrevivieron al ensayo en

los distintos niveles de dosis administradas.

La rTBL-1, aunque con una via de administracion diferente, mostré mayor seguridad
gue lectinas semipuras de frijol Tépari en los ratones. Ya que por via intraperitoneal
causaron la muerte del 12.5 y 66.4% de los ratones hembra en los grupos que

recibieron las dosis de 800 y 1,200 mg/kg respectivamente (dosis letal media (DLso) de
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1,110 y 1,120 mg de lectina/kg de peso corporal para ratones macho y hembra,
respectivamente), asi como inflamacién del abdomen en los ratones que sobrevivieron
(Reynoso-Camacho y col.., 2003). En la comparacion, la rTBL-1 también mostré tener
menor grado de desarrollo de eventos adversos, ya que en los ensayos con ratas se
describi6 la presencia de aletargamiento, piloereccion y diarrea durante las primeras

48 h posteriores al tratamiento oral agudo con la TBLF (Lopez-Sanchez y col.., 2010).

El peso corporal y la ingesta alimento y agua son parametros que permiten detectar
de forma temprana la presencia de toxicidad de los compuestos administrados
(Repetto Jiménez y Repetto Khun, 2009). Los ratones tratados con la rTBL-1
mantuvieron, conforme su crecimiento, la ganancia de peso de manera similar a los
animales del grupo control (Figura 1). De manera similar, en el ensayo de toxicidad
aguda de la TBLF, la administracién de lectinas tampoco afect6 el peso corporal de las
ratas tratadas con respecto a los grupos control (Lopez-Sanchez y col.., 2010). Sin
embargo, la administracion de lectinas semipuras de frijol Tépari en ratones (ambos
sexos) en dosis de 200, 400 y 600 mg/kg via intraperitoneal; al dia 4 se ha observado
disminucién del peso corporal, no obstante, al final del estudio agudo solo los machos
alcanzaron el mismo peso que los controles, pero esto no sucedié con las hembras
(Reynoso-Camacho y col.., 2003), quizas porque los ratones hembra son mas
susceptibles a manifestar signos y sintomas de toxicidad (OCDE, 2001).

Los ratones tratados con la rTBL-1 no mostraron diferencia estadisticamente
significativa al comparar los consumos de alimento y agua con los registros de
consumo de los animales control (Figura 2). En el estudio de toxicidad aguda en ratas,
cuando la TBLF fue administrada via oral no se afect6 la ingesta de alimento y agua,
pese a la diarrea presentada durante las primeras 48 h posteriores al tratamiento, y
tampoco repercutio en cambios del peso corporal como se describid previamente con
respecto a los grupos control (Lépez-Sanchez y col.., 2010). En cambio, en los ratones
a los que se administré por via intraperitoneal la TBLF, se observd una disminucion
severa en la ingesta de alimento que pudo relacionarse con la pérdida de peso corporal

(Reynoso-Camacho y col.., 2003).
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Figura 1. Peso corporal de los ratones hembra tratados con diferentes dosis de rTBL-1 en el estudio de
toxicidad oral aguda.

Se muestran los valores promedio + desviacién estandar de 5 ratones por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparaciéon de medias, p<0.05.

Al completar el periodo de estudio se recolectd una muestra sanguinea para
determinacién de parametros hematoldgicos. El andlisis permitié identificar que en los
ratones de los grupos administrados con la rTBL-1 la cantidad de células sanguineas
(eritrocitos, leucocitos y plaguetas) fue similar a la del grupo control (Tabla 3). En ratas
del estudio de toxicidad oral aguda se describié que una dosis de 50 mg/kg de TBLF
incrementd hasta 50% el numero de leucocitos y que una dosis de 2,000 mg/kg
provoco una disminucion del 25% de estas células sanguineas en los animales
tratados (Lopez Sanchez, 2008), pero esto no fue observado en la sangre de los
ratones tratados con las diferentes dosis de rTBL-1.
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Figura 2. Consumos de alimento y agua de los ratones hembra tratados con diferentes dosis de rTBL-
1 en el estudio de toxicidad oral aguda.

A) Ingesta de alimento. B) Consumo de agua. Se muestran los valores promedio + desviacion estandar
de 5 ratones por grupo. Grupos que son diferentes significativamente con respecto al grupo control se
sefialan con un asterisco (¥*). ANOVA una via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para
comparacion de medias, p<0.05.
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Tabla 3. Biometria hematica de los ratones hembra del estudio de toxicidad aguda.

LEUCOCITOS 7.3+1.1 9.7+1.4 9.243.4 6.342.2 8.142.9 9.142.6

(x10%/uL)
L'"f(;g)'ms 86.1+4.0 83.1+4.4 85.8+5.8 82.1+11.7 91.8+3.7 89.5+2.7
ERITROCITOS ' 98,94 9.3:0.5 9.7+0.2 10.5+0.7 9.3:0.1 9.740.4°

(x10°/uL)
Hem(g%'f)b'“a 15.542.2 15.140.6 15.8+0.6 17.0£0.5 14.8+0.2 15.5+0.6
Hem?};}")‘:”to 55.8+7.5 54.3+3.1 56.30.9 50.043.1 52.6+1.6 55.7+3.3
'\é'ff;/ 56.8+0.7 58.4+0.9 58.1+0.4 56.2+1.0 56.7+0.9 57.6+1.3
MCH 15.8+0.1 16.3+0.6 16.4+0.3 16.2+0.6 16.0£0.3 16.0£0.0

(pg)
"("g%l'_(): 27.8+0.3 27.8+0.9 28.1+0.8 28.840.7 28.240.9 28.9+1.7
R(;)‘;V 14.2+2.4 14.4+15 15.1+0.5 15.7+1.2 14.3+0.1 15.7+1.4
P"(ﬁ%sj/ﬁtfs 624.0+196.3  684.3:+38.6  613.3+1357  702.3t106.2  653.3+1463  720.0+116.9

MPV 6.640.6 6.540.3 6.740.2 7.040.6 6.4+0.5 7.140.3

(fL)
Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 3 ratones por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparacion de medias, p<0.05. MCV: volumen
globular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media: MCHC: concentracién media de hemoglobina
corpuscular; RDW: ancho de distribucion de glébulos rojos; MPV: volumen plaquetario medio.

Los parametros bioquimicos que fueron evaluados en el suero de las muestras
sanguineas de los ratones se muestran en la Tabla 4. La urea y creatinina como
marcadores de la funcion renal se mostraron sin cambios distintos a lo determinado en
el grupo control. De manera similar, las mediciones de la TGP y TGO no tuvieron
diferencia significativa entre los grupos tratados con rTBL-1 y el grupo control. Por lo
tanto, mediante las determinaciones bioquimica realizadas se tiene evidencia de que
el funcionamiento normal del higado y de los rifiones no fue afectado en los ratones
tratados con la rTBL-1 por via oral. No se cuenta con datos previos para realizar la
comparacion de estos parametros cuando la TBLF fue administrada a rata y a ratén
en estudios de toxicidad aguda (Lopez-Sanchez y col.., 2010; Reynoso-Camacho y
col.., 2003).
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Tabla 4. Bioguimica sanguinea de los ratones hembra del estudio de toxicidad aguda.

Urea 65.0+12.1 56.5+4.9 65.7+8.5 58.7+7.6 60.0+6.6 67.3+16.6
(mg/dL)
Creatinina 0.5+0.2 0.3+0.1 0.4+0.1 0.5+0.1 0.5+0.1 0.4+0.2
(mg/dL)
(TU‘T‘/(L)) 17774472 A71.04646 = 16074561 15334752  169.04839  181.7482.9
(.{JCI;IE) 70,3438 73.0442.8 7404331 6274286  635£30.9 72.0439.6

Se muestran los valores promedio + desviacién estandar de 3 ratones por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparacion de medias, p<0.05. TGP: alanina-
aminotranferasa; TGO: la aspartato-aminotransferasa.

En el analisis macroscépico de los érganos no se observaron cambios morfologicos
visibles en cuanto al color y la posicién de los 6rganos de los ratones tratados con la
rTBL-1 al respecto de los animales en el grupo control. En los pesos relativos del
intestino delgado, el intestino grueso y el higado de los ratones que por via oral fueron
administrados con la rTBL-1 no se observaron diferencias significativas al respecto de
los determinados para los 6rganos de animales del grupo control (Figura 3). Tampoco
se observaron cambios en el indice de longitud del intestino delgado y del intestino
grueso al comparar entre grupos tratados y control (Figura 4). Estos resultados son
similares a los que se obtuvieron en el estudio de toxicidad aguda de la TBLF en ratas
donde se reportd que no hubo afeccion en el peso de estos érganos (intestino delgado,
intestino grueso e higado) aun cuando se prob6 una dosis mayor (2,000 mg/kg)
(Lépez-Sanchez y col.., 2010). Por otro lado, la administracién por via intraperitoneal
de lectinas semipuras a ratones se reportd un crecimiento hiperplasico del intestino y
un menor peso relativo del higado con respecto a los 6rganos de animales control
(Reynoso-Camacho y col.., 2003).
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Figura 3. Peso relativo del intestino delgado, intestino grueso e higado de los ratones hembra tratados
con rTBL-1 del estudio de toxicidad oral aguda.

Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratones por grupo. Grupos gue son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparaciéon de medias, p<0.05.
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g 1.0 B rTBL-1 (50 mg/kg)
a2
g 054 B rTBL-1 (100 mg/kg)

- mm TBL-1 (300 mg/kg)
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Figura 4. indice de longitud de intestino delgado e intestino grueso de ratones hembra tratados con
rTBL-1 de estudio de toxicidad oral aguda.

Se muestran los valores promedio + desviacion estdndar de 5 ratones por grupo. Grupos gue son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.

El corazon, los pulmones y los rifiones de los ratones tratados con la rTBL-1 no
mostraron diferencia significativa en su peso relativo al compararse con los érganos
de animales del grupo control (Figura 5). En ratas del estudio de toxicidad oral aguda
de la TBLF se visualizé una disminucién en el peso de los rifiones en los grupos que
recibieron una dosis de 50 y 300 mg/kg (Lopez-Sanchez y col.., 2010). También se
reporté en el estudio de toxicidad aguda por via intraperitoneal en ratones una
disminucién en el peso relativo de los rifiones, y en el caso de los ratones hembra un

aumento en el peso relativo de los pulmones (en ratones que murieron antes de
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completar el periodo del estudio, se observaron areas de hemorragia en los pulmones)

(Reynoso-Camacho y col.., 2003), esto no fue observado con la rTBL-1 en el presente

estudio.
2.0
El Control
_ L
X 1.5 B rTBL-1 (5 mg/kg)
(o]
2 B rTBL-1 (30 mg/kg)
5 1.0
2 B rTBL-1 (50 mg/kg)
2 0.5
il I B3 rTBL-1 (100 mg/kg)
0.0- mm TBL-1 (300 mg/kg)
Corazoén Pulmones Rifiones

Figura 5. Peso relativo del corazén, pulmones y rifiones de ratones hembra tratados con rTBL-1 de
estudio de toxicidad oral aguda.

Se muestran los valores promedio + desviacién estandar de 5 ratones por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.

Los pesos relativos del cerebro, estbmago y pancreas no fueron diferentes a los
propios para estos 6rganos entre animales tratados con la rTBL-1 con respecto al
grupo control (Figura 6). En ratas del estudio de toxicidad oral aguda de la TBLF, el
grupo que recibié una dosis de 50 mg/kg tuvo una disminucién en el peso del pancreas
(Lépez-Sanchez y col.., 2010), y en ratones a los que se administraron lectinas
semipuras por via intraperitoneal no se reportd afeccibn sobre estos Organos

(Reynoso-Camacho y col.., 2003).
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Figura 6. Peso relativo del estbmago, pancreas y cerebro de ratones hembra tratados con rTBL-1 de
estudio de toxicidad oral aguda.

Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratones por grupo. Grupos gue son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparaciéon de medias, p<0.05.

El bazo, el timo y los ovarios de los ratones tratados con la rTBL-1 no mostraron
diferencia significativa al compararse con los animales del grupo control (Figura 7). En
el estudio de toxicidad oral aguda de la TBLF no se describieron cambios en estos
organos para animales de los grupos tratados (Lépez-Sanchez y col.., 2010). Pero si
en el estudio de toxicidad aguda de ratones a los que se administraron lectinas
semipuras por via intraperitoneal, se reportd incremento en el peso del bazo, en
algunos casos dependiente de la dosis administrada de TBLF, y una disminucion en el
peso del timo, efectos mas visibles en ratones hembra (Reynoso-Camacho y col..,
2003).

31



o
o
I

El Control

g 0.6 ]_ B rTBL-1 (5 mg/kg)
(]
% - I B rTBL-1 (30 mg/kg)
g BE= rTBL-1 (50 mg/kg)
3 0.2-
o Em rTBL-1 (100 mg/kg)

0.04 L i BE TBL-1 (300 mg/kg)

Bazo Timo Ovarios

Figura 7. Peso relativo de bazo, timo y ovarios de ratones hembra tratados con rTBL-1 de estudio de
toxicidad oral aguda.

Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratones por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett para comparaciéon de medias, p<0.05.

A partir de los resultados descritos anteriormente se puede precisar que la rTBL-1
administrada por via oral en dosis Unica a los ratones hembra CD-1 produjo menor
namero de efectos adversos a los reportados cuando la TBLF fue ensayada en un
esquema de toxicidad similar en ratas (Lépez-Sanchez y col.., 2010). Es también
evidente que la via de administracion oral es de mayor seguridad que la via de
administracion intraperitoneal ya que, en este Ultimo caso, la administracion de lectinas
semipuras de frijol Tépari causoé la muerte de ratones en el ensayo de toxicidad aguda
con un reporte de una DLso 1,120 mg/kg para ratones hembra (Reynoso-Camacho y
col.., 2003).

Ante la sobrevivencia de todos los ratones hembra en este estudio y a que no llegaron
a observarse signos o sintomas de toxicidad no fue posible determinar DLso aun con
el uso de la dosis mas alta de la rTBL-1 que fue evaluada (300 mg/kg). Por lo que con
la evidencia mostrada se puede considerar que la rTBL-1 pertenece a una sustancia
de categoria 3 con baja toxicidad que pudiera clasificarse en categorias de mayor

seguridad siempre y cuando se hagan los ensayos pertinentes (OCDE, 2001).
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VIl. Conclusion

Posterior a la administracion aguda via oral de la rTBL-1 en los ratones CD-1, no
fueron determinados signos y sintomas de toxicidad entre los grupos de las
diferentes dosis y el grupo control. No se observo presencia de diarreas, vomitos o
cambios conductuales. La comparacion de ganancia de peso, crecimiento,
consumo de alimento y agua no se presentaron diferencias significativas entre los

grupos administrados con las diferentes dosis de rTBL-1 y el grupo control.

Los resultados arrojados para la valoracion hematica y bioquimica indican que no
hay cambios aparentes entre los grupos administrados con rTBL-1 y el grupo
control. Marcadores de funcién hepética y renal se muestran sin cambios entre
grupos tratados con rTBL-1 y control.

En la valoracion macroscopica de los érganos de los ratones tratados y el grupo
control, no se observaron cambios morfolégicos ni diferencias en el peso relativo
de higado, corazén, pulmones, riflones, estbmago, pancreas, cerebro, bazo, timo,
ovarios, intestino delgado y grueso. El indice de longitud de intestino delgado y
grueso no se observaron diferencias entre los grupos administrados con rTBL-1 y

el control.

El presente estudio permitié evaluar que la administracion oral aguda de la lectina
recombinante del frijol Tépari rTBL-1 no presenta toxicidad en ratones hembra CD-
1. Laiinformacion recabada da lugar a que la realizacién de los ensayos de toxicidad

a dosis bajas en administraciones repetidas sea factible.
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