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RESUMEN

Trabajos in vitro han mostrado que una fraccién concentrada de lectina (FCL)
de frijol tépari (Phaseolus acutifolius) inhibe el crecimiento de células
cancerigenas, principalmente de colon. Resulta importante determinar si esta
fraccion es capaz de afectar a células tumorales in vivo sin embargo, es
necesario determinar su perfil toxicoldgico via oral. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la toxicidad aguda (TA) y subcronica (TSC) de la FCL de
frijol tépari administrada mediante canula intragastrica. La FCL (1591 UA/mg
proteina), obtenida mediante cromatografia de exclusién de peso molecular fue
administrada a ratas Sprague Dawley de 7-8 semanas de edad, con
alimentacion y agua ad libitum. Para el estudio de TA se emplearon hembras
nuliparas, con dosis Unicas de 5, 50, 300 y 2000 mg de FCL/kg de peso y para
el estudio de TSC se utilizaron hembras nuliparas y machos, con dosis de 5, 10
y 50 mg de FCL/kg de peso/dia, durante 30 dias. En el estudio de TA, las dosis
de 2000 y 300 mg/kg provocaron diarrea, aletargamiento y piloereccion en las
primeras 48 horas asi como disminucion del consumo de alimento y peso
corporal durante la primera semana, con total recuperacion. No se observé
efecto letal ni alteraciones macroscopicas en los 6rganos estudiados durante la
necropsia, excepto disminucion del peso de los rifiones en los grupos de 50 y
300 mg/kg (p<0.05). Para el caso del estudio de TSC, no se observaron
diferencias en el peso corporal, consumo de alimento ni alteraciones
macroscopicas durante la necropsia. Los grupos con dosis de 5 mg/kg
presentaron disminucién (p<0.05) en el peso de pulmones e intestino delgado
(hembras) y en intestino delgado y rifiones (machos). El andlisis histopatoldgico
fue normal para todos los casos excepto para pulmones, con alteraciones en
todos los grupos incluyendo al control. Dichas lesiones pudieron deberse a
algun factor externo que afect6 a todos los animales y no se le atribuyé a la
FCL. Los resultados sugieren que la FCL administrada por via oral presenta
baja toxicidad. La dosis sugerida para iniciar futuros estudios es de 50 mg/kg
ya que no provocé alteraciones bajo los dos esquemas estudiados.

Palabras clave: Frijol tépari, lectina, Phaseolus acutifolius, toxicidad aguda,
toxicidad subcronica.



SUMMARY

In vitro studies have shown that a concentrated lectin fraction (CLF) from tepary
bean (Phaseolus acutifolius) inhibits cancer cells growth, mainly colon cancer
cells. It is important to determine if this fraction is able to affect tumor cells in
vivo however, it is necessary to determine its toxicity profile orally. The aim of
this study was to assess the acute toxicity (AT) and subchronic toxicity (SCT) of
tepary bean CLF via intragastric cannula. CLF (1591 AU/mg protein), obtained
by molecular weight exclusion chromatography was given to 7-8 week old
Sprague Dawley rats, with ad libitum food and water. For the AT study
nulliparous females were used, with single doses of 5, 50, 300 and 2000 mg of
CLF/kg and for the SCT study nulliparous females and males were used, with
doses of 5, 10 and 50 mg of CLF/kg/day, for 30 days. In the study of AT, doses
of 2000 and 300 mg/kg caused diarrhea, lethargy and piloerection in the first 48
hours as well as a decrease of food consumption and body weight during the
first week, with full recovery. There was no lethal effect observed or
macroscopic abnormalities in the examined organs during necropsy, except for
a decrease of kidneys weight in groups of 50 and 300 mg/kg (p<0.05). In the
case of SCT study, there were no differences in body weight, food consumption
or macroscopic alterations during the necropsy. The groups with a dose of 5
mg/kg showed a decrease (p<0.05) in lungs and small intestine weight
(females) and small intestine and kidneys weight (males). Histopathological
analyses were normal for all cases except for lungs, with alterations in all
groups including the control. Those lesions could be due to some external factor
that affected all animals and was not attributed to the CLF. The results suggest
that CLF presented low toxicity by oral administration. The suggested dose for
initiating future studies is 50 mg/kg as it did not cause alterations under the two
schemes studied.

Key words: Acute toxicity, lectin, Phaseolus acutifolius, subchronic toxicity
tepary bean.
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l. INTRODUCCION

Las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune que comparten en
comun la propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a
carbohidratos (Hernandez et al., 1999). Desde los afios cincuenta hasta
nuestros dias se han identificado cientos de lectinas de origen no inmune y
ubicuas en toda la escala evolutiva (virus, microorganismos, plantas, hongos y
animales). La ubicuidad de las lectinas refleja su participacion decisiva en
actividades celulares muy diversas, participando en numerosos procesos intra
e intercelulares, lo mismo fisiolégicos que patolégicos (Gallego del Sol et al.,
2006). Poseen interesantes propiedades, por lo que se han utilizado en
numerosas investigaciones, considerandoseles como herramientas valiosas en
el campo de la genética, la biomedicina y la inmunologia (Hernandez et al.,
1999). Diferentes estudios in vivo e in vitro con numerosas lectinas han
demostrado que poseen actividad antitumoral y anticarcinogénica (Castillo y
Abdullaev, 2005).

Anteriormente existia la idea de que la toxicidad constituia una
propiedad intrinseca de las hemaglutininas. Esta idea tuvo que abandonarse en
1907, cuando K. Landsteiner y Raubitschek caracterizaron hemaglutininas
inocuas en semillas de frijol comun (Phaseolus vulgaris), chicharo (Pisum
sativum) y lenteja (Lens culinaris) (Gallego del Sol et al., 2006). Sin embargo,
se ha observado que ciertas lectinas presentan diversos efectos téxicos en los
distintos 6rganos y que algunas de ellas llegan a ser letales si se ingieren en
altas concentraciones (Freed, 1999). Ademas, se sabe que algunas lectinas
producen toxicidad en las células de mamiferos, tanto en estudios in vitro como
in vivo (Reynoso et al.,, 2003). Las lectinas presentes en el frijol rojo (Vigna
angularis) son las principales responsables de los efectos toxicos observados

en personas que lo consumen (Nakata y Kimura, 1985; Freed, 1999).

Como las lectinas reaccionan con la superficie epitelial del tracto
digestivo, pueden causar efectos antinutricionales, alergias leves y otros
efectos subclinicos en animales y en humanos, particularmente cuando se

consumen en grandes cantidades. No obstante, algunos estudios del efecto de



las lectinas en el tracto gastrointestinal han revelado que la administracion oral
de bajas dosis de lectinas puede tener efectos benéficos en la eficiencia de la
digestion y absorcion del intestino, del sistema inmune y de la flora bacteriana.
Algunas lectinas pueden influenciar el sistema enddcrino con consecuencias
benéficas para el metabolismo, atravesar la pared intestinal y depositarse en
organos distantes (Freed, 1999). Ciertas lectinas son mucho més téxicas para
los insectos que para los animales superiores, por lo que su presencia en
plantas se considera como parte del sistema de defensa (Pusztai y Bardocz,
1996).

Los trabajos in vitro realizados en nuestro laboratorio con una fraccion
concentrada de lectina de frijol Tépari (FCL) sobre diferentes lineas celulares
de cancer han demostrado que posee un efecto citotoxico diferencial sobre las
células normales y cancerigenas en funcién de las concentraciones utilizadas
(Hernandez-Rivera et al., 2007). Ademas, ha mostrado efecto inhibitorio del
crecimiento de diferentes lineas celulares cancerigenas, presentandose mayor
sensibilidad sobre las células de cancer de colon CaCo2 (Castafieda-Cuevas et
al., 2007; Lopez, 2007).

Resulta muy importante determinar la capacidad de la FCL para inhibir el
crecimiento de células tumorales in vivo. Debido a la localizacién anatémica del
colon, las lectinas pueden llegar a las células blanco a través del tracto
digestivo. Por lo anterior, es necesario conocer primero la toxicidad de la FCL
via oral ya que hasta ahora solo se ha estudiado la toxicidad de la lectina de

frijol Tépari administrada de manera intraperitoneal.



II. ANTECEDENTES
2.1. FRIJOL TEPARI (Phaseolus acutifolius)
2.1.1 Descripcion boténica y fitogeografia

Phaseolus vulgaris es el principal tipo de frijol consumido en México y ha
sido parte de la dieta tradicional por miles de afios. Sin embargo, en el Norte de
México se cultiva una variedad particular de frijol conocida como Tépari.
Aunque su consumo esta todavia limitado a dicha regién, esta cosecha es
particularmente atractiva debido a sus caracteristicas agronémicas como la
resistencia a plagas y sequia (Cérdoba y Martinez, 1997; Reynoso et al., 2003;
Gonzalez de Mejia et al., 2005).

El nombre cientifico del frijol Tépari es Phaseolus acutifolius, pertenece a
la familia de las Fabaceae. Sus nombres comunes son: tepary bean, inglés;
xmayum, maya (Campeche, México); Tépari, espafiol (Sonora, México); frijol
pifiuelero (nombre de un hibrido), Costa Rica; escomite o escumite (Chiapas,
México). Esta especie ha crecido por un largo tiempo en Mesoamérica,
principalmente en zonas desérticas o areas con un periodo largo de sequia
(Gonzalez de Mejia et al., 1989). Crece de forma silvestre en algunas regiones
aridas y semiaridas del suroeste de Estados Unidos desde la parte central del
estado de Arizona (EUA) hasta el sur de Nicaragua. Su origen se remonta a
5000 a.C., en el Valle de Tehuacéan, Puebla, lugar en donde se encontraron las
semillas mas antiguas. Es una de las cinco especies de Phaseolus
domesticadas en América en tiempos precolombinos (Debouck, 1994). No se
conoce con precision dénde se empezd a domesticar esta especie pero
algunas de las causas del descuido del cultivo de frijol Tépari son la pérdida de
consumo tradicional en las comunidades indigenas y la escasez de demanda
en los grandes mercados. Su potencial cultivo en areas desérticas es extenso
debido a su resistencia a la sequia, al calor y a su adaptabilidad a altas
concentraciones salinas del suelo (Cordoba y Martinez, 1997; Gonzalez de
Mejia et al., 2005).



Es una planta anual, trepadora, de raiz fibrosa y de altura variable
(generalmente de 20 cm hasta 1.5 m), de tallos delgados y pilosos, con hojas
delgadas y lineales en los tipos silvestres, mientras que en las especies
cultivadas son abovedadas. La vainas son pequefias, las semillas semejan a
los frijoles en miniatura y sus tamafios varian entre 8.6 a 9.1 mm. La
inflorescencia es un racimo axilar con 2-5 flores. La vaina recta o falcada, de 5-
9 cm de largo por 1 cm de ancho, la cual contiene de 5-7 semillas (Nabham y
Felger, 1978., Gonzalez de Mejia et al., 1989). El producto principal es una
semilla seca la cual es comestible, ademéas de poseer un alto contenido de
proteinas (17 a 27%) y de carbohidratos (Albores et al., 1987). Al igual que el
frijol comun, la especie del Tépari es relativamente toxica para el hombre al ser
ingerida bajo condiciones de cocimiento no adecuado y también para los
animales, posiblemente por la presencia de fitoaglutininas (Gonzalez de Mejia
et al., 1989).

Su forma de cultivo consiste en un ciclo corto, floreando de 27 a 40 dias
después de su germinacion y maduran de 60 a 80 dias. Las semillas pueden
estar a una temperatura de 35° C en comparacion con otras especies de
Phaseolus que no resisten esta temperatura, es resistente al pulgén y puede
crecer en presencia de hierba. El cultivo se ha encontrado de 50 a 1920 m
sobre el nivel del mar, requiere de una precipitacién anual de 250 a 300 mm,
aunque crece en México en regiones con una precipitacion de 150 mm
(Sonora) a 750 mm (Campeche). Crece en suelos secos, arenosos, lodosos, y
algunas veces en suelos organicos con un pH 6.7 a 7.1. Su semilla se presenta
en dos formas: una medianamente redonda blanca o negra y la otra rombica
que puede ser blanca, verdosa, gris, amarilla oscura, negro o violeta. El
promedio en peso de 100 semillas de Tépari cultivados es entre 10y 20 g y en
su forma silvestre, entre 2 y 5 g. Aunque los cultivados y los silvestres no tienen
un habitat definido, es necesario un ambiente desértico (Cordoba y Martinez,
1997).

2.1.2 Usos y valor nutricional del frijol Tépari

El frijol Tépari se utiliza principalmente como alimento para humanos y

animales debido a su gran contenido proteinico sin embargo, es poco
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consumido por lo que su alto contenido de proteinas y carbohidratos es
subutilizado (Osman et al., 2003). Es considerado como una fuente importante
de proteinas, a pesar de que presenta deficiencia en aminoacidos azufrados,
su contenido es ligeramente mayor a los reportados en otras variedades de
frijol cultivadas en condiciones ecolégicas menos adversas. Tiene un valor
proteinico promedio de 25% en base seca y 23% en base humeda (Intriago-
Ortega, 1985; Idouraine y Yensen, 1991). La concentracién de cenizas, grasas
y carbohidratos totales del Tépari son similares a otras variedades comunes del
género Phaseolus. Sin embargo, presenta compuestos antinutricios como son:
fitatos, lectinas e inhibidores de proteasas que, aunque relativamente altas en
el extracto crudo, desaparecen casi del todo después de la coccion; por lo que
al ser consumidos no constituyen un riesgo para la salud (Gonzélez de Mejia et
al., 1989; Idouraine y Yensen, 1991). Respecto al frijol coman, el frijol Tépari
tiene concentraciones menores de lectinas sin embargo, éstas poseen una

actividad biologica mayor (Gonzalez de Mejia et al., 2005).
2.2. LECTINAS
2.2.1 Historia y definicion de las lectinas

El estudio de las lectinas fue iniciado por Stillmark en 1888 al describir el
fenomeno de hemaglutinacion con extractos de semillas de castor (Ricinus
communis). La proteina responsable de la hemaglutinacion de los eritrocitos de
denomind ricina. Mas tarde, Hellin descubridé que el extracto téxico de semillas
Abrus precatorius también producia aglutinacion de las células rojas, la
proteina responsable se denomind abrina. A fines de los afios 40, William C.
Boyd y Rose M. Reguere reportaron que ciertas semillas contenian aglutininas
especificas para antigenos de los grupos sanguineos humanos. La primera
lectina que fue obtenida en forma cristalina fue la concanavalina A del frijol
Canavalia ensiformis en 1919 por Summer. El término lectinas fue introducido

por Boyd y colaboradores en 1954 (Sharon, 1998, Hernandez et al., 1999).

Las lectinas son un grupo de proteinas O glicoproteinas de origen no
inmune que comparten la propiedad de enlazarse de forma especifica y
reversible a los carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de estructuras
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mas complejas. Como caracteristica particular tienden a aglutinar a las células
a las cuales se unen (Castillo y Adbullaev, 2005). Se encuentran presentes en
la mayoria de los seres vivos, tanto en el reino animal como en el vegetal
(Rhodes, 1999). En las plantas, la mayoria de estas moléculas estan presentes
en los cotiledones y endospermos de las semillas y constituyen del 2-10% del
total de proteina (Castillo y Adbullaev, 2005).

2.2.2 Estructuray clasificacion de las lectinas

Mediante la secuenciacion de genes se ha proporcionado informacién
acerca de la estructura primaria de las lectinas de leguminosas. Se han
determinado los productos de la traduccién primaria que provienen de los
ARNmM y su conversion en los polipéptidos maduros de lectinas. Estudios de
biosintesis y topogénesis de una variedad de lectinas de leguminosas han
demostrado que las proteinas se sintetizan en el reticulo endoplasmatico (como
pre-proteinas) y subsecuentemente entran a la via de secrecion. El proceso de
postraduccién incluye la remocion del péptido sefial y en algunos casos la
N-glicosilacién (Lis y Sharon, 1998).

Las lectinas estan compuestas por una cadena polipeptidica en la cual
pueden estar unidos uno o mas residuos de carbohidratos, normalmente de 2 a
15 monosacaridos residuales (Peumans y Van Damme, 2002). Es interesante
hacer notar que existe s6lo un grupo limitado de azlucares que las lectinas de
las plantas reconocen, que incluye a los monosacéaridos D-glucosa, D-
galactosa, D-manosa, L-fucosa (6-deoxi-L-galactosa), a dos azlcares
aminados que son el N-acetil-D-glucosamina y el N-acetil-D-galactosamina y a
los ceto azucares D-fructuosa y L-sorbosa. También es importante hacer notar
gue no ha sido reportada ninguna lectina de planta que se una a un azucar
pentosa (Goldstein, 2002).

Una manera de clasificar a las lectinas es en base a su estructura: a)
simples, b) mosaico y ¢) macromolecular. Cada clase se puede subdividir en
diferentes familias con secuencias y propiedades estructurales similares. Las
lectinas simples comprenden practicamente todas las lectinas de las plantas
conocidas. En el grupo de mosaico hay una diversidad de proteinas de
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diferentes origenes, por un lado las lectinas de origen animal y las de tipo I. Las
lectinas del grupo de macromoléculas estan formadas por las de bacterias,
especialmente en la forma de fimbrias o pilis (organelos filamentosos de
superficie). Se han encontrado lectinas en una gran diversidad de seres Vivos,

por lo que pueden clasificarse de la siguiente manera (Lis y Sharon, 1998):

a) Lectinas vegetales, se encuentran principalmente en los cotiledones y
endospermos de las semillas de algunos vegetales como el trigo, frijol, soya,
entre otros. Entre las lectinas de vegetales mejor conocidas se encuentran las

siguientes:

e La Concanavalina A, es una proteina que se obtiene de Cannavalia
enziformis y actia especificamente uniéndose a restos de a-D-glucosa y
a-D-manosa.

e La aglutinina de germen de trigo, también llamada fitohemaglutinina,
cuyo sitio de union es con los acidos a-N-acetilneuraminico y
a-N-acetilneuraminico.

¢ La fitohemagutinina (PHA), se encuentra en el frijol comun (Phaseolus
vulgaris). Se sabe que tiene accién mitogénica (estimuladoras del ciclo
celular) y tiene la capacidad de aglutinar especificamente células
cancerigenas, lo cual ha desarrollado un gran interés en investigacion
para utilizarlas como tratamiento para el control de crecimiento de

tumores.

Todas las lectinas de leguminosas estan constituidas por protomeros
(productos maduros de la primera traduccion del RNAm de la lectina) de
aproximadamente 30 kDa. La mayoria de los protbmeros consisten de una
cadena polipeptidica simple de aproximadamente 250 residuos y, en algunos
casos, estan separados en dos pequefios polipéptidos, similares o no en su
tamafo. Una lectina de leguminosa nativa contiene de dos a cuatro protomeros
gue se mantienen unidos por interacciones no covalentes. La formacion de los
di o tetrdmeros implica que la lectina de la leguminosa puede ocurrir en ocho

diferentes formas moleculares (Lis y Sharon, 1998).



Las lectinas de leguminosas son el Unico grupo de lectinas que contienen
cationes divalentes con un sitio especifico para ligar el metal. Cada subunidad
contiene iones calcio o0 magnesio, los cuales son esenciales para la unién a
carbohidratos. Basicamente, los promotores de las lectinas de leguminosas
consisten de una o dos cadenas constituidas de una hoja B de 7 tiras (parte
frontal) y una hoja p plana de seis (parte trasera), interconectadas por vueltas y
lazos para formar una estructura tridimensional. La orientacion de las tiras
antiparalelas de la hoja B, le proporciona una estructura rigida y fuerte que
puede explicar la extrema resistencia de las lectinas de leguminosas al ataque
proteolitico (Lis y Sharon, 1998).

Se ha propuesto que, debido a su amplia distribucién en vegetales, las
lectinas pueden proteger a la planta de ataques de bacterias, hongos y virus
patégenos a lo largo de su desarrollo, en diferentes etapas como: absorcion,
germinacion y desarrollo de las semillas. Ademas se les han atribuido otros
usos a las lectinas vegetales como promotoras de adhesidon entre diversas
células (Machuka et al., 1999).

b) Lectinas animales, se han encontrado en la hemolinfa y 6rganos sexuales de
animales invertebrados como: caracoles, cangrejos, camarones, moluscos,
peces y lombrices, y también en animales vertebrados como el cerdo (Lis y
Sharon, 1998).

Se cree que las galectinas de origen animal tienen una funcién en la
adhesion celular. Estas lectinas se encuentran dentro del citoplasma y en el
nacleo de las células y ocasionalmente en la superficie y fuera de la célula. Son
esenciales para el desarrollo normal y la diferenciacion de todas las células del
animal. Es por eso que la galectina-1 se expresa en las primeras etapas del
desarrollo embrionario. Altos niveles de galectina-3 en la superficie celular
durante la metastasis en células de cancer se ha relacionado con la adhesion

de las células a los 6rganos blanco (Lis y Sharon, 1998).

c) Lectinas microbianas. Existe un tipo de lectinas que se localizan en la
superficie de microorganismos tales como bacterias, virus, hongos y parasitos y

se les denomina adhesinas. Juegan un papel importante al colonizar mucosas
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produciendo lesiones titulares. Existe otro tipo de lectinas microbianas que se
han identificado y se sabe que se unen especificamente con los
sialoglicoconjugados de Bordetella, y otros microorganismos y se les denomina
proteinas Gac-p que significa "proteinas microbianas de wunién a
glicosaminoglicanos”. Estas proteinas Gac-p tienen la capacidad de ligarse a
glicosaminoglicanos sulfatados (heparan sulfatos) presentes en la superficie de
células eucariotas, facilitando la adherencia del agente patdgeno a dichas
células (Lis y Sharon, 1998).

También hay varias familias de virus que presentan moléculas de
adhesion, capaces de crear puentes entre eritrocitos de varias especies. Las
hemaglutininas virales pueden ser divididas en tres grandes grupos (Liener,
1997):

e Las de Ortomixo (Influenza A, B y C) y Paramixovirus (PIV, VRS) en las
cuales la particula viral y la hemaglutinina no pueden ser separadas.
Contienen una enzima que causa elusion y destruccion de receptores de
glébulos rojos (enzima destructora de los receptores) que ahora se sabe
corresponde a una sialidasa.

e La de los Reovirus (Rotavirus y similares) y Arbovirus (fiebre amarilla,
dengue, equinas y similares) en los cuales la particula viral sélo contiene
la hemaglutinina pero no contiene enzima destructora (sialidasa).

e La de los Poxvirus (viruela y otros virus similares) en los cuales la
hemaglutinina se produce durante la replicaciébn del virus y es

diferenciable de la particula viral.

La hemaglutinacion es inhibida especificamente por anticuerpos que se
conocen como inhibidores de hemaglutinacion (HI), que permiten distinguir
diferentes virus como los de influenza, se sabe que es especifica de cepa y se

puede utilizar con fines de clasificacion (Liener, 1997).
2.2.3 Las lectinas como herramientas en biomedicina

De forma general, las lectinas son sustancias biolégicamente activas con

aplicaciones médicas muy prometedoras debido en parte a sus habilidades



para provocar hiperplasia del intestino delgado, inducir cambios en la flora
intestinal, interferir con la secrecion de hormonas y entrar a la circulacion

sistémica (Lajolo y Genovese, 2002).

Las lectinas han llamado la atencibn de numerosas investigaciones
debido a las diversas funciones que pueden realizar, incluyendo la
antiproliferacion, la antitumorogénesis, como inmunomoduladores, antifungicos,
antivirales e inhibicion de la transcriptasa HIV-1 (Wong y Ng, 2002). Tienen
efectos potentes sobre la proliferacion y diferenciacion de diferentes células
animales incluyendo linfocitos, osteoblastos y condrocitos (Nishimura et al.,
2004). Se consideran herramientas valiosas en el campo de la genética, la
biomedicina y la inmunologia como por ejemplo (Albores et al.,, 1987;
Hernandez et al., 1999):

o Evaluacioén de la produccion de citocinas (interferdn e interleucinas).

o Determinacion de fendmenos de la respuesta inmune (inmunosupresion).
o Larelacién que existen entre virus patdgenos y su resistencia a ellos.

o Evaluacion de terapias antirretrovirales.

o Efectos citotdxicos de algunas drogas en células mononucleares.

o Efectos de la nutricién en la proliferacidon de linfocitos.

o Induccién de genes en linfocitos.

o Deteccién de anormalidades cromosomicas.

o Caracterizacion e identificacion de grupos sanguineos

Sus propiedades mitogénicas permiten que se utilicen en estudios que
tienen como base la proliferacion de linfocitos en los cultivos. Forman parte de
conjugados como lectina-lectina, lectina-enzimas y lectina-anticuerpos, lo que
ha permitido el desarrollo de técnicas cromatograficas como la cromatografia
de afinidad para la purificacion de glicoproteinas, enzimas y de las propias
lectinas (Hernandez et al., 1999, Disni et al., 2008). Ademas, las lectinas son
capaces de inducir la produccién de interleucina 2 (IL-2) y la aparicién de

receptores de IL-2 en células T (Pifiols, 1995)

Dentro de los estudios de membrana se ha reportado en la literatura el uso
de lectinas para estudiar cambios estructurales en los glicoconjugados
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presentes en las superficies celulares. También se emplean para la deteccion
de transformaciones malignas de células, a través de la aglutinacion
preferencial que muestran las lectinas con las células transformadas
(Hernandez et al., 1999). Por otro lado, con respecto al cancer de colon, se ha
reportado que las anormalidades en las glicosilaciones encontradas en las
células malignas se correlacionan con su potencial invasivo y su prondstico
(Rhodes, 1999). La diferenciacion celular es regulada por la adhesién de
moléculas glicosiladas, siendo éstas un blanco para las lectinas. Se ha
observado que la lectina de Vicia faba es capaz de estimular la diferenciaciéon

de células indiferenciadas de cancer de colon (Jordinson et al., 1999a)
2.3 Lectinas como factores antinutricios

Las lectinas de los alimentos se han considerado como factores
antinutricios (Gonzéalez de Mejia y Priescaru, 2005), ya que estas son capaces
de sobrevivir al paso a través del tracto gastrointestinal para ejercer su
actividad bioldgica. Estas proteinas presentan alta resistencia a la digestion por
las enzimas proteoliticas de los mamiferos ya que presentan una union efectiva
con los receptores de superficie de las células epiteliales del intestino (Rhodes,
1999; Lajolo y Genovese, 2002). Ademas, resisten la degradacion por bacterias
(Pusztai y Bardocz, 1996), por lo que sobreviven al paso a través del tracto
digestivo y permanecen en su forma biol6gica e inmunolégica intactas (Rhodes,
1999; Lajolo y Genovese, 2002).

Se han reportado estudios en donde estas proteinas se recuperaron con
sus propiedades integras después de pasar por el tracto digestivo de ratones
en un periodo de 24 horas (Nakata y Kimura, 1985). Estudios realizados en
ratas muestran que, aproximadamente, un 8% de la aglutinina de soya intacta
permanecio en su forma libre, ademas de la cantidad ligada al epitelio (Lajolo y
Genovese, 2002). En otro estudio se observé que la mayor parte de la lectina
del frijol Kintoki, administrada a ratones mediante canula de intubacion gastrica,
se encontré en el tracto digestivo a niveles de 88.7%, 99.4%, 99.5% y 78.6%
después de 0.5, 2, 5y 24 h posteriores a la intubacion, respectivamente (Hara
et al., 1984). La concanavalina A fue recuperada en cantidades significativas

sin presentar alteraciones en el contenido fecal de ratas 4 h después de su
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administracion oral. De las heces se recuperd el 90% 4 dias posterior a la
administracion de la misma, indicando que dicha lectina es estable durante su

paso por el tracto gastrointestinal (Nakata y Kimura, 1985).

Las lectinas se unen el epitelio intestinal de las ratas e interfieren con la
absorcién de nutrientes (Lajolo y Genovese, 2002). Al incluirlas en una dieta de
0.73 mg/g de alimento, las lectinas de soya mostraron una reduccion en la
retencion del nitrdgeno y un aumento de la excrecién de nitrégeno a través de
la orina, indicando interferencia con el metabolismo de la proteina (Czerwinski
et al., 2005). Ademas, las lectinas de la soya reducen la produccion de insulina
de las ratas a las que se les dan dosis orales mayores a 0.02 g/kg de peso

corporal (Pusztai y Bardocz, 1996).
2.3.1 Métodos de inactivacion de lectinas en alimentos

La destruccion de la toxicidad de las lectinas por el calor fue reconocida
desde 1889 por Stillmark. Debido a su naturaleza proteinica, las lectinas son
inactivadas bajo ciertas condiciones debido a desnaturalizacion irreversible.
Todas las leguminosas son tratadas mediante calor antes de su consumo por
los humanos, por lo que la destruccion de estos factores antinutricionales es
esperada debido a la termolabilidad de las lectinas (Lajolo y Genovese, 2002).
Sin embargo, se puede encontrar alguna actividad residual cuando no son
tratadas con métodos de coccion adecuados y cuando los tiempos a los que se
someten son cortos (Lajolo y Genovese, 2002; Gonzalez de Mejia y Prisecaru,
2005). Las lectinas de frijol son inactivadas mediante el cocimiento por al
menos 15 min a presién atmosférica o por 7.5 min bajo presion. Se ha
reportado una completa inactivacibn de la lectina de la soya mediante
tratamiento de calor a 100° C durante 10 min. Por lo tanto, aparentemente no
existe actividad residual en las leguminosas al ser cocidas de manera

adecuada (Lajolo y Genevese, 2002).

El autoclave ha demostrado ser de gran ayuda en mantener los valores
nutritivos de las legumbres, su efecto probablemente esta relacionado con la
destruccion de las hemaglutininas toxicas y otros factores inhibidores del

crecimiento. El uso del autoclave durante 5 min a una temperatura de 92° C es
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suficiente para eliminar la actividad de hemaglutinacién en el caso del frijol
navy (Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005). Sin embargo, para una completa
eliminacién de la toxicidad del frijol rojo y silvestre, se requiere remojarlos

previamente (Tareq al-Ati, 2001).

Se ha encontrado que el calor seco es menos efectivo, 30 minutos de
calor seco tienen poco efecto sobre la actividad de la hemaglutinina de ciertas
variedades de P. vulgaris, detectdndose actividad aun después de 18 horas de
calor (Tareq al-Ati, 2001). El uso del horno de microondas convencional no es
un método efectivo para la inactivacion de las lectinas, el calor del microondas
destruye adecuadamente las hemaglutininnas y los inhibidores de tripsina en la
mayoria de granos de leguminosas, pero esto no sucede en el caso del frijol

comun (Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005).

2.3.2 Toxicidad de las lectinas vegetales

Diferentes estudios epidemiolégicos indican que el consumo de una
dieta basada en vegetales se encuentra fuertemente asociada con una
disminucién en el riesgo de desarrollar ciertos tipos de cancer. Esto se puede
deber al hecho de que las plantas contienen numerosos componentes activos 6
fitoquimicos los cuales pueden alterar las vias bioquimicas asociadas con la
iniciacién, promocion o progresion del cancer. Entre estos compuestos se
encuentran las lectinas, las cuales han sido intensamente estudiadas en su
papel de quimioprevencion contra el cancer (Gonzéalez de Mejia y Prisecaru,
2005). La especificidad que poseen las lectinas ha desencadenado numerosas
aplicaciones en la ciencia de la medicina experimental basica utilizando
diferentes rutas de administracion (Hernandez et al., 2005). No obstante, es
necesario considerar que muchas lectinas son téxicas y/o inflamatorias, por lo
que no sorprende que la ingestion de éstas algunas veces cause

envenenamiento (Freed, 1999).

Las leguminosas rara vez son consumidas por los humanos sin un
previo tratamiento de calor. En experimentos cortos, las lectinas purificadas de
frijoles o de soya afectan el crecimiento de las ratas e inducen un alargamiento

del intestino delgado causando dafio al epitelio y estimulando la hipertrofia e
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hiperplasia del pancreas. Se ha reportado una reduccion en la actividad de la
maltasa e invertasa en la mucosa intestinal, asi como la interferencia con el
transporte de glucosa. A niveles elevados, las lectinas de frijoles inducen
deplecion del musculo esquelético, lipidos y glucogeno (Lajolo y Genovese,
2002).

En estudios in vivo e in vitro se ha observado que muchas lectinas son
toxicas en células de mamiferos ya que se unen a las glicoproteinas del tracto
gastrointestinal, por lo que pueden interferir reduciendo el crecimiento celular,
deteriorando la integridad del epitelio intestinal, afectando la absorcién y la
utilizacién de los alimentos (Lajolo y Genovese, 2002; Gonzélez de Mejia y
Priescaru, 2005; Hernandez et al., 2005). La muerte de los animales causada
por lectinas puede ser producida por diferentes mecanismos que incluyen la
inhibicion de ciertas proteinas vitales, la disminucion de la disponibilidad de
nitrogeno en el cuerpo y la induccion de sobrecrecimiento bacteriano en el
intestino delgado, ademas de la accion de las lectinas sobre las células
sanguineas (Reynoso et al., 2003). También se ha reportado que las lectinas

pueden ser altamente alergénicas bajo ciertas condiciones (Tareq al-Ati, 2001).

Sin embargo, no todas las lectinas son tdxicas. Todas las células de
mamiferos, células sanguineas, semillas, granos y bulbos, incluyendo muchos
componentes alimenticios no téxicos contienen lectinas. Algunas de éstas, por
ejemplo las del frijol rojo, son toxicas y necesitan ser destruidas mediante calor
antes de ser consumidas, pero otras como la lectina de tomate son

aparentemente inofensivas cuando se ingieren crudas (Rhodes, 1999).
2.3.2.1 Toxicidad de las lectinas: Estudios clinicos

Aunque se ha descrito la actividad antitumoral de las lectinas, es
importante considerar que la utilizacibn de éstas en algunos casos puede
presentar efectos adversos. La toxicidad de las lectinas se caracteriza por su
capacidad de inactivar ribosomas y se clasifican como proteinas RIP Il (Castillo
y Adbullaev, 2005). Se han reportado varios casos de intoxicaciones en
humanos a causa de la ingestion de frijoles crudos o parcialmente cocidos
(Tareq al-Ati, 2001).
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Existen estudios en donde se reportan efectos secundarios en la
utilizacion de algunas lectinas como agentes antitumorales. La ricina, lectina de
Ricinus communis, ha sido probada en diferentes rutas de administracién en
pacientes con tumores, reportando una variedad de resultados que van desde
una gripa, fatiga, dolor muscular y ocasionalmente nausea y vomito. Dicha
sintomatologia inicia 4-6 h después de la administracion, con una duracion de
1-2 dias (Castillo y Adbullaev, 2005).

En el caso de la lectina de Abrus precatorius (abrina) se reportaron dos
muertes en la fase | de ensayos clinicos. Estos pacientes presentaron ataques
generales y signos de toxicidad en el sistema nervioso central (Castillo y
Adbullaev, 2005). En otro trabajo se reportaron tres casos clinicos en donde
hubo reacciones anafilacticas severas después de la inyeccién de lectina de
muérdago, dos de ellos en pacientes con cancer y un tercero como una
propuesta preventiva debido a antecedentes familiares de cancer (Hutt et al.,
2001).

Debido a las propiedades de las lectinas como proteinas RIP, algunos
estudios se han enfocado en el uso de éstas para la produccion de
inmunotoxinas contra el cancer, donde la lectina o su parte activa es unida a un
anticuerpo monoclonal, que posee un sitio receptor especifico para células
tumorales. Sin embargo, en los estudios clinicos de fase | y fase Il se ha
reportado que uno de los principales efectos adversos que limita la dosis para
la terapia en pacientes con la inmunotoxina formada por la cadena A de la
ricina es el sindrome vascular infiltrado, siendo éste el mas frecuente y severo
en pacientes que previamente fueron tratados con radioterapia (Castillo y
Adbullaev, 2005).

2.3.2.2 Toxicidad de las lectinas: Estudios in vivo

a) Administracion inyectada

Las lectinas en los animales producen un efecto mas dafiino cuando se

suministran en forma inyectada que cuando son administradas de manera oral
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(Badui, 1993). Cuando se administran de manera parenteral, pueden alterar la

resistencia a infecciones o a tumores (Tareq al-Ati, 2001).

La ricina, abrina, crotina y toxinas relacionadas producen lesiones
patolégicas macroscopicas y microscopicas similares. La intensa inflamacion
con destruccion de las células epiteliales, edema, hiperemia y hemorragias en
los tejidos linfaticos son muy comunes. Algunos signos de toxicidad pueden
incluir degeneracion grasa y necrosis hepatica, lesiones degenerativas en el
miocardio y la extensiéon y presencia de coagulos en los capilares de todos los
organos. En el sitio de la aplicacion de la lectina frecuentemente se observan
hemorragias locales. La ricina es mucho mas toxica cuando se inyecta que
cuando se administra oralmente. Después de la inyeccién intravenosa de ricina,
el tejido intestinal y el jugo intestinal de los conejos se vuelve altamente toxico,
indicando que se concentra en este tejido y en su secrecion a la luz intestinal
sin embargo, no se puede encontrar en la orina. Se ha descrito que la ricina
inyectada posterior al nacimiento de los lechones puede aparecer en la leche
de los cerdos de guinea que se encuentran lactando y después de la inyeccion
de ricina en gatos se observd una disminucion en los niveles de magnesio
(Tareq al-Ati, 2001).

En animales inyectados con extracto de frijol rojo se ha observado la
presencia de lesiones patolégicas, ademas varios tejidos sufren de
parenquimatosis, degeneracion grasa y edema. En el higado se puede
observar necrosis local y cambios grasos. Se observan hemorragias en
estdbmago, pared intestinal y otros Organos. La distension de los vasos
capilares puede estar presente en los rifiones y en el miocardio con numerosos
trombos (Tareq al-Ati, 2001).

En otro estudio en ratas mantenidas en nutricion parenteral total (NPT),
se observo que la administracion intravenosa de fitohemaglutinina (PHA) y de
la aglutinina de cacahuate (PNA) revierten de manera consistente la atrofia
gastrointestinal y el crecimiento pancreatico asociado con la NPT (Jordinson et
al., 1999b)
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En un estudio realizado por Reynoso y colaboradores en el 2003, se
evaluo la toxicidad aguda in vivo de la lectina de frijol Tépari via intraperitoneal
en ratones hembras y machos de la cepa CD-1, encontrandose que con dosis
de 20, 40 y 50 ug de lectina/g de peso corporal no se presentd ningun efecto
adverso. Al incrementarse la dosis de lectina por arriba de 200 ug/g de peso
corporal se presentd una disminucion significativa del peso, ademas de mostrar
inflamacion abdominal severa y crecimiento hiperplasico del intestino; este
efecto fue reversible y dependiente de las concentraciones de lectina. Esta
alteracion pudo ser causada por la presencia de la lectina en este érgano como
fue sugerido por Ramsden y colaboradores en 1989, quienes encontraron un
10-12% de la dosis de ricina en el intestino después de 12 h. de haberse
administrado por via intravenosa. La aparente infeccion en el area de inyeccion
de los ratones tratados pudiera estar relacionada con el hecho de que uno de
los efectos toxicos de las lectinas es la tendencia a contaminacion bacteriana
(Reynoso et al., 2003).

Los cambios anatdémicos mas importantes producidos por la lectina de
frijol Tépari se observaron en el timo y en el bazo. El timo presentdé una
disminucién significativa de su peso mientras que el incremento en el tamafio
del bazo concuerda con las observaciones previas realizadas por Soni y
colaboradores en 1991, al estudiar la toxicidad de las lectinas de lenteja y de
chicharo via intraperitoneal. El incremento en el peso del bazo pudiera deberse
a un estimulo de linfocitos requerida por el sistema de defensa del cuerpo para
contrarrestar la administracion intraperitoneal de la lectina de frijol Tépari
(Reynoso et al., 2003). Otra posibilidad pudiera atribuirse al efecto mitogénico
que presentan las lectinas sobre los linfocitos por ejemplo, lectinas de
Phaseolus vulgaris y de Canavalia ensiformis inducen mitogenicidad en células
T, mientras que el mitdbgeno de carmin estimula ambos tipos de células
(Hernandez et al., 1999)

La dosis letal media (LDso) observada para la lectina de frijol Tépari
administrada por via intraperitoneal fue de 1100 y 1120 mg/kg de peso corporal
para machos y hembras, respectivamente. En comparacibn con otras

leguminosas como la ricina con una LDsp de 0.028 mg/kg, se puede concluir
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que la lectina de frijol Tépari tiene una toxicidad relativamente baja, por lo tanto
podria ser utilizada en estudios que pueden potencialmente conducir a terapias
contra el cancer (Reynoso et al., 2003). La inyeccion intraperitoneal del extracto
crudo de frijol Tépari presentd efectos toxicos sin embargo, al someter al
autoclave un extracto crudo de proteina se produjo la pérdida de la toxicidad

por via intraperitoneal (Osman et al., 2003).

b) Administraciéon oral

La mayoria de los conocimientos de los efectos antinutricionales de las
lectinas se derivan de experimentos en animales (Lajolo y Genovese, 2002).
Diversos estudios en animales de laboratorio muestran que las lectinas
ingeridas tienen un rango muy amplio de efectos que pueden ser relevantes en
la formulacion de nuevos tratamientos contra el cancer, ya que muestran
efectos de crecimiento-promocion sobre el intestino debido a que pueden
afectar el crecimiento de células tumorales, producir cambios en la
diferenciacion, asi como en la proliferacion de células intestinales y coldnicas,
ademas de poseer una potente actividad antimetastasica (Gonzalez de Mejia y
Prisecaru, 2005). La inclusion de la fitohemaglutinina de frijol purificada en la
dieta de ratones redujo el grado de crecimiento tumoral de una manera
dependiente de la dosis, sugiriendo una competencia por los nutrientes entre el
epitelio intestinal normal y el desarrollo del tumor (Lajolo y Genovese, 2002).

Debido a que ciertas lectinas son letales si se ingieren en altas
concentraciones, es necesario evaluar su toxicidad sistémica para que las
lectinas de nuevas fuentes se administren con propdsitos terapéuticos
(Reynoso et al., 2003). Muchos de los efectos toxicos de las lectinas son
dependientes de su interaccién con la flora intestinal (Rhodes, 1999) debido a
que dichas proteinas son resistentes a la digestion, lo que puede causar
lesiones e interferencia con la absorcion de nutrientes (Tareq al-Ati, 2001).
Ademas, las lectinas de la dieta pueden ser internalizadas y circular intactas en
la sangre periférica (Rhodes, 1999). Al ser administradas de manera oral a los
animales de experimentacion causan sintomas gastrointestinales agudos, falta
de crecimiento e incluso la muerte (Tareq al-Ati, 2001). Diferentes estudios in

Vivo e in vitro muestran que el dafio celular intestinal causado por lectinas de
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frijol es debido a que la invertasa intestinal es fuertemente inhibida (Tareq al-
Ati, 2001; Lajolo y Genovese, 2002). También se presenta una disminucion en
la actividad de la maltasa asi como la interferencia con el transporte de glucosa
(Lajolo y Genovese, 2002) y afeccion en la absorcion de la vitamina B. Ha sido
posible observar niveles elevados de urea, glucosa, bilirrubinas, transaminasas

y deshidrogenada lactica en ratas alimentadas con ricina (Tareq al-Ati, 2001).

En experimentos cortos, las lectinas purificadas de frijol o de soya
afectaron el crecimiento de ratas e indujeron alargamiento del intestino delgado
causando dafio al epitelio y estimulando hipertrofia e hiperplasia del pancreas.
A dosis altas, las lectinas de frijoles pueden inducir pérdida de masa muscular
(Lajolo y Genovese, 2002). Una dieta rica en soya cruda tiene un efecto de
bocio. Esto se indica por el hecho de que las pérdidas fecales de tiroxina desde
el intestino fueron mayores en animales alimentados con soya cruda que en los
controles. La alimentacion con soya cruda redujo la grasa y la absorcion de
acidos grasos en pollos jovenes. Se encontré que el frijol kidney crudo interfirid

con la utilizaciéon de vitamina E en pollos (Tareq al-Ati, 2001).

La lectina PHA parece influenciar el tamafio, metabolismo y funcién de
tracto gastrointestinal entero de las ratas. Puede inducir un crecimiento del
intestino delgado dependiente de la dosis y del tiempo (alargamiento del tejido
y adelgazamiento de la pared intestinal), incrementando el numero de células
de las criptas, ademas de producir hipertrofia del intestino grueso y del
pancreas. Cuando se encuentra presente en la dieta de ratas jovenes causa
disminucion del crecimiento ademéas de cambios en la composicion corporal, el
peso dependiente de grasa es el mas afectado siendo independiente de la
dosis de lectina (Lajolo y Genovese, 2002). Otros autores sefialaron que la
exposicion a PHA oral en ratas a dosis elevadas de 0.5-1 g/kg de peso corporal
durante un periodo de 10 dias resulté en una pérdida de musculo esquelético
de aproximadamente el 30%. Ademas se produjeron cambios atroficos en el
timo y bazo y una moderada reduccién en el peso del higado, principalmente a
causa de la pérdida de lipidos y glucégeno, ademas de un ligero

agrandamiento de los rifiones (Pusztai y Bardocz, 1996).
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La ingestion de una dieta con frijol rojo en ratas produjo disminucion en
el peso corporal (Radberg et al., 2001), indujo el crecimiento del epitelio del
intestino delgado, hiperplasia de las criptas y sintesis de DNA (Tareq al-Ati,
2001). La administracion de altas dosis de la lectina purificada de frijol rojo
produjo dafios a la mucosa intestinal sin embargo, al administrarse a dosis
menores (0.01 a 0.2 g/kg de peso corporal) no presentd manifestaciones o
efectos antinutricionales en los animales y condujo a un crecimiento
hiperplasico reversible dosis-dependiente de la pared intestinal. Se ha
observado que la exposicién durante 3 dias a la preparaciéon cruda del frijol
rojo, que contiene aproximadamente el 25% de lectina, afect6 a cerdos
provocando la disminucién del crecimiento y algunos desarrollaron diarrea
posterior a la primera administracion, recuperandose rapidamente al cabo de
24 h. Experimentos preliminares en ratas, en los que se compar¢ el efecto de la
preparacién cruda y la lectina pura de frijol rojo no mostraron ninguna diferencia

entre ambos (Radberg et al., 2001).

En ratas alimentadas con frijol navy se han observado diversos cambios
morfolégicos que incluyen un incremento de peso en los rifiones y el corazon,
atrofia pancreatica acinar e higado graso. Dichos cambios pueden ser
atribuidos a la baja disponibilidad de aminoacidos esenciales y a la baja ingesta
de alimento de los animales que consumieron la dieta de frijol crudo. Por
ejemplo, las ratas alimentadas con frijol crudo desarrollaron multiples lesiones
histoldgicas (Tareq al-Ati, 2001).

Otros estudios han reportado que el frijol Tépari es muy toxico en su
estado crudo causando gran pérdida de peso, proporcion de eficiencia negativa
de proteinas, utilizacion neta negativa de proteinas, pobre digestion de
proteinas y la muerte de ratas y ratones al cabo de 10 dias (Osman et al.,
2003). Sotelo y colaboradores en 1983 reportaron que la administracion
intragastrica de un extracto salino de frijol Tépari a ratas causé destruccion
extensa de las microvellosidades de las células intestinales ademas de romper
el contorno del reticulo endoplasmico. Estos autores atribuyen la toxicidad y el
pobre valor nutritivo del frijol Tépari a las altas concentraciones de la

fitohemaglutinina (Osman et al., 2003).
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Se observo que la absorcidon de glucosa estuvo muy disminuida al utilizar
un asa intestinal ligada en ratas anestesiadas previamente, alimentadas con
una dieta de frijol o habiéndoles dado la aglutinina de frijol negro mediante
intubacidn estomacal. La hipoglicemia observada en ratas alimentadas con una
dieta de frijol puede indicar una disminucién en la absorcion intestinal de
glucosa. Ademas pequefias cantidades de la aglutinina del frijol negro
mostraron baja absorcion de nutrientes y baja retencion de nitrogeno (Tareq al-
Ati, 2001).

Una alta ingesta de ciertas lectinas provoca cambios atréficos en el timo
y el bazo, algunos de estos son irreversibles, con consecuencias
potencialmente serias para el sistema inmune, especialmente la inmunidad
mediada por células T. Similar a lo que sucede con el musculo esquelético, las
lectinas también pueden afectar al corazén al reducir su peso y la sintesis de
proteinas (Pusztai y Bardocz, 1996). Dentro de las lesiones patoldgicas que se
describen con la ingesta o administracidon de lectinas en animales o en
humanos se observa la presencia de parenquimatosis, degeneracion grasa y
edema de varios tejidos. También se describe que las lectinas se unen a los
grupos glicosilados de las membranas de las células epiteliales del tracto
digestivo impidiendo la absorcion de nutrientes, ademas de la presencia de
coagulos en los capilares de todos los érganos y hemorragias locales en el sitio
de aplicacion (Tareq al-Ati, 2001; Vasconcelos y Oliveira, 2004; Castillo y
Adbullaev, 2005).

2.3.2.3 Toxicidad de las lectinas: Estudios in vitro

El efecto antitumoral in vitro e in vivo de las lectinas de las plantas
aparentemente esta asociado con la habilidad de las lectinas para modular el
crecimiento, diferenciacion, proliferacion y apoptosis ya que la mayoria de
estos procesos estan mediados por receptores de superficie. Los efectos
bioquimicos que se han reportado de las lectinas de las plantas en células
malignas son la inhibicién de la sintesis de DNA, RNA y proteinas (Castillo-
Villanueva A., 2005).
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Las lectinas de las plantas pueden producir mitogénesis de linfocitos,
agregacion de inmunoglobulinas e inducir la liberacién de histamina desde los
basdfilos y mastocitos (Tareq al-Ati, 2001). Dichas propiedades mitogénicas
permiten que se utilicen en estudios que tienen como base la proliferacion de
linfocitos en los cultivos (Hernandez et al., 1999). Sin embargo, a pesar de que
en estudios in vitro se ha demostrado que poseen la capacidad para interactuar
con células de la respuesta inmune, se ha observado que algunas lectinas

poseen efectos inmunosupresores (Hernandez et al., 2005).

Se cree que la reaccibn que se presenta entre la aglutinina y la
membrana celular da como resultado la alteracion de la funcién celular,
produciendo de este modo el efecto toxico. Sin embargo, solo son afectadas
aquellas células que presenten grupos especificos de receptores para las
lectinas correspondientes. Por ejemplo, se sabe que se inducen cambios
significativos en las propiedades de las membranas de las células hepaticas de
ratas diabéticas. Los cambios pueden influir en propiedades celulares tales
como la agregacion y la deformacién de eritrocitos, permeabilidad, resistencia
eléctrica y propiedades de union a mitdgenos, hormonas y receptores de
lipoproteinas. La union de la concanavalina A y de la ricina puede estar
disminuida en un 20-25% como resultado de una reduccion en el contenido de

glicoproteinas en la membrana celular (Tareq al-Ati, 2001).

Muchos estudios han mostrado una fuerte correlacion entre ciertos
modelos de unién a lectinas y su accion biolégica en varios tumores. Fik y
colaboradores en el 2001 describieron el efecto in vitro de las lectinas sobre
células normales y cancerigenas. Las lectinas de leguminosas inhiben la
adhesion celular, la proliferacion y la formacion de colonias, causan
hemaglutinacion y tienen efectos citotoxicos en células tumorales humanas

(Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005).

Se ha encontrado que la lectina de trigo (WGA) induce citotoxicidad
mediada por macrofagos en contra de las células de cancer de vejiga T-24. Los
macrofagos alveolares son fagocitos, que se encuentran principalmente en los
alveolos pulmonares, son un importante mecanismo de defensa antitumoral de

los pulmones, debido a que se pueden unir a las células blanco, sin embargo,
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son incapaces de inducir histolisis. Algunos estudios han revelado que la
actividad antitumoral de los macrofagos alveolares puede ser inducida por la
WGA. Otro hallazgo resulté al determinar que la sensibilidad de 6 lineas
tumorales humanas dependia del nimero de receptores en la superficie para
WGA. El mecanismo por el cual se lleva a cabo es aun desconocido, la union
inducida por WGA entre los macréfagos alveolares con las células tumorales
puede incrementar la sensibilidad a la citotoxicidad (Tareq al-Ati, 2001). Otros
autores sefialan que la WGA ha probado ser altamente tdxica en estudios in
vitro sobre las células de carcinoma pancreatico humano, en las cuales se ha
observado la internalizacion de la lectina. La exposicion a la WGA indujo la
condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y liberacién del DNA, la
cual es consistente con apoptosis (Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005). La
actividad antitumoral de los monocitos sanguineos puede ser inducida por la
WGA, siendo capaces de producir citotoxicidad a 4 diferentes lineas celulares
tumorales humanas: carcinoma de vejiga T-24, melanoma A-375, carcinoma
renal ACHN, y glioblastoma U373MG (Tareq al-Ati, 2001). Ademas, se ha
encontrado que la WGA incrementa la habilidad citotoxica de los macrofagos
peritoneales de murino. Sin embargo, la concanavalina A, PHA, PWM y SBA no
fueron capaces de producir moncitos con actividad en contra de tumores
(Tareq al-Ati, 2001).

Se han realizado estudios con la VFA (aglutinina de haba, Vicia faba) en
la proliferacion celular, la incorporacion de aminoacidos y en la diferenciacion
de 3 lineas celulares derivadas de adenocarcinoma colorrectal (LS174T,
SW1222 y HT29). En las 3 lineas celulares se observd agregacion e
incremento en la diferenciacion morfolégica. También se describe la
diferenciacion de las lineas celulares de una manera dosis-dependiente y
reversible, que no estd asociada a citotoxicidad, con un aumento de la

incorporacion de aminoacidos (Castillo-Villanueva A., 2005).

Garcia-Gasca (2002), mostr6 que una fraccion proteica semipura
proveniente del frijol Tépari, obtenida mediante cromatografia de filtracion en
gel presentd efectos importantes sobre la proliferacion celular de fibroblastos

transformados 3T3/v-mos asociados a la presencia de una lectina en la fraccion
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proteinica estudiada. Los estudios con lectina de frijol Tépari han demostrado
que posee un efecto citotoxico diferencial sobre células normales y
cancerigenas en funcion de las concentraciones utilizadas (Hernandez-Rivera
et al., 2007). Posee un efecto inhibitorio sobre la proliferacién de las células
cancerosas SW 480 y se sabe que dicha inhibicion contindia ain después de 48
h de que las células fueron expuestas a la lectina. Asimismo, se observo un
efecto inhibitorio de las lectinas sobre la capacidad de formar colonias
(Valadez-Vega et al., 2007). La lectina de frijol Tépari es capaz de afectar de
manera diferencial la sobreviviencia de las células de cancer humano, las
células mas sensibles al efecto citotoxico de esta lectina son las células de
cancer de colon CaCo2 y de cancer de mama glandular MCF-7 (Castafieda-
Cuevas et al., 2007; Lopez-Martinez et al., 2006)
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l1l. JUSTIFICACION

La lectina de frijol Tépari estudiada en nuestro laboratorio ha mostrado
un efecto citotoxico diferencial, afectando especialmente a células de cancer de
colon in vitro. Una de las siguientes etapas del proyecto para evaluar el
potencial de la lectina como agente terapéutico contra el cancer de colon
consiste en la realizacion de estudios in vivo, sin embargo, es necesario
realizar primero pruebas de toxicidad. Actualmente no existen estudios sobre la
toxicidad aguda y subcronica por via oral de la lectina de frijol Tépari por lo
tanto, la obtencion de estos pardmetros de toxicidad es de gran importancia

para su utilizacion en estudios posteriores de investigacion sobre cancer.
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V. HIPOTESIS

La administraciéon de una fraccién concentrada en lectina (FCL) de frijol Tépari
por via intragastrica presenta baja toxicidad y es posible obtener una dosis

segura para pruebas in vivo.
V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Estudiar la toxicidad aguda y subcronica de la administracion oral de una

fraccion concentrada en lectina (FCL) de frijol Tépari en ratas Sprague Dawley.
5.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la actividad aglutinante de la FCL de frijol Tépari obtenida por

cromatografia de exclusion molecular.

2. Evaluar la toxicidad aguda de diferentes dosis de la FCL de frijol Tépari en

ratas Sprague-Dawley.

3. Evaluar la toxicidad subcrénica de la dosis inocua mas alta obtenida en el
ensayo de toxicidad aguda en ratas Sprague-Dawley, con énfasis en sus
efectos sobre tracto digestivo.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Diseiio del estudio
Estudio longitudinal, comparativo y observacional.
6.2 Obtencion de la FCL.

El frijol Tépari fue adquirido en un mercado local de la ciudad de
Hermosillo, Sonora en el afio 2006. La FCL liofilizada se obtuvo mediante
cromatografia de exclusion de peso molecular en el Laboratorio de
Mecanismos de Defensa de Plantas del CINVESTAV lIrapuato a cargo del Dr.
Alejandro Blanco Labra.

Con la finalidad de comparar la actividad hemaglutinante del frijol Tépari
respecto a frijol comun se determind la actividad de lectinas de 7 variedades
diferentes de Phaseolus vulgaris, 4 variedades comerciales (Flor de Mayo,
Negro, Peruano y Bayo) y 3 variedades experimentales proporcionadas por el
INIFAP-Celaya (Negro 8025, Higuera y Pinto Durango) asi como una variedad
de Phaseolus acutifolius. Brevemente, las semillas de frijol se molieron, se
desengrasaron con una mezcla de cloroformo-metanol (2:1) en relacién de 1
gramo de harina por 4 mL de solucién desengrasante y a partir de la harina
seca y tamizada se obtuvo el extracto crudo de proteina mezclando 1 g de
harina en 4 mL de agua tridestilada en agitacion constante durante 12 h a 4° C.
La actividad de lectina de la FCL de frijol Tépari se determind a partir de una

solucion de 1 mg de liofilizado/mL de agua tridestilada.

A cada extracto y a la FCL se les determino la concentracion de proteina
a 595 nm por el método de Bradford (1976). La cuantificacion de la actividad
aglutinante de la lectina se realiz6 mediante el método de Jaffé (1980).
Brevemente; se colocaron 50 pL de soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS)
en cada pozo de la placa. En los primeros pozos de cada linea (1A, 2A, 3A,...,
8A) se agregaron, por duplicado, 50 pL de la fraccion a probar en una
concentracion de 1 mg/mL de proteina. A partir de los pozos iniciales se
realizaron diluciones dobles seriadas en los pozos siguientes (1A, 1B,

1C,...,1L). Se incluyé un control positivo utilizando Concanavalina A (1 mg/mL)
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y un control negativo con PBS. Finalmente, a cada pozo se le agregaron 50 pL
de suspension de eritrocitos de conejo al 2% previamente fijados con
glutaraldehido (Turner y Liener, 1975) y se incub6é a 37° C durante 3 h. La
placa se leyd en un microscopio invertido y la actividad aglutinante se
determind utilizando una escala arbitraria y apreciativa: alta actividad (+++),
media (++), baja (+) y nula (-). La actividad especifica se cuantific6 mediante la

ecuacion:

Donde AE es la actividad especifica aglutinante expresada en unidades
por mg de proteina (U/mg), n es la ultima dilucion con aglutinacion apreciable al

microscopio y mg es la cantidad de proteina inicial.
6.3 Estudio de toxicidad aguda oral

Las pruebas de toxicidad en animales se basan en dos principios
fundamentales. Primero, los efectos de las sustancias quimicas que se
observan en los animales de laboratorio, con las debidas limitaciones, se
aplican a la toxicidad en humanos. En el segundo principio se sefala que la
exposicion de los animales de experimentacidén a los agentes téxicos en dosis
elevadas es un método necesario y valido para describir posibles peligros para
los seres humanos (Klaassen, 1991). Todas las pruebas toxicolégicas en
animales fueron llevadas a cabo observando los lineamientos de la NOM-062-
Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio” y de la FDA S1B “Testing for Carcinogenicity of

Pharmaceuticals”.

La primera prueba para determinar la toxicidad de una sustancia es la
prueba de toxicidad aguda para la estimacion de la dosis letal media (LDsg)
(Klaassen, 1991). La LDs, fue introducida inicialmente en 1927 por Trevan para
probar sustancias utilizadas por humanos como la insulina y el digital. En 1970
fue definida como la prueba cuyo objetivo es encontrar la dosis letal Gnica de

una sustancia, la cual provoca la muerte del 50% de los animales en un grupo
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de prueba. De esta forma se ha aceptado como la base de la clasificacion y
comparacion de sustancias toxicas y se ha convertido en un requisito para
varias corporaciones regulatorias que conciernen a nuevas drogas, aditivos de
alimentos, entre otros (Botham, 2004). La sustancia en cuestidon generalmente
se administra a ratones o ratas (por via oral o intraperitoneal) en distintas dosis,
usualmente cuatro o cinco. Se registra el numero de animales que mueren
durante los 14 dias posteriores a la administracion unica de las dosis
estudiadas. Los animales se examinan para detectar signos de intoxicacion,

letargia, alteraciones de la conducta y morbilidad (Klaassen, 1991).

En este caso, se utilizaron las dosis previamente establecidas de
acuerdo a la guia clasica de la toxicidad aguda (OECD 423, 2001) y a la
disponibilidad de lectina. Se incluyeron 1 grupo control y 4 grupos con
tratamiento (5, 50, 300 y 2000 mg/kg de peso). Se utilizaron 3 ratas Sprague
Dawley por cada grupo, hembras sanas, nuliparas y no embarazadas, de 8
semanas de edad. Se mantuvieron a una temperatura aproximada de 22° C
con una humedad relativa de al menos el 30%. La iluminacion fue artificial con
ciclos de luz-oscuridad de 12 h cada uno. Los animales se colocaron en jaulas
individuales. La alimentaciéon fue en base a una dieta convencional para
roedores de laboratorio y agua ad libitum. Se seleccionaron los animales al
azar y se marcaron para permitir su identificacién individual. Los animales
permanecieron en sus jaulas por al menos 5 dias previos a la administracion de

la dosis para aclimatarlos a las condiciones del laboratorio.

Los animales fueron puestos en ayuno durante toda la noche previa a la
administracion de la dosis y se dejo el agua a libre demanda. Posterior al
periodo de ayuno, cada uno de los animales fue pesado y se calculé la dosis a
administrar en base al peso corporal. El concentrado de lectina se administré
como dosis Unica por via intragastrica en un volumen constante (el volumen
maximo de liquido que se administré en una sola dosis no excedié de 1 mL/100
gr de peso corporal). La alimentacion se reinici6 en un periodo de 3-4 h
posterior a la administracion. Los animales se observaron de manera individual
por al menos una vez durante los primeros 30 min posteriores a la

administracion y periodicamente durante las primeras 24 h (con especial
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atencion durante las primeras 4 h) y posteriormente diariamente hasta
completar un total de 14 dias. Todas las observaciones fueron registradas

sistematicamente de forma individual.

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se les realizé
una necropsia gruesa en la que se observaron, se disectaron y se pesaron los
siguientes 6rganos: higado, rifiones, bazo, timo, estbmago, corazén, pulmones,
intestino delgado y colon. En el caso de estobmago, intestino delgado y colon,
previo al registro de peso, se colocaron en recipientes con solucion salina fria,
se disectaron longitudinalmente para realizar la limpieza (eliminar restos de
alimento y heces), se pesaron y se colocaron en frascos de formol al 10% para
su procesamiento. Posteriormente, las muestras fijadas fueron incluidas en
parafina con el fin de permitir su corte y tefiidas con hematoxilina y eosina para

permitir su estudio al microscopio.
6.4 Estudio de toxicidad subcroénica oral

Después de haber obtenido la LDsg se estudia el efecto del compuesto
toxico a través de la exposicion subcrénica durante 30-90 dias. Durante este
periodo se siguen una variedad de pardmetros y al final los érganos y tejidos de
los animales son examinados histopatolégicamente. Este estudio provee
informacion sobre los efectos téxicos principales que se presenten tras la
exposicion de dosis repetidas en un periodo de tiempo prolongado, indicando

los 6rganos blanco y la posible acumulacion en el organismo (Botham, 2004).

Para el estudio de toxicidad subcroénica se incluyé un grupo control y 3
grupos con tratamiento. Se utilizd la dosis maxima obtenida en el estudio de
toxicidad aguda que no haya ocasionado efectos toxicos y dos dosis inferiores
(5, 10 y 50 mg/kg de peso). Se utilizaron 20 ratas Sprague Dawley de 8
semanas de edad (10 hembras sanas, nuliparas y no embarazadas y 10
machos) para cada grupo experimental. Se mantuvieron a una temperatura
aproximada de 22°C, con una humedad relativa de al menos el 30%. La
iluminacion fue artificial con ciclos de luz-oscuridad de 12 h cada uno. Los
animales se colocaron en jaulas individuales, la alimentacion fue una dieta

convencional para roedores de laboratorio y agua ad libitum. Se seleccionaron
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a los animales al azar y se marcaron para permitir su identificacion individual.
Los animales permanecieron en sus jaulas por al menos 5 dias previos a la
administracion de la dosis para aclimatarlos a las condiciones del laboratorio
(OECD 407, 2006).

El concentrado de lectina se administré diariamente en un volumen
constante por via intragastica. Cada uno de los animales fue pesado
semanalmente y se determin6é diariamente el consumo de alimento. Los
animales se observaron de manera individual hasta completar un periodo de 30
dias. Fueron sacrificados por dislocacion cervical y sujetos a una necropsia
gruesa, en donde se disectaron los diferentes 6rganos (higado, rifiones, bazo,
timo, estdbmago, corazén, pulmones, intestino delgado y colon), se registré el
peso de cada uno de ellos y posteriormente se colocaron en frascos de formol
al 10%. En el caso de estbmago, intestino delgado y colon, previo al registro de
peso, se colocaron en recipientes con solucion salina fria, se disectaron
longitudinalmente para realizar la limpieza (eliminar restos de alimento y
heces), posteriormente se pesaron y se colocaron en frascos de formol al 10%.
En el laboratorio de patologia se realiz6 el mismo procedimiento descrito
anteriormente en el estudio de toxicidad aguda para la observacién al

microscopio.

En los estudios de toxicidad aguda y subcrénica se tomaron en cuenta las
siguientes variables: peso semanal, consumo de alimento diario, alteraciones
macroscopicas, alteraciones internas post mortem y peso de &rganos,
diseccion de intestino delgado y grueso y analisis histopatolégicos. En el
estudio de toxicidad aguda, ademas de lo descrito anteriormente, se tomd en

cuenta la sintomatologia durante el estudio y la tasa de sobrevivencia.
6.5 Analisis estadistico

Se realiz6 una ANOVA para comparacion de medias entre tratamientos
(Tukey, p< 0.05) o cada tratamiento respecto a su control (Dunett, p< 0.05)

utilizando el programa SPSS version 14.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ACTIVIDAD AGLUTINANTE DE LA FRACCION CONCENTRADA DE
LECTINA DE FRIJOL TEPARI

Previo a las pruebas de toxicidad se cuantifico la proteina y la actividad
especifica de aglutininas de diferentes variedades de frijol, entre ellas 3
variedades experimentales, 4 variedades comerciales y una variedad de frijol
Tépari. En la Tabla 1 se observa que los extractos crudos de frijol Flor de
Mayo, Tépari y Negro comercial presentaron las mayores actividades
aglutinantes. Lo anterior muestra que el frijol Tépari es una variedad con altas
cantidades de lectina y/o con lectinas con alta actividad biolégica (Sheerens et
al., 1983; Gonzéalez de Mejia et al., 2005). Este tipo de frijol muestra mayor
resistencia a plagas que el frijol comun y se sabe que las lectinas son proteinas
de defensa en las plantas, sin embargo, se desconoce si el grado de
resistencia puede relacionarse con la cantidad o el tipo de lectina que contiene
(Pratt et al., 1990). Ademas, este frijol contiene una mayor cantidad de
proteina, 25% en promedio (Albores, et al., 1987; Intriago-Ortega, 1985;
Idouraine y Yensen, 1991; Hamama y Bhardwaj, 2002) comparado con frijol
comun con un 19% (Instituto Nacional de Cancerologia e Instituto Nacional de
Nutricion, 1996). Considerando que el contenido de lectina en frijol es del 2 al
10% del total de proteina (Castillo y Adbullaev, 2005), el frijol Tépari pudiera
presentar mayores cantidades de lectina que otras variedades. Es interesante
hacer notar que las variedades experimentales Higuera y Pinto Durango
presentaron las menores actividades aglutinantes (p<0.05), posiblemente por
las condiciones agrondémicas en las que se cultivan. Por su contenido de
lectinas, serd importante considerar el estudio de frijol Flor de Mayo y Negro

como fuentes de dicha glicoproteina.

Posteriormente se determind la actividad aglutinante especifica
promedio de la FCL obtenida mediante cromatografia de exclusién de peso
molecular, la cual fue de 10,578 UA/mg de proteina. En estudios previos se han
observado actividades aglutinantes de hasta 12339 UA/mg de proteina (datos
no reportados), lo que muestra que en la FCL se concentra aproximadamente 8

veces el contenido de lectina. Es importante mencionar que la determinacion
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Tabla 1. Actividad aglutinante de extractos crudos de proteina obtenidos

de diferentes variedades de frijol.

VARIEDAD DE FRIJOL UA/mg PROTEINA
FLOR DE MAYO 1428.14 +401.02 b
TEPARI 1422.17 +28.22 b
NEGRO 1377.89 +192.41 b
PERUANO 845.68 +95.86 a, b
NEGRO 8025 829.5+126.554a, b
BAYO 795.48 +58.71 a, b
HIGUERA 696.1 +13.52 a
PINTO DURANGO 535.85 +47.89 a

Las letras mindsculas indican diferencia estadistica significativa (Tukey, p<0.05)
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de la actividad aglutinante caracteristica de las lectinas se basa en la afinidad
que presente la glicoproteina por proteinas de membrana de los eritrocitos
utilizados. Dicha afinidad puede cambiar entre eritrocitos de especies distintas
e, incluso, de individuos diferentes, por lo que las actividades reportadas para
una misma lectina pueden variar. En este estudio se utilizaron eritrocitos de
conejo de un mismo individuo y lote, lo que hace posible la comparacion entre
los resultados obtenidos. Sin embargo, es importante hacer notar la necesidad
de implementar métodos especificos para la cuantificacion de la lectina de frijol

Tépari, como aquellos basados en inmunodeteccion.
7.2 ESTUDIO DE LA TOXICIDAD AGUDA ORAL DE LA FCL.

Se ha observado que algunas lectinas administradas por via oral a
animales de experimentacion causan sintomas gastrointestinales agudos, falta
de crecimiento (Lajolo y Genovese, 2002) e incluso la muerte (Tareq al-Ati,
2001). Después de la administracion oral de las diferentes dosis Unicas de la
FCL se observaron signos clasicos de toxicidad por lectinas, como
aletargamiento, piloereccion y diarrea durante las primeras 48 horas con las
dosis mas altas probadas (300 y 2000 mg/kg de peso corporal) sin embargo,
posteriormente los animales presentaron una recuperacion total. En este caso
se presentaron los signos de toxicidad a nivel gastrointesinal pero no se
observo falta de crecimiento ni la muerte de los animales en estudio, lo que
sugiere baja toxicidad de la lectina estudiada con respecto a otras. Por ejemplo,
la ricina por via oral, al cabo de 12 horas, presenta sintomas como nausea,
vomito, diarrea y dolor abdominal y puede progresar a hipotension, falla
hepatica, disfuncion renal y muerte a causa de falla organica multiple o colapso
cardiovascular (Audi et al., 2005). La ingestion de ricina provoca hemorragias
del tracto gastrointestinal con necrosis del higado, bazo y rifiones. La LDsg por
via oral se ha determinado en 20 mg/kg a 85 horas (Patocka,

http://www.asanltr.com).

Es bien sabido que un mismo agente téxico puede producir efectos muy
diferentes dependiendo de la ruta por la cual el sistema biolégico lo absorba
(Valle y Lucas, 2000). La lectina de frijol Tépari por via intraperitoneal en dosis

de 700 ug de lectina/g de peso corporal produjo diarrea en ratones CD-1,
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ademas de que por esta via de administracion la LDs fue de 1100 y 1120 mg
de lectina/kg de peso corporal para machos y hembras, respectivamente
(Reynoso et al., 2003). Lo descrito previamente sugiere que la FCL
administrada de manera oral es menos toxica que por via intraperitoneal.
Asimismo, al comparar con otras lectinas, se observa que la lectina de frijol
Tépari es poco téxica. Por ejemplo, la ricina ha mostrado un LDsy de 3 a 5
Hg/kg en 60 horas por inhalacion, 5 pg/kg en 90 horas por via intravenosa, 22
png/kg en 100 horas por via intraperitoneal, 24 pg/kg en 100 horas por via
subcutdnea. La abrina, por su parte, es 75 veces mas potente que la ricina
(Patocka, http://www.asanltr.com).

El consumo diario de alimento no presentd variaciones significativas
(p<0.05) entre los grupos de estudio. El peso corporal de las ratas tampoco
mostrdé cambios (p<0.05) aln con las dosis mas altas probadas (300 y 2000
mg/kg de peso corporal) (Figura 1). La administracion de esta lectina en un
estudio de toxicidad aguda por via intraperitoneal mostré6 que, conforme la
dosis se incrementd, se presenté una disminucién significativa en el peso de
los animales, pero para algunas de las dosis utilizadas los animales fueron

capaces de recuperarse (Reynoso et al., 2003).

Al realizarse la necropsia no se observaron alteraciones macroscopicas.
Se determind estudiar el efecto de la FCL sobre érganos blanco de lectinas
(sistemas digestivo e inmune) y de destoxificacion (higado y rifién). Se tomo el
peso de los 6rganos y se realizaron andlisis histopatolégicos en: colon e
intestino delgado (Figura 2), higado y rifilones (Figura 3) y timo y bazo (Figura
4). Asimismo se registrO el peso de corazon y estomago (Figura 5). No se
observaron diferencias en el peso de los 6rganos, excepto en rifiones en los
que se observo una disminucion (p<0.05) en los grupos de 50 y 300 mg con
respecto al grupo control. Algunos autores han sefialado que con la
administracion oral de PHA a dosis de 0.5-1 g/kg se presenta un ligero
agrandamiento de los rifiones, ademas de una moderada reduccién en el peso
de higado (Pusztai y Bardocz, 1996). Sin embargo, aun a dosis elevadas

dichos efectos no fueron observados para la toxicidad aguda de la FCL.

35



35 4
30 4
25 4
20 A
15 -
10 A

5 4

CONSUMO DE ALIMENTO (g)

I DIAS

—e— CONTROL
—=—5mg
50 mg
300 mg
—x— 2000 mg

300 -

250 - T

200 -

150 -

100 -

PESO CORPORAL (g)

50 A

14 21

-)

DIAS

Figura 1. Consumo de alimento y peso corporal de ratas Sprague Dawley
tratadas con diferentes dosis de FCL en el estudio de toxicidad aguda. El
consumo de alimento (A) y el peso de los animales (B) fue registrado semanalmente.
La flecha indica el momento en el que se administraron las diferentes dosis de FCL por
lo que los animales permanecieron en ayuno de 12 horas. No se observaron
diferencias estadisticas del consumo de alimento o peso de los animales entre
tratamientos (Tukey, p<0.05) o respecto al control (Dunnett p<0.05).
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Figura 2. Analisis histopatoldgico y peso de intestino delgado y colon de ratas
Sprague Dawley tratadas con diferentes dosis de FCL en el estudio de toxicidad
aguda. Después de la necropsia se realizé un analisis macroscopico de intestino
delgado (A) y colon (B), se pesaron y se fijaron el formol. Posteriormente se realizaron
los cortes histopatologicos y se observaron a un aumento de 40x. No se observaron
diferencias estadisticas del peso de los 6rganos entre tratamientos (Tukey, p<0.05) o
respecto al control (Dunnett p<0.05).
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Figura 3. Andlisis histopatoldgico y peso de higado y rifflones de ratas Sprague
Dawley tratadas con diferentes dosis de FCL en el estudio de toxicidad aguda.
Después de la necropsia se realiz6 un analisis macroscépico de higado (A) y rifiones
(B), se pesaron y se fijaron el formol. Posteriormente se realizaron los cortes
histopatoldgicos y se observaron a un aumento de 40x. No se observaron diferencias
estadisticas del peso de los d6rganos entre tratamientos (Tukey, p<0.05). Los
asteriscos muestran diferencias estadisticas del peso de los 6rganos respecto al
control (Dunnett p<0.05).
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Figura 4. Analisis histopatolégico y peso de bazo y timo de ratas Sprague
Dawley tratadas con diferentes dosis de FCL en el estudio de toxicidad aguda.
Después de la necropsia se realizé un andlisis macroscopico del bazo (A) y timo (B),
se pesaron y se fijaron el formol. Posteriormente se realizaron los cortes
histopatoldgicos y se observaron a un aumento de 40x. No se observaron diferencias
estadisticas del peso de los 6rganos entre tratamientos (Tukey, p<0.05) o respecto al
control (Dunnett p<0.05).
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Figura 5. Peso de coraz6n y estbmago de ratas Sprague Dawley tratadas con
diferentes dosis de FCL en el estudio de toxicidad aguda. Después de la necropsia
se realizé un andlisis macroscopico de corazén (A) y estbmago (B) y se pesaron. No
se observaron diferencias estadisticas del peso de los 6rganos entre tratamientos
(Tukey, p<0.05) o respecto al control (Dunnett p<0.05).
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En el caso de la toxicidad aguda de la lectina de frijol Tépari por via
intraperitoneal, se ha reportado un aumento del peso del bazo (grupo de
hembras y machos), una marcada disminucién en el peso del timo (grupo de
los machos) y una disminucion del peso del higado y rifiones en los animales
tratados con la lectina (Reynoso et al., 2003). En este caso también se
presentd una disminucién del peso de los rifiones y sera necesario confirmar si

este efecto se debe a alguna alteracion funcional o sélo a variacion individual.

Respecto al efecto sobre epitelio intestinal, se sabe que las lectinas que
se unen fuertemente a las membranas celulares del borde en cepillo actuan
como factores de crecimiento intestinales muy potentes (Pusztai y Bardocz,
1996). Estudios con segmentos de intestino aislados de ratas han demostrado
que la PHA interfiere con la absorcién de glucosa y que puede unirse a las
membranas de las células epiteliales del intestino delgado, dependiendo del
patrén de glicosilacion, provocando severos dafios en la mucosa intestinal de
ratas y cerdos (Leon Toro et al.,, 2007). Por otro lado, algunas lectinas no
resisten el proceso hidrolitico de las enzimas digestivas, por lo tanto no
presentan propiedad téxica, como es el caso de las lectinas de garbanzo (Valle
y Lucas, 2000). En este caso, la FCL no mostré alteraciones en intestino
grueso y delgado, sera necesario determinar si la baja toxicidad esta
relacionada con una pobre unién al epitelio intestinal (Pusztai y Bardocz, 1996)
asi como su resistencia a la digestion y tiempo de permanencia en el tracto

intestinal.

El estudio histopatolégico mostré alteraciones en pulmén (Figura 6) tales
como focos neumonicos en mayor o menor grado. Sin embargo, dichas
alteraciones no pueden atribuirse al efecto de la FCL ya que se observaron en
el todos los animales en estudio, incluidos los animales control. Lo anterior
pudo deberse a algun agente externo que afecto a todos los animales antes o
durante el estudio. Sera importante determinar la fuente que propicia dicho

efecto a fin de controlarla.

Por otro lado, resultados recientes obtenidos por nuestro grupo de
investigacion han encontrado que la FCL en dosis de 50 mg/kg de peso

aumenta significativamente el nUmero de leucocitos en méas del 50%, mientras
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Figura 6. Andlisis histopatoldgico y peso de pulmones de ratas Sprague Dawley
tratadas con diferentes dosis de FCL en el estudio de toxicidad aguda. Después
de la necropsia se realizé un andlisis macroscépico de los pulmones, se pesaron y se
fijaron el formol. Posteriormente se realizaron los cortes histopatolégicos y se
observaron a un aumento de 40x. No se observaron diferencias estadisticas del peso
de los 6rganos entre tratamientos (Tukey, p<0.05) o respecto al control (Dunnett
p<0.05).
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que la dosis mas alta probada (2000 mg/kg de peso) provocd una disminucién
del 25% (datos no reportados). Lo anterior sugiere un efecto directo de la FCL
sobre sistema inmune, que sugiere que la dosis de 50 mg/kg de peso presenta
efectos biologicos tipicos de algunas lectinasl, tal como el efecto mitogénico
sobre células del sistema inmune (Hernandez et al., 1999; Tareq al-Ati, 2001).
Por lo anterior, y debido a que la dosis de 50 mg/kg de peso no presentd
efectos toxicos o adversos, se determino utilizarla como dosis maxima en el

estudio de la toxicidad subcrénica por via oral.
7.3 ESTUDIO DE LA TOXICIDAD SUBCRONICA ORAL DE LA FCL

Se administraron 3 dosis de la FCL (5, 10 y 50 mg/ kg de peso corporal)
para el estudio de toxicidad subcronica. Unicamente se observd una
disminucién (p<0.05) al séptimo dia con la dosis mas baja probada para el caso
del consumo de alimento de machos. En todos los demas casos no se
observaron diferencias en el consumo de alimento y peso corporal en hembras
(Figura 7) y machos (Figura 8). Se ha observado que la exposicion oral a
diferentes tipos de lectinas de plantas tales como PHA (Phaseolus vulgaris),
SBL (Glycine maxima), SNA | y SNA II (Sambucus nigra), GNA (Galanthus
nivalis) y VLF (Vicia faba) durante el transcurso de 10 dias, puede retardar el
crecimiento de las ratas y producir crecimiento del intestino delgado pero este
efecto no se observé con la lectina de Vicia faba (VLF) (Pusztai et al., 1990).
Por otro lado, en algunos estudios del efecto de las lectinas sobre el intestino
han revelado que la administracion oral de dosis bajas de lectinas pueden tener
efectos benéficos sobre la eficiencia en la digestion y absorcién del intestino
(Pusztai y Bardocz, 1996).

Al realizar la necropsia no se observaron alteraciones macroscopicas
evidentes en ninguno de los érganos estudiados en las ratas de ambos sexos.
No se observaron alteraciones histolégicas en colon e intestino delgado de las
ratas hembra (Figura 9) sin embargo, el peso del intestino delgado presentd
una disminucion (p<0.05) en el grupo de 5 mg/kg con respecto a los diferentes
tratamientos. El mismo efecto fue observado para el grupo de ratas macho
(Figura 10).
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Figura 7. Consumo de alimento y peso corporal de ratas Sprague Dawley
hembras en el estudio de toxicidad subcronica. El consumo de alimento (A) y el
peso de los animales (B) fue registrado semanalmente. No se observaron diferencias
estadisticas del peso de los érganos entre tratamientos (Tukey, p<0.05) o respecto al
control (Dunnett p<0.05).

44



40 -
35 _

30 - b Jr I
%1 1 _—— 1" —F— i

20 - ?\#L——ﬁf/ - ¥
15 - ar T
10 1

CONSUMO DE ALIMENTO (g)

0 7 14 21 28

DIAS DE TRATAMIENTO

—e— CONTROL
—8— 5 mg

10 mg

50 mg

400 -
350 ~
300 ~
250 ~
200 ~
150 -
100 -

50 -

PESO CORPORAL (g)

0 7 14 21 28
DIAS DE TRATAMIENTO

Figura 8. Consumo de alimento y peso corporal de ratas Sprague Dawley
machos en el estudio de toxicidad subcroénica. El consumo de alimento (A) y el
peso de los animales (B) fue registrado semanalmente. No se observaron diferencias
estadisticas del peso de los érganos entre tratamientos (Tukey, p<0.05) o respecto al
control (Dunnett p<0.05).
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Figura 9. Analisis histopatolégico y peso de intestino delgado y colon de ratas
Sprague Dawley hembras en el estudio de toxicidad subcronica. Después de la
necropsia se realiz6 un analisis macroscopico de intestino delgado (A) y colon (B), se
pesaron y se fijaron el formol. Posteriormente se realizaron los cortes histopatologicos
y se observaron a un aumento de 40x. Las letras minusculas indican diferencias
estadisticas del peso de los 6rganos entre tratamientos (Tukey p<0.05). No se
observaron diferencias estadisticas respecto al control (Dunnett p<0.05).
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Figura 10. Andlisis histopatoldgico y peso de intestino delgado y colon de ratas
Sprague Dawley machos en el estudio de toxicidad subcronica. Después de la
necropsia se realizé un analisis macroscopico de intestino delgado (A) y colon (B), se
pesaron y se fijaron en formol. Posteriormente se realizaron los cortes histopatolégicos
y se observaron a un aumento de 40x. Las letras minusculas indican diferencias
estadisticas del peso de los o6rganos entre tratamientos (Tukey p<0.05) y los
asteriscos indican diferencia estadistica respecto al control (Dunnett p<0.05)
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Se ha observado que la inclusion de proteina de Phaseolus vulgaris en la dieta
de ratas provoca un aumento del doble del peso del intestino delgado (Greer et
al., 1985). Algunos autores han reportado que la unién de la lectina al epitelio
es obligatoria para la estimulacion del crecimiento y la actividad del factor de
crecimiento estd determinada por la duracion e intensidad de su unién. Aln
cuando las uniones sean débiles, las lectinas pueden alterar la organizacion de
las membranas epiteliales e inducir un ligero crecimiento intestinal o, en
algunos casos, no presentar cambios (Pusztai y Bardocz, 1996). En este caso,
se observo una disminucion del peso del intestino delgado con la dosis mas
baja, y en las hembras se observd solo una tendencia no significativa a

incrementar en funciéon de la concentracion.

Los andlisis histopatoldgicos y el peso de higado y rifiones para hembras
(Figura 11) y para machos (Figura 12) no mostraron alteraciones excepto para
los rifiones del grupo de machos con la dosis de 5 mg/kg ya que se observo
disminucion del peso (p<0.05). Nuevamente llama la atencion que el efecto se
haya presentado con la dosis de 5 mg/kg de peso, sera importante determinar
si dosis bajas de la FCL presentan alguna alteracién a nivel de funcion renal.
No se observaron alteraciones en los analisis histopatolégicos y de peso de
timo y bazo en hembras (Figura 13) ni en machos (Figura 14). De igual forma,
no se observaron efectos en el peso de corazén y estbmago en ambos grupos
(Figura 15).

Entre los efectos adversos presentados por algunas lectinas se ha
observado que dietas que contienen proteina de Phaseolus vulgaris afectan el
peso de algunos drganos internos, tales como atrofia de timo (Greer et al.,
1985). Algunas lectinas administradas oralmente, como la de frijol navy crudo,
pueden provocar también un incremento de peso en el corazon e higado graso
asi como multiples lesiones histologicas (Tareq al-Ati, 2001). Sin embargo,
algunos estudios han mostrado que las lectinas también pueden reducir el peso
del corazén (Pusztai y Bardocz, 1996). Lo anterior muestra que el efecto
dependera de la lectina estudiada, ya que su mecanismo de accién dependera

a su vez de su especificidad a érganos blanco.
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Figura 11. Andlisis histopatoldgico y peso de higado y rifiones de ratas Sprague
Dawley hembras en el estudio de toxicidad subcrénica. Después de la necropsia
se realizé un analisis macroscépico de higado (A) y riflones (B), se pesaron y se fijaron
en formol. Posteriormente se realizaron los cortes histopatologicos y se observaron a
un aumento de 40x. No se observaron diferencias estadisticas del peso de los érganos
entre tratamientos (Tukey p<0.05) o respecto al control (Dunnett p<0.05).
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Figura 12. Andlisis histopatoldgico y peso de higado y rifiones de ratas Sprague
Dawley machos en el estudio de toxicidad subcronica. Después de la necropsia se
realiz6 un andlisis macroscopico de higado (A) y rifiones (B), se pesaron y se fijaron
en formol. Posteriormente se realizaron los cortes histopatolégicos y se observaron a
un aumento de 40x. Las letras minUsculas indican diferencias estadisticas del peso de
los 6rganos entre tratamientos (Tukey p<0.05) y los asteriscos indican diferencia
estadistica respecto al control (Dunnett p<0.05).
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Figura 13. Andlisis histopatoldgico y peso de bazo y timo de ratas Sprague
Dawley hembras en el estudio de toxicidad subcrénica. Después de la necropsia
se realizo un analisis macroscopico del bazo (A) y timo (B), se pesaron y se fijaron en
formol. Posteriormente se realizaron los cortes histopatolégicos y se observaron a un
aumento de 40x. No se observaron diferencias estadisticas del peso de los 6rganos
entre tratamientos (Tukey p<0.05) o respecto al control (Dunnett p<0.05).
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Figura 14. Analisis histopatol6gico y peso de bazo y timo de ratas Sprague
Dawley machos en el estudio de toxicidad subcronica. Después de la necropsia se
realiz6 un analisis macroscopico del bazo (A) y timo (B), se pesaron y se fijaron en
formol. Posteriormente se realizaron los cortes histopatolégicos y se observaron a un
aumento de 40x. No se observaron diferencias estadisticas del peso de los 6rganos
entre tratamientos (Tukey p<0.05) o respecto al control (Dunnett p<0.05).
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Figura 15. Peso de corazdon y estdmago ratas Sprague Dawley hembras y
machos en el estudio de toxicidad subcrdnica. Después de la necropsia se realiz6
un andlisis macroscopico del corazén y estomago de hembras(A) y machos (B) y se
pesaron y se fijaron en formol. No se observaron diferencias estadisticas del peso de
los 6rganos entre tratamientos (Tukey p<0.05) o respecto al control (Dunnett p<0.05).
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En un estudio en donde se alimentaron ratas con frijol crudo se
desarrollaron multiples lesiones histologicas, ademéas se ha encontrado que la
lectina del frijol rojo induce crecimiento epitelial del intestino delgado e
hiperplasia de las células de las criptas. La ricina, abrina, crotina, y algunas
toxinas relacionadas producen lesiones patolégicas macroscopicas Yy
microscépicas similares (Tareq al-Ati, 2001). Algunas lectinas se pueden
considerar como auténticas enterotoxinas, el efecto dafiino de éstas es una
intensa inflamacion de la mucosa intestinal, con la posterior destruccion del
epitelio y edema. Reaccionan con las criptas y vellosidades intestinales, pero
en diferentes regiones de acuerdo a la especificidad de la hemaglutinina, lo que
ocasiona una interferencia no especifica con la absorcion de los nutrimentos
con un efecto drastico en la nutricibn del organismo que las ingiere. Otros
autores han sugerido que la toxicidad de estas sustancias se debe a que en las
lesiones epiteliales del intestino se puede favorecer la proliferacion bacteriana
que es la causante de la no biodisponibilidad de nutrimentos (Valle y Lucas,
2000). En el caso de la FCL no se observaron alteraciones macroscopicas que

sugieran toxicidad.

De la misma forma que en el estudio de la toxicidad aguda, el pulmon
fue el Unico 6rgano en el cual se observaron alteraciones histopatoldgicas tales
como focos neumédnicos en mayor o menor grado en todos los grupos,
incluyendo a los grupos control en machos y hembras. Por lo anterior dichas

alteraciones no son atribuibles al efecto de la FCL.

Algunos estudios han reportado que el frijol Tépari es muy téxica en su
estado crudo causando gran pérdida de peso, proporcion de eficiencia negativa
de proteinas, utilizacion neta negativa de proteinas, pobre digestion de
proteinas y la muerte de ratas y ratones al cabo de 10 dias (Osman et al.,
2003). No obstante lo anterior, en este estudio no se observaron las
alteraciones mencionadas. Las Unicas alteraciones observadas se presentaron
en el estudio de toxicidad aguda con las dosis mas altas y dichos efectos
fureron reversibles después de 48 horas, lo que muestra que la lectina

contenida en la FCL presento baja toxicidad a las dosis estudiadas.
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Figura 16 Analisis histopatoldgico y peso de pulmones de ratas Sprague Dawley
hembras y machos en el estudio de toxicidad subcrénica. Después de la
necropsia se realizd6 un andlisis macroscopico de los pulmones de hembras (A) y
machos (B) los o6rganos, se pesaron y se fijaron en formol. Posteriormente se
realizaron los cortes histopatolégicos y se observaron a un aumento de 40x. Las letras
mindsculas indican diferencias estadisticas del peso de los 6rganos entre tratamientos
(Tukey p<0.05). No se observaron diferencias estadisticas respecto al control (Dunnett
p<0.05).
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VIIl. CONCLUSIONES

La FCL de frijol Tépari mostro signos clasicos de toxicidad por lectinas con las
dosis mas altas (300 y 2000mg/kg de peso corporal) administradas en el
estudio de la toxicidad aguda oral, siendo estos reversibles en el transcurso de
las primeras 48 horas.

No se logr6 establecer la LDsy debido a que no se present6 un efecto letal con
las dosis administradas de FCL frijol Tépari en el estudio de la toxicidad aguda.
En el estudio de la toxicidad subcrdnica no se observaron signos de toxicidad
con las dosis utilizadas, a excepcion de la disminucién de peso de intestino y
rifones en algunos de los grupos con la dosis mas baja estudiada. Sera
necesario determinar si dicho efecto tiene implicaciones funcionales o se debe
a una variacion individual.

Debido a que no se observaron efectos toxicos significativos con la dosis de 50
mg/kg de peso corporal en ambos estudios y a evidencias que sugieren que a
esta dosis se estimula el sistema inmune, se sugiere su utilizacion para
estudios in vivo contra cancer.

Se sugiere confirmar que la dosis de 50 mg/kg de peso corporal no presente
alteraciones metabdlicas hepaticas y renales, asi como efectos antinutricios
con la finalidad de asegurar su inocuidad en estudios in vivo.

La FCL de frijol Tépari contiene al menos una lectina citotdxica cuya toxicidad
via oral es baja. Futuros estudios se enfocaran en determinar su potencial

efecto anticancerigeno.
IX. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permitirdn continuar con los
estudios in vivo contra cancer de colon. Sera necesario realizar estudios con
marcadores bioquimicos para determinar la inocuidad de la dosis a emplear asi
como establecer su efecto antinutricio. Lo anterior permitira conocer si la FCL

presenta efectos secundarios a dosis Utiles contra células cancerigenas.
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