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RESUMEN

La fraccién concentrada de lectina de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) (TBLF, por
sus siglas en inglés) ha mostrado efecto citotoxico diferencial sobre células de cancer
de colon y baja toxicidad en roedores, asi como efecto inhibitorio de la carcinogénesis
de colon temprana. Sin embargo, su obtencion, purificacion y rendimiento son bajos
por lo que no es factible utilizarla como potencial molécula farmacolégica. Por lo
anterior, se obtuvo una lectina recombinante de frijol Tépari (rTBL-1, por sus siglas en
inglés) en la levadura Pichia pastoris. La rTBL-1 ha mostrado homologia estructural
con una lectina citotoxica de la TBLF, asi como efecto citotdxico diferencial similar
mediante la induccion de apoptosis sobre células de cancer de colon. Con la finalidad
de conocer su perfil toxicoldgico, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
toxicidad aguda y subcronica de la rTBL-1 mediante marcadores hepaticos,
pancreaticos, renales, nutricionales y hematologicos en ratas Sprague Dawley. El
ensayo de toxicidad aguda se realizé en ratas hembra en donde se evaluaron cinco
dosis (5, 30, 50, 100 y 300 mg/kg) por via intragastrica en dosis Unica. El ensayo de
toxicidad subcronica fue realizado utilizando 30 mg/kg de rTBL-1 por via oral,
diariamente por 28 dias. Los resultados de la administracion aguda mostraron que
ninguna de las dosis probadas mostré signos clasicos de toxicidad por lectinas ni
tampoco se observaron alteraciones de la funcion hepatica, renal o biometria
hematica. En cuanto a la administracion subcrénica, no se observdo muerte de los
animales, ni diferencias significativas en la ganancia de peso, consumo de agua ni de
alimento. No se encontraron datos de toxicidad en cuanto a la evaluacion de la funcion
hepdtica, renal, nutricia, pancreatica y hematoldgica, Unicamente se encontraron datos
de activacion del sistema inmune por incremento de células blancas y efectos sobre el
bazo. Por lo anterior, los resultados obtenidos muestran que la rTBL-1 administrada
en dosis de 30 mg/kg de peso por via intragastrica no muestra toxicidad sistémica.
Estudios en curso se enfocaran en determinar los dafos a nivel histopatologico en

tracto digestivo como 6érganos blanco principales de lectinas de frijol Tépari.

Palabras clave: Frijol Tépari, lectina recombinante, Pichia pastoris, toxicidad aguda,

toxicidad subcronica.
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ABSTRACT

A Tepary bean (Phaseolus acutifolius) lectin fraction (TBLF) has shown differential
cytotoxic effect on colon cancer cells and low toxicity in rodents as well as an inhibitory
effect on early colon carcinogenesis. However, its obtention, purification and yield are
low, so it is not feasible to use it as a potential pharmacological molecule. Therefore, a
recombinant Tepary bean lectin (rTBL-1) was obtained in the yeast Pichia pastoris.
rTBL-1 has shown structural homology to a TBLF cytotoxic lectin as well as a similar
differential cytotoxic effect by inducing apoptosis on colon cancer cells. In order to know
its toxicological profile, the objective of this study was to evaluate the acute and
subchronic toxicity of rTBL-1 through hepatic, pancreatic, renal, nutritional and
hematological markers in Sprague Dawley rats. The acute toxicity test was carried out
in female rats where five doses (5, 30, 50, 100 and 300 mg/kg) were evaluated
intragastric in a single dose. The subchronic toxicity test was performed using 30 mg/kg
of rTBL-1 orally, daily for 28 days. The results of acute administration showed that none
of the doses tested showed classic signs of lectin toxicity, nor were alterations in
hepatic or renal function or blood count observed. Regarding the subchronic
administration, no death of the animals was observed, nor significant differences in
weight gain, water or food consumption. No toxicity data were found regarding the
evaluation of hepatic, renal, nutritional, pancreatic and hematological functions, only
data on activation of the immune system due to an increase in white blood cells and
effects on the spleen were found. Therefore, the results obtained show that rTBL-1
administered in doses of 30 mg/kg of weight by intragastric way does not show systemic
toxicity. Ongoing studies will focus on determining histopathological damage in the
digestive tract as the main target organs of Tepary bean lectins.

Keywords: Tepary bean, recombinant lectin, Pichia pastoris, acute toxicity, subchronic

toxicity.
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. INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas bioactivas que se encuentran en la mayoria de los
organismos, entre ellos, las plantas. Se definen como proteinas o glicoproteinas que
aglutinan los eritrocitos humanos de algunos o todos los grupos sanguineos (De Mejia
y Prisecaru, 2005) con capacidad de unirse de manera especifica y reversible a los
carbohidratos de membrana (Sharon y Lis, 2004). Hoy en dia se desarrollan nuevas
opciones terapéuticas contra el cancer de colon con gran importancia y relevancia en
la investigacion, en donde destacan las lectinas que exhiben efectos anticancerigenos
(Estrada-Martinez y col., 2017; Ferriz-Martinez y col., 2010).

El cancer es un proceso complejo en el que ocurren alteraciones a nivel genético,
ocasionando alteraciones celulares en la transduccion de sefales, lo que les permite
adquirir nuevas funciones, como la replicacién autbnoma y la evasion de apoptosis
(Estrada-Martinez y col., 2017). Los compuestos considerados como candidatos para
el desarrollo de nuevos farmacos, como el caso de las lectinas, deben investigarse
exhaustivamente para conocer su seguridad mediante pruebas toxicoldgicas en
modelos in vitro e in vivo, asi como su eficacia por medio del estudio de su accion
farmacoldgica (SSA, 2016).

Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado el efecto citotéxico diferencial de una
fraccidn semipura concentrada en lectinas del frijol Tépari (TBLF, Tepary bean lectin
fraction, por sus siglas en inglés), la cual es capaz de inducir apoptosis in vitro e in vivo
e inhibir la carcinogénesis temprana en colon en un modelo de cancer inducido
guimicamente (Moreno-Celis y col., 2017, 2020). Se ha identificado la baja toxicidad
de la TBLF asi como su buena tolerabilidad en ratas (Ferriz-Martinez y col., 2015).
Entre los efectos adversos que se han descrito se encuentra la atrofia intestinal
temporal (Alatorre-Cruz y col., 2018; Pita-L6pez y col., 2020). Sin embargo, la
produccion de la TBFL resulta ser de un costo elevado, requiere de mucho tiempo y
trabajo técnico, y el rendimiento de extraccion es bajo obteniéndose una mezcla
semipura de lectinas, entre las que se encontraron principalmente dos isoformas, TBL-

1y TBL-2. Derivado de ello, se desarrollé un proceso para la produccion de una lectina



recombinante (rTBL-1, recombinant Tepary bean lectin-1, por sus siglas en inglés)
basada en la lectina de mayor citotoxicidad, la TBL-1, utilizando la levadura Pichia
pastoris como sistema de expresion (Martinez-Alarcén y col., 2020; Palmerin-Carrefio
y col., 2021).

Se sabe que la rTBL-1 ha mostrado alta homologia estructural a la TBL-1 y efecto
citotéxico similar a la TBLF sobre células de céncer de colon HT-29 (Dena Beltran,
2020; Palmerin-Carrefio y col., 2021). Para continuar con el estudio sobre sus efectos
contra cancer colon es necesario confirmar primero su seguridad mediante pruebas
toxicoldgicas y su tolerabilidad en modelos animales, utilizando el mismo esquema que
se usé en la investigacion de la TBFL y conforme a la normativa nacional e

internacional.



ll. ANTECEDENTES

2.1. Latoxicologia en el desarrollo de farmacos

En el desarrollo de farmacos se siguen varias estrategias para el descubrimiento de
nuevas moléculas en la obtencion de un nuevo medicamento (Figura 1). Estas
estrategias se han diversificado con el avance de la tecnologia, pero los productos
naturales aun presentan numerosas ventajas para el desarrollo de nuevos farmacos
por la amplia diversidad de compuestos que se encuentran en la naturaleza y que

pueden actuar frente a diversas dianas farmacoldgicas (Fabricant y Farnsworth, 2001).
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Figura 1. Proceso para el desarrollo de nuevos farmacos (realizado con BioRender.com). Se
muestran las diferentes etapas del proceso de desarrollo de farmacos hasta su aprobacion por los
organismos reguladores.



En el inicio del proceso del desarrollo de un medicamento se seleccionan las moléculas
con caracteristicas esperadas para actuar frente a un blanco farmacolégico, y desde
ese momento se realizan rigurosas pruebas para contar con la evidencia de seguridad
y eficacia requerida para sus uso en una patologia determinada (Rivera y Goodman
Gilman, 2019).

El farmaco que se considera como candidato terapéutico, antes de que pueda
administrarse a sujetos humanos en estudios clinicos, deberd describir los
fundamentos y la evidencia preliminar de su seguridad mediante pruebas toxicolégicas
y lo correspondiente a su eficacia en sistemas experimentales mediante estudios
preclinicos en los que se incluyen ensayos in vitro, ex vivo e in vivo. El conocimiento
de la toxicidad de los candidatos terapéuticos se vuelve una evidencia indispensable
para identificar efectos indeseables y se debe enriquecer desde las etapas iniciales
del desarrollo de farmacos hasta el monitoreo constante del medicamento cuando se
encuentra en el mercado y los usuarios tienen acceso a este (Rivera y Goodman,
2019).

Entre los objetivos principales de la experimentacion toxicolégica se encuentra la
contribucion al conocimiento de los peligros, o capacidad para producir dafio de las
sustancias, de los efectos toxicos provocados y de su reversibilidad, los mecanismos
moleculares y de las dianas biolégicas sobre las que actian. Del mismo modo, la
toxicologia experimental regulatoria estudia la susceptibilidad téxica de especies,
Sexos 0 grupos poblacionales; asi como la cinética y el metabolismo del agente téxico,
lo que se traduce en la prediccion de las consecuencias de la interaccion de los

xenobidticos con los seres vivos (Schwenk y col., 2002).

Existen normativas rigurosas que deben seguirse en la experimentacion toxicologica
con fines reguladores, que exigen la evaluacion de las sustancias con diferentes
requerimientos aplicando protocolos de ensayos estandarizados. La seleccion de los
diferentes ensayos toxicologicos, especies, tiempo y via de exposicidon, asi como de

los niveles de dosis a emplear en los mismos, dependeran de los objetivos del ensayo



y las caracteristicas propias de la sustancia a investigar, asi como del uso pretendido

en seres humanos (Repetto Jiménez y Repetto Khun, 2009).

En este sentido, para conocer la toxicidad de la rTBL-1 se puede recurrir a diversos
principios de la toxicologia que permitan después modelar su accion en los humanos.
La aplicacion de dosis altas de toxicos en animales es un procedimiento util para
descubrir posibles peligros para el ser humano y es posible extrapolar
cuantitativamente muchos de los efectos toxicos observados. Varias de las
disposiciones proceden de las directrices de la Comisién de la Union Europea y la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) (OCDE, 2001,
2008).

En dependencia del nimero de dosis administradas, tiempo de exposicidon y el objetivo
del estudio se puede clasificar a los estudios de toxicidad en: estudios de dosis Unica,
estudios de dosis repetida y estudios de toxicologia especial (Diehl y col., 2001). Por
lo anterior, se ha propuesto que la rTBL-1 sea estudiada con respecto a su grado de
toxicidad en ensayos de dosis Unica y dosis repetida, para identificar el nivel de
seguridad de la proteina e identificar los posibles efectos téxicos que pudieran
presentarse bajo estas condiciones de experimentacion. Con apego a las guias y
recomendaciones de la OCDE se buscara que los ensayos se realicen con un nimero
reducido de animales y se trabajara con métodos de refinamiento en su manipulacion
(OCDE, 2001, 2008).

Al realizar los estudios de toxicidad en animales se debe tener en cuanta multiples
variables que atienden a la observacion de cambios conductuales en los animales, la
muerte prematura, sobre todo cuando se administran dosis elevadas de las sustancias.
También deben valorarse, cuando el ensayo llega a término, los cambios en los
parametros hematoldgicos y bioquimicos que pueden reflejar afectacion de algun
organo o sistema, analisis microscopico de oOrganos y mediante el analisis
histopatoldgico, afectaciones a nivel microscopico en 6rganos y tejidos (Schwenk y
col., 2002). Este ultimo analisis es esencial para identificar el dafio celular promovido
por el efecto toxico del xenobidtico.



2.2. Cancer de colon

Después del cancer de mama y el cancer de pulmon, el cancer de colon es una de las
neoplasias que se presenta con gran frecuencia a nivel mundial, particularmente a
partir de los 50 afios de edad (IARC, 2020). Por lo tanto, representa un problema de
salud con mayor énfasis en adultos mayores (Tirado Gomez y Mohar Betancourt,
2008). Actualmente es la tercer neoplasia con mayor diagndstico y es la segunda con
mayor mortalidad a nivel mundial (Hossain y col., 2022). En México durante el 2020,
dentro de las defunciones por tumores malignos, el cancer de colon y recto en hombres
de 30 a 59 afios ocupd el primer lugar como causa de mortalidad, mientras que en
adultos de 60 afios y mas ocup0 el tercer lugar tanto en hombres como en mujeres,
con una tasa de defuncion del 3.95 y 2.82 por cada 10 mil habitantes, respectivamente
(INEGI, 2022). En los Estados Unidos, la tasa de personas diagnosticadas parece ir
disminuyendo en adulto mayores sin embargo, en los mas jovenes va en incremento
(American Cancer Society, 2020). Ademas, cerca del 60% de los casos de cancer
colorrectal se diagnostican en una etapa avanzada, lo que se relaciona con la alta
morbimortalidad. Cuando se diagnostica en una etapa temprana (estadio | y II) existe

una supervivencia mayor al 90% (Reyes y col., 2020).

Algunos factores de riesgo de cancer colorrectal son la historia familiar, ya que el
primer grado de consanguinidad se relaciona a un aumento de casi dos veces el riesgo
comparado con la poblacién general; pacientes con diagnéstico de diabetes mellitus
incrementan el riesgo de 30-50% comparado con los no diabéticos; pacientes con
obesidad incrementan de 2 a 3 veces el riesgo en comparacién con los sujetos con
peso normal e incluso bajo y las personas que realizan actividad fisica regular tienen
50% menos riesgo de desarrollar cancer colorrectal en relacion con los sedentarios
(Calva-Arcos y Acevedo-Tirado, 2009). La alimentacion también juega un papel
importante, las investigaciones recientes revelan que comer carne roja o procesada se
asocia positivamente con un alto riesgo de desarrollar cancer de colon y recto o bien
cuando la carne estd muy cocida especialmente en personas con predisposicion
genética, dietas bajas en fibra (frutas y vegetales), ademas se encuentra una

asociacion con el porcentaje de grasa corporal (Granados Mora, 2014; Tarraga Lopez



y col., 2014). Por otra parte un buen aporte de calcio y vitamina D en la dieta son
agentes preventivos para el cancer colorrectal (Sawicki y col., 2021), asi como el
selenio, ya que cada aumento de 10 pg de Se/dia en la ingesta alimenticia disminuye
la probabilidad de cancer colorrectal entre un 6 y un 10% dependiendo del niumero de
covariables consideradas, por ejemplo el consumo >1000 mg de calcio (Augustyniak y
Galas, 2022).

Una forma en que se adquieren estos rasgos distintivos del cancer es a través de la
acumulacion progresiva de mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas. Tarda
de 10 a 15 afios en ocurrir, pero puede progresar mas rapidamente en ciertos entornos,
lo que desencadena la activacion de oncogenes e inactivan genes supresores de
tumores, hecho que ocasiona pérdida de estabilidad gendmica y epigenética, patron
observado en la mayoria de las lesiones neoplasicas tempranas en el colon.
Comunmente inicia a partir de un polipo que comienza con una cripta aberrante, que
luego evoluciona a un adenoma temprano (Kuipers y col., 2015). El desarrollo del
cancer de colon consta de 4 etapas: iniciacion, promocién, progresion y metastasis
(Figura 2).
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Figura 2. Etapas de progresion de cancer de colon (realizado con BioRender.com). las etapas del
proceso cancerigeno en colon afectan de forma sistematica a genes supresores de tumores en primera
instancia y, posteriormente, a oncogenes.



La iniciacion esta relacionada a dafio genético que predispone a un dafio de la mucosa
intestinal o bien relacionado al constante dafio por enfermedades como colitis ulcerosa
o enfermedad de Crohn. En la promocion, las células iniciadas se empiezan a
multiplicar conllevando a un crecimiento anormal. Durante la etapa de progresion las
células cancerosas benignas se convierten en células malignas y finalmente adquieren
la capacidad de poder invadir otros tejidos, principalmente el higado, los pulmones o
los huesos. Los genes implicados son supresores de tumores APC y p53, sin embargo
debido a mutaciones pierden su capacidad y por el contrario se activan oncogenes
como k-RAS, dando lugar asi a un tumor maligno de colon o carcinoma (Hossain y
col., 2022).

2.3. Lectinas

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que aglutinan los eritrocitos humanos de
algunos o todos los grupos sanguineos (De Mejia y Prisecaru, 2005) con capacidad
de unirse de manera especifica y reversible a los carbohidratos de membrana (Sharon
y Lis, 2004). Las lectinas no solo tienen una accion, se les ha relacionado un amplio
espectro de funciones (Figura 3). Las lectinas vegetales presentan particularmente

potente actividad biolégica sobre células animales.

| Mecanismos de defensa | Proliferacion/control de apoptosis

Reconocimiento celular
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Ordenacion y segmentacion Sefalizacion de
interacciones célula-célula

Figura 3. Algunas funciones de lectinas en organismo vivos (Ferriz-Martinez y col., 2015).



Las lectinas de leguminosas constan de dos o cuatro subunidades idénticas o casi
idénticas de 25 a 30 kDa, cada una con un Unico sitio de combinacion de carbohidratos
pequefios con la misma especificidad, también contienen un Ca?* fuertemente unido y
un ion de metal, frecuentemente Mn?*. Las subunidades estan compuestas por
cadenas polipeptidicas simples de aproximadamente 250 aminoacidos (Lis y Sharon,
1998). En la Figura 4 se muestra la estructura tridimensional de 3 lectinas de
leguminosas: A) representan un monomero de lectina (PSA) de Pisum sativum L.
(2LTN), B) dimero de PSA (2LTN), C)Tetramero de concanavalina A Con A (1CVN)
(Van Damme, 2022).

Figura 4. Estructura Tridimensional de lectina de leguminosas. A) representan un monémero de
lectina (PSA) de Pisum sativum L. (2LTN), B) dimero de PSA (2LTN), C)Tetramero Con A (1CVN)
(modificado de Van Damme, 2022).

Las investigaciones sobre las lectinas de vegetales recobran cada dia mayor
importancia dado que se le ha atribuido multiples funciones entre ellas inhibicion de la
proliferacion celular, antitumorogénica, inmunomoduladora, antifingica y antiviral
(Reyes-Rocha y Gallegos-Torres, 2011). Las lectinas de plantas han mostrado tener
un efecto inhibitorio en el crecimiento de tumores, tanto en estudios in vitro (Tabla 1)

como en estudios in vivo (Tabla 2). El efecto depende de la concentraciéon o la dosis,



el tipo de lectina y el tipo de cancer. Se ha reportado la especificidad de las lectinas y

su unioén a hidratos de carbono en células de cancer colorrectal humano Caco-2, HT-
29 y HCT-8 (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005).

Tabla 1. Toxicidad de lectinas en diferentes células malignas: estudios in vitro.

Nombre

VFA (Vicia faba L.)

Efecto
Inhibicion de la proliferacién no
asociada a citotoxicidad,
interaccidn con la molécula de
adhesién epCAM

Linea celular

Células de cancer humano
HT-29, LS174T y SW1222

Referencia

(Jordinson y col., 1999)

Lectina de la semilla de

Inhibe proliferacién de células

Células cancerigenas de

Bauhinia variegata L. cancerigenas y la actividad de la mama (MCF-7) y de (Lin'y Tzi, 2008)
transcriptasa inversa del VIH-1 hepatoma (HeoG2)
Lectina Concanavalina A Citotoxicidad autofégica e Modelo de hepatoma in situ | (Huan-Yao y Chih-Peng,
(Con A) inmunomodulacion murino 2009)

Lectina de semillas de
Phaselous vulgaris L.

Efecto antiproliferativo

Lineas celulares de cancer
de higado (HepG2), y de
mama (MCF-7)

(Lam y Ng, 2010)

Lectina de Polygonatum
adoratum (Mill.) Druce

Antiproliferativo y apoptotico
mediante la muerte de receptores
y apoptosis a través de la via
mitocondrial y apoptosis inducida

Células de fibrosarcoma
L929 murino

(Liuy col., 2009)

por TNF-a

Tabla 2. Toxicidad de lectinas en diferentes células malignas: estudios in vivo

Lectina Mecanismo de accion Tipo
PHA (Phaseolus vulgaris L.) Inhibicién de crecimiento de tumores Murina linfomas asciticos
SBA (Glycine max (L.) Merr) Fortalecimiento del sistema inmune del huésped Murino linfoma ascitico
TMA 1y Il (Thicholoma Inhibicién del tumor y prolongacion de la vida de Raton con células de
mongolicum) los animales sarcoma 180
GS-1 (Griffonia simplicifolia (Vahl I - Raton con células asciticas
. Inhibicién del crecimiento de tumor .
ex DC.) Baill.) Ehrlich

VCA (Viscum album var. coloratum
Ohwi)

Inhibicién del crecimiento de tumores y metastasis
por el crecimiento de la apoptosis y la inhibicidn de
la angiogénesis

Raton inoculado con células
de melonoma B16-BL6

KML-C (Korean mistleotoe:
(Viscum album var. coloratum
Ohwi)

Actividad inmunomoduladora para fortalecer el
sistema de defensa del huésped, efecto en
metastasis asociado a muerte natural y
macrofagos.

Murino melanoma,
carcinoma de colon y linfoma

MI-I (Viscum album L.)

Efecto antitumoral con reduccion del crecimiento
del linfoma trasplantado

Ratén con tumores de
linfoma no-Hodgkin

(Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005).
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2.4. Lectinas de frijol Tépari

El frijol Tépari, cuyo nombre cientifico es Phaseolus acutifolius A. Gray, es una
leguminosa que se cultiva en varias regiones del mundo, entre ellos América del Norte.
Es una leguminosa resistente a altas temperaturas y a la sequia; al igual que otros
frijoles, si se consume en crudo es muy toxico tanto para el hombre como para los
animales debido a lectinas similares a fitohemaglutinina (PHA) (De Mejia 'y col., 1990).
Se utiliza principalmente como alimento tanto para los humanos como para los
animales debido a su alto valor de proteinas, no obstante, es poco consumido y
conocido. Se ha reportado toxicidad por el consumo crudo de frijol Tépari, ocasionando
problemas como pérdida de peso, mala digestion de proteinas y, por ultimo, la muerte
de ratas y ratones en un periodo de 10 dias (Osman y col., 2003).

En un estudio de toxicidad aguda se administré una fraccion de lectinas (fraccion PLA-
E) a dosis Unicas por via intraperitoneal de 20, 40, 60, 200, 400, 600, 700, 800 y 1200
mg/kg de peso corporal a diez grupos de animales ratones macho y hembra
destetados de la cepa CD-1, con un peso aproximado de 18 a 22 g. Se observaron
durante 15 dias y se examinaron érganos como timo, rifiones, pulmones, higado, bazo
e intestino delgado. En los ratones no se observo ningun efecto adverso a dosis bajas
(20, 40 y 50 mg/kg de lectina), no obstante, a dosis altas de 200, 400, 600 mg/kg a los
4 dias de tratamiento en ambos sexos se presento la disminucion del peso corporal e
inflamacion intensa del abdomen con crecimiento hiperplasico del intestino. Con 700
mg/kg se observo diarrea, a 800 mg/kg una mortalidad de 12.5% en los machos y a
dosis de 1000, 1200 mg/kg se observé una mortalidad del 33% y 83.6% para los
machos, respectivamente. Para los ratones machos y hembras, la mortalidad fue del
100% después de 1,280 y 1,570 mg/kg de lectina, los 6rganos diana afectados fueron

el intestino delgado, el bazo y el timo (Reynoso-Camacho y col., 2003).

La fraccién concentrada en lectinas (TBLF) de frijol Tépari (P. acutifolius), obtenida por
cromatografia de exclusibn de peso molecular, ha mostrado efecto citotdxico
diferencial en lineas celulares cancerigenas, asi como entre células cancerigenas y no

cancerigenas, principalmente las del cancer de colon (Garcia-Gasca y col., 2012). La
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TBLF induce apoptosis en células de cancer de colon humano HT-29 y arresto en fase
Go/Ga1 del ciclo celular. La apoptosis se desencadena por la activacion de caspasa 3y
la fosforilacion de p53 (Moreno-Celis y col., 2020). Por su parte, los estudios
toxicolégicos de la TBLF se muestran en la Tabla 3.

Se han realizado distintos estudios de toxicidad in vivo usando la TBLF. En un estudio
de toxicidad aguda se utilizaron dosis establecidas por la guia 423 de la OCDE (OCDE,
2001) en ratas Sprague Dawley en el que se probaron dosis de 5, 50, 300 y 2000
mg/kg de peso mediante via intragastrica. Se observaron durante 14 dias, haciendo
énfasis en las primeras 24 horas y crucial en las primeras 4 h. Se observaron signos
clasicos de toxicidad por lectinas, como aletargamiento, piloereccion y diarrea durante
las primeras 48 h con las dosis méas altas probadas (300 y 2000 mg/kg), y se
recuperaron totalmente a partir de las 48 h. Se presentaron signos de toxicidad a nivel
gastrointestinal pero no se observo falta de crecimiento ni la muerte de los animales
en estudio, lo que sugiere baja toxicidad de la TBLF. Ademas, no se observaron
alteraciones macroscépicas en los 6rganos estudiados y tampoco se observaron
diferencias en el peso de los 6rganos, excepto en rifiones, en los que se observo una

disminucién (L6pez-Sanchez y col., 2010).

En el estudio de toxicidad oral subcronica se usé la dosis maxima obtenida en el
estudio de toxicidad aguda que no ocasion0 efectos toxicos y dos dosis inferiores (5,
10 y 50 mg/kg de peso). La lectina se administr6 diariamente por 28 dias via oral. No
se observaron alteraciones macroscopicas evidentes en ninguno de los Grganos
estudiados en las ratas de ambos sexos. El peso del intestino delgado presentd una
disminucién en el grupo de 5 mg/kg con respecto a los diferentes tratamientos, tanto
en ratas hembra como en ratas macho. Con respecto al peso del higado y de los
riflones no se reportaron cambios en las ratas hembra, pero si en la disminucion del
peso de los rifiones del grupo de ratas macho con la dosis de 5 mg/kg. No se
observaron efectos en el peso del timo, bazo, corazén y estbmago de los animales
tratados con respecto al grupo control. Los analisis histopatol6gicos no mostraron
alteraciones en ninguno de los organos estudiados usando la TBLF (Lopez-Sanchez y
col., 2010).
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Tabla 3. Efectos toxicolégicos de TBL

-Disminucién de la profundidad de las criptas del colon, dafio al epitelio prismatico
simple y cambios en la microbiota.

-Aumento de la permeabilidad y disminucién de la aparente digestibilidad ileal de las
proteinas.

Estudio ‘ Efectos Autor
-Aletargamiento, piloereccion y diarrea durante las primeras 48 h con las dosis de 300
Agudo y 2000 mg/kg. (Lépez-Sanchez
-Disminucién del peso de los rifiones con la dosis de 50 y 300 mg/kg respecto al grupo y col., 2010)
control.
-Disminucién del consumo de alimento al séptimo dia, en el caso de los machos (5
mg/kg).
-El peso del intestino delgado presenté una disminucién en el grupo de 5 mg/kg en
Subcronico hembras y machos. (Lépez-Sanchez
-El peso los rifiones presento una disminucion en el grupo de machos con la dosis de y col., 2010)
5 mg/kg.
-El valor de albumina presento una disminucién comparada con el grupo control usando
50 mglkg.
-Reduccién transitoria en la ingesta de alimento (semana 1 a la semana 4) y pérdida
de ganancia de peso corporal del 10% usando 50 mg/kg c/3er dia durante 6 semanas.
T " -Incremento de 3.86 veces en el recuento de granulocitos en animales tratados a las | (Ferriz-Martinez
olerabilidad
24 h. y col., 2015)
-En frotis sanguineo los linfocitos disminuyeron el 20% y un incremento de 2.4 los
neutréfilos y 20 veces los eosindfilos.
-En ratas de 15 semas con dosis de 50 mg/kg cada 3er dia se observé disminucion del
10% de la ganancia de peso.
-Incremento significativo en % de linfocitos al dia 9.
-Incremento de CD4+ y disminucién de CD8+ al dia 9.
-Cambio significativo en la relacion linfocito y granulocito al dia 9 (relacién 90:10 en
grupo control y 70:30 en grupo tratado).
-Incremento significativo para IL-6 al dia 43.
-Activacion del sistema inmunolégico.
-Al dia 43 se observé una disminucion para valores de albumina y glucosa en suero
-Después de 2 semanas de recuperacion se observo una disminucidn para albumina y
Efectos urea en Suero. (Alatorre-Cruz y
adversos | -Cambios significativos para el peso del intestino delgado y colon después de 6 col., 2018)
semanas de administracion. El intestino de las ratas tratadas fue 14% mayor que el
grupo control; mientras el peso del colon de las ratas tratadas fue 20% mas bajo
comparado con el grupo control.
-En intestino delgado se observé; atrofia en las vellosidades y adelgazamiento
(apariencia transldcida), aumento de IL-6 y Nfk-B, aumento del nimero de foliculos
linfoides de las playas de Peyer.
-Atrofia en las criptas del colon.
-Hiperplasia pancreética (aumento del tamafio de acinos), presencia de vacuolas en
las células exocrinas y cambio en su morfologia (células acinares redondas en vez de
alveolar).
-Aumento de la produccion de moco intestinal; grupo control 0.9 £0.14 g y 1.46+0.32 ¢
para el grupo tratado, con una consistencia viscosa al tacto, de color amarillo fuerte y
marron comparado con un ligero color amarillo.
-Atrofia de las vellosidades del intestino delgado, adelgazamiento e hiperplasia criptica.
Efectos Disminucion en la altura de las vellosidades del duodeno y aumento del ancho para (Pita-Lopez y
adversos | duodeno, yeyuno e ileon. col., 2020)
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Se han realizado estudios de tolerabilidad usando la TBLF via intragastrica en ratas
Sprague Dawley, en una dosis de 50 mg/kg de peso, tres veces por semana durante
sies semanas. Entre los efectos adversos se observo la reduccion transitoria en la
ingesta de alimentos y la pérdida de ganancia de peso corporal del 10% con respecto
al grupo control al final del estudio. El andlisis histopatolégico y los marcadores
sanguineos para el estado nutricional y funcidon hepatica, pancreética y renal no se
vieron afectados en los animales tratados con respecto al grupo control. Los resultados
sugieren que 50 mg/kg de TBLF administrados por via oral no presenta toxicidad en

ratas (Ferriz-Martinez y col., 2015).

Con el objetivo de conocer mas sobre los posibles efectos adversos, otro estudio
evaluo la administracion de la TBLF en 6rganos del aparato digestivo e inmunolégico.
Se utilizé la dosis de TBLF de 50 mg/kg cada tercer dia durante 43 dias (6 semanas)
en 62 ratas Sprague Dawley por via oral y se observaron por 14 dias posteriores sin
tratamiento (periodo de recuperacién). Se reportd activacion del sistema inmunoldgico
(aumento de la relacién linfocitos-granulocitos), aumento del numero de foliculos
linfoides en placas de Peyer intestinales y una ligera expansion de la pulpa blanca
esplénica, atrofia en las vellosidades del intestino delgado y de criptas del colon, sin
normalizacion después del periodo de recuperacion de dos semanas. La hiperplasia
pancreatica se revirtid6 parcialmente después de 14 dias de reposo del tratamiento
(Alatorre-Cruz y col., 2018). Por lo anterior, se incremento el periodo de recuperacion
a seis semanas en un segundo experimento (Pita-Lopez y col., 2020). Se observé
pérdida del aumento de peso corporal, atrofia del intestino delgado, atrofia de las
vellosidades, e hiperplasia criptica, ademas aumento de la produccién de moco
intestinal, aumento de la permeabilidad y disminucién de la aparente digestibilidad ileal
de las proteinas, sin embargo, estos efectos se revertieron casi por completo después

de las seis semanas de recuperacion postratamiento.
2.5. Lectinarecombinante de frijol Tépari (rTBL-1)
La obtencion de TBLF mediante cromatografia de exclusion de peso molecular

(Garcia-Gasca y col., 2012) present6 varias dificultades como su lento proceso de
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purificacion a partir de las semillas de frijol Tépari, se obtienen bajos rendimientos y es
muy costosa. Ademas para que un agente sea candidato a farmaco se requiere una
mayor pureza, por lo que se tendria que afiadir al menos un paso adicional mediante
cromatografia de intercambio i6nico y HPLC (Martinez-Alarcon y col., 2020), lo que
daria como resultado un menor rendimiento y seria casi imposible obtener cantidades
necesarias para poder realizar las pruebas in vivo. Por lo tanto se desarroll6 el método
para la obtencion de la lectina recombinante, rTBL-1, de frijol Tépari mediante la
modificacion genética de la levadura Pichia pastoris (Martinez-Alarcon y col., 2020) y
posteriormente el proceso de produccién fue optimizado usando glicerol crudo en un
sistema Fed-Batch (Palmerin-Carrefio y col., 2021) obteniendo asi un rendimiento de

265113 mg de proteina por litro de cultivo.

Para su identificacion se realizé un perfil electroforético (Figura 5) mediante SDS-
PAGE que mostro la presencia de una banda de -~ 30 kDa que fue identificada por
Western blot. La rTBL-1 es un homotetramero estable de 120 kDa, es decir, esta
conformada por cuatro monémeros o subunidades (Figura 6) plegadas como una
lectina de leguminosa tipo candénica con dos cationes divalentes de Ca?* (esferas color
rojo) o de Mn?* (esferas de color gris) unidos a cada subunidad (Martinez-Alarcén y
col., 2020).

Figura 5. Perfil electroforético de rTBL-1. M: Marcador de peso molecular. Carril 1 SDS-PAGE; carril
2 Tincién de Schiff-PAS para la deteccion de glicoproteinas, carril 3 Western blot (Palmerin-Carrefio y
col., 2021)
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Figura 6. Estructura tridimensional de la rTBL-1. Al) Tetrdmero con sus cuatro subunidades (A, B, C
y D) y cationes divalentes de Ca?* o de Mn?*. All) Interacciones estabilizadoras de la interfase entre la
cadena A y B. Alll) Interacciones estabilizadoras de la interfase entre la cadena B y D. AlV)
Interacciones de GIcNAc en la interfaz de dos cadenas adyacentes (Martinez-Alarcon y col., 2020).

El efecto citotéxico de la rTBL-1 se prob6 sobre células humanas de cancer de colon
HT-29, del cual se obtuvo la concentracion letal media (LCso) (Palmerin-Carrefio y col.,
2021). Este efecto esta relacionado con la induccién de apoptosis, similar a los
observado con la TBLF (Moreno-Celis y col., 2020), es decir, conserva la actividad
bioldgica de las lectinas contenidas en la TBLF. La rTBL-1 induce arresto del ciclo
celular en la fase Go/G1 y disminucion de la fase S sobre células de cancer de colon
HT-29, Los efectos apoptéticos se corroboraron al determinar la activacion de caspasa
3y de la Poli ADP ribosa polimerasa (PARP), la fosforilacion de histona HA2X y p-53.
El mecanismo de accion esta relacionado con la interaccion con el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) mediante su fosforilacion y eventual degradacion,
efecto que desencadena la activacion de proteinas pro-apoptéticas como p38 y la
disminucién de Akt (Dena Beltran, 2020).
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IIl. JUSTIFICACION

La TBLF ha mostrado efecto apoptotico sobre células de cancer de colon es estudios
in vitro e in vivo. El efecto ha sido diferencial al afectar principalmente a las células
cancerigenas, ademas que la TBLF presenta baja toxicidad y buena tolerabilidad en
roedores. Se ha determinado también el efecto inhibitorio de la tumorogénesis
temprana de la TBLF mediante la induccion de apoptosis y arresto del ciclo celular. Sin
embargo, su purificaciébn convencional implica periodos largos y costosos, ademas de
bajos porcentajes de rendimiento y de pureza. Para atender esta problematica, se
genero la lectina recombinante rTBL-1 utilizando la levadura Pichia pastoris, que
presenta una alta similitud con una de las lectinas nativas de frijol Tépari (TBL-1).
Ahora, ante la necesidad de evaluar el potencial de la rTBL-1 como agente terapéutico
contra en cancer de colon, es necesario realizar primero pruebas de toxicidad para
conocer la seguridad de la molécula. Los recientes ensayos de citotoxicidad in vitro de
la rTBL-1 permitieron encontrar un efecto similar al descrito para la TBLF y motivaron

la realizacién de pruebas de toxicidad en modelos in vivo.

Dado lo anterior, y debido a que la rTBL-1 es una nueva molécula por su método de
obtencion, es necesario realizar los estudios de toxicidad intragastrica aguda y
subcronica en ratas. Este trabajo permitird conocer los rangos de seguridad de la
lectina recombinante, atender la regulaciébn sanitaria respecto al desarrollo de
farmacos, y contar con la evidencia que permita la realizacion de pruebas preclinicas
y clinicas para que se considere a la rTBL-1 como un candidato terapéutico contra el

cancer de colon.
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IV. HIPOTESIS

La administracion de la rTBL-1 por via intragastrica de dosis Unica y de dosis repetida

presenta baja toxicidad en ratas Sprague Dawley.
V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la toxicidad intragastrica aguda y subcronica que presenta la rTBL-1 de frijol
Tépari (Phaseolus acutifolius) mediante la presencia de signos y sintomas de
toxicidad, marcadores hepéticos, pancreaticos, renales, nutricionales y hematolégicos
en ratas Sprague Dawley.

5.2. Objetivos especificos

e Extraery purificar la cantidad suficiente de la rTBL-1 para los ensayos in vivo.

e Evaluar la toxicidad aguda de la rTBL-1 via intragastrica en ratas Sprague
Dawley mediante las recomendaciones de la guia 423 de la OCDE.

e Realizar el ensayo de toxicidad subcrénica de la rTBL-1 1 administrada via
intragastrica en ratas Sprague Dawley conforme las recomendaciones de la guia
407 de la OCDE.

e Evaluar los efectos adversos de la rTBL-1 en pancreas, bazo e higado mediante
histopatologia después de la exposicidn subcrénica y a seis semanas de

recuperacion.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Disefno del estudio

Se tratd de un estudio longitudinal y experimental empleando la estrategia
metodoldgica que se muestra en la Figura 7. El protocolo de investigacion fue
aprobado por el Comité de Bioética (54FCN2021) de la Facultad de Ciencias Naturales
de la Universidad Auténoma de Querétaro (FCN-UAQ) con numero de registro 13251.

Evaluacion de la toxicidad intragastrica
aguda y subcrénica de la rTBL-1 por los
métodos de clases y dosis repetida
propuestos por la OCDE en las guias 407

y 423
v
Obtencion de rTBL-1

|

v v
Esquema de toxicidad intragastrica aguda Esquema de toxicidad intragastrica subcronica

| !

v

Seguimiento de peso corporal, consumo de
agua y alimento

v

Determinaciones hematolégicas y
bioquimicas

v

Andlisis macroscopico de érganos

v

Anélisis histopatologico de
érganos blanco

v

Andlisis estadistico

Figura 7. Estrategia metodologica empleada en el presente trabajo.
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6.2. Obtencién delarTBL-1

La produccion y purificacion de la rTBL-1 utilizé la metodologia descrita por Palmerin-
Carrefio y col. (2021) en el laboratorio de extraccién y purificacion de la Facultad de
Ciencias Naturales de la Universidad Autobnoma de Querétaro. Brevemente, se utilizd
un biorreactor (applikon Biotechnology) con capacidad de 3 L (Figura 8), y se
controlaron factores de pH, oxigeno, temperatura y agitacion. EI medio de cultivo fue
centrifugado a 4000 rpm por 20 min en una centrifuga a 4 °C. El sobrenadante fue
recuperado y clarificado por medio de filtracion para posteriormente ser purificado en
columnas para filtracion en gel con Sephadex con afinidad a niquel y con apoyo de
una bomba peristéltica bidireccional (Bomba ECONO PUMP de BioRad).
Posteriormente las columnas fueron lavadas con un gradiente ascendiente de imidazol
200 mM con el objetivo de recuperar la rTBL-1. Por ultimo, la muestra se dializé por
osmosis con agua destilada hasta eliminar las sales presentes y tener una
conductividad menor a 50 puS/cm (Palmerin-Carrefio y col.,, 2021). Finalmente, la

muestra obtenida se liofiliz6 y se mantuvo en congelacion a -20 °C hasta su uso.

@ O O) )

Modificada en Pichia Crecimiento en Centrifugacién

Pastoris Bioreactor
/ a0
(o)
B}

\® / !

@4/ - 7

=~
(\\ { (e High * Low /—\‘;
\f’/‘ 1 & % \\5 _\6/

\\?/ Dialisis por osmosis Liofilizacién

Purificacion en
columnas

en membranas
semipermeables

Figura 8. Proceso de la extraccion y purificacion de rTBL-1. 1) Region tomada del frijol Tépari e
insertada en Pichia pastoris, 2) crecimiento en biorreactor de 3 L, 3) Centrifugacion y filtracién 4)
Purificacion en columnas con afinidad a niquel, 5) Didlisis por 6smosis en membranas semipermeables
y 6) Liofilizacion por 7 dias (realizado con BioRender.com).
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La proteina se identificé utilizando el método de Bradford (1976) en geles de
poliacrilamida al 13%. Las fracciones de rTBL-1 se analizaron mediante SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) cargando 25 ug de proteina. Los geles fueron tefiidos con azul de
Coomassie durante 12 h. Posterior a ello, el exceso de colorante fue retirado lavando
los geles en solucion de metanol/acido acético 4:3 hasta observar las bandas

marcadas.

6.3. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Sprague Dawley de cinco semanas de edad adquiridas del bioterio
del Instituto de Neurobiologia, Campus Juriquilla-Universidad Nacional Autbnoma de
México. Los animales se colocaron en cajas individuales con agua y alimento ad libitum
(Nutricubos® Agribrands Purina México, S.A. de C.V.). El alimento fue tratado
térmicamente en autoclave a 105 °C por 15 min y 6 psi con la finalidad de inactivar las
lectinas presentes y finalmente secado en horno con flujo de aire (Shel Lab) a 60 °C
por 24 h. Las ratas se mantuvieron en el bioterio de la FCN-UAQ donde se realizaron
los procedimientos experimentales a una temperatura de 22+2 °C, humedad relativa
de 45 a 60%, ciclos de 12 h luz y 12 h oscuridad. Los animales tuvieron una semana
de aclimatacion a las condiciones del bioterio antes de comenzar los experimentos. En
todo momento se atendieron las recomendaciones de la reglamentacién interna del
bioterio de la FCN-UAQ (Garcia-Gasca y Andrade-Portillo, 2021), de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) sobre las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio (SAGARPA, 2001), y de las
guias 407 y 423 de la OCDE que se siguieron para la realizacion de los protocolos
experimentales (OCDE, 2001, 2008).

6.4. Estudio de toxicidad intragastrica aguda

Para este ensayo se utilizaron 30 ratas hembra Sprague Dawley y se siguieron las
recomendaciones de la guia 423 de la OCDE (OCDE, 2001). Después de su semana
de aclimatacion, a las 6 semanas de edad, las ratas se dividieron en 6 grupos de 5
roedores cada uno: a 5 grupos se les administr6 la rTBL-1 por via oral con uso de una

canula intragastrica en las dosis Unicas de 5, 30, 50, 100 y 300 mg/kg, mientras que a
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un grupo control se administré solamente solucién salina, siempre respetando el no
exceder un volumen de 10 ml/kg y que las ratas tuvieran 2 horas de ayuno por las

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

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

opacidad corneal).

En el dia catorce después de la administracion de los tratamientos de la rTBL-1 se
procedié a la eutanasia de las ratas con CO:2 (SAGARPA, 2001). Se obtuvieron
muestras de sangre por puncion cardiaca para las determinaciones hematolégicas
(biometria hematica completa) en tubos con EDTA-K2 como anticoagulante y para las
determinaciones bioquimicas (marcadores hepaticos: alanina-aminotranferasa (TGP)
y aspartato-aminotransferasa (TGO); y marcadores renales: urea y creatinina) en tubos
con gel separador que fueron centrifugados a 3,000 rpm durante 5 minutos. Las
muestras sanguineas fueron analizadas el mismo dia de su obtencion por Unidad de
Servicios Clinicos de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de
Querétaro. Los 6rganos de las ratas fueron analizados como se describe en la seccion

6.6. Andlisis macroscopico de 6rganos.
6.5. Estudio de toxicidad intragastrica subcronica

Al concluir el estudio de toxicidad oral aguda y obtener como resultado que la rTBL-1
tiene de baja toxicidad en dosis elevadas se procediod a iniciar el ensayo de toxicidad
oral subcroénica utilizando una dosis baja. En este ensayo se utilizaron 10 ratas hembra
y 20 ratas macho Sprague Dawley. Las ratas hembra se dividieron en los grupos de

tratamiento y de control con 5 animales cada uno. Por otro lado, las ratas macho se

22



dividieron en 4 grupos de 5 roedores cada uno: 2 grupos que recibieron el tratamiento
conlarTBL-1, a un grupo se realizo la eutanasia al completar los 28 dias de tratamiento
y al otro se continué observando durante un periodo de recuperacion de 6 semanas; a
los 2 grupos restantes se les consideré como control de los grupos que fueron tratados,
respectivamente. Los roedores tenian un ayuno de 2 h previo a ser tratados como
sigue: los grupos tratados recibieron una dosis oral diaria durante 28 dias de 30 mg/kg
de la rTBL-1 disuelta en un volumen de 10 ml/kg de solucién salina, mientras que los

grupos control se les administré solamente el vehiculo.

Los grupos experimentales se observaron diariamente desde la administracion de
tratamientos hasta 2 h posteriores cuando se les coloc6 el agua y el alimento, y
también por una hora antes de que se iniciara el ciclo de oscuridad en el bioterio, para
presenciar signos y sintomas de toxicidad, tales como: aspecto fisico (posiciones
extrafas, piloereccion, posicion de la cola, lagrimeo, excretas, pérdida de peso),
comportamiento (consumo de agua y alimentos, actividad/inactividad, comportamiento
exploratorio, agresividad, sedacion); otras alteraciones (temblores musculares,
convulsiones, paralisis, alteracion de los reflejos, tamafio de pupila, opacidad corneal).
Al noveno dia de tratamiento, se seleccionaron aleatoriamente 3 animales del grupo
de ratas macho con tratamiento de rTBL-1 y 3 ratas de su respectivo grupo control
para tomar una muestra de sangre periférica y realizar el analisis de biometria

hematica de la misma.

La eutanasia de los roedores se realizé al completarse los periodos de tratamiento o
de recuperacion. Se recolectaron muestras sanguineas para su analisis como se
describié previamente en la seccion 6.4 asi como el andlisis de marcadores
bioquimicos como colesterol, triglicéridos, colesterol HDL, fosfatasa alcalina, proteinas
totales, albumina y amilasa. Los oOrganos de las ratas fueron analizados

macroscopicamente y mediante histopatologia.
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6.6. Analisis macroscoépico de érganos

Los 6rganos de los animales se observaron, fueron extraidos y se mantuvieron en

recipientes con solucién salina 0.9% fria tratando de registrar su peso lo méas rapido

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

Peso relativo(%) = x 100
Peso corporal

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

Longitud del intestino

indice de longitud =
naice ae longitu Peso corporal

6.7. Analisis histopatolégico de érganos

Los 6rganos, posteriormente a ser pesados, se colocaron en un recipiente sobre hielo
con formol al 10% en solucion amortiguadora de fosfatos con pH de 7.2. Las muestras
fueron mantenidas en refrigeracion hasta que fueron entregadas al Laboratorio de
Histopatologia de la FCN-UAQ donde siguieron un proceso de deshidratacién y
aclaramiento para ser incluidos en parafina. Al finalizar la inclusiébn y montaje de las
muestras se procedio a realizar cortes del tejido en serie de un grosor de 6 um que se
tiferon con hematoxilina-eosina y se analizaron mediante microscopia 6ptica a 10x,
40x y 100x (Lépez-Sanchez y col., 2010).

6.8. Anaélisis estadistico

Los resultados experimentales fueron expresados como media + desviacién estandar
(DE), el tamafio de muestra se describe en las figuras y tablas de la seccion de
resultados de cada uno de los ensayos realizados. Las comparaciones entre medias
de grupos se realizaron por la prueba “t” de Student o por un analisis de varianza
(ANOVA) y una prueba de Dunnett segun correspondio (p<0.05). Las bases de datos
se realizaron en Microsoft 365® Excel. El analisis estadistico se efectué en el programa

JMP 6 y los gréficos fueron desarrollados en GraphPad Prism 8.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Obtencién delarTBL-1

En el presente estudio, el rendimiento en la obtencion de rTBL-1 fue similar al
reportado por Palmerin-Carrefio y col. (2021), 265+13 mg/L. Al tener la cantidad
suficiente de rTBL-1 se iniciaron las pruebas de toxicidad in vivo necesarias para
conocer su seguridad (Schwenk y col., 2002). Los resultados y discusién de los
estudios de toxicidad se muestran en dos bloques atendiendo los dos esquemas que

fueron implementados.
8.2. Estudio de toxicidad intragéstrica aguda de la rTBL-1

La administracion oral Gnica de la rTBL-1 a las ratas en las diferentes dosis probadas
(5-300 mg/kg) no generd ningun signo o sintoma de toxicidad al comparar con respecto
al grupo control. Ningun animal mostré aletargamiento, piloereccion, diarrea, vémito, o
alteraciones en la postura y marcha, tampoco se observaron cambios en el
comportamiento conductual o diferencia en las expresiones faciales. Todas las ratas
sobrevivieron al ensayo en los distintos niveles de dosis administradas. La rTBL-1 en
la dosis de 300 mg/kg mostr6 mayor seguridad en los parametros evaluados del
comportamiento animal que la dosis de 300 mg/kg de la TBLF, la cual provocé
aletargamiento, piloereccion y diarrea durante las primeras 48 h posteriores al
tratamiento oral agudo (LOpez-Sanchez y col., 2010). Este efecto coincide con otro
estudio cuando se administrd lectina extraida de frijol Tépari via intraperitoneal en
dosis de 700 mg/kg (Reynoso-Camacho y col., 2003) ocasionando diarrea. Sin
embargo, la rTBL-1 no mostrd estos cambios, lo que sugiere una mayor seguridad y

tolerabilidad de la proteina.

El peso corporal y la ingesta de alimento y agua son parametros criticos para la
evaluacion toxicologica, porque mediante estas medidas puede detectarse de forma
temprana la presencia de toxicidad de los compuestos administrados (Repetto
Jiménez y Repetto Khun, 2009). Algunas lectinas como Phaseolus vulgaris y lectina

del rizoma de Microgramma vacciniifolia han causado pérdida de peso corporal en
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animales tratados con estas e incluso su muerte. (Cavalcante da Silva et al., 2020;
Hamid and Masood, 2009; McPherson, 1990) Las ratas tratadas con la rTBL-1
mantuvieron, conforme su crecimiento, la ganancia de peso de manera similar a los
animales del grupo control (Figura 9). En el ensayo de toxicidad aguda de la TBLF, la
administracion de lectinas tampoco afecto el peso corporal de animales tratados con
respecto a los grupos control (LOpez-Sanchez y col., 2010). Por el contrario, la
administracion de lectinas obtenidas de frijol Tépari en ratones (ambos sexos) en dosis
de 200, 400 y 600 mg/kg via intraperitoneal mostraron disminucion del peso corporal
al cuarto dia, no obstante al final del estudio agudo solo los machos alcanzaron el
mismo peso que los controles, sin embargo esto no sucedié con las hembras
(Reynoso-Camacho y col., 2003). En este sentido la administracion de rTBL-1 via
intragéstrica en la dosis maxima probada (300 mg/kg) no ocasion6 disminucién de
peso, lo que sugiere presentar un menor grado de toxicidad, lo cual esta relacionado
también a la via de administracién. Se ha observado que otras lectinas como la lectina
del extracto salino de los cuerpos fructiferos del hongo shiitake, Lentinula edodes
(Berk) no provocan pérdida significativa en el peso con la administracion intraperitoneal
de hasta 10,000 mg/kg (Eghianruwa y col., 2011).
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o 1801
7]
& 170
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150+ rTBL-1 (100 mg/kg)
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Figura 9. Peso corporal de ratas Sprague Dawley tratadas con diferentes dosis de rTBL-1 en el
estudio de toxicidad intragastrica aguda. El peso de los animales fue registrado cada 72 horas. Se
muestran los valores promedio + desviacién estdndar de 5 ratas por grupo. Grupos que son diferentes
significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una via,
seguida de la prueba Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.
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El consumo de alimento y la ingesta de agua de los animales tratados con la rTBL-1
no mostraron diferencia estadisticamente significativa al comparar con los registros de
consumo de los animales control (Figura 10). La administracion oral agua de la TBLF
no afectd la ingesta de agua y alimento, pese a la diarrea presentada durante las
primeras 48 h posteriores al tratamiento, y tampoco repercutié en cambios del peso
corporal como se describié previamente con respecto a los grupos control (Lépez-
Sanchez y col., 2010). Por lo anterior, los resultados sugieren que la administracion
oral de la rTBL-1 es segura al no afectar de forma temprana los parametros de peso
corporal e ingesta de agua y alimento. Este mismo patrén se ha observado con la
administracion intraperitoneal de la lectina de granada PgTel en Unica dosis de 100
mg/kg en ratones, al no mostrar diferencias en el consumo de alimento, agua, ni en la

ganancia de peso (Rodrigues da Silva y col., 2022).
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Figura 10. Consumo de alimento y agua de las ratas Sprague Dawley tratadas con diferentes
dosis derTBL-1 en el estudio de toxicidad intragastrica aguda. A) Ingesta de alimento. B) Consumo
de agua. Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. Grupos que
son diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA
una via, seguida de la prueba Dunnett para comparacién de medias, p<0.05.
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La cuantificacion de células sanguineas y otros parametros hematoldgicos se
muestran en la Tabla 4. Se observé que en los grupos administrados con la rTBL-1, la
cantidad de leucocitos y plaquetas fue similar a la del grupo control, pero la cantidad
de eritrocitos del grupo al que se administraron 100 mg/kg de rTBL-1 fue ligeramente
menor a la del grupo control. Lo anterior no representa un signo grave, ya que la
concentracion de eritrocitos en sangre (7.7+0.4 x10%/uL) se encuentra dentro del rango

normal para ratas (Delwatta y col., 2018).

Tabla 4. Biometria heméatica de las ratas del estudio de toxicidad aguda

Grupo
Parametro . rTBL-1 rTBL-1 rTBL-1 rTBL-1
(30 mglkg) (50 mglkg) (100 mg/kg) (300 mglkg)
Leucocitos 1044138 8.8+2.1 9.943.0 11.9+3.1 8.5+13 9.042.1
(x103/uL)
Eritrocitos 8.5+0.6 7.940.1 7.940.3 7.840.4 77404 7.9+0.4
(x108/uL)
Hem(;%'f)b'"a 171411 15.940.6 15.940.5 16.140.6 16.040.7 15.740.8
Hem;;")“'m 54.5+4.0 496418 496414 40926 501424 50.03.3
0
MCV
) 63.8+1.2 63.0+2.1 63.141.3 63.8+0.4 65.4+2.3 635409
MCH
o0 20.10.9 20.2+0.8 202+0.6 20605 20.9+0.9 20.0+05
':'g/;d”: 31.4+0.9 32.140.2 320£05 32.4+0.7 321£0.4 31.541.1
RDW
% 11.740.6 10.940.6 11,3407 10.840.7 10.840.4 10.740.7
le%;’f:f)s 660.0459.4 | 773.3+1882 961.8+152.8 900.0477.8 702.3+186.1 744.048.5
NPV
0 6.940.2 7.0405 75405 6.840.7 6.940.1 6.940.2

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

Los parametros bioquimicos que fueron evaluados se muestran en la Tabla 5. La urea
y creatinina como marcadores de la funcion renal se mostraron sin cambios distintos a
lo determinado en el grupo control. En cuanto a las mediciones de transaminasas
encaminadas a evaluar la funcién hepética, la concentracion de alanina-

aminotranferasa (TGP) no presentd diferencia significativa entre los grupos tratados
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con rTBL-1 y el grupo control. Por otro lado, la aspartato-aminotransferasa (TGO)
disminuy6 de manera significativa en el grupo tratado con 300 mg/kg de rTBL-1 con
respecto al grupo control, no obstante, el valor se encuentra dentro del rango normal
de este pardmetro (Delwatta y col., 2018). La administracion de otras lectinas en
estudios agudos, incluso por via intraperitoneal, como PgTel no genera cambios en
parametros hematolégicos, de funcion renal y hepatica (Rodrigues da Silva y col.,
2022). Los resultados obtenidos de los animales tratados con la rTBL-1, sobre las
células sanguineas y determinaciones bioquimicas realizadas, son elementos que

respaldan que la lectina recombinante muestra un perfil de seguridad adecuado.

Tabla 5. Bioquimica sanguinea de las ratas del estudio de toxicidad aguda.

Grupo
Parametro Control rTBL-1 rTBL-1 rTBL-1 rTBL-1 rTBL-1
(5 mg/kg) (30 mg/kg) (50 mg/kg) (100 mg/kg) (300 mglkg)
Urea 405440 42.0+2.4 42,8458 30,443 1 36.6+1.1 46,6442
(mg/dL)
Creatinina 0.6:40.1 0.620.2 0.5+0.1 0.60.1 0.60.1 0.7+0.1
(mg/dL)
) \
o 25634439 | 1853+225 | 1824415 | 1994476 | 19734505 | 172.5+40.7
TGP
oI 59.0+2.4 60.0+4.5 62452 5064118 | 682+11.0 724446

Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba Dunnett para comparacion de medias, p<0.05. TGP: alanina-aminotranferasa;
TGO: la aspartato-aminotransferasa.

En el andlisis macroscépico de los 6rganos no se observaron cambios morfolégicos
visibles en cuanto al color y la posicion de los érganos de las ratas tratadas con la
rTBL-1 respecto de los animales en el grupo control. El peso relativo del intestino
delgado fue menor en las ratas que recibieron una dosis de 50 mg/kg con respecto al
grupo control (Figura 11). Para ajustar los datos, se analizo el indice de longitud del
intestino delgado considerando el peso del érgano entre en peso del animal y no se
encontraron diferencias entre los grupos (Figura 12). Parte de la diferencia en peso
puede ser dada por las caracteristicas individuales y también al hecho de que a pesar
de estar en ayuno los animales, queda contenido intestinal residual. El intestino grueso

y el higado no mostraron diferencias entre animales tratados con la rTBL-1 con
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respecto al grupo control y tampoco en el indice de longitud del intestino grueso al
realizar las comparaciones respectivas. Estos resultados son similares a los que se
obtuvieron en el estudio de toxicidad aguda de la TBLF donde se reportd que no hubo
afeccion en el peso de estos 6rganos (intestino delgado, intestino grueso e higado)

aun cuando se probdé una dosis mayor (2,000 mg/kg) (Lopez-Sanchez y col., 2010).

o mm Control
= * B TBL-1 (5 mg/kg)
E = B TBL-1 (30 mglkg)
‘7,_\: B rTBL-1 (50 mg/kg)
§ ol rTBL-1 (100 mg/kg)
" g mm rTBL-1 (300 mg/kg)

Intestino delgado Intestino grueso Higado

Figura 11. Peso relativo del intestino delgado, intestino grueso e higado de las ratas Sprague
Dawley tratadas con rTBL-1 del estudio de toxicidad intragastrica aguda. Los 6rganos se pesaron
y posterior se fijaron en formol. Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratas por
grupo. Grupos gue son diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un
asterisco (*). ANOVA una via, seguida de la prueba Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.
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T
2 06- B TBL-1 (5 mg/kg)
(=)
5 B TBL-1 (30 mg/kg)
© 0.4-
g B rTBL-1 (50 mg/kg)
O
T 0.2- rTBL-1 (100 mg/kg)
= TBL-1 (300 mg/kg)
0.0-

Intestino delgado Intestino grueso

Figura 12. indice de longitud de intestino delgado e intestino grueso de ratas Sprague Dawley
tratadas con rTBL-1 de estudio de toxicidad intragastrica aguda. Los intestinos se midieron y
posteriormente se fijaron en formol. Se muestran los valores promedio *+ desviacién estandar de 5 ratas
por grupo. Grupos que son diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con
un asterisco (*). ANOVA una via, seguida de la prueba Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.

El corazdn, los pulmones y los rifiones de las ratas tratadas con la rTBL-1 no mostraron

diferencia significativa en su peso relativo al compararse con los 6rganos de animales
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del grupo control (Figura 13). En el estudio de toxicidad oral aguda de la TBLF se
visualizé una disminucién en el peso de los rifiones en los grupos que recibieron una
dosis de 50 y 300 mg/kg (L6épez-Sanchez y col., 2010), esto no fue observado con la
rTBL-1.

1.5
Hm Control

= mm TBL-1 (5 mg/kg)
o 1.0
-% = BEm rTBL-1 (30 mg/kg)
°
= B TBL-1 (50 mg/k
o 05- r (50 mg/kg)
S E= rTBL-1 (100 mg/kg)

0.0 | B TBL-1 (300 mg/kg)

Corazon Pulmones Rifones

Figura 13. Peso relativo del corazén, pulmones y rifiones de ratas Sprague Dawley tratadas con
rTBL-1 de estudio de toxicidad intragastrica aguda. Los 6rganos se pesaron y posterior se fijaron en
formol. Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.

El estbmago de animales tratados con rTBL-1 con las dosis de 30 y 300 mg/kg mostro
un mayor peso relativo al momento de compararse con el grupo control (Figura 14),
asi como se describié en el caso de los intestinos delgados donde se propuso que las
diferencias en el peso relativo, pese a estar en ayuno los animales, se debe a que hay
distinto contenido gastrico que puede afectar el resultado sin embargo, sera importante
registrar dicho efecto en futuros experimentos. El pancreas mostré un aumento en el
peso relativo en las ratas que recibieron una dosis de 100 mg/kg de rTBL-1 que fue
estadisticamente diferente al peso de este érgano en los animales del grupo control,
pero no asi con la dosis de 300 mg/kg de rTBL1, este resultado podria estar
relacionado con algun efecto adverso en pancreas como la hiperplasia que observé
Pita-Lopez y col (2020). En el caso del cerebro, no se encontro diferencia entre
animales tratados con la rTBL-1 con respecto al grupo control. El efecto de aumento
en el peso relativo del pancreas en distinto al descrito en el estudio de toxicidad oral
aguda de la TBLF donde el grupo que recibié una dosis de 50 mg/kg tuvo una

disminucién en el peso de este 6rgano (Lopez-Sanchez y col., 2010).
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Figura 14. Peso relativo del estdmago, pancreas y cerebro de ratas Sprague Dawley tratadas con
rTBL-1 de estudio de toxicidad intragastrica aguda. Los 6rganos se pesaron y posterior se fijaron en
formol. Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una
via, seguida de la prueba Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.

El bazo, el timo y los ovarios de las ratas tratadas con la rTBL-1 no mostraron diferencia
significativa al compararse con los animales del grupo control (Figura 15). En el
estudio de toxicidad oral aguda de la TBLF no se describieron cambios en estos

organos para animales de los grupos tratados (Lépez-Sanchez y col., 2010).
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Bazo Timo Ovarios

Figura 15. Peso relativo de bazo, timo y ovarios de ratas Sprague Dawley tratadas con rTBL-1 de
estudio de toxicidad intragastrica aguda. Los 6rganos se pesaron y posterior se fijaron en formol. Se
muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. Grupos que son diferentes
significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*). ANOVA una via,
seguida de la prueba Dunnett para comparacion de medias, p<0.05.

Estos resultados concuerdan con Rodrigues da Silva y col. (2022) donde no hubo

diferencia en el peso relativo de 6rganos (riidn, bazo, pulmén, corazén e higado)
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después de administrar por Unica vez 100 mg/kg de PgTel a ratones; y con Eghianruwa
y col. (2011) después de una Unica administracion intraperitoneal de una lectina del
extracto salino de los cuerpos fructiferos del hongo shiitake, Lentinula edodes, donde

no se observo cambio de peso de rifiones, higado, pulmones y el corazon.

Por el contrario, la administracion intraperitoneal de extracto de lectina de frijol tépari
en ratones tanto hembras como machos tratados con diferentes concentraciones
presentaron un aumento significativo del bazo. Ademas, en machos con dosis de 400
Hg/g se observo disminucién del timo, disminucidn del peso del rifion, y en pulmén en
dosis de 1200 pg/g se presentd un incremento, mientras en las hembras hubo una
disminucién del peso del timo y rifidbn en dosis a partir de 800 pg/g, en los pulmones
se presentd un incremento en su peso corporal y en el higado una disminucion en la
dosis de 400 ug/g (Reynoso-Camacho y col., 2003). Si bien en este estudio no se
administraron dosis mayores a 300 mg/kg por via intragastrica, no se observaron
cambios en estos érganos, lo que sugiere que la rTBL-1 no presenta toxicidad,
relacionado ademas con la via de administracion (Ning y col., 2015).

Bajo el mismo esquema de toxicidad oral agua (OCDE, 2001), en el rango de dosis de
5 a 300 mg/kg, la rTBL-1 presentdé un menor nimero de efectos adversos en las ratas
tratadas con respecto a los resultados descritos para animales que recibieron la TBLF
(Lépez-Sanchez y col., 2010). Ante la sobrevivencia de todos los animales y a que no
llegaron a observarse signos o sintomas de toxicidad no fue posible determinar la DLso
aun con el uso de la dosis més alta de la rTBL-1 que fue evaluada (300 mg/kg). Es
importante mencionar que, ademas, la TBLF contiene varias lectinas, lo que puede
provocar un efecto sinérgico entre ellas. Con la evidencia mostrada se puede
considerar que la rTBL-1 pertenece a una sustancia de categoria 3 con baja toxicidad
gue pudiera clasificarse en categorias de mayor seguridad siempre y cuando se hagan
los ensayos pertinentes (OCDE, 2001). Lo anterior da lugar a que la realizacion de los
ensayos de toxicidad a dosis mas bajas en administraciones repetidas sea factible y

por lo tanto se continud con el estudio de toxicidad oral subcronica.
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8.3. Estudio de toxicidad subcronicade larTBL-1

En los ensayos de toxicidad oral subcrénica y de tolerabilidad de la TBLF (Ferriz-
Martinez y col., 2015; Lopez-Sanchez vy col., 2010), la dosis de 50 mg/kg mostré ser
seguray bien tolerada en las ratas. En curvas dosis respuesta sobre células de cancer
de colon HT-29, la rTBL-1 mostré un efecto citotoxico similar a la TBLF (LCso= 56
pg/mL) (Palmerin-Carrefio y col., 2021) y 402 pg/mL para la lectina nativa (Moreno-
Celis y col., 2020). La TBLF corresponde a un 30% aproximadamente del total de la
lectina liofilizada, mientras rTBL-1 corresponde al 80% de la proteina total en el
producto liofilizado, lo que representa el 63% de equivalencia respecto a la TBLF
(Palmerin-Carrefio y col., 2021), por lo tanto se opto por realizar el estudio de toxicidad
subcronica de la lectina recombinante con una dosis repetida de 30 mg/kg.

La administracion oral en dosis repetida de 30 mg/kg de la rTBL-1 a las ratas durante
28 dias no generd ningun signo o sintoma de toxicidad al comparar con respecto al
grupo control, excepto que algunos animales presentaron diarrea ocasionalmente.
Ningun animal presenté aletargamiento, piloereccién, vémito, o alteraciones en la
postura y marcha de las ratas, tampoco se observaron cambios en el comportamiento
conductual o diferencia en las expresiones faciales. Todas las ratas sobrevivieron al
ensayo y completaron el esquema de tratamiento. La rTBL-1 en la dosis de 30 mg/kg
mostro una seguridad similar en los parametros evaluados del comportamiento animal
gue la dosis de 50 mg/kg de la TBLF bajo los esquemas de dosis repetida durante 28

dias (Lopez-Sanchez y col., 2010).

En este estudio de toxicidad subcronica, las ratas hembra y macho tratadas con la
rTBL-1 mantuvieron, conforme su crecimiento, la ganancia de peso al igual que los
animales del grupo control (Figura 16). La rTBL-1 no provocé la pérdida de peso en
las ratas macho como lo reportado bajo el esquema de la TBLF (L6pez-Sanchezy col.,
2010) o como lo reportado durante el periodo de tratamiento de tres veces por semana
de 50 mg/kg de la TBLF en ratas casi adultas en el estudio de tolerabilidad, donde la
pérdida de ganancia de peso fue del 10% (Ferriz-Martinez y col., 2015). No obstante,

en ratas jovenes, bajo el mismo esquema, no se observo disminucion de ganancia de
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peso (Alatorre-Cruz y col., 2018). En el presente estudio, durante el periodo de

recuperacion de 6 semanas, las ratas macho ganaron peso de manera similar.
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Figura 16. Peso corporal de ratas Sprague Dawley tratadas con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio
de toxicidad intragéstrica subcrénica. A) Ratas hembra; B) ratas macho a las que se monitoreé
durante la administracién y en un periodo de recuperacion. El peso fue monitoreado cada 72 horas
desde la administracién de tratamientos, se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5
ratas por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t” de Student, p<0.05.

Los consumos de alimento y de agua por las ratas hembra y macho tratadas con la
rTBL-1 no mostraron diferencia estadisticamente significativa con los registros de
consumo de los animales control (Figura 17 y Figura 18). En los estudios de toxicidad
subcronica, la administracion diaria de 5 mg/kg de la TBLF en las ratas macho si
produjo disminucion en la ingesta de alimento durante la primera semana de
tratamiento (Lopez Sanchez, 2008), asi como la dosis repetida de 50 mg/kg en la
tercera semana de tratamiento (Lépez-Sanchez y col., 2010). Este efecto fue mas

pronunciado en el estudio de tolerabilidad, donde la disminucion en la ingesta de
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alimento se prolongd durante las primeras tres semanas durante el periodo de
tratamiento de 50 mg/kg de TBLF en las ratas macho (Ferriz-Martinez y col., 2015).
Nuevamente, se observé una mayor seguridad de la rTBL-1 con respecto a la TBLF
en las ratas hembra y machos al no afectar, durante el periodo de tratamiento y el

tiempo de recuperacion, los parametros de peso corporal e ingesta de agua y alimento.
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Figura 17. Ingesta de alimento por las ratas Sprague Dawley tratadas con 30 mg/kg de rTBL-1 en
el estudio de toxicidad intragastrica subcrénica. A) Ratas hembra; B) ratas macho a las que se
monitore6 durante la administracion y en un periodo de recuperacién. La ingesta de alimento se registré
diariamente desde la administracién de tratamientos, se muestran los valores promedio + desviacion
estandar de 5 ratas por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t” de Student, p<0.05.
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Figura 18. Consumo de agua por las ratas tratadas con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de
toxicidad intragdastrica subcrénica. A) Ratas hembra; B) ratas macho a las que se monitore6 durante
la administracion y en un periodo de recuperacion. El consumo de agua se registrd diariamente desde
la administracién de tratamientos, se muestran los valores promedio + desviacién estandar de 5 ratas
por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t” de Student, p<0.05.

En un estudio de tolerabilidad con la TBLF, 24 h después de la aplicacion de una dosis
tnica de 50 mg/kg se encontré que la relacion linfocitos/granulocitos fue diferente al
comparar con el control (70:30 grupo tratado vs. 90:10 grupo control) (Ferriz-Martinez
y col.,, 2015). Este efecto pudo observarse también al dia 9 de administracion
(aplicacion de tercera dosis de 50 mg/kg de TBLF) (Alatorre-Cruz y col, 2018). Por lo
anterior, al dia 9 de administracion de la rTBL-1 se colecté una muestra sanguinea
periférica para su analisis (Tabla 6). Los resultados no mostraron cambios en
leucocitos totales ni por tipo celular para el caso de ratas hembra, pero para el caso
de las ratas macho, si se observaron cambios no estadisticamente significativos vy,
dados los antecedentes obtenidos con la TBLF, resultan de importancia. Si bien, la

cuenta de leucocitos totales no cambio, el porcentaje de linfocitos disminuyd 9.7%, el
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de monocitos aumentd 17.2% y el de granulocitos increment6 en 20.3%. Lo anterior
sugiere activacion del sistema inmune, tal como se ha observado anteriormente para
la TBLF (Alatorre-Cruz y col, 2018; Ferriz-Martinez y col., 2015).

Tabla 6. Biometria hematica del estudio de toxicidad subcrénica al noveno dia.

Grupo
Parametro Hembras Machos
(TBL-1 (30 mglkg) Control rTBL-1 (30 mglkg) Control
LEUCOCITOS
potot) 9.725 9.8+26 13.143.0 13115
me((:/c)ltos 92.1+1.8 92.0+1.1 86.1+2.6 88.3+1.4
0
Morztc;;ltos 44404 4.4+1.0 6.8+1.2 5.8+0.6
0
Gran(t:)}c;cntos 35415 36+0.8 71416 5.9+1.0
0
ERITROCITOS
(x108/uL) 50:02 pax02 S i
Hemoglobina 198405 19.342.3 16.9+0.4 16.8+0.2
(g/dL)
Hem?;;crlto 54 0+1.4 51.3+2.0 A7 4+1.7 46.7£1.0
0
":'ff;’ 62.81.1 618211 58.3£1.9 58.0£0.9
"("F;')" 229402 233425 20.7£056 20905
MCHC 36.6£0.4 37.7438 35.6+0.7 36.1£1.0
(g/dL)
R(';‘;" 16.640.2 15.942.0 13,606 12.720.2
0
PLAQUETAS 246.0489.1 258541153 196.0473.5 138.0412.7
(x10%/uL)
"z'ft;’ 7.0£02 6.9£0.5 70406 6.50.1

Se muestran los valores promedio + desviacién estandar de tres ratas por grupo. Grupos que son
diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*); prueba “t” de
Student, p<0.05. MCV: volumen globular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media: MCHC:
concentracién media de hemoglobina corpuscular; RDW: ancho de distribucion de glébulos rojos; MPV:
volumen plaquetario medio.

Al término del experimento, se recolectaron de nuevo muestras de sangre por via
intracardiaca, y fueron analizadas (Tabla 7). La cuantificacion de células sanguineas
y otros parametros hematolégicos permitié identificar que en los grupos administrados

con la rTBL-1 la cantidad de leucocitos, eritrocitos y plaquetas fue similar a la del grupo
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control tanto en las ratas hembras como en las ratas macho y se encuentran dentro de
los valores de referencia para esta especie (Delwatta y col., 2018). De igual forma, los
parametros hematoldgicos evaluados en los animales que tuvieron un periodo de
recuperacion fueron similares entre el grupo tratado y el control. Sin embargo, resalta
nuevamente que el total de leucocitos fue mayor para los animales tratados con la
rTBL-1, 19.2% en el caso de ratas hembra y 23.2% en el caso de ratas macho.
Después del reposo, la cantidad de leucocitos fue la misma para el caso de ratas

macho.

Tabla 7. Biometria hematica de las ratas al final estudio de toxicidad

subcroénica.

Para Hembras Machos recuperacion*
arametro - mm . meer
Control ) Control e Control
LEUCOCITOS | 9195 8.3+4.6 10,6436 8.6£25 11.842.3 11.942.2
(x103/uL)
ERITROCITOS | 55102 | 83203 101413 9,505 8.9+1.3 8.8+1.2
(x108/uL)
He";gf(’j'f)b'“a 167605 | 16.2£05 18.741.7 18.0£0.8 17.3:06 17.0£05
”e"‘;j‘;c”m 52.5+1.4 51.0£1.7 61.2£6.9 57.9+3.0 51.646.1 50.86.2
(]
MCV
i 62111 | 61.8£16 61.0£15 61.121.1 58.80.6 58.120.2
MCH
. 197402 | 19.7:04 18,6407 18.940.4 19.8+16 19.542.0
m"t; 317604 | 318405 30620.7 31,005 337426 33.6£3.0
R(g‘;" 110502 | 10806 133442 127428 13.941.1 137418
0
P"(Q%g/i[;\s 7308+1750 | 7960+1159 | 67558431 | 584741296 | 648.3:1824 | 549.7486.0
MPV
W 71203 6.9+0.3 7.2¢0.3 6.9+0.1 7.8+1.0 5.6£0.5

Ratas hembra, ratas macho y ratas macho con periodo de recuperacion (¢). Se muestran los valores
promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. Grupos que son diferentes significativamente con
respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*); prueba “t” de Student, p<0.05. MCV: volumen
globular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media: MCHC: concentraciéon media de hemoglobina
corpuscular; RDW: ancho de distribucion de glébulos rojos; MPV: volumen plaquetario medio.

39



Estos resultados son similares a los reportados tanto en los estudios de toxicidad
subcronica como de tolerabilidad de la TBLF donde se describe que el efecto
presentado en etapas tempranas del tratamiento sobre la relacion de linfocitos y
leucocitos no es un efecto de largo plazo que se observe en las epatas finales de
tratamiento o durante el periodo de recuperacion de los animales experimentales
(Alatorre-Cruz y col., 2018).

Los parametros bioquimicos evaluados se muestran en la Tabla 8. En las ratas hembra
no se observaron cambios significativos en la comparacion de las medias de los
pardmetros determinados con respecto al grupo tratado con rTBL-1 y el grupo control.
En el caso de las ratas macho administradas con rTBL-1, se observé un incremento
en los niveles séricos de creatinina y albumina que no salieron de los limites
establecidos por los valores de referencia (Delwatta y col., 2018), y que no se observé
cuando las ratas macho completaron el periodo de recuperacion. Llama la atencion el
alto nivel de triglicérido en ratas macho tratadas con rTBL-1 y controles, incluso fue el
doble que el registrado en las hembras. En los estudios de toxicidad oral subcrénicay
de tolerabilidad de la TBLF se habia descrito una disminucién de los niveles séricos
de albumina en los animales tratados con respecto al control, un efecto contrario al
observado con la administracion de la rTBL-1, que se pudo relacionar con la
disminucion de peso corporal y la disminucion en la ingesta de alimento de las ratas

del grupo tratado (Alatorre-Cruz y col., 2018).

El resto de marcadores bioquimicos que fueron analizados en los ensayos de la TBLF
se reportaron sin cambios significativos al comparar entre grupos tratados y control
(Alatorre-Cruz y col., 2018; Ferriz-Martinez y col., 2015; Lopez-Sanchez y col., 2010),
de manera similar a los resultados obtenidos para estas determinaciones en el
presente estudio cuando se administro la rTBL-1. Para tener un panorama mas amplio
de la funcion de los 6rganos sobre los que se analizaron los marcadores bioquimicos
y visualizar la presencia o no presencia de dafio tisular se llevé a cabo el analisis

macroscopico y microscopico de los mismos.
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Tabla 8. Bioquimica sanguinea de las ratas del estudio de toxicidad subcrénica

Grupo
, Hembras Machos Machos recuperacion®
Parametro TBL-1 - MLt . gTBLt
rTBL- rTBL- rTBL-
(30 mgkg) Control (30 mgkg) Control (30 mglkg)# Control
Urea 53.049.3 | 443%45 | 48.0+5.1 462428 42.7+4.9 397425
(mg/dL)
Creatinina 0.620.1 0.6:£0.1 0.620.1* 0.5:+0.04 0.620.06 0.5+0.1
(mg/dL)
Colesterol 552438 | 490472 | 50.0%56 58.647.9 ND ND
(mg/dL)
Triglicéridos 876208 | 9554168 | 192.6+19.9 | 197.2+75.3 ND ND
(mg/dL)
Colesterol HDL 206410 | 17.943.0 19.7+33 212435 ND ND
(mg/dL)
TGO
o 18844664 | 188.8452.1 | 15704141 | 17504373 | 157.0%141 | 17504373
TGP
o 606438 | 7404129 | 97.8+34.1 7484113 97.8+34.1 7484113
F“”“;S;S'“""a 526.6+82.5 | 4785+72.9 | 55544355 | 517.2457.9 ND ND
Proteinas totales
6.620.2 6.5+0.3 6.8+0.3 6.4+0.2 ND ND
(g/dL)
Albumina N
5.5+0.3 5.4+0.2 5.5+0.2 5.140.2 ND ND
(g/dL)
A{['J'l'/ija 5614450 | 564.5+82.2 | 889.4%564 | 840.3+60.0 ND ND

Ratas hembra, ratas macho y ratas macho con periodo de recuperacién (¢). Se muestran los valores
promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. Grupos que son diferentes significativamente con
respecto al grupo control se sefialan con un asterisco (*); prueba “t” de Student, p<0.05. HDL:
lipoproteinas de alta densidad TGP: alanina-aminotranferasa; TGO: la aspartato-aminotransferasa; ND:
No determinado.

En el andlisis macroscépico de los 6rganos no se observaron cambios morfolégicos
visibles en cuanto al color y la posicion de los érganos de las ratas hembra y macho
tratadas con la dosis diaria de 30 mg/kg de la rTBL-1 con respecto a los animales del
grupo control. En los estudios de toxicidad oral subcronica de la TBLF se describi6 una
disminucion del peso del intestino delgado tanto en ratas hembra como en ratas macho
al finalizar el tratamiento (Lopez-Sanchez y col., 2010). En el ensayo de tolerabilidad
se describié que en las ratas macho que completaron el tratamiento con la TBLF
aumento el peso relativo del intestino delgado y disminuyo el peso relativo del intestino

grueso, efecto que se revirtio después del periodo de recuperacion de los animales
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experimentales (Alatorre-Cruz y col., 2018). El peso relativo del intestino delgado, el
intestino grueso y el higado fue similar entre las ratas hembra y macho que recibieron
el tratamiento de la rTBL-1 con las ratas de sus respectivos grupos control (Figura 19).
Tampoco se observaron cambios en el indice de longitud del intestino delgado y del

intestino grueso entre animales tratados con la rTBL-1 y sus controles (Figura 20).

El corazon, los pulmones y los rifilones de las ratas tratadas con la rTBL-1 no mostraron
diferencia significativa al compararse los pesos relativos de estos érganos con los de
animales del grupo control (Figura 21). En el estudio de toxicidad oral subcronica de
la TBLF se visualiz6 una disminucion en el peso de los rifiones de ratas hembra y
macho que recibieron la dosis de 5 mg/kg de peso, asi como en el peso de pulmones
de ratas hembra que recibieron la misma dosis (LOpez-Sanchez y col., 2010). Esto no
fue observado con al rTBL-1 mostrando asi una mayor seguridad, de manera similar a
los ensayos de tolerabilidad (Alatorre-Cruz y col., 2018).

Intestino delgado Intestino grueso Higado
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Figura 19. Peso relativo del intestino delgado, intestino grueso e higado de ratas Sprague Dawley
tratadas con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad intragastrica subcrénica. Ratas
hembra, ratas macho y ratas macho con periodo de recuperacion (machoe). Se muestran los valores

promedio + desviacion estandar de 5 ratas por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t”
de Student, p<0.05.

42



Intestino delgado Intestino grueso

0.6 0.15+
3 3
= =
g’ 0.4 g’ 0.10
o o
) )
o °
8 0.2 8 0.05-
k=] o
£ £
0.0- 0.00- T
Hembra Macho Macho# Hembra Macho Macho®
mm Control Bl rTBL-1 (30 mg/kg)

Figura 20. indice de longitud de intestino delgado e intestino grueso de ratas Sprague Dawley
tratadas con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad intragastrica subcrénica. Ratas
hembra, ratas macho y ratas macho con periodo de recuperaciéon (machoe). Se muestran los valores

promedio + desviacioén estandar de 5 ratas por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t”
de Student, p<0.05.
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Figura 21. Peso relativo del corazén, pulmones y rifiones de ratas Sprague Dawley tratadas con
30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Ratas hembra, ratas macho y ratas
macho con periodo de recuperacion (macho+). Se muestran los valores promedio + desviacion estandar
de 5 ratas por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t” de Student, p<0.05.

El peso relativo del estbmago, pancreas y cerebro de animales tratados con la dosis
diaria de 30 mg/kg de la rTBL-1 (Figura 22) asi como del bazo, el timo, los ovarios (en
las ratas hembra) y los testiculos (en las ratas macho) (Figura 23) fue similar al peso
relativo de estos organos en los animales del grupo control. En los ensayos de
toxicidad oral subcronica y de tolerabilidad de la TBLF tampoco fueron reportados

cambios significativos en el analisis macroscépico de estos 6érganos al comparar entre
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grupos tratados y control (Alatorre-Cruz y col., 2018; Ferriz-Martinez y col., 2015;
Lépez-Sanchez y col., 2010).
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Figura 22. Peso relativo del estdmago, pancreas y cerebro de ratas Sprague Dawley tratadas con
30 mg/kg derTBL-1en el estudio de toxicidad intragéastrica subcrénica. Ratas hembra, ratas macho
y ratas macho con periodo de recuperaciéon (machos). Se muestran los valores promedio + desviacién
estandar de 5 ratas por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t” de Student, p<0.05.
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Figura 23. Peso relativo de bazo, timo y ovarios de ratas Sprague Dawley tratadas con 30 mg/kg
de rTBL-1 en el estudio de toxicidad intragastrica subcrénica. Ratas hembra, ratas macho y ratas
macho con periodo de recuperacion (macho+). Se muestran los valores promedio + desviacion estandar
de 5 ratas por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t” de Student, p<0.05.

En cuanto a la histopatologia de 6rganos después de la exposiciéon diaria por 28 dias
de la rTBL-1 no se observaron cambios en pancreas en ambos grupos (Figura 24) no
obstante, en el grupo tratado con 30 mg/kg en el bazo se observo esplenomegalia por
liquido. Lo anterior sugiere un efecto estimulador en bazo debido a la accion de la

rTBL-1. En el caso del higado, en el grupo experimental se observd congestion

44



moderada, hepatitis multifocal leve y degeneracion glucogénica, sin embargo, llama la
atencion que el grupo control también presentd congestion ligera y hepatitis multifocal
leve. Por ello se puede pensar que los efectos observados no corresponden a causa-
efecto de la administracién de la rTBL-1 sino a un factor externo que afecté a ambos
grupos. Ademas, este efecto puede estar relacionado con los altos niveles de
triglicéridos presentados en las ratas macho después de la exposicién subcrénica. En
estudios previos usando una dosis de 50 mg/kg (Lépez-Sanchez y col., 2010) no se
observaron alteraciones en higado, bazo, timo, corazon o estbmago. No obstante
Alatorre-Cruz y col. (2018) evidenciaron un aumento no significativo de la pulpa blanca
a las 6 semanas de administracion de 50 mg/kg de TBLF, lo que sugiere activacion del
sistema inmunoldgico, ademas, observaron hipertrofia en el pancreas exocrino (acinos
pancreaticos), con un aumento de los acinos y cambios en su morfologia (células
acinares redondas en vez de alveolar). Este hecho no fue observado con la
administracion de rTBL-1, posiblemente porque la TBLF contiene mas proteinas que
pueden llevar a cabo efectos sinérgicos. Se conoce que la hipertrofia del pancreas esta
relacionado a los inhibidores de tripsina contenido en las harinas de semillas de

leguminosas (Greer y col., 1985).

Después de 6 semanas de recuperacion, la histopatologia de 6rganos no mostro
cambios a nivel del pancreas en ambos grupos (Figura 25) sin embargo, en el grupo
tratado con rTBL-1, en el bazo se observo hiperplasia de la pulpa blanca, lo que sugiere
activacion del sistema inmunolégico. En el caso del higado en el grupo experimental
se observd congestion moderada, hepatitis multifocal leve y degeneracion
glucogénica, mientras en el control también presentd congestion ligera y hepatitis
multifocal leve, es decir después de 6 semanas de recuperacidn se siguieron
observando los efectos encontrados después de la administracion diaria de rTBL-1,
sin embargo, dichos efectos no son atribuibles a la rTBL-1. Los resultados obtenidos

sugieren que la rTBL-1 presenta menos efectos adversos que el uso de TBLF.
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Figura 24. Micrografias representativas de cortes histoldgicos de bazo, pancreas e higado de
ratas Sprague Dawley en el estudio de toxicidad intragéstrica subcrénica. Los cortes fueron
tefiidos con hematoxilina-eosina; se muestran los cortes de bazo a 10x y los cortes de pancreas e higado
a 40x. PB: Pulpa blanca; IL: islote de Langerhans; HM: Hepatitis multifocal
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Figura 25. Micrografias representativas de cortes histoldgicos de bazo, pancreas e higado de
ratas Sprague Dawley en el estudio de toxicidad intragastrica subcrdnica después de un periodo
de recuperacidon de 6 semanas. Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina; se muestran los
cortes de bazo a 10x y los cortes de pancreas e higado a 40x. HPB: Hiperplasia de la Pulpa blanca; IL:
Islote de Langerhans; HM: Hepatitis multifocal
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Algunas otras lectinas como las presentes en el frijol rojo crudo (P. vulgaris),
administrado al 1% en la dieta provocan la muerte de ratas en un lapso dos semanas,
incluso si éste se somete a proceso de coccidn por calor a 70 °C por 30 min al 20% de
la dieta ocasiona retardo en el crecimiento (McPherson, 1990). En humanos la
administracion oral Unica de P. vulgaris crudo y en altas concentraciones ocasiona
manifestaciones gastrointestinales como nausea, vomito, hinchazén y diarrea (He y
col., 2017). Efectos que no se presentan cuando el frijol es sometido a proceso de

coccién adecuado previo a su consumo.

La TBLF caus6 efectos adversos minimos en ratas tratadas en los ensayos de
toxicidad oral aguda y toxicidad oral subcrénica (Lopez-Sanchez y col., 2010), y
también mostrd ser bien tolerada ya que la mayoria de efectos observados fueron
reversibles después de un periodo de recuperacion (Alatorre-Cruz y col., 2018; Ferriz-
Martinez y col., 2015; Lopez-Sanchez y col., 2010). El presente estudio muestra que
la rTBL-1 también es bien tolerada por ratas Sprague Dawley y mantiene su actividad

biolégica como activador del sistema inmune.
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VIll. CONCLUSIONES

En el presente estudio, la administracion intragéstrica aguda y subcronica de rTBL-1
mostré buena tolerabilidad y efectos similares a los observados con la TBLF como la
activacion del sistema inmune. No se manifestaron alteraciones en los parametros
hematoldgicos, excepto por el incremento de células blancas en los grupos tratados,
ni en los marcadores bioquimicos que pudieran sugerir disfuncién hepéatica, renal,
pancreatica o nutricia. Tampoco se identificaron cambios macroscépicos en los
organos de los roedores que fueron tratados con la rTBL-1 y a nivel microscopico no
se observaron cambios estructurales o alteraciones celulares atribuibles ala rTBL-1, a
excepcion de la esplenomegalia e incremento de la pulpa blanca en bazo, lo que
apunta a la activacion del sistema inmune. Los resultados hasta ahora obtenidos
sugieren que la administracion oral de la rTBL-1 en ratas hembra y macho, en dosis

repetida de 30 mg/kg por 28 dias, es segura.

Estudios posteriores se centraran en la histopatologia tanto del intestino delgado como
del intestino grueso a nivel de las microvellosidades y de las criptas de colon, ya que
una de las caracteristicas identificadas hasta el momento para la mayoria de las
lectinas provenientes de leguminosas, incluida la TBLF, es la atrofia intestinal de las
microvellosidades. Este punto es indispensable para conocer los efectos adversos mas
importantes de la rTBL-1 y poder continuar los estudios sobre cancer de colon en

roedores.
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