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RESUMEN

Dadas sus propiedades de reconocimiento, se ha observado que algunas
lectinas de leguminosas presentan efecto mitogénico sobre linfocitos T, asi
como efecto como inmumoduladores. Dicho efecto se debe a la interaccion de
las lectinas con receptores presentes en la superficie de células inmunes,
induciendo a la expresion de citocinas que participan en la activacion de células
inmunitarias. Estudios previos han mostrado que lectinas de frijol Tépari
(Phaseolus acutifolius) provocan aumento en granulocitos, particularmente
eosinofilos. El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto
inmunomodulador en ratas Sprague Dawley de una fraccion concentrada de
lectinas (FCL) de frijol Tépari. Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague
Dawley de 5 semanas de edad, las cuales se mantuvieron en condiciones
controladas. Después de una semana de aclimatacion se les administré6 50
mg/Kg de peso de la FCL via intragéstrica durante 6 semanas, cada tercer dia,
con un descanso de 14 dias. Después del descanso, se administré6 una ultima
dosis. El grupo control fue tratado con una solucién salina Unicamente. Se
realizaron sacrificios los dias 1, 9 22, 43, 57 y 58 de tratamiento para obtener
sangre total, suero y se disectaron el bazo y el timo. Se realiz6 biometria
hematica (BH), se analizaron las poblaciones celulares en sangre, T CD4+, T
CD8+, T CD25+ mediante citometria de flujo y se realiz6 inmunohistoquimica
en bazo. Los resultados no mostraron pérdida en la ganancia de peso corporal
y del consumo de alimento del grupo que recibié el tratamiento con FCL
respecto al control. No se encontr6 afectaciébn en el peso de dérganos
inmunoldgicos y la BH mostr6 cambio respecto al porcentaje de linfocitos y
granulocitos, lo que sugiere una actividad inmune debido al tratamiento con la
FCL. Los estudios histopatolégicos de bazo no mostraron cambios
significativos en cuanto al nUmero de centros germinales, pero si en el diametro
y area de éstos, con una mayor presencia del factor de transcripcion FoxP3
alrededor de estos. Futuros estudios se enfocaran en el estudio de marcadores
los moleculares en los érganos blanco.

Palabras clave: Bazo, frijol Tépari, bazo, inmunomodulacion, Phaseolus
acutifolius, FoxP3.



SUMMARY

Given their recognition properties, it has been observed that some lectins
legumes have mitogenic effect on T cells, as well as effect immumodulators
This effect is due to the interaction of lectins with receptors on the surface of
immune cells, inducing the expression of cytokines involved in activation of
immune cells. Previous studies have shown that lectins from Tepary bean
(Phaseolus acutifolius) cause an increase in granulocytes, in particular
eosinophils. The aim of this study was to investigate the immunomodulatory
effect in Sprague Dawley rats of a concentrated fraction of lectins (FCL) form
Tepary bean. Male Sprague Dawley rats of 5 weeks old were used, which were
maintained under controlled conditions. After a week of acclimatization they
were intragastrically administered 50 mg/kg body weight of the FCL for 6
weeks, every third day, with a break of 14 days with a last dose after the break.
The control group was treated with saline only. Sacrifices were made on days 1,
9, 22, 43, 57 and 58 of treatment where total blood, serum and spleen and
thymus dissections were taken. CBC was performed; the cell populations were
analyzed in blood, TCD4+, TCD8+, TCD25+ were determined by flow cytometry
and immunohistochemistry was performed in spleen. The results showed no
loss in body weight gain and food consumption in the group receiving treatment
compared to the control FCL. No changes were found in the weight of immune
organs. CBC showed change in the percentage of lymphocytes and
granulocytes, suggesting an immune activity due to treatment with the FCL.
Histopathological studies of the spleen showed no significant changes in the
number of germinal centers, but differences in the diameter and area were
observed, with a greater presence of the transcription factor FoxP3. Future
studies will focus on the study of molecular markers in the target organs.

Keywords: Tepary bean, spleen, immunomodulatory, Phaseolus acutifolius,
FOXP3.
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l. INTRODUCCION

Mediante mecanismos evolutivos, las plantas han generado sistemas de
defensa contra el ataque de insectos y patdgenos, basados en barreras
estructurales o quimicas o mediante una respuesta metabdlica activa. Entre
estos sistemas se encuentran proteinas que actuan sobre los depredadores
que atacan a las plantas (Blanco-Labra y Aguirre-Mancilla, 2002). El frijol
Tépari (Phaseolus acutifolius), miembro de la familia de las leguminosas, se
adapta con mas facilidad a altas temperaturas y sequias en comparacion con
otras variedades domesticadas por el hombre, como Phaseolus vulgaris,
Phaseolus coccineus, Phaseolus lunatus y Phaseolus gray (Gonzélez De Mejia
y col., 1989; Sathyanarayanaiah y Sanchez, 1991). Sus componentes
antinutricios y citotdxicos se atribuyen, entre otros factores, a la presencia de
inhibidores de proteasas, taninos y lectinas, los cuales son relativamente
abundantes en el extracto crudo, pero desaparecen casi completamente
después de la coccion, por lo que al ser consumidos no representan riesgos a

la salud (Gonzélez de Mejia y col., 1989; Castillo-Villanueva y col., 2007).

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado una fraccion concentrada en lectinas
(FCL) de frijol Tépari, la cual presenta efectos antiproliferativos sobre células de
cancer (Garcia Gasca y col., 2012) mediante induccion de apoptosis (datos no
publicados). A través de estudios in vivo se ha observado que la FCL presenta
baja toxicidad y buena tolerabilidad, con efectos antinutricios al ser
administrada via intragastrica en dosis de 50 mg/kg de peso corporal durante 6
semanas (Ferriz-Martinez y col., 2015).

Respecto al sistema inmune, se han observado efectos sobre el nimero y
diametro de centros germinales en ratas (Reyes-Rocha, 2011 datos no
publicados), sin efectos en médula 6sea de vértebra ni en fémur en ratas (Cruz-
Jiménez, 2013 datos no publicados). Respecto a células hematopoyéticas,
Ferriz-Martinez y col. (2015) observaron un cambio en la proporcién de
linfocitos y granulocitos, con incremento en el porcentaje de los granulocitos

respecto a los linfocitos, incremento en el numero de eosinofilos y basofilos en



sangre periférica y tendencia a incrementar la pulpa blanca en el bazo,
(Moreno-Celis, 2014 datos no publicados).

Debido a lo anterior, se propuso estudiar los efectos de la administracion de la
FCL en poblaciones celulares de linfocitos T y células hematopoyéticas bajo
diferentes esquemas de administracion, a fin de evaluar su efecto como posible

inmunomulador.



Il. REVISION DE LA LITERATURA
2.1Frijol Tépari (Phaseolus acutifolius)

En México el consumo de frijol es tradicional. La especie mas consumida de
frijol es Phaseolus vulgaris, conocida como frijol comun, perteneciente a la
familia Fabacea (Jones, 1999). El frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) (Figura 1)
es una especie que se adapta con mas facilidad a altas temperaturas y sequias
en comparacion con otras especies. Ademas, P. acutifolius presenta mayor
resistencia microbiana y a la depredacion (Gonzéalez de Mejia y col., 1989;

Sathyanarayanaiah y col., 1991).

Figura 1. Semilla de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius).

El frijol Tépari tiene como areas de distribucion regiones semiéridas de América
del Norte. En México la principal area de distribucién y, probablemente de
origen, es el desierto sonorense. Aungque su consumo esta todavia limitado a
dicha regidon, esta cosecha es particularmente atractiva debido a sus
caracteristicas agronémicas (Gonzalez de Mejia y col., 1989; Reynoso y col.,
2003). Sus propiedades antinutricias se atribuyen principalmente a la presencia
de inhibidores de proteasas, taninos y lectinas. En comparacion con el frijol
comun, el frijol Tépari presenta concentraciones menores de lectinas sin
embargo, poseen actividad biologica mayor, medida como actividad
hemaglutinante (Gonzalez de Mejia y col.,, 1989; Castillo-Villanueva y col.,
2007).



2.2 Lectinas

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas oligoméricas termolabiles, que
constituyen un grupo de moléculas de origen no inmune (Van Damme y col.,
1998). Tienen la propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a
azucares libres o glicanos especificos que formen parte de estructuras
complejas como glicoproteinas o glicolipidos, sin alterar la estructura de los
carbohidratos (Goldstein y Hayes 1978; Van Damme y col., 1998; Da Silva y
col.,, 2014). Se encuentran distribuidas ubicuamente, desde bacterias hasta
animales y plantas (Mody y col., 1995; Lannoo y col., 2014).

Las lectinas, pueden producirse como proteinas solubles o como proteinas
asociadas a la membrana celular. Estan implicadas en diversos procesos
bioldgicos, incluyendo el reconocimiento célula-célula, proliferacion celular, la
migracion celular, la adhesiéon celular a la matriz extracelular, e interacciones
parasito hospedero (Van Damme y col., 1998). Presentan la propiedad de ser
proteinas globulares altamente resistentes a la digestion por enzimas
proteoliticas de los mamiferos consumidores (Freed 1999; Rhodes, 1999;
Kelsall y col., 2002). Una vez que ingresan al tracto digestivo, se unen de
manera especifica con los receptores de la superficie de las células epiteliales
del intestino (Rhodes y col., 1999; Lajolo y Genovese, 2002; Gonzélez de Mejia
y Prisecaru., 2005).

Por otro lado, las lectinas de las plantas son capaces de reconocer células
animales, propiciando la aglutinacion de eritrocitos y de otras células como
espermatozoides y plaguetas, ademas de bacterias. Inducen mitosis y efectos
citotoxicos en linfocitos y aglutinacion de virus. Algunas lectinas se han
evidenciado como potentes agentes inmunomoduladores (Da-Silva y col.,
2014) y han mostrado poseer actividad sobre cancer, tanto in vitro como in vivo
y en estudios de casos humanos (Sharon y Lis, 1995; Gonzalez de Mejia y
Prisecaru, 2005; Konska y col., 2008).

Debido a la capacidad de estas proteinas para interactuar con células del
sistema inmune, algunas lectinas poseen efectos inmunosupresores, como la

lectina de muérdago (Hajto y col.,, 1989); otras son toxicas, inhiben el
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crecimiento de células tumorales o participan en la adhesiéon celular (Sharon,
2007; Ferriz-Martinez y col., 2010). Entre las lectinas con efecto mitogénico
sobre los linfocitos destacan las provenientes de Phaseolus vulgaris (PHA),
Canavalia ensiformis (Con A), Pisum sativum (PSA) y Fitolaca americana
(PWM) (Gong y col., 2007).

2.3 Lectinas e interaccion con el sistema inmune:

La interaccion de las lectinas con células del sistema inmune induce efectos
adicionales a la estimulacién mitogénica, tal como la inmunosupresion (Sharon
y col., 1974; Castillo-Villanueva y col., 2007). Diversas lectinas de las plantas
ejercen funcion inmunomoduladora, que se inicia con la interaccibn con
glicanos presentes en la superficie de las células inmunes (Gabius 2001).
Dicha interaccion puede desencadenar la transduccion de sefales para
producir ciertas citocinas (Cuadro 1) e inducir respuestas inmunes eficientes
contra infecciones microbianas o tumores. Por lo tanto, las lectinas desde un
punto de vista inmunomodulador tienen potencial uso farmacéutico (Souza y
col., 2013).

Las sustancias inmunomoduladoras tienen la capacidad de mejorar o disminuir
las funciones del sistema inmunitario, pueden ser inmunoestimulantes o
inmunodepresores (Gao y col., 2013). Los primeros se utilizan para favorecer la
respuesta en enfermedades infecciosas, tumores, inmunodeficiencias primarias
y secundarias, fallo en las transferencias de anticuerpos (calostro), entre otros.
Los farmacos inmunosupresores estan indicados para mitigar la respuesta
inmunitaria en caso de rechazo de 6rganos trasplantados o enfermedades auto
inmunitarias La inmunoestimulacion se requiere cuando a pesar de funcionar
con normalidad, la actividad natural del sistema inmunitario no es suficiente
para reducir la carga infectiva (infecciones recurrentes) o cuando puede
considerarse una medida terapéutica coadyuvante (como en la terapia contra

cancer) para restituir el potencial del sistema inmunitario (Dantas y col., 2000).

La principal sugerencia del papel inmunomodulador que juegan las lectinas
vegetales se encuentra en funcion del tipo de inmunidad ejercida (tipo Tw1), que

se manifiesta por altos niveles de IFN-y (interferbn gama), a través de un
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mecanismo dependiente de interleucina 12 (IL-12) (Rogerio y col., 2007;
Cardoso y col., 2011; Pereira-Da Silva y col., 2012). En ensayos in vitro con 12
diferentes lectinas de plantas, se demostré que 6 de esas lectinas inducen la
produccion de IL-12 e IFN-y en células de bazo murino. Estas lectinas fueron
ConA de Canavalina ensiformis, PHA y PHA-L a partir de Phaseolus vulgaris,
PSA de Pisum sativum y WGA proveniente de Triticum vulgaris (Muraille y col.,
1999).

Cuadro 1. Efecto de lectinas de plantas sobre la produccién de citocinas
(modificado de Souzay col., 2013).

Lectina Fuente Citocina Referencia
Aumento de: IL-12 e IL-10 (Macréfagos | Panunto-
ArtinM Artocarpus murinos y células dendriticas). Castelo y col.,
rtin
heterophyllus TNF-a (mastocitos murinos) 2001; Barbosa y
IL-10/IFN-y (células murinas de bazo) col., 2011
Estimulacion de : IFN-y (células murinas
de bazo)
ConA Canavalia IFN-y e IL-2 ( células murinas de bazo) Tomiyama y
on
ensiformis IL-5, IL-10, TNF-a, IFN-y (células col., 2011
mononucleares de sangre periférica
humana—PBMCs)
) Reis y col.,
Canavalia Aumento de : IL-5, IL-10, TNF-a, e IFN-y _
Conbr o . 2008; Silva 'y
brasiliensis IFN-y (células murinas de bazo)
col., 2016
) ] Yoony col.,
Viscum album var. | Aumento de: IL-12 (células dendriticas
KML 2001; Lyu y col.,
coloratum humanas)
2010.
IL-12 (PBMCs humanas) Langer y col.,
ML-| Viscum album IL-15 (Neutréfilos humanos) 199; Souzay
IL-6, TNF-q, e IL-10 (PBMCs humanos) | col., 2013
Phaseolus . Haiqi y col.,
PHA . IFN-y e IL-2 (células de bazo murino)
vulgaris 2011

Una de las primeras lectinas que mostro efecto sobre sistema inmune fue la de
Jacalina (Artocarpus heterophyllus), que puede estimular in vitro a linfocitos T y
B humanos y la produccién de inmunoglobulinas (Ig) (Aucouturier y col., 1989).
La lectina de jacalina puede indirectamente estimular la secrecion de citocinas

tales como la interleucina 6 (IL-6), inducir la expresion de linfocitos tipo CD4, la
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diferenciacion de células Ty a Ty productoras de interleucina 4 (IL-4), y producir
células Ty, productoras de IgE.

Panunto-Castelo y col. (2001) propusieron un mecanismo de inmumnodulacion
para la administracion de la lectina ArtinM. Brevemente, este mecanismo
consiste en que la lectina ArtinM genera un incremento en la expresion de 1L-12
mediante la union al receptor 2 de tipo Toll de las células presentadoras de
antigeno, lo cual conlleva a la activacion de células asesinas naturales (NK, por
sus siglas en inglés) y linfocitos T, generando un nuevo incremento en la
expresion de IL-12 e interferon gamma por células T y macréfagos, activados a

su vez por células NK.

Otro ejemplo de lectinas como inmunomoduladores es el extracto patentado de
lectina de muérdago Viscum album, el cual cuenta con la aprobacion federal
para uso clinico en Europa y exhibe capacidad inmunomoduladora. Sin
embargo, el mecanismo de accion responsable de esta respuesta inmune aun
no esta elucidado. En un estudio realizado por Hajto y col. en 1989 inyectaron
dosis no téxicas de lectina de Viscum album a conejos, encontrando aumentos
significativos en poblaciones de células NK, linfocitos granulares, y actividad
fagocitica de granulocitos. Los estudios mostraron que la aplicaciéon de 0.5-3
ng/Kg de peso de lectina de Viscum album, dos veces por semana es eficaz
para mantener la elevacion en el nimero y actividad de las células NK de
sangre periférica sin embargo, si se les inyectaba lectina con mas frecuencia (a
diario), las células NK ya no eran estimuladas, lo que indica que la aplicacién
frecuente puede conducir a una inflamacion cronica. Basicamente, algunas
lectinas de las plantas inducen la quimiotaxis de neutréfilos por su interaccion
con los propios neutréfilos. No obstante, esta migracion puede ser aumentada
por la accién de las lectinas en células residentes, tales como los mastocitos y

macroéfagos (Pereira-Da Silva y col., 2012).
2.4Lectinas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius)

Estudios realizados in vitro con lectinas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius)
sobre diferentes lineas celulares de cancer humano han mostrado que posee

efecto citotéxico diferencial sobre células normales y cancerigenas (Valadez-
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Vegay col., 2011; Garcia-Gasca y col., 2012). Se han realizado estudios in vivo
con el fin de evaluar el efecto de la fraccion concentrada en lectinas (FCL) de
frijol Tépari en dosis de 50 mg/kg de peso corporal via intragastrica, cada tercer
dia. En el 2011 Reyes-Rocha (datos no publicados), con ratas de 14 semanas
de edad, observo un aumento en el numero y diametro de centros germinales
en bazo con respecto al control a partir de la segunda semana de tratamiento,
pero ningun cambio significativo en el timo. Cruz-Jiménez en el 2013 (datos no
publicados), bajo un esquema de tratamiento subcrénico con una dosis de 50
mg/kg de peso corporal con ratas del4d semanas de edad, no encontrd
diferencias que sugieran una actividad proliferativa o inhibitoria sobre médula

Osea de vertebra ni de fémur.

La lectina de Phaseolus acutifolius variedad escumite (EsL) presenta efecto
sobre leucocitos humanos en una concentracion de 15 pg/mL. La EsL indujo
proliferacion celular tanto en CD4+ como en CD8+ sin embargo, el efecto de
proliferacion fue tres veces mayor sobre CD8+ que en CD4+ (Castillo-
Villanueva y Abdullaev, 2005). Pese al posible efecto del mecanismo
inmumodulador que juegan las lectinas vegetales, ain no se conocen del todo

los mecanismos moleculares que causan dicha accion.

Estudios méas recientes mostraron efectos sobre sistema hematopoyético, con
disminucién de linfocitos y pulpa blanca en el bazo, asi como aumento de
granulocitos (Ferriz-Martinez y col., 2015). Asi mismo, se ha observado que
tras la administracion subcrénica de la FCL se provoca un aumento en el
tamafo de las placas de Peyer (datos no publicados). Bajo un esquema de
tratamiento subcrénico con administracion cada tercer dia con la FCL no se
encontré diferencia sobre interleucina seis (IL-6) o factor de necrosis tumoral
(TNF-a) (Moreno-Celis, 2014 datos no publicados). Los datos hasta ahora
encontrados presentan evidencia sobre el efecto de la FCL sobre sistema

inmune sin embargo, resulta necesario profundizar en este sentido.



2.5 Sistema Inmune

El sistema inmune es un conjunto de 6rganos, células y moléculas que llevan a
cabo mecanismos capaces de proteger al organismo, al reconocer agentes
patbgenos potenciales (bacterias, virus, hongos, protozoos, pardsitos, etc) y
sus productos toxicos (toxinas bacterianas), asi como de células
transformadas, e iniciar medidas para combatirlos (Kindt y col., 2007). La
proteccion conferida por el sistema inmunitario puede dividirse en dos
actividades vinculadas: reconocimiento y reaccion (o respuesta) (Abbas y col.,
2012).

La respuesta inmune se divide en dos tipos: respuesta inmune innata y
respuesta inmune adaptativa. La primera, también llamada natural, se refiere a
la defensa que presenta el hospedero para bloquear la entrada de patégenos y
eliminarlos antes que penetren en los tejidos. La inmunidad adaptativa, también
llamada especifica o adquirida, es un mecanismo de defensa mas
evolucionado, que es estimulado luego de la exposicion a agentes infecciosos,
y cuya capacidad e intensidad defensiva aumenta después de cada exposicion.
Existen dos tipos de inmunidad adaptativa, segun el tipo de células que utilice
en su respuesta: inmunidad adaptativa celular, producida por linfocitos T e
inmunidad adaptativa humoral, producida por linfocitos B. La respuesta inmune
innata y adaptativa mantienen un nexo a traveés de las citocinas, que son
proteinas sintetizadas y secretadas por las células del sistema inmune que
median muchas de las funciones, cuya secrecion es breve y autolimitada (Kindt
y col., 2007).

El sistema inmune se compone de érganos linfoides (Abbas y col., 2012):

1. Organos linfoides primarios: Los linfocitos empiezan a madurar aqui,
adquieren sus receptores especificos para cada antigeno. Los 6rganos

primarios son: médula 6sea y timo.



2. Organos linfoides secundarios: Estos 6rganos estan en epitelios y en
lugares en los cuales los antigenos pueden acceder a la linfa 0 a la
sangre. Los 6rganos linfoides secundarios son: ganglios linfaticos, tejido

linfoide asociado a mucosa y bazo.

2.5.1 Bazo

El bazo es el mayor 6rgano linfoide, se encuentra envuelto en el peritoneo,
tiene forma ovoide. Es el filtro principal para los agentes patégenos y antigenos
presentes la sangre Es un érgano clave para el metabolismo del hierro y la
homeostasis de los eritrocitos. Desempefia un papel importante en el montaje
de respuestas inmunitarias contra antigenos en el torrente sanguineo (Kindt y
col., 2007). El bazo tiene importancia particular en la respuesta a infecciones
sistémicas, diversas poblaciones esplénicas no soOlo atrapan y eliminan
antigenos transportados por la sangre, sino también inician la respuesta
inmune de tipo innata y adaptativa contra los patdgenos. A diferencia de los
ganglios linfaticos el bazo carece de vasos linfaticos, en lugar de eso los
antigenos transportados por la sangre y los linfocitos son conducidos hacia el
bazo mediante la arteria esplénica y hacia afuera por la vena esplénica.
Ademas de una gran cantidad de linfocitos, el bazo contiene espacios o
conductos vasculares especializados, una malla de células reticulares y fibras
reticulares, y estd provisto de abundantes macréfagos y células dendriticas
(Ross y Pawlina 2008). Estas células son las responsables de la funcion

inmunologica del bazo.
2.5.1.1 Regiones del bazo

Como el resto de los 6rganos linfoides, el bazo esta formado por un estroma y
un parénquima (Figura 2). El bazo esta rodeado por una cpsula constituida
por tejido conectivo denso y cantidades variables de fibras musculares lisas,
recubierta por un mesotelio, que es parte del peritoneo general y engrosada en
el hilio, donde entran las arterias y los nervios, a la vez que salen las venas y

los vasos linfaticos; tiene forma ovoide (Bautista y col., 1194).
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De la capsula parten trabéculas constituidas por fibroblastos, fibras de
colageno, un mayor nimero de fibras elasticas que las existentes en la capsula

y cantidades variables de fibras musculares lisas (Burke y Simon 1970).

Figura 2: Histologia de bazo de rata (Rattus norvergicus) cortes tefiidos con
Hematolixina y Eosina 4x, 10x, 40x y 100x. *PB: Pulpa Blanca, PR: Pulpa Roja.
Tomado de (Ross y Pawlina, 2015).

1. Estroma

El estroma esta constituido por: 1) Cépsula de tejido conectivo denso irregular
con fibras elasticas, miofibroblasto y alguna fibra muscular lisa (para poder
adaptarse a los cambios de volumen del bazo cuando retiene cierta cantidad de
sangre). 2) Trabéculas cilindricas de tejido conectivo que se originan en la
capsula y que penetran en el interior del bazo donde forman una malla
relativamente regular. 3) Tejido conectivo reticular formado por fibras de
reticulina y células reticulares fibroblasticas que forman el soporte de las
células parenquimatosas del bazo. Este tejido conectivo reticular es
continuacion del tejido conectivo de las trabéculas y de la cépsula. El

parénquima se le conoce como pulpa esplénica.
2. Parénquima

Al cortar al bazo se distinguen zonas diferentes: unas zonas redondeadas o
alargadas de color gris (la pulpa blanca) diseminadas en una masa de color
rojo oscuro (la pulpa roja) (Bronte y Pittet, 2013).
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En el parénquima del bazo se distinguen tres zonas o compartimientos
morfolédgica y funcionalmente distintos: a) la pulpa esplénica blanca, b) la pulpa
esplénica roja, que estan separadas por una interfaz denominada c) zona
marginal (ZM) (Bronte y Pittet., 2013).

a) Pulpa esplénica blanca (PB)

Est4 constituida por las vainas linfoides periarteriales y los foliculos linfoides
(Figura 3A), los foliculos linfoides pueden tener centros germinativos o no,
dependiendo de su estado funcional. Los foliculos linfoides estan ocupados,
fundamentalmente por linfocitos, algunas células plasmaticas, células
reticulares, células presentadoras de antigeno (CPA) y macréfagos (Bloom y
Fawcett, 1987) (Figura 3B).

La pulpa blanca es el tejido linfoide distribuido por todo el bazo, alrededor
siempre de una arteria o arteriola, en forma de nddulos linfoides tipicos
(Foliculos linfoides o de Malpighy). En los cortes tefiidos con Hematoxilina-
Eosina (HE), la pulpa blanca aparece basdfila a causa de la heterocromatina
densa en los nucleos de los numerosos linfocitos, se observa como regiones
blanco grisaceas circulares o alargadas que estan rodeadas por la pulpa roja.
La pulpa blanca consiste en una gruesa acumulacion de linfocitos alrededor de

una arteria (Ross y Pawlina 2015), formandose un centro germinal (Figura 3B).

Se distinguen dos zonas: una zona clara apical, que contiene mayor cantidad
de células reticulares con citoplasma acidéfilo, linfocitos pequefios, y células
dendriticas consideradas como células presentadoras de antigeno (Gartner y
Hiatt, 2015).

La pulpa blanca es estructuralmente similar a un ganglio linfatico, contiene
células T y células B; llas células principales de los foliculos linfoides son los
linfocitos B, mientras que los linfocitos T ocupan el area que rodea a la arteria
folicular. En las vainas linfoides periarteriales los linfocitos T son adyacentes a
la tinica media de la arteria central y los linfocitos B forman la region periférica.
Esta zona permite la generacion de antigenos, respuestas inmunes especificas
que protegen al cuerpo contra infecciones bacterianas, hongos y virus

transmitidas por la sangre (Ross y Pawlina, 2015)
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Figura 3: Estructura de pulpa blanca y centro germinal del bazo. A)
Fotomicrografia de la pulpa blanca y la zona marginal del bazo. G: Centro Germinal;
M: Zona Marginal, la arteria central estd sefialada por una flecha (Gartner y Hiatt,
2015) B) Representacion esquemética de los diversos tipos de células integrantes de
un centro germinal (Sobotta y Welsch, 2009).

b) Pulpa esplénica roja (PR)

La pulpa roja es de color rojo, tanto en el estado fresco como en los preparados
histolégicos, debido a que contiene una gran cantidad de eritrocitos, que llenan
la luz de los sinusoides y que infiltran los cordones esplénicos que suponen
alrededor del 75% del total de la pulpa esplénica (Milanéz-Almeida y col., 2015)
(Figura 4). En esencia, la pulpa roja consiste en sinusoides esplénicos,
separados por cordones esplénicos (cordones de Billroth), que ocupan los
intersticios que quedan entre las sinusoides venosas. Los cordones esplénicos
estan esencialmente formados por una malla laxa de células reticulares y
macréfagos, linfocitos, células dendriticas, plasmocitos y granulocitos (Sobotta
y Welsch, 2009).
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Figura 4: Estructura de la pulpa roja. CA: Arteria central, RP: Pulpa Roja, TV: Vena
trabecular, WP: Pulpa Blanca (Ross y Pawlina, 2015).

c) Zona Marginal (ZM)

La zona marginal es un area de paso en la que las células migran a la pulpa
esplénica roja o a la blanca (Blue y Weiss, 1981) y al estar interpuesta en el
paso de los linfocitos circulantes, tiene especial importancia en el desarrollo de
la respuesta inmune (Mitchell y Abbot, 1971). Contiene mas linfocitos que la
pulpa esplénica roja y estas células son de mayor tamafio que la pulpa
esplénica blanca (Tablin y Weiss, 1983), tienen la cromatina menos
condensada y son, presumiblemente linfocitos B no recirculantes, aunque
también se pueden encontrar linfocitos T. Se considera que la zona marginal
juega un papel muy importante en la eliminacion de particulas de la circulacion.
Dado que el bazo filtra sangre, tiene funciones tanto en el sistema inmune
como en el sistema hematopoyético. Las funciones del bazo en el sistema

inmne comprenden (Ross y Pawlina, 2015).

e Presentacion de antigenos por las APC (sobre todo células dendriticas y
macréfagos) e iniciacion de la respuesta inmunitaria.
e Activacion y proliferacion de linfocitos T y B.
e Produccién de anticuerpos contra antigenos presentes en la sangre
e Eliminacion de antigenos macromoleculares de la sangre.
14



El bazo también contiene una considerable poblaciéon de células T asesinas
naturales (NK, por sus siglas en inglés), que detectan antigenos lipidicos y esta
involucrado en una amplia gama de respuestas inmunes mediante la secrecion
de citocinas e induce la activacion rio abajo de células inmunitarias adaptativas
(Milanez-Almeida y col., 2015).

Las funciones hematopoyéticas del bazo comprenden (Ross y Pawlina 2015):

e Captacion y destruccion de eritrocitos y trombocitos viejos, dafiados y
anormales.

e Recuperacion del hierro de la hemoglobina de los eritrocitos.

e Formacion de eritrocitos durante cierta etapa de la vida fetal.

¢ Almacenamiento de sangre, en especial de eritrocitos.

2.6 Linfocitos

Los linfocitos son las principales células que participan en la respuesta
inmunitaria adaptativa, se dividen en tres poblaciones funcionales con base en
diferencias funcionales y fenotipicas: células NK, linfocitos B (células B) y
linfocitos T (células T) (Kindt y col., 2007). Los diferentes linajes de etapas de
maduracién de linfocitos pueden distinguirse por su expresion de moléculas de
membrana reconocidas por anticuerpos monoclonales particulares (Josefowicz
y col., 2012; Owen y col., 2014).

Todos los anticuerpos monoclonales que reaccionan con una molécula de
membrana particular pertenecen a un grupo de diferenciacion (CD, del inglés
cluster of differentiation) (Cuadro 2). El reconocimiento de subpoblaciones
reguladoras ha marcado una nueva etapa de desarrollo de investigacion sobre

la generacion y control de la respuesta inmune (Geiger y col., 2012).

Los linfocitos T se denominan asi debido a su sitio de maduracion en el timo.
Sélo reconocen fragmentos de antigenos procesados unidos a proteinas de
membrana celular Illamadas moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MCH, por sus siglas en inglés). Se dividen en dos tipos
principales de células: T citotoxicas (T¢) y T cooperadoras (Ty), que pueden
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distinguirse por la presencia de glucoproteinas de membrana CD8 y CD4 sobre
su superficie, respectivamente (Owen y col., 2014).

Cuadro 2. Marcadores CD usados para distinguir subpoblaciones de
linfocitos funcionales (modificado de Kindty col., 2007)

Designacién de Célula Célula  Célula Célula

Funcion
CD B Tc NK
Molécula de adhesion; transduccion

CD2 - + + +
de sefial

Elemento de transduccion de sefial
CcD3 - + +
de receptor de célula T

Molécula de adhesion que se une a
CD4 . +
moléculas del MCH II.

Molécula de adhesién que se une a )
CD8 - - + (variable)
moléculas del MCH I.

Receptor de baja afinidad para la
CD16 - - - +
region Fc de IgG

Transduccién de sefial; correceptor
CcD19 + -
de CD21.

Receptor para la molécula B7
CD28 - + +
co-estimuladora sobre CPA

Los linfocitos T CD8 se caracterizan por expresar una glicoproteina de
membrana en las superficies del complejo mayor de histocompatibilidad tipo |
(MCH 1), perteneciente a linfocitos TC, es decir T citotoxicos. CD8 ha sido
objeto de muchas estrategias terapéuticas disefiadas para modular las
respuestas de células T durante las reacciones alérgicas y rechazo de
trasplante de 6rganos (Kindt y col., 2007). Los linfocitos CD8 median funciones
cruciales de la respuesta inmune innata, principalmente en contra de virus.
Destruyen células diana que no expresan 0 expresan deficientemente
moléculas MCH | (Chavez-Galan y col., 2009).

La respuesta funcional de los linfocitos T CD8 es un componente esencial de la

respuesta inmune adaptativa para varios tipos de cancer, como el de mama y

colorrectal. Juegan un papel esencial en la defensa del hospedero, usando al

menos dos diferentes mecanismos para mediar la muerte directa de células

diana. Actian mediante la liberacion de perforinas y granzima B, la cual es una
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proteasa sérica que induce la apotosis y expresa el ligando Fas, para unirse a
Fas en células diana, que resulta en apoptosis (Morishima y col., 2010; Hadrup
y col., 2013). Basicamente las células CD8 identifican y matan a las células

infectadas por virus o células de cancer (Kindt y col., 2007).

El cmulo de diferenciaciéon 4 (CD4) corresponde a una glicoproteina de
membrana de tipo | integral expresada principalmente en las superficies del
MHC Il restringido a linfocitos T, timocitos y linaje de los monocitos (Kindt y col.,
2007). Los linfocitos T CD4+, desempeian un papel fundamental en el sistema
inmune debido a que colaboran con linfocitos B en el desarrollo de respuestas
humorales mediadas por anticuerpos, estimulan y mantienen una respuesta
celular de tipo T citotoxica mediada por linfocitos T CD8+, modulan las
funciones de macréfagos, regulan la respuesta inmune contra patégenos y
controlan la respuesta a antigenos propios, previniendo el desarrollo de
autoinmunidad. Los linfocitos TCD4+ regulan y amplifican diferentes
componentes del sistema inmune mediante la comunicacion con otras células.
Determinan la sintesis de anticuerpos por los linfocitos B. Activan linfocitos T
citotéxicos y macréfagos. Los linfocitos T CD4+ suprimen activamente las
respuestas inmunes patolégicas y fisiolégicas y, por lo tanto, contribuyen al
mantenimiento de la autotolerancia inmunoldgica y a la homeostasis inmune.
Las células T CD4 colaboradoras virgenes (Two), se diferencian en distintos
lingjes, incluyendo Ty, Tuz, Thiz, T reguladoras (Treg), entre otros,

caracterizadas por el patron de citocinas secretadas (Mossman y col., 1986)

Las células T reguladoras (Tregs) son un tipo de célula T CD4, que regulan o
suprimen a otras células del sistema inmunitario. Las Tregs controlan las
respuestas inmunitarias contra particulas extrafias o propias (antigenos) y
ayudan a prevenir enfermedades autoinmunes (Ohkura y Sakaguchi, 2010). Se
caracterizan por la expresion de CD4 y CD25 sobre su superficie, asi como la
expresion del factor de transcripcion interno FoxP3. Desempefian un papel
central en la regulacion, la tolerancia y la inmunidad mediante la prevenciéon de
la activacién y expansion de las células T autorreactivas que conducen a la
autoinmunidad, tienen un papel en la limitacion de la respuesta inmune en

enfermedades alérgicas, infecciones, trasplantes, y el cancer (Maloy y Powrie,
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2001; Sakaguchi, 2005; Wei y col., 2008). Es decir, el fenotipo de Tregs es
Foxp3+CD25+CD4+ (Nishikawa y Sakaguchi., 2014).

La regulacion de las células Tregs es critica para el mantenimiento de
respuestas inmunes tales como la inflamacion y las infecciones. Los
mecanismos mediante los cuales los linfocitos T reguladores (Tregs) ejercen
funcién supresora de la respuesta inmune incluyen, tanto mecanismos
dependientes de la secrecion de citocinas inhibitorias, como mecanismos
independientes de citocinas como citotoxicidad, disrupcion metabdlica,
modulacion y maduracion de células presentadoras de antigeno. En la
actualidad, el marcador mas confiable para definir y aislar linfocitos Tregs es el
factor de transcripcion Foxp3 (Hori y col., 2003; Khattri y col., 2003; Fontenot, y
col., 2003; Wei y col., 2008).

CD25 es una proteina de membrana de 55 kDa, es la cadena alfa del receptor
de interleucina 2 (IL-2), esta expresada en las superficies de las células T
activadas, células B y monocitos. Aunque CD25 ha sido utilizada como un
marcador para identificar células T reguladoras CD4+FOXP3 en ratones, se ha
encontrado que una gran proporcion de células T virgenes expresan CD25

constitutivamente en seres humanos (Janeway y col., 2001)

2.7 Factor de transcripcién FoxP3

El factor de transcripciéon FoxP3 (Forkhead Box P3) es el regulador maestro de
las células Treg en cuanto a su funcién y diferenciacion celular sin embargo, el
mecanismo por el cual logra tales actividades no estd aun dilucidado
(Yomogida y col., 2013). FoxP3 es un factor de transcripcién nuclear de 431
aminoacidos y su peso molecular es de 47.25 kDa. Se encuentra localizado en
el nucleo de células T, contiene 4 dominios potenciales incluyendo el represor
ZF, LZ y forkhead (FKH).

El dominio represor se encuentra localizado en la region N-terminal de FoxP3 'y
es requerido para reprimir la actividad transcripcional mediada por NFAT
(Betelli y col., 2005). El gen FoxP3 es expresado predominante en tejidos

linfoides como timo, bazo y ganglios linfaticos, en células CD4+CD25+ y en
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menor proporcion en células CD4+CD8+ (Sakaguchi, 2005). La funcion de las
células Tregs es controlada por FoxP3 (Fontenot y col., 2003; Khattri y col.,
2003 y Hori y col., 2012) y su expresion es de vital importancia para la

expresion del fenotipo supresor de las células Tregs (Gavin y col., 2007).

El dominio FKH es fundamental tanto para la unién de ADN y la localizacion
nuclear (Ziegler, 2006). Al estar el dominio FKH de FoxP3 localizado muy cerca
del extremo carboxiterminal de la proteina, sugiere que carece de dominio
transactivador y lleva a postular que podria actuar como represor
transcripcional (Coffer y Burgering., 2004) (Figura 5)
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Figura 5. Esquema de Foxp3 (Modificado de Ramsdell y Ziegler, 2014).

La funcion de FoxP3 estd asociada a diversos factores de transcripcion
incluyendo el factor nuclear de células T activadas (NFAT). La interaccion de
FoxP3 con NFAT conduce a la inhibicion de la expresion de la interleucina dos
(IL-2) y otras citocinas proinflamatorias, reduce las funciones de los linfocitos T
cooperadores (TH) (Szylberg y col., 2014).

Los efectos de inhibicion transcripcional fueron reportados por Betteli y col.
(2005) quienes describieron que FoxP3 suprime la produccion de IL-2, IL-4 e
IFN-y por mecanismos que incluyen asociacion a los factores de transcripcion
de la familia Rel, NF-kB y NFAT y bloqueo de su unién a las citocinas antes

mencionadas.

Por otro lado, se han identificado sitios potenciales de unién de Foxp3 en los
promotores de los genes que codifican para IL-4, TNF-a y GM-CSF (Gonzalez
Parias y col., 2010). Wei y col. (2008), en un modelo murino utilizando

administracion intraperitoneal de lectina de Concanavalina A, observaron
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mayor cantidad de FoxP3 en higado pero no en bazo. En el 2013, Nakano y
col., evaluaron la actividad que tiene la lectina de la Concanavalina A sobre el
higado, encontrando induccion de CD4+CD25+ y FOXP3, que a su vez
producen IL-10, posiblemente como mecanismo de proteccion después de un

dafio hepético por la inyeccién de ConA.

A través de las proteinas Janus cinasas, el sistema inmune juega un papel en
el desarrollo y progresion del céancer, ejerciendo efectos promotores y
supresores tumorales, esta dualidad es la base del proceso conocido como
inmunoedicion (Schreiber y col., 2011). FoxP3 es necesario y suficiente para la
induccion de funciones inmunosupresoras en linfocitos T reguladores. Es
también expresado en algunas células linfoides, en las cuales puede reprimir
varios oncogenes, que son restaurados de acuerdo a mutaciones o deleciones
de FoxP3 (Martin y col., 2010).

Esta establecido que la expresion de FoxP3 en células T reguladoras
(Sakaguchi y col., 1995; Martin y col.,, 2010) es mas abundante en sangre
periférica de pacientes con cancer en comparacion que en pacientes sanos.
Muchos tumores humanos estan infiltrados por células Treg, presentando
pequefias células con morfologia linfocitica y con alta expresién de FoxP3 en el
ndcleo. La densidad de células FoxP3+ es significativamente mas alta en tejido
malignizado que en uno normal (Bates y col., 2006; Hiraoka y col., 2006;
Mizukami y col., 2008). Actualmente se estudia la relacion de FoxP3 con CD4,

CD8 CD25 y Tregs en modelos murinos (Baihao y col., 2016)
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[I. JUSTIFICACION

La administracion de la FCL de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) en ratas ha
mostrado baja toxicidad bajo un esquema de tratamiento farmacolégico por 6
semanas. Entre los hallazgos, se han observado efectos sobre sistema inmune
secundario y sobre bazo. Debido a lo anterior, la presente investigacion se
enfocd en determinar el posible efecto inmunomodulador de la FCL utilizando

un esquema de tratamiento tipo farmacoldgico.
IV. HIPOTESIS

La administracion de la fraccion concentrada de lectinas de frijol Tépari
(Phaseolus acutifolius) ejerce efecto inmunomodulador a través de la activacion
de poblaciones celulares y la expresion de marcadores inmunoldgicos en bazo

de rata.
V. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto inmunomodulador de la administracion de la FCL sobre

bazo de ratas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar si la administracion con FCL presenta efecto sobre la
poblacién de células sanguineas de ratas Sprague Dawley tratadas con
FCL

2) Determinar si la administracion con FCL genera un efecto sobre la
poblacion de linfocitos T

3) Determinar la expresion y cuantificar la expresién de Foxp3 en bazo de
rata por el efecto del tratamiento de la FCL.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Disefio experimental
Tipo de estudio: Experimental, longitudinal.
6.2 Obtencion de la FCL

La fraccion concentrada de lectinas de frijol Tépari (Phaseolius acutifolius)
(FCL) fue purificada en el Laboratorio de Mecanismos de Defensa de Plantas
del CINVESTAYV Unidad Irapuato, con la participacion de la M en C Julia Maria
Alatorre Cruz y del MRB Ricardo Cervantes Jiménez, estudiantes de Doctorado
en Ciencias Bioldgicas de la UAQ. Brevemente, la FCL se obtuvo de semillas
de frijol Tépari molidas en un molino Willey, se pesaron 100 g de harina
obtenida y se obtuvo el extracto crudo de proteina en 500 mL de agua
desionizada agitando durante 12 h a 4°C, después se centrifugé a 14000 rpm
durante 30 min. Se llevd a cabo una precipitacion con 40% de saturacion de
sulfato de amonio con agitacion magnética lenta. Esta suspension se dejé
equilibrar por 30 min a 4°C después de centrifugarse a 18000 rpm durante 1 h,
se descartd el precipitado obtenido. El sobrenadante fue llevado a 65% de
saturacion con sulfato de amonio, en este caso después de centrifugar
nuevamente a 18000 rpm durante 1 h, se recupero el precipitado y se descargo
el sobrenadante. La fraccion fue disuelta en un volumen minimo de agua
desionizada y dializada en membrana de 3500 Da, hasta la eliminacion de
sales presentes, liofilizada y almacenada a -20° C hasta uso. La fraccion
concentrada de lectinas (FCL) se obtuvo mediante cromatografia de exclusion
molecular con Sephadex G-75, dializada hasta la eliminacién total de sales
presentes liofilizada y almacenada hasta su uso (Garcia-Gasca y col., 2012).
Para 100 g de harina de frijol Tépari se obtuvieron 0.38 g de FCL.

6.3 Estudio in vivo

Se utilizaron 118 ratas macho Sprague Dawley, de 5 semanas de edad las
cuales fueron aclimatadas por una semana en condiciones controladas a 26° C
con un ciclo circadiano de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, con alimentacion y

agua ad libitum en el bioterio de la FCN-UAQ.
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Posteriormente se formaron 2 grupos aleatorizados y ajustados al peso
corporal. El grupo control fue conformado por 57 animales, al cual solo se le
administré via canula intragastrica el vehiculo durante todo el tratamiento. El
grupo tratado fue conformado por 61 animales, el cual recibio el tratamiento de
lectina (FCL) via canula intragastrica en una dosis de 50 mg/kg de peso cada
tercer dia durante 6 semanas (Lépez-Sanchez y col., 2010), con un descanso
de 14 dias y, finalmente, una ultima administracion dependiendo del
tratamiento asignado (Figura 6). En esta fase se contd con el apoyo de la M en
C Julia Maria Alatorre Cruz, la MVZ Vero6nica Andrade y el Biolégo Josué

Lépez Martinez.
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Figura 6. Disefio experimental y esquema de administraciones

Se registraron los pesos corporales al inicio del experimento y con una
periodicidad semanal hasta el Ultimo dia del experimento. Se determiné el
consumo de alimento 3 veces a la semana. Los datos obtenidos fueron
registrados sistematicamente de manera individual. Se realizaron sacrificios en
los tiempos indicados mediante decapitacion, con ayuda de una guillotina de 4
cuchillas para obtener la mayor cantidad de sangre y no causar toxicidad
sanguinea o hepatica por uso de anestésicos 0 sedantes. Se colectaron
muestras de aproximadamente 50 pyL de sangre periférica en tubos Vacutainer
con o sin EDTA para la separacion de suero o plasma, segun el caso, y
posterior separacion de alicuotas en tubos 200 pL para realizar la biometria
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hemética (BH). Durante cada sacrificio se disectaron los 6rganos inmunes timo
y bazo. Cada 6rgano fue pesado en una balanza electronica inmediatamente
después de su diseccion. Las placas de Peyer fueron contabilizadas y

registradas.
6. 4 Evaluacion de células sanguineas
6.4.1 Biometria Hematica

La evaluacion de células sanguineas se realizd mediante biometria hematica, a
partir de sangre colectada en tubos con EDTA, con ayuda de un
hematocitometro de marca CellDyn® seriel600. Durante el sacrificio se
recolecté sangre en un tubo de ensayo con EDTA como anticoagulante. Los
resultados fueron registrados de manera individual y los parametros obtenidos

se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Parametros en Biometria hematica (BH)

Parametros en Biometria Hematica (BH)

Abreviatura Significado Abreviatura Significado
WBC Glébulos Blancos MCHC Concentracion
Media de
Hemoglobina
RBC Globulos Rojos PLT Plaquetas
HGB Hemoglobina LYM% Porcentaje de
Linfocitos
HCT: Hematocrito LYM# Numero de
Linfocitos
MCV Volumen RDW-SD Ancho de
Corpuscular Distribucién
Medio Plaquetaria
MCH Hemoglobina MPV Volumen
Corpuscular Plaguetario Medio
Media

6.4.2 Recuento diferencial

Se tomd una muestra de sangre recolectada en tubos heparinizados y se
realizé un frotis sanguineo, colocando una gota de muestra sanguinea en un
portaobjetos, de tal manera que las células se distribuyeron formando una sola

capa homogénea, posterior a lo cual se sumergi6 el frotis sanguineo por 1 min
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en alcohol etilico al 90%, para proceder a tefiir con un Hemocolorante rapido
marca Hycell® y contar al microscopio

6.4.3 Citometria de Flujo

La citometria de flujo se realizd con la colaboracion de la Dra. Gabriela Lépez
Hernandez del Laboratorio de Inmunodeficiencias en el Instituto Nacional de

Pediatria, Ciudad de México.

Se recolectd sangre periférica de la rata mediante decapitacion en tubos
heparinizados para fijar y tefiir las muestras con anticuerpos marca Biolegend®
e identificar cimulos de diferenciacion CD4+, CD8+, CD25+. Cada anticuerpo
estaba marcado: El anticuerpo CD4+ se encontraba marcado con (isocianato
de fluorosceina) FITC, marca Biolegend, numero de catdlogo 201505), CD8+
marcado con clorofila de piridina (PerCP, marca Biolegend, numero de catalogo
201712), CD25+ marcado con ficoeritrina (PE, marca Biolegend, nimero de
catalogo 202105).

Una vez recolectada la muestra, se mezclé con 1000 pL de PBS 1X y se
transfiri6 a un tubo tipo falcon con Lymphopre®, en una proporcion 1:2, se
centrifugdé durante 20 min a 524 g con aceleracion minima. Después de esto,
se extrajeron las células que se encontraban en la parte superior, y se
transfirieron a un tubo tipo falcon, donde se agregaron 10 mL de PBS 1X, se
mezcld y se procedioé a centrifugar por 5 min a 524 g, se tomaron 30 uL que
fueron transferidos a un tubo para su lectura. Cada muestra se incub6 con una
mezcla de anticuerpos durante 15 minutos en frio y oscuridad. Después de esto
se adicioné 1 mL de PBS a cada muestra, se centrifugd durante 15 min a 524 g
y se desechd el sobrenadante. Se procedié a agregar 200uL de solucion
fijadora. La lectura se realizd por citometria de flujo, en un citbmetro FACS

Arias®, con la colaboracion de la
6.5 Evaluacién de morfologia de Bazo

Los andlisis histolégicos se realizaron gracias a la colaboracion de la M en C
Maria de Jesus Guerrero Carrillo y la MSPAS Paola Aranda, del Laboratorio de

Histopatologia de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ.
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Brevemente, los 6rganos obtenidos del sacrificio se fijaron en formaldehido al
10% en PBS para su posterior andlisis, después se realizaron los cortes
semifinos de bazo y timo. Posteriormente los tejidos se deshidrataron y fueron
incluidos en parafina con ayuda del equipo Histoquinete Leica TP1020. Se
realizaron los cortes finos a un grosor de 10 pm con ayuda un microtomo RM21
de la marca Leica, y fueron montados en porta objetos adherido con una fina
capa de gelatina en agua caliente. Después de haber sido montados, se
procedi6 a la desparafinacion, rehidratacion y tincion con Hematoxilina y
Eosina. Los tejidos se deshidrataron nuevamente y se sellaron con Entellan y
cubreobjetos. Finalmente se realiz6 el andlisis al microscopio marca Leica del

laboratorio de Botanica de la UAQ.
6.6 Evaluacion del factor de transcripcion FoxP3

Con apoyo de la Dra. Marisela Ahumada Solérzano y del MNH Ulisses Moreno
Celis se llevd a cabo el estudio de inmunohistoquimica. Los tejidos se fijaron
con formalina (PFA 4%), por 48 h. Posteriormente, se deshidrataron en
soluciones de etanol de concentracion creciente, desde 60% hasta alcohol
absoluto, una mezcla de xilol/etanol 1:1, xilol concentrado y finalmente bafios
de parafina. Los tejidos se incluyeron en bloques de parafina y se obtuvieron de
dos a tres cortes seriados de 10 um, que se montaron sobre laminillas tratadas,
utilizando un bafio de agua tibia con gelatina (0.03%). Las preparaciones
histolégicas se desparafinaron con un solvente aclarante Citrisolv®,
posteriormente se pasaron por un gradiente de solventes: xilol 100%, xilol
100%, etanol 100%, etanol 100%, etanol 96%, etanol 96% etanol 70%, etanol
50%, agua mili Q, 5 min cada uno.

Al finalizar la rehidratacion, las preparaciones histolégicas se sometieron a un
proceso de desenmascaramiento de epitopes, utilizando una solucién de
citratos 3M durante 3 pulsaciones de 15 s en el horno de microondas. Despues,
las preparaciones se lavaron por 5 min en PBS 1X y luego se incubaron
durante 45 min con una solucién salina amortiguadora con tampén fosfato
salino 1X (PBS 1X), 50% metanol y 3% de H,O, con la finalidad de eliminar la
peroxidasa endogena.
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Al término de los 45 min, se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 10 min cada
uno, y se incubé durante 1 hora con leche descremada al 3% en PBS1X como
agente bloqueador. Pasado el tiempo de incubacion se hicieron 3 lavados con
TPBS, y se elimind el exceso de liquido para transferir las preparaciones a una
camara humeda. A cada preparacion histologica se le agregaron 250 pL de
anticuerpo primario policlonal contra FoxP3 de rata (anticuerpo contra FoxP3
de rata generado en conejo, marca Novusbio, nimero de catalogo NBP1-
74061, 1:150 en TPBS con 1% de leche descremada) y se incub6 durante 24
horas a 4°C.

Se conservaron dos preparaciones histologicas como control negativo y doble
negativo. El control negativo no tenia el primer anticuerpo, para verificar la
presencia de peroxidasa enddgena o tincibn excesiva inespecifica de fondo
Unicamente tenia la presencia del segundo anticuerpo. El control doble

negativo carecia de ambos anticuerpos.

Al dia siguiente, se lavaron con TPBS (4 x 10 min). Posteriormente se incubo
durante 2 horas con el anticuerpo secundario (Anticuerpo anti-conejo acoplado
a peroxidasa de rabano picante, marca Novusbio, numero de Catadlogo NBP1-
75297 1:200 en TPBS-Blotting 1%). Las preparaciones se lavaron con TPBS (4
x 10 min), y PBS 1X (2 x 5 minutos). Se procedid a revelar con una solucion de
diaminobencidina (0.1 g de DAB en 50 mL de PBS 1X, 1000 uL de H»0,) recién
preparada, dejando que la reaccion procediera, hasta que el precipitado café
fuera evidente a simple vista. La reaccion se detuvo lavando con agua mili-Q.
Las preparaciones se montaron con resina (Entellan 107960, Merck Millipore)
para ser preservadas. La solucién de DAB se desech6 en un contenedor al cual

se le adiciond hipoclorito de sodio.
6.1Analisis Estadistico.

Los resultados se analizaron con ayuda del programa estadistico Statical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 18, IBM company. Se
realizaron pruebas t de student para muestras independientes con un nivel de

significancia de 0.05 para la comparacion del grupo control y de tratamiento.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1Efecto de la FCL sobre el peso corporal e ingesta de alimentos

Durante el periodo de administracion se determiné el peso corporal semanal de
las ratas (Figura 7). En este estudio no se observd pérdida de ganancia de
peso corporal (t student p<0.05), tampoco se observé diferencia en el consumo
de alimento con respecto al control (Figura 8), a diferencia de lo reportado por
Ferriz-Martinez y col. en el 2015. En cuanto a efectos adversos observados en
las ratas administradas con FCL respecto al control, se detecto piloerecccion y
pelo amarillento (hirsuto), congruentes con lo observado por Moreno-Celis en el
2014 y Ferriz-Martinez en el 2015.

La principal diferencia entre el presente estudio y los estudios previos
realizados por el grupo de trabajo fue la edad de los animales (Reyes-Rocha
2011; Ferriz-Martinez y col., 2015). Mientras que previamente se habian
utilizado animales de 15 semanas de edad (ratas al final de su crecimiento), en
el presente estudio se utilizaron animales de 6 semanas (ratas en etapa de
crecimiento acelerado). Es probable que este aspecto influya sobre los efectos
observados y, por lo tanto, la FCL afecta de forma diferencial a ratas de
diferentes edades (L6épez-Sanchez y col., 2010; Moro-Garcia y col., 2010).
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Figura 7. Promedio de peso corporal de ratas Sprague Dawley de 5 semanas
tratadas con la FCL. n= 118. Se calculé la desviacion estandar (DE) representada por
barras de error. Se determind la diferencia significativa mediante t de student (p<0.05).
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Figura 8. Ingesta de alimento por ratas Sprague Dawley de 5 semanas tratadas
con la FCL. Se calculd la desviacién estandar (DE) representada por barras de error.
Se determino la diferencia significativa mediante t de student (p<0.05).

7.2Efecto de la FCL sobre 6rganos inmunes

Para evaluar si existe un potencial efecto téxico de la administracién de la FCL
sobre algunos tejidos linfoides, se registraron los pesos de bazo, timo y nimero
de placas de Peyer en el intestino, bajo el esquema de administracion de 1,9,
22, 43, 57 y 58 dias (Figura 9). Los resultados no mostraron cambios
estadisticamente significativos debido al efecto del tratamiento con la FCL
sobre el peso de 6rganos inmunes respecto al control (t student, p>0.05), estos
hallazgos sugieren que la administracion con FCL no causa megalias en los
organos linfoides estudiados. Dado que el timo es un 6rgano linfoide primario
relacionado con la produccion de células blancas, se sugiere que la FCL no
afecta de forma general la produccién de células blancas, ni tampoco afecta la
funcién y regulacién leucocitaria, este posible efecto puede estar relacionado

con la edad de las ratas, como lo sugieren Desai y col. en el 2010.

En relacién al nimero de placas de Peyer, se han realizado pocos estudios que
evallen la activacion del sistema inmune, debido a la administracion oral de
alguna sustancia derivada de lectinas o plantas. En 1998 por Hong y col,
evaluaron los efectos farmacoldgicos del extracto de Juzen-Taiho-To (JTT), via
oral en modelos murinos y la relacion que guardan con la activacion de placas
de Peyer, la proliferacion celular en médula 6sea, la activacion de la
interleucina 6 e interleucina 1 (IL-6 e IL-1) y la actividad del factor estimulante

de colonias de macrofagos y granulocitos (GM-CSF). En dicho estudio se
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encontré que la concentracién de interleucina-6 (IL-6) en placas de Peyer, fue
mayor respecto al control. Estudios anteriores en nuestro grupo de trabajo
realizados por Pita-Lopez (tesis de maestria 2015, datos no publicados) bajo un
esquema de administracion subcronica utilizando una dosis de 50 mg/kg de
peso de FCL en ratas de 5 semanadas de edad sugieren atrofia intestinal, sin
afectacion en el numero y area de placas de Peyer. En contraste con esto, en
éste estudio se mostré que hay una tendencia por parte de las placas de Peyer
a aumentar en numero en el dia 9 de tratamiento, sin que se presenten
cambios estadisticamente significativos en el nimero de éstas durante el
esquema de administracion sin embargo, no se sabe si este aumento en el
namero esta relacionado con la reactividad y activacion de linfocitos B; por
tanto, es imperativa la realizacion de estudios que evalien los efectos de la

administracion de lectinas vegetales y su relacién con interleucinas
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22D 43D 57D 58D 1D 9D 22D 43D 57D 58D
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Placas de Peyer - ECL
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Figura 9. Pesos de 6rganos inmunolégicos en ratas tratadas con la FCL. A) Peso
de dérganos inmunes (bazo, timo), B) Niumero de placas de Peyer, bajo el tratamiento
de la Fraccién concentrada de Lectinas (FCL). Se calcul6 la desviacion estandar (DE)
representada por barras de error. DUA: Unidades arbitrarias ajustadas con respecto al
control. (*) Diferencia estadisticamente significativa, p<0,05 t de student. Dia 1 n=9, dia
9 n=14, dia 22 n=9, dia 43 n=16, dia 57 n=6 y dia 58 n=4
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El estudio histopatoldgico se realizé con ayuda del software IMAGEJ, con el
objetivo 4x y una escala de medicién de 0.1 mm, para el recuento de centros
germinales (CG), se realizd medicion de cada uno de ellos por area y longitud

(Figura 10) de los animales tratados con la FCL.

Se analiz6 de forma histologica el bazo, los resultados sugieren que la
administracion de la FCL de frijol Tépari sobre éste 6rgano linfoide secundario
no provoca cambios morfolégicos, o que contrasta con lo reportado por
Goldstein y col. en 1978 sobre los efectos adversos de las lectinas, lo cual
sugiere que la FCL no provoca procesos inflamatorios que modifiquen la

citoarquitectura y por tanto funcion de dicho érgano.

Namero de Centros germinales

Dias de Tratamiento

B) D Control
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10 90 220 43D 57D 58D

Dias de Tratamiento

Figura 10. Nomero de Centros germinales, area y longitud en ratas tratadas con
la FCL. A) Numero de centros Germinales, B) Area, C) Longitud del bazo bajo el
tratamiento de la Fraccion concentrada de Lectinas (FCL). CG: Centro Germinal. Se
calcul6 la desviacion estandar (DE) representadas por barras de error. (*) Diferencia
estadisticamente significativa, p<0,05 t de student. Dia 1 n=9, dia 9 n=14, dia 22 n=9,
dia 43 n=16, dia 57 n=6y dia 58 n= 4
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Con la ayuda del software IMAGEJ se pudo realizar un analisis mas detallado
sobre estructuras propias del bazo. Bajo este esquema de tratamiento,
contrario a los resultados de Reyes- Rocha en el 2011, las ratas de 6 semanas
de edad no mostraron cambios estadisticamente significativos respecto al
namero de centros germinales. Reyes-Rocha en el 2011 reportd un incremento
en el numero de centros germinales a las 2, 4 y 6 semanas de tratamiento con
la FCL en animales de 15 semanas de edad en dosis de 50 mg/kg de peso,
encontrandose diferencias significativas (p<0.05) en la semana 4 del periodo
de tratamiento entre el grupo tratado y el grupo control. Sin embargo los
resultados en este estudio no muestran un aumento en el numero de centros
germinales, ni cambios estadisticamente significativos (p<0.05) en cuanto al
area y longitud de los mismos durante el tratamiento con FCL respecto al
control. De acuerdo a estudios realizados, los centros germinales no presentan
respuestas hasta después de una semana y media o dos de inmunizacién en
ratas (MacLennan 1994), el objetivo de este estudio no fue inmunizar a las
ratas contra ningln patégeno o alguna sustancia, sin embargo el esquema de
administracion fue suficiente para generar una respuesta inmune y probar una
respuesta de memoria después del descanso de 14 dias. Si bien es cierto que
en este estudio no se midio la actividad de los centros germinales, lo cual debe
tomarse en cuenta en estudios a futuro. Los resultados aqui mostrados
sugieren que no hay presencia de una respuesta inmune humoral con
activacion de proliferacién de linfocitos B en bazo de ratas de 5 semanas de
edad, aunque a partir del dia 22 se observo un ligero incremento por parte de la
pulpa blanca, lo cual sugiere un aumento en la generacién de antigenos y la
respuesta inmune (Pack y col., 2008) y éste fue mas evidente en el dia 43 y 57
(Figura 11 y 12), asi como un incremento en la poblacion de linfocitos T y
actividad inmune. Cabe mencionar que dado que las lectinas presentan unién a
carbohidratos, se han utilizado en estudios relacionados con el sistema inmune,
como el realizado por Dillman y col. en el 2000, quienes utilizaron 5 ratas
macho y 5 ratas hembra de cepa Wistar para probar 16 tipos diferentes de
lectinas y su afinidad hacia la pulpa blanca.
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La lectina Chelidonium majus (CMA) tuvo mayor afinidad hacia la pulpa blanca
en comparacion con la pulpa roja, sin modificar la cantidad de pulpa blanca
total. Si bien en este estudio no se determind la afinidad de la FCL sobre pulpa
blanca o roja, el hecho que la pulpa blanca se aumente a partir del dia 22,

sugiere que hay una activacion al sistema inmune.

1D

9D

Figura 11. Histologia de bazo en ratas tratadas con la FCL. Corte histol6gico de
bazo con tincién de H y E durante los diferentes dias de administracion: 1D, 9D, 22D,
43D, 57D Y 58D, del grupo control (A, C, E, G, |, K) y del grupo tratamiento (B, D, F, H,
J, L). Aumento 4x. Dia 1 n=9, dia 9 n=14, dia 22 n=9, dia 43 n=16, dia 57 n=6 y dia 58
n= 4. CG: Centros Germinales, PR: Pulpa roja, PB: Pulpa blanca, T: Trabécula VL:
Vaina Linfoide

Figura 12. Histologia de bazo dia 43 y 57 de administracién en ratas tratadas con
la FCL. Corte histolégico de bazo con tincion de H y E, del grupo control (A) y del
grupo tratamiento (B). Aumento 4x y 10x. A) Dia 43 de tratamiento, B) Dia 57 de
tratamiento. La flecha indica el aumento de la pulpa blanca. Dia 1 n=9, dia 9 n=14, dia
22 n=9, dia 43 n=16, dia 57 n=6 y dia 58 n=4
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7.3 Evaluacién de poblaciones sanguineas: Biometria Hematica vy
Recuento Diferencial

Debido a que se ha reportado que algunas lectinas tienen capacidad de
interactuar con leucocitos, células rojas y plaquetas (Boldt y col., 1975), se dio
seguimiento mediante biometria hematica a cada una de estas poblaciones
celulares durante el tratamiento con FCL (Figura 13). Ninguna poblacion celular
periférica mostré diferencias estadisticamente significativas (t de student,
p<0.05), lo cual puede estar relacionado con la respuesta inmunitaria, dado que
esta cambia respecto a la edad (Klein y col.,, 2016), lo cual sugiere que
independientemente del tratamiento con FCL, las ratas contindan con el
proceso natural de respuesta inmunitaria respecto a la edad, descartando

efectos toxicos ejercidos por la FCL sobre sistema inmune.

Con base en la capacidad que algunas lectinas presentan de aglutinar células
rojas, se monitorearon parametros hematopoyéticos y células rojas (Figura 14).
Los resultados muestran que las células rojas no tienden a aglutinarse debido
al efecto de la administracion con la FCL, esto sugiere que no sufren procesos
de alteracion de tamafio, forma o color que alteren sus funciones, dado a que

no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

Para el caso de las plaguetas, aunque no se presentaron cambios
estadisticamente significativos por el efecto de la FCL respecto al control, es
importante continuar monitoreando este parametro en los siguientes dias de
tratamiento, dada la tendencia que presentan las lectinas a generar agregacion

plaquetaria (Castillo-Villanueva, 2005).

34



2.0 9

Blancas . Rojas . Plaguetas

Control
[

1.5 FCL

- T

e T
1D 9D 22D 43 57 58 1D 9D 22D 43D 57D 58D 1D 9D 22D 43D 57D 58D

Dias de Tratamiento

Figura 13. Efecto de la administracion de FCL sobre células sanguineas. Células
sanguineas (células blancas, células rojas y plaquetas) bajo el tratamiento de la
Fraccion concentrada de Lectinas (FCL). Se calculd la desviacion estandar (DE)
representadas por barras de error. (*) Diferencia estadisticamente significativa, p<0,05
t student. Dia 1 n=9, dia 9 n=14, dia 22 n=9, dia 43 n=16, dia 57 n=6 y dia 58 n= 4

Se realiz6 un analisis mas detallado de la proporcién de linfocitos respecto a
los granulocitos durante los dias del tratamiento (Figura 15), bajo un esquema
de administracidbn mas largo que los utilizados por Moreno-Celis en el 2014 y

Ferriz-Martinez y col. en el 2015.
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Figura 14. Efecto de la FCL sobre parametros hematoldgicos. Parametros
hematolégicos A) Hemoglobina y Hematocrito, B) Volumen Corpuscular medio (VCM),
Hemoglobina Corpuscular Media (HCM), Concentracion media de Hemoglobina
(MCHC), C) Volumen Plaquetario Medio (VPM), Ancho de Distribucién Plaquetaria
(RDW-SD). Unidades arbitrarias ajustadas con respecto al control. (*) Diferencia
estadisticamente significativa, p<0,05 t student. Dia 1 n=9, dia 9 n=14, dia 22 n=9, dia
43 n=16, dia 57 n=6 y dia 58 n= 4.
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Figura 15. Proporcion de linfocitos y granulocitos del total de glébulos blancos
en ratas tratadas con la FCL de frijol Tépari. (*) Diferencia estadistica significativa (t
de student, p<0.05). Dia 1 n=9, dia 9 n=14, dia 22 n=9, dia 43 n=16, dia 57 n=6 y dia
58 n=4

Los resultados obtenidos mediante biometria hematica respecto al porcentaje
celular, sugieren un cambio en la proporcion linfocitos/granulocitos, desde el
noveno dia de administracién, ademas, son consistentes con lo observado por
Moreno-Celis en el 2014, ya que en el dia 9 se observd cambio en la
proporcion de linfocitos/granulocitos, en donde la proporcién de granulocitos
aumento. Lo anterior coincide con el numero de placas de Peyer, lo cual
sugiere que es en este dia cuando la respuesta inmune se eleva. En el
presente trabajo también se encontré un cambio significativo al dia 43, que
anteriormente no se habia reportado, ya que este esquema de administracion
fue mas largo que en trabajos realizados anteriormente en el grupo de
investigacién. Estos cambios podrian estar relacionados con los niveles y el

patrén de citocinas.

Se realizé un recuento periférico de células sanguineas mediante hemotincién
(Cuadro 4) para confirmar los parametros hematopoyéticos analizados
mediante biometria hematica. Se observé que la administracion con FCL no

afectd la morfologia de las células rojas respecto al control.
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Cuadro 4. Andlisis de células sanguineas mediante recuento en frotis sanguineo
y hemotincidn en ratas tratadas con la FCL de Frijol Tépari.

DIA1

DIA9

% Linaje Celular Media Grupo Control Ml"ra;tgmci%éﬁ?g) Valor de((;:a)ferenma p
Linfocitos 85.75+7,88 86.25 + 5,37 82.05-97.26 0.920
Neutréfilos Maduros 11,25+ 4,03 9,75 + 3.40 1.99-13.51 0.590
Monocitos 25%310 2.75%+1.70 0-2 0.893
Eosindfilos 00 02505 0-2 0.356
Basdfilos 00 00 0-2
Neutréfilos Inmaduros 05+1 05+1 1.99-13.51 1

DIA 22

% Linaje Celular Media Grupo Control ¥f:t§mci;éﬂ$: Valor de((;sferenma p
Linfocitos 87.5+5.19 71.80 £ 9.34 82.05-97.26 0.285
Neutréfilos Maduros 9.25+3.95 244 +8.39 1.99-13.51 0.167
Monocitos 2.75+1.25 2.6 +2.07 0-2 0.903
Eosinofilos 00 0.2+0.45 0-2 0.407
Basdfilos 0 0 0-2
Neutréfilos Inmaduros 0.5+0.58 1+0.71 1.99-13.51 0.292

% Linaje Celular Media Grupo Control M’fﬁtjm?éﬂ?g Valor de((;f)ferenma p
Linfocitos 90.75£2.22 82.25+7.13 82.05-97.26 0.063
Neutréfilos Maduros 6.75 £ 2.06 105+3 1.99-13.51 0.085
Monocitos 25%1 6+4.3 0-2 0.166
Eosindfilos 0 0 0-2
Basdfilos 0 0 0-2
Neutréfilos Inmaduros 0 125+15 1.99-13.51 0.147

DIA 57

% Linaje Celular Media Grupo Control h#?:t:m(i;éﬂ?: Valor dez(;:g)ferenma p
Linfocitos 785+7.23 84.3 +9.86 82.05-97.26 0.404
Neutréfilos Maduros 11+£4.83 123 +£5.77 1.99-13.51 0.752
Monocitos 8+4.54 1.7+1.52 0-2 0.072
Eosindfilos 0 0.5+1 0-2 0.391
Basdfilos 0 0 0-2
Neutréfilos Inmaduros 2+1.41 1.7+2.89 1.99-13.51 0.846

DIA 58

% Linaje Celular Media Grupo Control “gf;fm?éﬁ?: Valor de((;sferenma p
Linfocitos 80.75 £ 5.68 55777 82.05-97.26 0.929
Neutréfilos Maduros 13+4.24 9.5+6.24 1.99-13.51 0.604
Monocitos 6+294 4+£2.16 0-2 0.670
Eosindfilos 025+05 025+£05 0-2 1
Basofilos 0 0 0-2
Neutréfilos Inmaduros 0 0.75+0.96 1.99-13.51 0.010*

% Linaje Celular Media Grupo Control l\gfzftgm(i;;‘tf Valor de((;sferenma p
Linfocitos 88.5+7.05 83.5+4.72 82.05-97.26 0.362
Neutrofilos Maduros 95+4.79 115+3.94 1.99-13.51 0.394
Monocitos 1.75+2.21 3.5+0.58 0-2 0.315
Eosindfilos 0 025+05 0-2 1
Basofilos 0 0 0-2
Neutréfilos Inmaduros 025+05 1+0.81 1.99-13.51 0.168

(*) Indica la diferencia estadistica significativa (t student, p<0.05)
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Se observé aumento en la neutrofilos inmaduros en el dia 57 (p<0.05) respecto
al control, sin que esto tenga repercusiones fisiologicas a lo largo del esquema
de administracion. Los resultados, hasta aqui, sugieren que la posible
activacion inmune encontrada no es inespecifica, sino que puede ser realizada

por parte de una familia especializada de linfocitos.

7.4Evaluacion de marcadores de diferenciacion CD mediante Citometria
de flujo

Como parte de los objetivos del presente trabajo, se evaluaron las
subpoblaciones de linfocitos T: TCD4+ que corresponde al linfocito T
cooperador (Ty), y TCD8+ que corresponde al linfocito T citotéxico (T¢), para
poder entender el papel de la FCL sobre células reguladoras en un modelo
sano animal de crecimiento acelerado (Figura 16). Se encontraron valores
diferentes respecto al control (p<0.05) en el primer de administracién por parte
de los CD4+, lo anterior sugiere un cambio respecto a la respuesta, este
suceso puede estar en relacion con la edad de la rata, ya que actualmente se
sabe que en la pubertad los niveles de CD4+ circulante es mayor, pero estos
niveles se estabilizan conforme el crecimiento (Klein y col., 2016).

T CD4+ T CD8+
2]
£ 807
g p=0.05
Sl ok =l
° ]
° ]
< 5
o i
) o
= ]
)
e ]
g L] ] L]
o 9D 22D 43 57 58 1D 9D 22D 43D 57D 58D

Dias de Tratamiento

Figura 16. Porcentaje de linfocitos TCD4+ (Ty) y linfocitos TCD8+ (T¢) en ratas
tratadas con la FCL de frijol Tépari. (*) Indica diferencia estadistica significativa (t de
student, p<0.05). Dia 1 n= 4, dia 9 n=5, dia 22 n= 4, dia 43 n= 10, dia 57 n=6 y dia 58
n=4
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Estudios anteriores realizados con la lectina de frijol Phaseolus acutifolius,
variedad escumite, realizado por Castillo-Villanueva y col. en el 2007, probando
la lectina de Phaseolus acutifolius variedad escumite se evaluo el efecto sobre
leucocitos humanos in vitro, encontrando que a concentraciones de 15 pg/mL
hubo una induccion de efecto mitogénico, y proliferacion tanto de CD4+ y
CD8+, con mayor tendencia a CD8+ es decir, linfocitos del tipo citotdxicos
(Castillo-Villanueva y col., 2007). En contraste, en este estudio no se encontro
una tendencia sobre CD8+, sin embargo nuestro modelo, a diferencia del de

Castillo-Villanueva y col., es in vivo.

Ademas se evaludé la actividad de un cluster extra: el CD25+. Esta
subpoblacién se evalué a partir de la poblacion de TCD4+ y TCD8+, siendo
CD25 un marcador indicador de células T reguladoras (Tregs), (Figura 17). No
se observaron cambios estadisticamente significativos (p<0.05), por parte de
los CD25 que forman parte de los CD4+, mientras que en CD8+ los cambios
observados fueron en los dias 9. Estos resultados sugieren, que puede ser en
el dia 9 donde puede haber mayor influencia de las células Tregs debido a la
administracion de la FCL, lo cual puede traducirse en una mayor activacion del
sistema inmune. Cabe mencionar que este modelo de estudio son ratas sanas
de 6 semanas de edad, por tanto estan en proceso de maduracion de su
sistema inmunoldgico y no estan expuestos a ninguna enfermedad que
modique a las células Tregs. Si bien en este estudio no se analiz6 de forma
periférica la presencia de FoxP3, la presencia positiva de CD25+ es indicador

gue FoxP3 puede estar presente de forma periférica.

Es importante, en un futuro analizar estos pardmetros en ratas sanas con una
muestra mas grande, y también en un contexto global con un modelo de cancer
a nivel periférico, dado que las células Tregs pueden impedir la respuesta
antitumoral en forma dependiente de IL-2. Es posible que el incremento de la
IL-2 debido a la administracion de la FCL pueda impedir las respuesta inmunes

antitumorales (Antony y col., 2005).
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Figura 17. Porcentaje de Linfocitos TCD25+ (Ty) (Tc) en CD4+ y CD8+, en ratas
tratadas con la FCL de frijol Tépari. (*) Indica diferencia estadistica significativa (t de
Student, p<0.05). Dia 1 n=4, dia 9 n=5, dia 22 n= 4, dia 43 n= 10, dia 57 n=6 y dia 58
n=4

7.5Andlisis de Inmunohistoquimica para FoxP3

Durante la estandarizacion de la técnica con este anticuerpo primario, se
utilizaron controles negativos, que no dieron sefal (Figura 18). Los analisis se
realizaron con ayuda del software Image proplus® en el laboratorio B11, de la
UNAM campus Juriquilla con el objetivo 4x y una escala de medicion de 0.1
mm para todo el tejido. Se realiz6 el calculo de densidad Optica de los tejidos
de bazos de ratas como cociente de la densidad maxima entre la division

media.

La Figura 19 muestra la inmunohistoquimica para FoxP3, en donde se observo
mayor presencia de este factor de transcripcion relacionado con la regulacion
de la respuesta inmune con el tratamiento con FCL respecto al control. Esta
tendencia estuvo presente alrededor de los centros germinales, lo cual se ha
estudiado anteriormente en modelos tanto in vitro como in vivo por Wollenberg
y col. (2011), Linterman y col. (2011) y Chung y col. (2011). En estos estudios
se relaciona el papel de los centros germinales con la presencia de células
Tregs orquestadas por Foxp3, lo cual puede sugerir porque es en el dia 9 y 22

donde se observa mayor presencia de esta proteina en bazo.
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Figura 18. Controles negativos para inmunohistoquimica. A) Control negativo sin
la presencia del primer anticuerpo FoxP3. B) Control doble negativo, sin ningun
anticuerpo.

Al realizar el andlisis estadistico no se encontraron cambios significativos
(p>0.05) del tratamiento respecto al control a lo largo de los dias de
administracion (Figura 20). No debe pasar por alto que la cantidad de FoxP3
presente en 6rganos inmunes secundarios, como es el caso del bazo, es muy
baja (Sakaguchi y col., 2005). En estudios a futuro debe tomarse en
consideracion no solo la evaluacion por citometria de flujo de los marcadores
de diferenciacién CD4, CD8 y CD25 sino también de FoxP3 con la finalidad de
poder tener una idea general de como estan siendo estimuladas las células
Tregs. Tampoco debe descartarse la evaluacién de FoxP3 sobre la actividad de
centros germinales ya que en este trabajo se observd que la mayor expresion
de FoxP3 estuvo presente alrededor de los centros germinales, lo cual se ha
estudiado anteriormente en modelos tanto in vitro como in vivo (Wollenberg y
col., 2011; Linterman y col., 2011; Chung y col., 2011).
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58D

Figura 19. Inmunohistoquimica de Bazo de ratas tratadas con la FCL. Corte
histolégico de bazo con tincion de Hy E (A, C, E, M, O, Q) 4x, e inmunohistoquimica
con un anticuerpo policlonal contra FoxP3 (B, D, F, N, P, R) del grupo control. Corte
histolégico de bazo con tincion Hy E (G, |, K, S, U, W) 4x, e inmunohistoquimica con
un anticuerpo policlonal contra FoxP3 (H, J, L, T, V, X), del grupo tratado con la FCL.
Grupos correspondientes a los dias, 1,9, 22, 43, 57 y 58 de administracion. Dia 1 n= 4,
dia9 n=5, dia 22 n=4, dia 43 n=4, dia57 n=4 ydia58 n=4
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Figura 20. Densidad o6ptica de la Inmunohistoquimica para FoxP3 en bazo de
ratas tratadas con la FCL. Densidad Optica obtenida de la inmunohistoquimica de
bazo de rata tratada con la FCL. OD: Densidad optica. (*) Indica diferencia estadistica
significativa (t de student, p<0.05). Dia 1 n= 4, dia 9 n=5, dia 22 n= 4, dia 43 n=4, dia
57 n=4ydia58n=4

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo han mostrado que la FCL
afecta la integridad intestinal. FoxP3 podria ser un buen candidato para
estudiar el efecto en modelos murinos, ya que en estudios de pacientes con
déficit de FoxP3 se ha sugerido que las células Tregs son importantes para
mantener la homeostasis intestinal (Izcue y col., 2009). Dado el papel regulador
que tiene FoxP3 sobre linfocitos T (Fontenot y col., 2005; de Leeuw y col.,
2012), y los cambios observados en eosindfilos, resulta conveniente ampliar el
estudio utilizando pruebas que evallen citocinas relacionadas con eosindfilos

como la IL-25 e IFN-Y (Daly col., 2016).
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8 CONCLUSIONES

El presente estudio determind el posible efecto inmunomodulador de la FCL en
ratas Sprague Dawley de 6 semanas de edad por 58 dias en un esquema de
tratamiento de 43 dias de administracion cada tercer dia, descanso de 14 dias
y una administracion Unica al dia 57. Bajo este esquema no se observaron
diferencias estadisticamente significativas sobre la pérdida en la ganancia de
peso en las ratas ni sobre el consumo de alimento. En cuanto al peso de los
organos analizados, bazo y timo, no se encontraron cambios estadisticamente

significativos a lo largo del tratamiento.

Respecto al efecto sobre células del sistema hematopoyético, no se
encontraron evidencias de cambios estadisticamente significativos debido a la
administracion de la FCL en células rojas ni parametros hematopoyéticos
relacionados. Sin embargo, se observaron cambios en la proporcion
granulocitos/linfocitos, particularmente aumento en eosindéfilos. Lo anterior
sugiere que hay una estimulacién de citocinas en las ratas tratadas con FCL
respecto al control, por lo que se recomienda determinar el patron de citocinas.

No se presentaron cambios en el niumero de centros germinales en bazo pero
ni un aumento en area y longitud en los dias, lo que sugiere que no hay un
aumento en la reactividad del sistema inmune de asociado a centros
germinales. Nuevos estudios deben enfocarse a determinar cuales células

inmunitarias se encuentran mas activas.

Las pruebas relacionadas con los marcadores para identificar los diferentes
linajes de linfocitos T mostraron un mayor efecto sobre los Tregs en CD25
debido a la administracion con la FCL. Esto sugiere que puede haber una

mayor secrecion de citosinas.

Las pruebas de inmunohistoquimica para evaluar la presencia y cantidad de
FoxP3 no mostraron cambios estadisticamente significativos. Dado que este
modelo de estudio fue en ratas sanas, se sugiere continuar con el estudio de

FoxP3 en modelos con cancer inducido de la misma edad.
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