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RESUMEN

Se realizé un estudio de toxicidad subcrénica en ratones CD-1 al administrarles
diariamente durante un periodo de 28 dias la rTBL-1 en dosis NOAEL (30 mg/kg)-
Durante el tratamiento se monitore6 diariamente su peso corporal y consumo de
agua y alimento. Al término del experimento se realizé la matanza de los animales y
se recolecto el tejido sanguineo para pruebas bioquimicas y biometria hemética, asi
como los érganos del animal para histopatologia. No se observaron cambios en la
conducta de los animales, ni diferencias estadisticas en el consumo de agua y
alimento al comparar el grupo tratamiento contra el control. Los estudios en sangre
no muestran cambios en la biometria hematica, sin embargo, en el conteo manual
de leucocitos se aprecia un aumento (6.2%) en la cantidad de granulocitos
circulantes, atribuido a la activacion del sistema inmune por parte de la lectina. En
las biogquimicas se aprecia un aumento para las hembras de la enzima ALT,
adjudicado al ciclo hormonal del roedor, y para los machos la amilasa pancreética,
conferida como un mecanismo compensatorio de atrofia intestinal. Los estudios
histopatolégicos no exponen alteraciones en los érganos a excepcion del higado
(anisocariosis, cromatina reactiva, esteatosis grasa y células de Kupffer prominentes)
e intestinos (atrofia de vellosidades e hiperplasia de tejido linfoide). Se consideran a
las perturbaciones en intestino como signos de actividad de la rTBL-1, ya que estos
han persistido desde los estudios anteriores realizados en la TBLF. En general, los
resultados toxicolégicos convergen en la seguridad clinica de la lectina y se
demuestra que permanece la actividad bioldgica.

Palabras Clave: Efectos adversos lectinas, rTBL-1, toxicologia.

viii



INTRODUCCION

La investigacibn biomédica en productos naturales ha permitido identificar
estructuras quimicas con la posibilidad de generar moléculas con potencial
terapéutico para una amplia variedad de enfermedades humanas (Newman y Cragg,
2020). Estos esqueletos o cadenas molde con potencial, se conocen como “lead
compounds” los cuales sufren un largo proceso de desarrollo y refinado para
finalmente ser identificados formalmente como un candidato a farmaco (Bleicher y
col., 2003). El desarrollo de farmacos es un proceso exhaustivo que consta de
distintas etapas: investigacion basica, identificacion de diana biolégica y validacion,
generacion del lead (drug discovery), toxicologia in vitro e in vivo, parametros ADMET
(por sus siglas, Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad del
farmaco), propiedades fisicoquimicas (etapa preclinica), estudios de fase |, Il y Il
(etapa clinica) y tramites regulatorios por los organismos gubernamentales
correspondientes tanto en Estados Unidos (FDA; Food and Drug Administration)
(Matthews y col., 2016) y en este caso México (COFEPRIS; Comision Federal para
la Proteccion contra Riesgos Sanitarios).

Durante la etapa preclinica, la investigacion se lleva a cabo tanto en lineas celulares
(in vitro) como en modelos animales (in vivo) que sean compatibles con las
caracteristicas fisiolégicas de la enfermedad a estudiar. Para este proceso del
desarrollo de farmacos se realizan estudios de seguridad con respecto a las dosis
administradas, se analiza la farmacodinamia y la farmacocinética (parametros
ADMET; absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad del farmaco).
Posterior a esta fase preclinica llega el periodo clinico, la cual se enfoca en los
estudios toxicolégicos, comportamiento del farmaco, farmacovigilancia y sus

respectivos analisis de seguridad en seres humanos (Umscheid y col., 2011)

Una constante durante todas estas etapas del desarrollo es que se deben realizar
analisis de toxicidad ya que no se puede extrapolar de forma directa un resultado de

un estudio en modelo de linea celular a un modelo animal y, paralelamente a los



seres humanos. En general, es necesario conocer todas las propiedades
farmacocinéticas de los nuevos medicamentos y evaluar su potencial como un téxico
mediante un panel completo de estudios divididos. Este panel se subclasifica en tres
niveles: estudios de dosis Unica, toxicidad aguda; de dosis repetida, toxicidad
subaguda, subcrénica, crénica y toxicologia especial; citotoxicidad en lineas
celulares, andlisis genotoxicologicos, toxicologia de la fertilidad y la reproduccion y

carcinogénesis (Gamez y Mas, 2007).

El estudio de toxicidad aguda aporta informacidén sobre la toxicidad intrinseca del
producto y los posibles riesgos que conlleven a una exposicion continua, puede ser
por administracion de dosis Unica y tiene una duracion menor a 20 dias naturales.
Los estudios de toxicidad subaguda se realizan por la repetida administracién del
farmaco o téxico en un corto periodo de tiempo (de 14 a 30 dias); los resultados de
este estudio, junto con los de toxicidad aguda, permiten identificar el nivel de dosis
sin efectos adversos observables (no observed adverse effect level, NOAEL por sus
siglas en inglés) a emplear de un farmaco para los estudios posteriores. Los ensayos
de toxicidad subcronica, al ser de administracion prolongada con la dosis NOAEL,
permite que se manifiesten efectos adversos del farmaco por toxicidad acumulativa
gue no se observan durante los estudios agudo y subagudo; brinda informacién sobre
organos o tejidos dianas y su periodo de duracién, segun la OCDE es de 28 dias
(OCDE, 2008; Gamez y Mas, 2007). Los ensayos cronicos de toxicidad se realizan
por un periodo de 6 a 12 meses, deben de conducirse en, al menos, dos especies
animales distintas. Estd encaminada a detectar dafios patol6gicos, neurolégicos,
bioguimicos y conductuales causados por la exposicion prolongada del toxico
(Gamez y Mas, 2007).

Estudios previos han mostrado el efecto anticancerigeno de lectinas de frijol Tépari,
gue presentan baja toxicidad en ratas, por lo que actualmente se produce una lectina
recombinante bioactiva. El presente trabajo muestra los resultados de la evaluacién

toxicoldgica subcronica en ratones CD-1 para la lectina recombinante.



1. ANTECEDENTES
1.1Céncer

No se puede considerar al cancer como una masa unica de células anormales, se
tiene que considerar como un sistema interactivo y dinamico. Las células
cancerigenas mantienen relaciones muy complejas con su microambiente, que esta
compuesto por componentes celulares y la matriz extracelular (MEC). Estas
interacciones, mediadas por citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, factores
de inflamacion o enzimas que remodelen la matriz, afectan directamente el desarrollo
del tumor (Shlyakhtina y col., 2021).

El término “cancer” se relaciona con tumores malignos. Estos pueden surgir en
cualquier 6rgano, con distinta sintomatologia clinica (Murray y col., 2012). El cancer
tiene procesos complejos en su biologia; las células sufren cambios en su tasa de
proliferacion, patrones de adhesion y migracion a tejidos, siendo estos factores clave
en la metastasis (Garcia-Gasca y col., 2012). Para que el cancer se pueda diseminar
hacia otros tejidos e invadir el 6rgano se tiene que pasar por un proceso de transicion
epitelial a mesenquimal (TEM); esto incluye muchos cambios en la célula incluyendo
las interacciones entre células y la MEC (Shlyakhtina y col., 2021). La comunicacion
entre las células y la MEC se ve mediada en su mayoria por oligosacaridos, estos se
pueden conjugar con proteinas o lipidos en la membrana formando glicosilaciones
(Varki, 1993). Estos glicoconjugados fungen como mediadores de las interacciones
celulares, por lo que es de esperar modificaciones en las glicosilaciones durante las
neoplasias (Balog y col., 2012).

Todas las células eucariotas tienen el mismo proceso de sintesis de glicoproteinas,
sin embargo, existen diferencias en este proceso que van a diferenciar a una célula
maligna de una normal (Mazalovska y Kouokam, 2020). Las alteraciones en los
glicanos en la superficie celular estan ligadas con el potencial maligno de una célula

para convertirse en un tumor (Pinho y Reis, 2015). Por lo tanto, estos glicanos en la



superficie celular son una diana biologica para considerar en el combate de las

neoplasias.

Se ha demostrado que las neoplasias estdn asociadas a mdltiples y complejas
alteraciones en las glicosilaciones (Gorelik y col., 2001). Algunos de los cambios en
glicanos mas comunes son el incremento de cadenas cuaternarias [31-4, sializacion
externa de a2-6 en poli-N-acetillactosaminas (LacNAc) de N-glicanos, incremento de
fucosilacion a1-6, sobreexpresion de mucinas y O-glicanos incompletos, alteracion
en la expresién de grupos sanguineos y antigenos sialil-Lewis, incremento en la
segmentacion de N-Acetilglucosamina (GIcNAc), sobreexpresion de hialuronato y
también por el incremento en la ramificacion B1-6 de N-glicanos (Figura 1)
(Hakamori, 1996; Gorelik y col., 2001; Pinho & Reis, 2015).

?@ﬁg %y,

Asn Asn
High mannose Hybrid Complex
As Ser/’ Ser/ Ser/ Ser/
N-Glycans 0-Glycan Asnor Ser/Thr - Ser/Thr  Ser/Thr .\'.r Thr
Asn SialylLewis A T antigen Tn antigen sTn antigen

B N-Acctylglucosamine
@ Mannose

. Branched N-glycans O and/or N-glycans O-Glycans
O Galactose
@ Sialic acid B N-Acetylglucosamine @ Saalicacid
P Fucose @ Mannose P Fucose
O N-acetylgalactosamine O Galactose O N-acetylgalactosamine

(a) Normal cells (b) Cancer cells

Figura 1. Representacion esquematica de algunos N-glicanos. a) células normales y b)
células con cancer (Mazalovska y Kouokam, 2020).



1.2Céancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR) se origina en el colon o el recto, principalmente en el
revestimiento interno (pélipos) (American Cancer Society, 2020). Se asume que la
célula originaria de estos polipos es una célula madre que acumulé multiples
alteraciones genéticas y epigenéticas inactivando asi los genes supresores de
tumores y activando los oncogenes (Dekker y col., 2019). Se pueden encontrar
distintos tipos de CCR. En primer lugar, estdn los adenocarcinomas que se
caracterizan por ser el tipo de cancer mas comun y originarse en las células que
producen moco para lubricar el interior del colon y del recto. Los tumores carcinoides
se generan a partir de células productoras de hormonas en el intestino mientras que
los tumores estromales gastrointestinales se forman en las células especializadas de
la pared del colon y estos pueden ser encontradas en gran parte del tracto digestivo,
los linfomas se crean a partir de células del sistema inmune y, por dltimo, los
sarcomas se originan en los vasos sanguineos, capas musculares y otros tejidos
conectivos de la pared del colon y del recto (American Cancer Society, 2020). En el

Anexo 1 se explican las distintas etapas del cancer de colon.
1.2.1 Epidemiologia del cancer de colon

De acuerdo con la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer, dentro de
las principales causas de muerte en todo el mundo, el cancer ocasioné en 2020 un
aproximado de 10 millones de fallecimientos (WHO, 2022). Las neoplasias mas
comunes encuentran al cancer de mama, representando un 11.7 % del total, cancer
de pulmones (11.4 %), cancer colorrectal (10 %), cancer de préstata (7.3 %), cancer
de estbmago (5.6 %), cancer de higado (4.7 %), cancer cérvico uterino (3.1 %) y con

el 46 % otro tipo de canceres (International Agency for Research on Cancer, 2020).

En el 2018 en México se registraron un total de 190,667 casos de cancer y, dentro
de las neoplasias mas comunes, el cancer colorrectal represento el 7.8% de los
casos totales; siendo este el tercer tipo mas comun encontrando en la poblacion
mexicana (PAHO, 2020). A mediados del afio 2020, INEGI reportd 683,823



defunciones, de las cuales, el 9 % fueron causadas por tumores malignos (60,421).
Durante el 2017, se registro a los tumores malignos de 6rganos digestivos como una

de las principales causas de morbilidad hospitalaria (INEGI, 2021).

Se sabe que factores como la edad, la genética y factores ambientales influyen en el
desarrollo de esta neoplasia. La presencia de familiares que hayan desarrollado esta
condicion aumenta el riesgo de desarrollar cancer colorrectal en un 20 %. A su vez,
se ha visto que la descendencia étnica Afroamericana, el sexo masculino, la
enfermedad inflamatoria intestinal, la colitis ulcerosa, la obesidad, el estilo de vida
sedentario, el consumo de carne roja y alimentos procesados, consumo de tabaco y
alcohol, entre otros, son parte de los factores de riesgo mas comunes
(Thanikachalam y Khan, 2019).

1.2.2 Terapias convencionales contra el cancer de colon

Actualmente existen varios tipos de tratamientos para el CCR, dependiendo de la
etapa en la que se encuentre el paciente como la cirugia, terapias adyuvantes como
la quimioterapia y radioterapia, terapias inmunolégicas y terapia con moléculas
pequefias, con proteinas o con productos naturales (Marmol, y col., 2017; ASCO,
2021a). En etapa 0 (cero) se utiliza comunmente la cirugia (colonoscopia) para la
extirpacion del polipo o un area con el tumor canceroso, en caso de que el tumor sea
de un gran tamafo, puede llegar a realizarse una extirpacion parcial del colon
(American Cancer Society, 2018). En el Cuadro 1 se presentan las terapias o

tratamientos mas comunes para combatir el CCR.

Los distintos tratamientos provocan efectos secundarios o llegan a generar
complicaciones en el estado de salud del paciente como son la fatiga, dolores
musculares, alergias, vomito, pérdida de apetito (ASCO, 2021b). Por lo anterior, es
necesario desarrollar tratamientos alternativos que disminuyan estos efectos y

abaraten los costos.



Cuadro 1. Tratamientos comunes para el cancer de colon

Etapa Tipo de terapia Farmaco o técnica empleada
Etapa 0 Cirugia. Colonoscopia o colectomia parcial.
Etapa 1 Cirugia. Colonoscopia o colectomia parcial.

Cirugia. Colectomia parcial.
Etapa 2 5-Fluorouracilo, leucovorina, oxaliplatino,

uimioterapia y/o radioterapia. L
Q piay P capecitabina.

Colectomia parcial junto con los ganglios
linfaticos cercanos.
FOLFOX, CAPEOX, 5-FU con leucovorina o
capecitabina.
Colectomia en caso de pocas y pequefas
areas de metéastasis.
FOLFOX, FOLFIRI, CAPEOX, FOLFOXIRI,
bevacizumab, ziv-aflibercept, cetuximab,
panitumumab, regorafenib, trifluridina y
tipiracil.

Cirugia.
Etapa 3
Quimioterapia y radioterapia.

Cirugia.

Etapa 4 Quimioterapia y radioterapia.

Inmunoterapia. Pembrolizumab

American Cancer Society, 2018; Argiles, y col., 2020 Buccafusca, y col., 2019.
Abreviaturas: 5-FU (5-Fluorouraciolo, FOLFOX (5-FU, leucovorina y oxaliplatino), FOLFIRI
(leucovorina, 5-fu, e irinotecan), FOLFOXIRI (leucovorina, 5-FU, oxaliplatino e irinotecan),
CAPEOX (capecitabina y oxaliplatino).

1.3Lectinas

El desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra el CCR ha ganado importancia
gracias a la innovacion de nuevas moléculas procedentes de productos naturales
(Moreno-Celis y col., 2020). Las lectinas han llamado mucho la atencion por su
potencial aplicacion como herramientas en la glicobiologia, desde el descubrimiento
de la primer lectina, “ricina”, con su funcién de hemoaglutinacién (Tsaneva & Van
Damme, 2020), por ser glicoproteinas abundantes en plantas, leguminosas,
animales, bacterias, hongos y virus (Lagarda-Dias y col., 2017; Ferriz-Martinez y col.,
2010), por tener la habilidad de unirse especifica y reversiblemente con carbohidratos
0 conjugados glicosilados, como glicoproteinas, glicolipidos o polisacaridos (Ferriz-
Martinez y col.,, 2010), hasta presentar un amplio rango de interacciones
moleculares, desde puentes de hidrogeno y enlaces tipo Van der Waals (Mazalovska
y Kouokam, 2020).



Las lectinas se encuentran en todos los reinos y, a pesar de ser distintas
estructuralmente, tienen la capacidad de reconocer estructuras complejas de
carbohidratos (Tsaneva y Van Damme, 2020). Se clasifican de varias maneras, con
base en su localizacién subcelular, por su estructura molecular, por su secuencia de
aminoacidos o por su abundancia (Ferriz-Martinez y col., 2010; Tsaneva y Van-
Damme, 2020). La clasificacion por su estructura define tres grupos: merolectinas,
hololectinas y quimerolectinas. Las merolectinas poseen un dnico sitio de unién a
carbohidratos, son pequefias, monovalentes y por consiguiente incapaces de
precipitar en glicoconjugados o aglutinar células. Por otro lado, las hololectinas
contienen al menos dos sitios de unién idénticos o muy homologos, son di- o
multivalentes y capaces de aglutinar células o precipitar glicoconjugados. Por ultimo,
las quimerolectinas, consisten en una fusion de proteinas en la cual, hay un sitio de
unién a carbohidratos y un dominio que puede ser catalitico enzimatico definido u
otra actividad biologica que actua independientemente del dominio a carbohidrato,
dependiendo del nimero de dominios a carbohidratos se podran comportar como
merolectinas u hololectinas. Ademas, se considera que las quimerolectinas tienen
una subclasificacion mas, las superlectinas, diferenciadas de las anteriores por que
incluye multiples dominios a carbohidrato distintos dentro de la lectina (Peumans y
Van-Damme, 1995; Ferriz-Martinez y col., 2010; Tsaneva y Van-Damme, 2020). En
el Cuadro 2 se muestra la clasificacion de las lectinas con base en su secuencia y

estructura tridimensional.

La primera lectina descubierta mostraba altos efectos toxicos, pero posteriormente
se encontré que no todas son tdxicas, en su mayoria no muestran actividad
hemoaglutinante y las lectinas mas abundantes son las quimerolectinas. Las lectinas
ofrecen distintas aplicaciones, desde la agricultura, hasta la medicina (Tsaneva y
Van-Damme, 2020) como su capacidad de distinguir grupos sanguineos (Goldstein
y Hayes, 1978), diagndstico y terapia de tumores malignos, asi como ser un pilar

importante en el desarrollo de la inmunologia (Tsaneva y Van-Damme, 2020).



Cuadro 2. Clasificacién de lectinas con base en su secuencia y estructura

tridimensional

manosa

GlcNAc/GalNAc, , . .
. Nucleo, citoplasma B-sandwich
galactosa, antigeno-T
GalNAc, antigeno-T Nucleo, citoplasma Trébol B
N-glican I n .
glicanos altos e Vacuola, membrana Barril TIM

Manosa, N-glicanos altos

Ndcleo

Tripe lamina B y

en manosa horquilla B
Galactosidos, N-glicanos , .
' V0 Nucleo, citoplasma ND
altos en manosa
Manosa, oligosacéridos Vacuola, nucleo,
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altos en manosa y N-
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Nucleo, citoplasma
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B-Ricina

Calexinay
calreticulina
Lectinas tipo M
Lectinas tipo L
Lectinas tipo P

Lectinas tipo C

Lectinas tipo S
(galectinas)
Lectinas tipo |
(siglecs)
Lectinas tipo R
Lectinas de caja F
Lectinas tipo
fibrindgeno
Lectinas Chi

Lectinas tipo F

Intelectinas

Annexinas

Galactosa/GalNAc,
Galactosa sialitada
/GalNAc

GlciMang

Mans
Varios
Man6-phosphate

Manosidos, galactésidos,
acidos sidlicos y otros

B-galactésidos
Acido sialico

Varios
(GlcNAC)2

GIcNAc, GalNAc

Chito-oligosacaridos
Oligosacaridos con
terminaciones en fucosa
Galactosa,
galactofuranosa y
pentosas
Glucosaminoglicanos,
heparina y sulfato de
heparina

Tsaneva y Van-Damme, 2020.

Vacuola, nucleo,
citoplasma

ER

ER
ER, Golgi
Via secretoria

Membrana y espacio
extracelular

Citoplasma y espacio
extracelular

Membrana

Golgi, membrana
Citoplasma
Membrana espacio
extracelular
Espacio extracelular

Espacio extracelular

Membrana y espacio
extracelular

Membrana

1.3.1 Lectinas como agentes anticancerigenos

Trébol B

B-sandwich

Barril 3
B-sandwich
Barril
Combinacion a/f3 /
parecido a lectina
tipo C

B-sandwich

B-sandwich

Trébol B
B-sandwich

ND
Barril a/B / TIM

B-sandwich

Varias estructuras

ND

El efecto terapéutico de las lectinas se atribuye a su actividad antitumoral y efectos
citotoxicos por apoptosis y autofagia (Estrada-Martinez y col., 2017; Bhutia y col.,
2019) (Cuadro 3). Se han estudiado algunas de estas lectinas con el fin de servir
como terapias contra el CCR. La lectina de muérdago coreana ha mostrado efectos
contra la linea celular de cancer de colon (COLO) por la activacién de caspasas-2,
3, 8 y 9. También, la lectina procedente de las hojas de Morus alba L. mostr6 efectos
citotoxicos, en este caso, contra la linea celular HCT-15 (adenocarcinoma colorrectal
humano) por efectos antiproliferativos e induccion de apoptosis. A su vez, la lectina

obtenida de Lotus corniculatus L. presento efectos antiproliferativos en la linea celular
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HCT116 (carcinoma colénico humano) por induccion de apoptosis (Estrada-Martinez

y col., 2017).

Cuadro 3. Lectinas reportadas con actividad apoptética o autofagia

Apoptosis por

Células Ty M activacion de caspasa Bantel y
. col., 1999.
de leucemia. 8, caspasa 9y
caspasa 3.
Apoptosis por
Galactosa Células CT26. ger?eraf:,ién de R OSy  Bezisinnay
activacion de via col., 2018.
SEK/JINK.
Apoptosis por via
Glioma (en dependiente de Schotterl y
raton). caspasas y activacion  col., 2018.
de células NK.
Apoptosis via p21y
Células SK- p5$ ind.e,:pendiente de Lyuy col.,
Hep-1. activacion d.e Baxy 2002.
caspasa 3; inhibicion
de Bcl-2.
Apoptosis por
; eneracion de ROS Kimy col.,
Galactosa / N- Células Hep3B. gctivacién de ruta ’ 2004){
acetilgalactosamina SEK/JINK.
Apoptosis por
inhibicion de
telomerasa, Choi y col
Células A253. disminucién de 2004 h
fosforilacion de Akt y ’
activacion de caspasa
3.
Células A375. Apoptosis dependiente Liuy col.,
de caspasas. 2009a.
Autofagia por
supresion de Roy y col
Manosa /glucosa Células Hela. PI3K/Akt/mTOR y 2014 v
regulacion de '
MEK/ERK.
Hepatoma (en Autofagia por Pratt y col.,
ratones SCID).  regulacion de BNIP3. 2012.
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lioma en activacion de caspasa Chang y
Dioclea g P col., 2007.
: ratones C6. 3.
violacea Mart.  Manosa /glucosa Autofagia por
Benth. (DVL L i
ex Benth. ( ) Células U78. inhibicién de Akt, Niz(l:m;grig)
ERK1/2 y TORCL. y €L, 2028
: Células
Dioclea L, .
: celulares de Induccién de autofagia .
lasiocarpa . o Nascimento
Manosa /glucosa glioma, A549, por activacion de
Mart. ex Benth. y col., 2019.
(DLL) MCF-7, PC3, caspasa 3.
A2780.
Qloclea Células de Induccién de autofagia .
lasiophylla ) o Nascimento
Manosa glioma en rata por activacion de
Mart. ex Benth. c6 caspasa 3 y col., 2017.
(DIyL) ' pasa .
Bauhinia N- Apoptosis por caspasa Leal y col
forficata Link. . . Células MVF7. Pop P P y col,
Acetilgalactosamina 9. 2018.
(BFL)
Apoptosis por
activacién de caspasa, Cagliari
Células A375. acumulacion de ROS 9 y
L col., 2018.
y activacion de p53y
p38.
, Apoptosis y autofagia .
el Manosa /acido . Pop . y . g Liuy col.,
cyrtonema sidlico Células L929. a través de las vias 2009C
Hua. (PCL) Ras-Raf y PI3K/Akt. '
A i [ .
, popt05|s y autofagia Liuy col.,
Células A549. mediada por ROS y 2010
vias MAPK y NF-kB. '
. Apoptosis via caspasa Liuy col.,
Células MCF-7. dependiente. 2016.
. Apoptosis via caspasa  Liuy col.,
Células A37S. dependiente. 2009b.
Polygonatum Células L929. Apopto§|s via caspasa Yangy col.,
odoratum dependiente. 2011.
: Manosa . .
(Mill). Druce Apoptosis y autofagia
(POL) , por inhibicién de lavia  Liy col.,
Celulas AS49. at. NF-kB o Akt- 2014.
mTOR.
Remusatia
vivipara Manosa MDA-MB-231, Induccion de Sindhura 'y
(Roxb.) Schott. MCF-7. apoptosis. col., 2017.

(RVL)

Células de

Apoptosis por

Lectinas provenientes del frijol Tépari (Phaseolus acutifolius A. Grey) han mostrado

efectos sobre distintas lineas celulares de cancer de colon (CaCo-2, HT-29 y
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SW480). El mecanismo de accion involucra la induccion de apoptosis (Moreno-Celis
y col., 2020).

1.4 Frijol Tépari (Phaseolus acutifolius)

Phaseolus acutifolius, conocido como frijol Tépari es una leguminosa que se cultiva
en México desde hace 5,000 afios aproximadamente. Pertenece al género
Phaseolus y es una de las cinco especies domesticadas por el hombre junto con
Phaseolus vulgaris L. (frijol comun), Phaseolus coccineus L., Phaseolus linatus L., y
Phaseolus domosus Macfady. Es una especie de ciclo corto, tolerante a altas
temperaturas y sequias. Crece principalmente en las regiones aridas de México
(Sierra Madre Occidental), en el sureste de Estados Unidos (Arizona, Nuevo México)

y Costa Rica (Acosta-Gallegos, 2021).

En general, los frijoles son excelentes fuentes de proteinas, carbohidratos complejos,
fibra dietética, vitaminas y minerales, pero también contienen fitoquimicos como
polifenoles, inhibidores de proteasas, lectinas y acido fitico (Gonzalez de Mejiay col.,
2005). En 2012, Garcia-Gasca y colaboradores, caracterizaron un inhibidor de
proteasas natural procedente de P. acutifolius, reportando a las lectinas como
moléculas bioactivas, ya que mostraron efectos negativos sobre distintas lineas

celulares de cancer, particularmente sobre células CaCo2 de cancer de colon.

Se ha encontrado que la fraccion de lectinas del frijol Tépari (TBLF, por sus siglas en
inglés) inducen la muerte celular en lineas celulares de cancer de colon, HT-29 y
arresta el ciclo celular en la fase GO/G1. El efecto apoptético esta relacionado con un
aumento en la fosforilacion de Ser46 de p53 y la activacion de la caspasa 3 (Moreno-
Celis y col., 2020).

Se ha encontrado que la TBLF presenta baja toxicidad en ratas Spargue Dawley,
ademas de su efecto citotoxico para inhibir la tumorogénesis en el colon. Estudios
realizados por Lopez-Sanchez y colaboradores en 2010, mostraron la baja toxicidad

por administracién oral tanto a nivel agudo como subcrénico y se sugirié la dosis
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maxima sin efectos adversos para iniciar los estudios contra el cancer (50 mg/kg de
peso). Asimismo, estudios realizados por Ferriz-Martinez y colaboradores (2015),
mostraron efectos antinutricionales en la reduccion del peso corporal sin alteraciones
en marcadores sanguineos en ratas Sprague Dawley al administrar la TBLF en dosis
de 50 mg/kg. Los estudios de Alatorre-Cruz y colaboradores (2018), mostraron tras
seis semanas de administracion intragastrica con dosis de 50 mg/kg cada tercer dia,
efectos adversos como atrofia intestinal e hiperplasia pancreética siendo esta Ultima
reversible tras un periodo de recuperacion de dos semanas, mientras que la atrofia
intestinal no fue reversible en este periodo de tiempo. Pita-Lépez y colaboradores
(2020) mostraron que un periodo de recuperacion de 6 semanas permitia que los
efectos adversos fueran parcialmente reversibles, por lo que siguieren ampliar el
periodo de recuperacion para revertir todos los efectos adversos observados. La
TBLF mostré capacidad inhibitoria de la tumorogéneis temprana de cancer de colon

guimicamente inducido en ratas (Moreno-Celis y col., 2017).
1.4.1 Limitaciones de utilizar la TBLF

La TBLF estd compuesta principalmente por dos lectinas mayoritarias (TBL-1y TBL-
2) (Torres-Arteaga y col., 2016). Para purificar una sola de las lectinas es necesario
incrementar las operaciones unitarias y, con ello, incrementar el costo y el tiempo de
produccion, y disminuir el rendimiento. Por lo anterior, en 2019 Martinez-Alarcén y
colaboradores (2019) implementaron un sistema de produccién a través de la
secrecion de la proteina en la raiz de la planta P. acutifolius utilizando Agrobacterium
tumefaciens como vector. Este, poseia la secuencia clonada del gen encargado de
producir una lectina glicosilada con actividad biologica. La desventaja principal de
este proceso fue la baja viabilidad de las plantulas de frijol y la escasa cantidad de

proteina recuperada.

Existen modelos reportados para expresion y produccidbn de proteinas
recombinantes, como son las bacterias y levaduras. E. coli es el organismo mas
utilizado para la expresion de proteinas recombinantes por su simplicidad y

conocimiento del genoma. Sin embargo, no es el mejor modelo de expresion para
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ciertas lectinas por multiples motivos: falta de organelos intracelulares y de
maquinaria glicosilante, la produccion de proteinas de gran tamafio o, proteinas
expresadas en altas concentraciones que tienden a formar agregados insolubles en
el citoplasma. Por otro lado, las levaduras tienen las ventajas de un rapido
crecimiento, facil manipulacion genética y cuentan con la maquinaria celular
necesaria para modificaciones postraduccionales (glicosilaciones, formacion de
puentes disulfuro y actividad proteolitica). Saccharomyces cerevisiae es uno de los
organismos mas utilizados para la expresion proteica, sin embargo, tiende a
acumular el producto en vacuolas y citoplasma, presenta bajo rendimiento, su
procesamiento de péptido sefial es incompleto y sus glicosilaciones son muy
antigénicas. En su lugar, Pichia pastoris es capaz de producir glicoproteinas en gran
concentracion sin ser antigénicas ya que no agrega residuos de manosa a-1-3

(Martinez-Alarcén y col., 2018).
1.4.2 Lectinarecombinante

Martinez-Alarcén y colaboradores (2020), presentaron un nuevo proceso de
produccion para la lectina recombinante proveniente del frijol Tépari (rTBL-1)
utilizando a P. pastoris y el plasmido pGAPZaB que contiene sitios de replicaciéon
para la misma P. pastoris, un gen de resistencia a antibiético y un péptido sefial de
S. cerevisiae para la expresion del factor a unido al N-terminal de la proteina, el cual
es cortado por endopeptidasas (Kex2 y Stel3) del aparato de Golgi. Se reportaron
rendimientos de 316 mg/L de cultivo. La lectina recombinante (rTBL-1) esta
conformada por un homo tetramero compuesto por dos dimeros antiparalelos. Cada
monomero lo constituyen 15 laminas 8 antiparalelas distribuidas en rollo y cada rollo
esta formado por seis hojas posteriores de laminas B, siete hebras concavas como
hojas frontales, dos laminas conectoras trenzadas y dos cationes divalentes Ca*? y
Mg*? unidos cada uno por coordinaciéon con Aspl131, Glul29, Aspl139, Hisl144,

Leul33, y Asnl135, asi como dos moléculas de agua estructurales por ion (Figura 2).

La rTBL-1 se une a cadenas ramificadas B1-6 de N-glicanos sin importar que en la

ramificacion existan unidades extra de lactosamina o acidos sialicos a2-3 (Martinez-
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Alarcén, 2020). Uno de los cambios mas importantes que se sufre en las neoplasias
son las glicosilaciones, sobre todo la ramificacion de cadenas 1-6 de N-glicanos

(Pinho y Reis, 2015) por lo que larTBL-1 presenta potencial como agente terapéutico.

Figura 2. Estructura tridimensional de rTBL-1. Tetrdmero con sus cuatro subunidades
A, B, C y D junto con sus cationes Ca*? (esferas grises) y Mg*? (esferas negras)
(Martinez-Alarcén y col., 2020; Protein Data Bank).

Vega-Rojas y colaboradores (2021), realizaron estudios con la rTBL-1 in vitro y ex
vivo para evaluar los cambios que sufre la rTBL-1 en un proceso gastrointestinal.
Encontraron que la bioaccesabilidad de la rTBL-1 disminuye en el lumen intestinal e
incrementa en el lado basolateral. Sugieren que la proteina ingresa mediante la
internalizacion de la membrana intestinal hacia el enterocito por la interacciéon con
receptores intestinales como N-acetil glucosamina y acido sialico. LarTBL-1 presenta
efecto citotéxico similar a la TBLF (Palmerin-Carrefio y col., 2021). Se sabe que es
por induccion de apoptosis y arresto del ciclo celular en fase GO/G1 (Dena-Beltran y

col., 2023), sin embargo, se desconocian los efectos adversos provocados por la

16



lectina, por lo que es necesario realizar estos estudios toxicoldgicos para conocer su

comportamiento toxicologico.

Los estudios de toxicidad oral aguda en ratas y ratones en un rango de dosis de 5-
300 mg/kg mostraron que la rTBL-1 no causo la muerte de animales ni la presencia
de eventos adversos, con lo que se pudo clasificar a la rTBL-1 como una sustancia
de categoria 3 con baja toxicidad y segura para continuar con ensayos de dosis
repetidas (Rios Ortiz, 2022; Balderrama-Ocadiz, 2023). En el estudio de toxicidad
subcronica en ratas se reportd que la dosis de 30 mg/kg de rTBL-1, que fue
administrada diariamente durante 28 dias, no causo la muerte de ningun animal y
desarroll6 menores efectos que la TBLF; no se reportaron afectaciones en la
conducta de los animales, consumo de agua y alimento o en su peso corporal,
tampoco en el perfil hematoldgico y bioquimico que fue determinado en los animales
experimentales. Los andlisis macroscopicos de 6rganos no indicaron cambios en el
tamafio y peso de los 6rganos, mientras que se reportaron como preliminares
algunos cambios observados mediante el analisis histopatolégico como

esplenomegalia o incremento de la pulpa blanca en el bazo (Rios Ortiz, 2022).

El presente proyecto se desarroll6 para complementar el perfil toxicoloégico de la
rTBL-1 y demostrar la seguridad clinica para asi continuar con el estudio de esta

lectina como candidato terapéutico contra el cancer de colon.
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2. HIPOTESIS

La rTBL-1 administrada a ratones CD-1 diariamente durante 28 dias, de forma
intragéstrica en dosis NOAEL (30 mg/kg), presenta baja toxicidad en los animales en

comparacion con la TBLF.
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3. OBJETIVOS
3.1 General

Evaluar la toxicidad subcrénica de la rTBL-1 en ratones CD-1 con un esquema de

administracion intragastrica diaria con dosis NOAEL (30 mg/kg) por 28 dias.
3.2 Especificos

e Realizar el estudio subcrénico por 28 dias y determinar alteraciones
fisiolbégicas en los animales de experimentacion.

e FEvaluar las alteraciones en marcadores metabolicos e inflamatorios en
los grupos experimentales comparando con el grupo control.

e Estudiar la composicion del tejido sanguineo mediante biometria
hematica en los grupos experimentales comparando contra el grupo
control.

e Estudiar el efecto sobre 6rganos blanco en los grupos experimentales
comparandolos con el grupo control mediante analisis histopatolégico.

e Corroborar la actividad biologica de la rTBL-1 comparando con los

hallazgos en animales provocados al administrar la TBLF.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1Disefo experimental

Para este estudio se utilizé el disefio experimental mostrado en la Figura 3. Se
obtuvo la aprobacion del comité de bioética de la Facultad de Ciencias Naturales
(FCN), perteneciente a la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ), con el nUmero
de registro 29FCN2021 como parte del macroproyecto “Evaluacién preclinica de una
lectina recombinante con potencial anticancerigeno: mecanismo de accion, estudios
toxicoldgicos y farmacoldgicos y su posible uso como herramienta diagnoéstica”, asi
como la aprobacion del comité de bioética de la Facultad de Quimica (FQ) de la UAQ
para el desarrollo de este proyecto con niumero de oficio CBQ22/007. El trabajo
experimental se llevé a cabo siguiendo los lineamientos de la NOM-062-Z00-1999
y los ensayos de toxicidad segun la OECD Test Guide 407 (2008). La lectina
recombinante (rTBL-1) se obtuvo de acuerdo con el método descrito por Martinez-
Alarcén y col. (2020), modificado por Palmerin-Carrefio y col. (2021) en el cual se
introdujo un pldsmido con la secuencia de la lectina en P. pastoris que posteriormente
se colocd en un biorreactor con medio de cultivo bajo condiciones controladas
(Palmerin-Carrefio y col., 2021). El medio obtenido se centrifugd y el sobrenadante
se purificd en columnas en gel con Sephadex con afinidad a niquel para después ser
lavadas con un gradiente de imidazol (200 mM), se dializé mediante la técnica de
osmosis inversa con agua destilada hasta tener una conductividad de 50 uS/cm y
finalmente, la muestra obtenida se liofilizd para recuperar la rTBL-1. La lectina se

mantuvo en congelacion (-20°C) hasta su uso.
3.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 20 ratones CD-1, 10 hembras (nuliparas y no gestantes) y 10 machos,
de 5 semanas de edad obtenidas del bioterio del Instituto de Neurobiologia (INB) de
la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Campus Juriquilla. Los
ratones se trasladaron al bioterio de la FCN, de la UAQ en el Campus Juriquilla,

dentro del cual, se mantuvieron en jaulas durante siete dias (semana de adaptacion)
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con el fin de aclimatarse a las condiciones del laboratorio y su posterior manipulacion.
Después, fueron pesados individualmente para ser divididos en dos grupos, grupo
control (C), con 10 ratones (5 hembras y 5 machos), y tratamiento (Tx) con 10 ratones
(5 hembras y 5 machos). Los grupos fueron conformados por aleatorizacion, los
animales se concentraron en jaulas, con un maximo de 5 ratones (del mismo sexo)
por jaula. Durante todo el experimento, las condiciones ambientales del bioterio se
mantuvieron en las condiciones estandar: temperatura de 22 + 3 °C en ciclos de luz
de 12 h por 12 h de oscuridad y un porcentaje de humedad relativa entre el 50 % y

60 %. Se les administré ad libitum agua y alimento convencional de ratén.

Terminada la semana de adaptacion se modificé el alimento para los roedores
mediante un tratamiento térmico en autoclave durante 15 min a 105 °C y 6 psi para
la desnaturalizacion de proteinas con el fin de que las lectinas propias del alimento
no interfirieran en el experimento. La lectina recombinante se administré diariamente
durante 28 dias mediante una sonda intragastrica en dosis NOAEL de rTBL-1 (30
mg/kg) al grupo Tx, mientras que al grupo C se les administré el equivalente en
volumen de solucién salina. Culminando el esquema de administracion, se realizé la
matanza de los animales por dislocamiento, se recuperaron muestras sanguineas
mediante puncidn cardiaca y se recolectaron los 6rganos del animal (bazo, pancreas
pulmones, rifiones, timo, cerebro, génadas, corazén, estdbmago, higado, intestino

delgado, intestino grueso y colon).
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Evaluacion de toxicidad intragastrica aguda
de la rTBL-1 por los métodos propuestos
por la OCDE en la guia 407
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Figura 3. Diagrama de flujo de disefio experimental

3.2 Andlisis de marcadores bioquimicos y hematolégicos

Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos Microtainer® con gel

separador (marcadores bioquimicos) y en tubos Microtainer® con EDTA-K2

(biometria hematica completa) y se procedio a la separacion del suero o plasma

sanguineo por centrifugacion a 5,000 g para ser almacenado a -80 °C hasta su uso.
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Posteriormente, las muestras fueron trasladadas al laboratorio de la Unidad de
Servicios Clinicos (USC) de la Facultad de Quimica, de la UAQ donde se
determinaron los pardmetros bioquimicos mediante un equipo Chemistry Analyzer
(Mindray, BS-200) y reactivos marca Spinreact conforme a las indicaciones del
fabricante las pruebas a realizar fueron: colesterol total (nUmero de catalogo
MI41021), triglicéridos (numero de catadlogo MI41031), creatinina (numero de
catalogo MI1001111), amilasa pancreédtica (numero de catdlogo 41202), urea
(numero de catdlogo MI41041), albumina (nimero de catédlogo 1001020), aspartato
aminotransferasa (AST) (numero de catalogo 1001160), alanina aminotransferasa
(ALT) (ndmero de catadlogo 1001170), fosfatasa alcalina (numero de catalogo

MI41233), proteinas totales (nimero de catalogo 1001291).

3.3 Analisis macroscopico de 6rganos

Los 6érganos de animales se observaron macroscopicamente, fueron extraidos y se
resguardaron en recipientes con solucion salina 0.9 % fria tratando de registrar su
peso lo mas rapido posible. El peso relativo de cada 6rgano se calcul6 utilizando la
siguiente ecuacion:

Peso del 6rgano

Peso relativo (%) = x 100
Peso corporal

El indice de longitud de los intestinos se determiné con la siguiente ecuacion:

Longitud del intestino

Indice de | itud =
naice ge tongttu Peso corporal

3.4Analisis histopatolégico de 6rganos

Una vez que los 6rganos fueron pesados, se colocaron en un recipiente con una
solucion de formol al 10 % en buffer salino de fosfatos (pH=7.2). Las muestras fueron
mantenidas en refrigeracion hasta que fueron entregadas al Laboratorio de

Diagnostico Veterinario Integral de la FCN-UAQ en donde se realizo el proceso de
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deshidratacion de tejidos, montaje e inclusion en parafina, cortes de tejidos (6 um) y
tincion con hematoxilina-eosina. Los tejidos se analizaron mediante microscopia

Optica a 10x, 40x y 100x por patdlogos veterinarios.
3.5 Analisis estadistico

La comparacién entre medias de grupos se realizO mediante una t de Student
(p<0.05). El analisis estadistico junto con las graficas se llevo a cabo en el programa
GraphPad Prism 8.

3.6 Disposicion de residuos

Los residuos biolégico-infecciosos fueron desechados y resguardados hasta su
destruccion segun la “Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
"Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
- Clasificacion y especificaciones de manejo". Los objetos punzocortantes se
desecharon en un recipiente rigido hermético de polipropileno de color rojo con la
leyenda “Residuos Peligrosos Bioldgico — Infecciosos”. Los tubos Microtainer® con
sangre, suero o plasma, asi como los demas residuos no anatémicos fueron
desechados en bolsas de polietileno de color rojo marcadas con la leyenda “Residuos
Peligrosos Biologico — Infecciosos”. Los residuos patologicos se desecharon en
bolsas de polietileno de color amarillo marcadas con la leyenda “Residuos Peligrosos
Biologico — Infecciosos”. Los cadaveres animales fueron desechados en bolsas de
polietileno de color rojo marcadas con la leyenda “Residuos Peligrosos Bioldgico —
Infecciosos” y congelados. Todos los desechos fueron recogidos para su disposicion

final por una empresa (proveedor interno de la UAQ) para su posterior incineracion.

24



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1Estudio de toxicidad subcronica de rTBL-1 por via intragastrica

La administracion oral en dosis repetida de 30 mg/kg de la rTBL-1 a los ratones
durante 28 dias no generd ningun signo o sintoma de toxicidad clasicos en
comparaciéon al grupo control. Los animales no mostraron aletargamiento,
piloereccion, vémito, o alteraciones en su postura o en su marcha; tampoco se
observaron cambios en el comportamiento conductual o diferencia en las
expresiones faciales. Cuando la rTBL-1 fue administrada por via oral en dosis
mayores a ratones y ratas en el estudio de toxicidad aguda, no se reportaron cambios
en los pardmetros evaluados del comportamiento animal (Balderrama-Ocadiz, 2023;
Rios Ortiz, 2022). De igual manera, bajo los esquemas de dosis repetida durante 28
dias, la rTBL1 en una dosis de 30 mg/kg, asi como la dosis de 50 mg/kg de la TBLF
no se observaron efectos en la conducta habitual de las ratas a las que fue

administrada oralmente (Lépez-Sanchez, 2008; Rios Ortiz, 2022).

Lo anterior muestra que la via oral es una mejor manera de administrar las soluciones
de lectina en comparacion a cuando lectinas de frijol Tépari fueron administradas por
via intraperitoneal, donde se reporté inflamacion abdominal y la muerte de ratones
(Reynoso-Camacho y col., 2003). Se ha reportado que una lectina extraida de las
semillas de la planta Abrus precatorius L., administrada por via intraperitoneal en
dosis de 0.91 pg/kg causé un decremento significativo en la ganancia de peso
corporal (Chaturvedi y col., 2015). También se reporté que una lectina proveniente
de Sambucus ebulus L. administrada por via intraperitoneal en dosis de 3.75 mg/kg

provocé la muerte de 9 de 10 animales (Jiménez y col., 2013).

Para detectar la presencia de toxicidad temprana se monitored continuamente el
peso corporal, asi como la ingesta alimento y agua de los animales experimentales
(Repetto Jiménez y Repetto Khun, 2009). En este estudio los ratones hembra y
macho tratados con la rTBL-1 mantuvieron, conforme su crecimiento, la ganancia de
peso al igual que los animales del grupo control (Figura 4). Con respecto a los

ratones hembra, el peso corporal se mantuvo de forma similar que los animales del
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estudio de toxicidad oral aguda de la rTBL-1 (Balderrama-Océadiz, 2023). A su vez,
en los estudios de toxicidad de la TBLF y rTBL-1 en ratas hembra no se observo
afectacion de este parametro (LOpez-Sanchez, 2008; Rios Ortiz, 2022), pero si en
las ratas macho tratadas con la dosis de 50 mg/kg de la TBLF que mostraron una
disminucién de su peso corporal con respecto al grupo control (Lopez-Sanchez y col.,
2010) o como lo reportado durante el periodo de tratamiento de 3 veces por semana
de 50 mg/kg de la TBLF en el estudio de tolerabilidad en ratas donde la disminucién
de peso del grupo tratado con respecto al grupo control fue muy marcada (Ferriz-
Martinez y col., 2015).

Los ratones tratados con la rTBL-1 mantuvieron un peso similar al grupo control. Los
pesos de los ratones macho, tanto en grupo control como en tratamiento, se
mantuvieron en un promedio aproximado de 30 g, mientras que, para las hembras,
tanto en control como el de tratamiento se mantuvieron en un promedio aproximado
de 24 g. Estos valores se encuentran dentro de los pardmetros de referencia tanto
para ratones adultos machos, 20-40 g, como para las hembras, 22-63 g,
(Quesenberry y Carpenter, 2012). Estos resultados son consistentes con los estudios
previos realizados con la TBLF en los cuales no se observo esta disminucién de la
ganancia de peso corporal en ratas jévenes (Lopez-Sanchez y col., 2010; Alatorre-
Cruz, y col., 2018; Pita-L6pez y col., 2020). Sin embargo, Ferriz-Martinez vy
colaboradores (2015), asi como Moreno-Celis y colaboradores (2017) reportaron una
disminucién en el consumo de alimento durante las primeras semanas de tratamiento
y pérdida de la ganancia de peso corporal al administrar TBLF en ratas adultas
(Alatorre-Cruz y col., 2018). Por su parte, Rios-Ortiz (2022) y Balderrama-Ocadiz
(2023) no reportaron alteraciones significativas en el comportamiento del peso
corporal de los animales al administrar la rTBL-1 en rata (estudio de toxicidad

subaguda y subcronica) y raton respectivamente (estudio de toxicidad subaguda).
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Figura 4. Peso corporal de los ratones en el estudio de toxicidad subcronica. A) Ratones
hembra y B) Ratones macho. El peso corporal fue monitoreado cada 72 horas desde la
administracion del tratamiento, se muestran los valores promedio + desviacion estandar de
5 ratones por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba t de Student, p<0.05.

La pérdida de la ganancia de peso corporal es un indicador sensible de toxicidad
después de la exposicion a sustancias toxicas; sin embargo, esta pérdida de
ganancia de peso puede ser ocasionada por estrés o por adaptacion fisiologica al
toxico, encontrandose a una reduccion en la ingesta calorica cuando el peso corporal
disminuye o cuando hay una acumulacién de grasa durante la ganancia de peso
corporal (Madingou y col., 2016). El consumo de agua y alimento se monitore6

diariamente durante todo el tratamiento (Figura 5y Figura 6).
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Figura 5. Ingesta de alimento por los ratones tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio
de toxicidad oral subcroénica. A) Ratones hembra; B) Ratones macho. La ingesta de alimento
se registré diariamente desde la administracion del tratamiento, se muestran los valores
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promedio + desviacion estandar de 5 ratones por grupo. (*) Grupos estadisticamente
diferentes, prueba t de Student, p<0.05.
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Figura 6. Consumo de agua de los ratones tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio
de toxicidad oral subcrénica. A) Ratones hembra; B) ratones macho. El consumo de agua se
registr6 diariamente desde la administracion del tratamiento, se muestran los valores
promedio + desviacion estdndar de 5 ratones por grupo. (*) Grupos estadisticamente
diferentes, prueba t de Student, p<0.05.

Se observaron algunas diferencias estadisticas significativas (p<0.05) al comparar el
consumo de agua entre el grupo en tratamiento contra el control, derivado
posiblemente por desperdicios. Se sabe que el consumo normal de agua para los
mamiferos es proporcional a su peso corporal (Fox y col., 2007), explicando asi el
mayor consumo por parte de los machos. Los valores de referencia para el consumo
de agua para ratones son de 4.3 a 10 mL (Fox y col., 2007) mientras que el consumo
de alimento es de 3 a 5 g por animal (Quesenberry y Carpenter, 2012). Por su parte,
se observo que cada segundo dia, las hembras mostraron una diferencia significativa
en el consumo de alimento en el grupo tratado comparado con el grupo control,
mismo que se observo oscilante. Sin embargo, los resultados finales muestran que
la administracion oral de la rTBL-1 bajo el esquema probado no provoca signos de
toxicidad al no verse afectados en lo general los parametros de peso corporal e

ingesta de agua y alimento.
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5.2 Efecto sobre pardmetros metabdlicos e inflamatorios

La guia 407 de la OCDE indica que se deben realizar investigaciones toxicolégicas
en distintos tejidos con el fin de identificar efectos o dafos a tejidos mediante la
medicién de parametros bioquimicos y la composicion del tejido sanguineo. Las
muestras fueron recolectadas al término de la experimentacion, al momento de
realizar la matanza de los animales, por medio de puncion cardiaca. La sangre fue
colocada en tubos Microtainer® con gel separador para las pruebas bioguimicas, y

en tubos Microtainer® con EDTA-Kz, para la biometria hemética.

En el Cuadro 4 se muestran los resultados de los estudios bioquimicos realizados.
Los parametros que determinan la funcion hepatica ALT, AST y ALP no mostraron
cambios significativos (p>0.05) comparados con el grupo control, a excepcion de la
ALT (p<0.05). A su vez, se describen pardmetros bioquimicos relacionados con la
funcién renal (creatinina y urea) que tampoco presentaron cambios significativos
(p>0.05) con respecto al grupo control. En los Anexos 2-5 se muestran datos de

referencia para parametros bioguimicos de roedores por diferentes autores.

La enzima ALT disminuy6 en el grupo de los machos en tratamiento en comparacion
con el control (p<0.05), sin embargo, no se considera que esta disminucion sea de
importancia fisiolégica ya que se sabe que en caso de que se presenten dafios
hepaticos se esperaria un incremento de la ALT y AST debido a la degeneracion del
hepatocito y filtrado de estos analitos al espacio extracelular (Gupta, 2019). Por otro
lado, el grupo en tratamiento de los ratones hembra mostré incremento
estadisticamente significativo (p<0.05) en contraste con el grupo control, sin
embargo, no se encontrd elevacion en AST ni en ALP por lo que, para considerar
dafo hepatico se deberia observar a la par la elevacion de estas dos enzimas. En
esa misma linea, estudios realizados con la lectina concavalina A, lectina que se
sabe genera dafio hepatico, indican en sus resultados que para los efectos
hepatotoxico el estado hormonal del animal influye ocasionando en las hembras una

mayor susceptibilidad que los machos para el desarrollo de patologias en el higado
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(Heymman y col., 2015), como son la hepatitis autoinmune (Jaeckel y col., 2011),

cirrosis biliar primaria y dafio al higado inducido por alcohol (Takamoto y col., 2003).

Cuadro 4. Bioquimica sanguinea de los ratones en el estudio de toxicidad

subcroénica

Parametro TBL-1 (30 TBL-1 (30
r - r -
Control ( Control (
mg/kg) mg/kg)
Urea
57.6+5.3 60.0+6.1 0.6328 70.248.1 66.9+10.1 0.5833
(mg/dL)
reatinin
Creat a 0.4+0.1 0.4+0.2 0.9081 0.440.1 0.3+0.2 0.2732
(mg/dL)
Colesterol ND ND ND 102.3+14.0 101.0+21.2 0.9095
(mg/dL)
Trigliceridos ND ND ND 152.0436.5 160.0+55.2 | 0.7937
(mg/dL)
ALT
(UI/L) 197.4+47.3 335.5+34.6* 0.0151 197.2454.9 119.7+24.4* 0.0203
AST
(UIL) 56.4+11.3 76.5+13.4 0.1180 74.8+11.3 97.8+34.1 0.2354
Fosfatasa
alcalina 295.8+71.1 221.0+15.6 0.1498 269.7+68.3 313.8+76.8 0.3658
(UIL)
Proteinas
totales ND ND ND 5.9+0.5 5.9+0.1 0.8758
(g/dL)
Albumina 5.5+0.2 5.3%0.7 0.6370 4.9+0.2 5.1+0.2 0.0902
(g/dL)
A(TJIII;aLS)a 1036.2+139.1 1004.5+109.6 0.7720 1045.2+120.5 1241.0+134.1* | 0.0412

Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratones por grupo. Grupos que
son diferentes significativamente con respecto al grupo control se sefialan con un asterisco
(*); prueba t de Student, p<0.05. ALT: alanina-aminotransferasa; AST: la aspartato-
aminotransferasa; ND: no determinado.

Lo anterior se da por aumento en la respuesta inmune del organismo,

desencadenando la incidencia de enfermedades autoinmunes. Las hormonas
sexuales (17B-estradiol) puede regular la actividad de inmunoldgica de respuesta de

linfocitos T, asi como de proteinas inflamatorias de macrofagos (TNF-a e IFN-y)
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participando en la induccion de necrosis hepatica (Takamoto y col., 2003) y por

consecuente el aumento de enzimas hepaticas en suero sanguineo.

La enzima ALT también se encuentra distribuida en musculo cardiaco o esquelético
(Gupta, 2019), por lo que pudiera considerarse que la elevacion en los niveles de
ALT pudiera estar relacionada con dafio en tejido cardiaco al momento de realizar la
toma de muestra por puncion cardiaca. Es importante corroborar estos hallazgos con
los resultados histopatolégicos para comprobar un efecto de toxicidad en el higado.
De igual forma, se hace mencion que es necesario complementar el perfil hepatico
con las siguientes pruebas para poder identificar dafios en los conductos
hepatobiliares y de esta forma, generar un perfil mas completo: GGT, gamma-
glutamil transferasa; bilirrubinas; 5'nucleotidasa y acidos biliares totales. Las pruebas
anteriormente mencionadas no se realizaron debido a la escasa muestra sanguinea
recuperada de la especie animal (un ratén de 30 g de peso corporal tiene alrededor

de 1.8 mL de sangre en su organismo (Diehl y col., 2001).

Durante los estudios de toxicidad aguda y subcrénica en ratas no se encontraron
alteraciones en parametros bioquimicos hepéaticos y renales en dosis por debajo de
los 300 mg/kg de rTBL-1. En dosis de 300 mg/kg se observo, para el estudio de
toxicidad aguda, una disminucion de AST, encontrandose dentro de los valores de
referencia para ratas (Rios Ortiz, 2022). De igual manera, el estudio de toxicidad
aguda en ratones no mostré alteraciones significativas en marcadores hepaticos y
renales (Balderrama-Ocadiz, 2023). Ademas, estudios realizados con TBLF no
mostraron indicios de dafio hepatico o renal (Lopez-Sanchez y col., 2010; Ferriz-
Martinez y col., 2015; Moreno-Celis y col., 2017). Se ha reportado que otras lectinas
como la Abrina en dosis de 0.91 pg/kg y la MuRL, proveniente de Microgramma
vacciniifolia (Langsd. & Fisch.) Copel., en dosis elevadas de 5,000 mg/kg provocan
alteraciones considerables en criterios de funcion hepatica indicando dafios en el
higado (Chaturvedi y col., 2015; da Silva y col., 2020).

Un indicador de la funcién y estado del pancreas es la amilasa pancreatica; la cual

se encontré elevada comparada contra el grupo control (p<0.05). Estudios anteriores
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realizados por Alatorre-Cruz y colaboradores en 2018, observaron hipertrofia en la
porcidbn exocrina de los acinos pancreaticos como un posible mecanismo
compensatorio de la atrofia intestinal, mismo mecanismo que se cree, eleva la

amilasa pancreatica.

Se realizaron estudios sobre colesterol, triglicéridos para observar posibles efectos
nutricionales sin llegarse a encontrar variaciones significativas (p>0.05).
Anteriormente, se reportd que la TBLF exhibe un efecto antinutricional (Lopez-
Sanchez y col., 2010; Ferriz-Martinez y col., 2015; Moreno-Celis y col., 2017; Pita-
Lopez y col., 2020) causando una disminucién de los niveles séricos de albumina
mientras que las proteinas totales se mantienen sin diferencia respecto al control
(Lopez-Sanchez y col., 2010; Alatorre-Cruz y col., 2018). En estudios recientes
muestran como la rTBL-1 provoca, al contrario de la TBLF, un aumento en la
concentracion sérica de albumina sin llegarse a salir de los valores de referencia para
la especie; esto en ratas macho (Rios Ortiz, 2022). Cabe mencionar que los valores
de colesterol, triglicéridos y proteinas totales para los ratones hembra no se pudieron
determinar por la falta de muestra sanguinea recolectada en los animales. Sin
embargo, en estudios anteriores no se describen aumentos o disminuciones
significativas para ratas hembra en estos parametros (Alatorre-Cruz y col., 2018;
Rios Ortiz, 2022).

En conjunto con los estudios de marcadores metabdlicos, la OCDE en su guia 407
indica que se debe realizar un analisis de la composicion del tejido sanguineo, el cual
se muestra en el Cuadro 5. La composicion de la formula roja se encontré sin
alteraciones significativas (p>0.05) entre los grupos en tratamiento comparados con
respecto a los controles. También se observa que las plaquetas se mantuvieron sin
cambios estadisticamente importantes (p>0.05). Por otro lado, se observo
incremento en el porcentaje de granulocitos (neutrofilos segmentados) en los ratones
macho (p<0.05) pero no en ratones hembra. Se reporta que los ratones macho
adultos poseen un conteo de granulocitos segmentados significativamente mayor

gue las hembras (Percy y Barthold, 2007).
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Cuadro 5. Biometria hematica de los ratones en el estudio de toxicidad subcrénica

Parametro

Control

Hembras

rTBL-1

(30 mg/kg)

Control

Machos
rTBL-1

(30 mg/kg)

LEUCOCITOS (x108/uL) 8.3£1.9 6.1+1.1 0.1555 11.2+1.7 13.0£1.8 0.2079
Linfocitos (%) 87.0£2.0 88.0£1.0 0.4818 90.2+3.0 84.0+4.1 0.0504
Neutréfilos segmentados
%) 11.3+1.7 9.7+2.1 0.3630 6.6+1.7 13.0£2.7* 0.007
Neutréfilos en banda (%) 010 00 ND 00 0.310.5 ND
Eosinofilos (%) 1.7+0.6 1.5+£0.7 0.7262 2.0£1.9 0.7£1.5 0.5778
Basofilos (%) 00 0.3+0.6 ND 0+0 0.3+0.5 ND
Monocitos (%) 1+0 1.5+0.7 0.2837 1.2+0.4 1.7£1.7 0.2957
ERITROCITOS (x108/pL) 9.7¢0.5 10.1+0.1 0.2744 9.3+0.3 8.9+0.6 0.2274
Hemoglobina (g/dL) 15.1+0.4 15.4+0.5 0.4486 14.5+0.7 14.0+0.7 0.2432
Hematocrito (%) 60.1+3.3 61.6+0.6 0.4830 53.6+1.4 51.7+3.2 0.3157
MCV (fL) 61.7£1.0 61.1+0.4 0.3809 57.4+1.5 58.1+0.6 0.4295
MCH (pg) 15.6+0.3 15.310.4 0.4267 15.5+0.3 15.7+0.3 0.4252
MCHC (g/dL) 25.2+0.7 25.0£0.5 0.7422 27.110.4 27.1+0.4 0.9867
RDW (%) 16.4£1.5 16.9+0.4 0.6240 15.3+0.9 14.7+0.9 0.3521
PLAQUETAS (x103/uL) 501.0+120.8 | 360.7+49.7 | 0.1362 | 848.8+131.5 | 620.8+221.9 | 0.1275
MPV (fL) 6.1+0.2 6.3£0.3 0.2295 6.2£0.5 6.210.2 0.9232

Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 4 ratones 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: concentracion media de hemoglobina corpuscular; RDW: ancho
de distribucién de glébulos rojos; MPV: volumen plaquetario medio; ND: No determinado.
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Los datos mencionados concuerdan con los historicos para la rTBL-1 de Rios-Ortiz
(2022) y Balderrama-Ocadiz (2023) en los cuales, las alteraciones de los parametros
hematoldgicos se mantienen sin ningin cambio significativo encontrandose todos
dentro de los valores de referencia. Los estudios realizados anteriormente en la TBLF
reportaron incremento en el conteo de los granulocitos y una disminucion en los
linfocitos siendo este un indicativo de la activacion del sistema inmune (Ferriz-
Martinez y col., 2015; Moreno-Celis y col., 2017; Alatorre-Cruz y col., 2018), lo
anterior se muestra en la Figura 7 para los ratones macho. Cabe mencionar que el
estudio de toxicidad subcronica realizados con rTBL-1 en ratas mostro aumento en
el porcentaje de monocitos y granulocitos en las ratas macho, sugiriendo una
activacion del sistema inmune (Rios-Ortiz, 2022) y, bajo el mismo hilo de ideas,
también se sugiere activacion del sistema inmune por el aumento en el porcentaje
de granulocitos (6.2%). La activacion del sistema inmune es liderada por los
granulocitos polimorfonucleares en respuesta a un antigeno (Gonzalez-Barro y col.,
2003), en este caso el antigeno puede ser la lectina recombinante o un epitopo de
ésta.

Figura 7. Porcentaje de células blancas en la sangre de ratones tratados con 30 mg/kg de
rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Se muestran los valores promedio +
desviacion estandar de 5 ratones por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba
t de Student, p<0.05.

5.3Analisis macroscopico de 6rganos

Para poder observar de una manera mas completa y profunda la toxicidad de un
xenobidtico en algun érgano, se deben considerar tanto los resultados de estudios
de bioquimica sanguinea junto con los histopatoldgicos. El andlisis macroscépico de
los 6rganos no mostro alteraciones en cuanto a su estructura, color y textura en los
grupos tratados comparados contra el control. En el Cuadro 6 se muestra el peso de
los érganos tras la necropsia de los ratones. Como todos los animales son diferentes
entre si, en talla y peso, se hizo una relacion porcentual entre del peso del 6rgano

con respecto al peso corporal (peso relativo) para un analisis mas profundo.
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Cuadro 6. Pesos de 6rganos en el estudio de toxicidad aguda

Peso del Hembras Machos
6rgano (g) Control rTBL-1 (30 5 Control rTBL-1 (30 5
mg/kg) mg/kg)

Corazon 0.125+0.010 0.110+0.012  0.0640 0.135+0.015 0.159+0.016* 0.0401
Pulmones 0.305+0.075 0.316%0.056 07994  0.281+0.056  0.286+0.044  o0.8791
Rifiones 0.352+0.021  0.336+0.013 0.1855 = 0.520+0.072 0.532+0.020  0.7288
Bazo 0.089+0.018 0.095+0.016 05927  0.160+0.047  0.181+0.051 0.5175
Timo 0.117+0.027  0.093+0.016 01256 = 0.093+0.014 0.122+0.034 @ 0.1158
Ig;?;ggs 1.618+0.127 1.623+0.345 09765  2.881+0.694  2.989+0.219 0.7485
|;trisetisr(l)0 1.442+0.211  1.354%0.154 0.4729 1.697+0.451  1.999+0.254 0.2283
Higado 1.538+0.138 1.580+0.103  0.6004  2.142+0.428 2.346+0.183  0.3558
Cerebro 0.608+0.116  0.542+0.012 02413 = 0.510+0.037 0.552+0.032 0.0911
Goénadas 0.094+0.016  0.096+0.016 0.8483  0.171+0.029 0.203+0.010* 0.0480
Pancreas 0.472+0.123  0.366+0.091 01599  0.675+0.233  0.712+0.154 @ 0.9320
Estdbmago 0.691+0.135 0.636+0.149 05577  0.722+0.161  0.793£0.135 @ 0.4715

Se muestran los valores promedio + desviacion estandar del peso del érgano de 5 ratones
por grupo. La comparacion de medias se realizd por género de acuerdo cona los pesos
relativos, prueba “t de Student, p<0.05. (*) Grupos estadisticamente diferentes. PO/PC=
Relacién del peso del 6rgano entre el peso corporal del animal. La comparacion de medias
se realiz6 por género de acuerdo con los pesos relativos, prueba t de Student, p<0.05. (*)
Grupos estadisticamente diferentes.

No se observo diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) al comparar los
indices de longitud de los intestinos de los grupos en tratamiento con respecto a los
grupos control (Figura 8). Los estudios de la TBLF no mencionan cambios para los
indices de longitud de intestinos (Ferriz-Martinez y col., 2015; Alatorre-Cruz y col.,
2018; Pita-Lopez y col., 2020). Mismo comportamiento que se aprecia en los estudios
de toxicidad aguda y subcrénica en ratas con la rTBL-1 (Rios-Ortiz, 2022) y en los

estudios de toxicidad aguda en raton (Balderrama-Ocadiz, 2023).
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Figura 8. indice de longitud de intestino delgado e intestino grueso de los ratones tratados
con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcronica. Se muestran los valores
promedio + desviacion estandar de 5 ratones por grupo. (*) Grupos estadisticamente
diferentes, prueba t de Student, p<0.05.

No se encontraron cambios estadisticamente significativos (p<0.05) para ninguno de
los 6rganos de los grupos tratados con respecto a los grupos control en el caso de
ratones hembra. En el caso de ratones macho se encontraron diferencias
estadisticas (p<0.05) para los testiculos y para el corazén. En los estudios de
toxicidad aguda y subcrénica para rTBL-1 en ratas no se describen cambios
significativos en el peso de los 6rganos (Rios-Ortiz, 2022) ni tampoco se advirtieron
cambios en los pesos de 6rganos dentro del estudio de toxicidad aguda en ratones
(Balderrama-Océdiz, 2023).

La Figura 9 muestra la comparacién entre los pesos relativos (peso del érgano
ajustado al peso corporal de cada individuo) para intestinos, estobmago, higado,
pancreas y rifiones. La administracion via oral de la TBLF no present6 disminucion
del peso de los rifiones (Ferriz-Martinez y col., 2015; Alatorre-Cruz y col., 2018). De
la misma manera, se reporta que la rTBL-1 no presenta disminucion en el peso neto
y relativo de rifilones, asi como en los estudios subcronicos y subagudos en ratas y

ratones respectivamente (Rios-Ortiz, 2022; Balderrama-Ocadiz, 2023). Sin embargo,
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se advirti6 una disminucion de los pesos de los rifiones de ratas cuando fueron
administradas por via intraperitoneal lectinas de frijol Tépari en dosis iguales y

superiores a 400 pg/kg (Reynoso-Camacho y col., 2003).

No se observaron cambios tanto en el peso bruto del higado como en su peso
relativo. Estudios anteriores han mostrado que lectinas de frijol Tépari administradas
por via intraperitoneal provocaron disminucion del peso relativo en el higado en los
animales tratados (Reynoso-Camacho y col.,, 2003). Por su parte, tras la
administracion de la TBLF el higado mantiene su peso mientras que los intestinos
han mostrado un aumento en peso en los animales tratados con respecto al grupo
control (Ferriz-Martinez y col., 2015; Alatorre-Cruz y col., 2018). Lo anterior indica

que la administracion oral es menos toxica que la intraperitoneal.

Respecto al estdmago, los resultados reportados para la TBLF no indicaron
variaciones estadisticas en el peso del estbtmago (Lépez-Sanchez y col., 2010;
Ferriz-Martinez y col., 2015; Alatorre-Cruz y col., 2018). En el estudio de toxicidad
aguda en ratas tratadas con la rTBL-1, se registr6 aumento en el peso relativo para
el estomago derivado de la presencia de contenido gastrico, tanto del estdbmago
como intestinos a pesar de que los animales se encontraran en ayuno (Rios-Ortiz,
2022) mientras que el estudio de toxicidad aguda en ratones no se reporta este efecto
(Balderrama-Ocadiz, 2023). Se cree que esta diferencia radica en el metabolismo de
los mismos animales, ya que los ratones necesitan menos horas de ayuno para
vaciar su contenido gastrico mientras que las ratas requieren un tiempo mayor;
ademas, presentan el inconveniente de comenzar a ingerir el aserrin de la cama
sanitaria (Percy y Barthold, 2007).
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Figura 9. Pesos relativos de 6rganos de los ratones tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el
estudio de toxicidad oral subcrénica. A) Intestino delgado, B) Intestino Grueso, C) Estémago,
D) Higado, E) Pancreas y F) Rifiones. Se muestran los valores promedio + desviacion

estandar de 5 ratones por grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba t de Student,
p<0.05.

Con relacion a los intestinos, no se apreciaron diferencias estadisticas tanto en el
peso bruto del 6rgano como en los pesos ajustados en los grupos tratados con rTBL-
1 comparados contra los grupos controles. Se informa que la TBLF provoco un

aumento en el peso del intestino delgado y disminucion del 20 % en el peso del colon
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para ratas a los 48 dias de tratamiento (Alatorre-Cruz y col., 2018). No obstante,
estos resultados son variables, ya que también se ha reportado que la TBLF no
ocasiona estos cambios en este pardmetro (Ferriz-Martinez y col., 2015; Pita-Lopez
y col., 2020). Los estudios de toxicidad aguda para la rTBL-1 indican una disminucion
estadisticamente significativa en el peso de intestino delgado en dosis de 50 mg/kg,
sin embargo, en el estudio de toxicidad subcrénica no se advierten estos cambios
(Rios-Ortiz, 2022). Por otro lado, en los estudios de toxicidad aguda para ratones no
se menciona ningun tipo de alteraciones para esta variable (Balderrama-Ocadiz,
2023).

El pancreas no presentd diferencia estadistica entre los grupos tratados en
comparacién con los controles. Sin embargo, se aprecia una diferencia no
significativa en ratones hembra, derivada de la recoleccion del tejido, causante a la
falta de experiencia al momento de identificar y recolectar el tejido ya que se llegé a
confundir con tejido graso llegando a descartar una porcion del mismo 6rgano. El
estudio de toxicidad aguda de la TBLF en ratas reportd disminucion del peso relativo
del pancreas del grupo en tratamiento en comparacion con los controles al recibir
una dosis de 50 mg/kg (Lopez-Sanchez y col.,, 2010). Ferriz-Martinez vy
colaboradores (2015) en su estudio de tolerabilidad con la TBLF no reportaron
cambios significativos en el peso del pancreas. Los estudios de toxicidad aguda con
la rTBL-1 en ratas encontraron un aumento estadisticamente significativo en el peso
relativo del 6rgano en dosis de 100 mg/kg, sin embargo, durante el estudio de
toxicidad subcrénica, con dosis de 30 mg/kg, las ratas no presentaron este aumento
(Rios-Ortiz, 2022). Los estudios de toxicidad aguda en ratones no mostraron

alteraciones significativas en el peso del pancreas (Balderrama-Ocadiz, 2023).

La Figura 10 muestra la comparacion de pesos relativos para timo, bazo, pulmones,
corazon, cerebro y génadas. En cuanto al peso del corazén en ratones macho
(p>0.05), el resultado puede atribuirse a la toma de muestra para la recolecciéon de
la sangre, por puncién cardiaca y, que al momento de maniobrar para recolectar el
tejido este se lacero o desprendié parte del tejido con la aguja alterando el peso.

Ademas, al momento de realizar el pesaje de d6rganos se encontré que algunos

39



corazones todavia se encontraban unidos a pequefas porciones de la aorta que
influyeron en el peso final. No obstante, el peso relativo no presentd diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05). Rios-Ortiz (2022) y Balderrama-Ocadiz
(2023) no advierten ningiin aumento o disminucion estadisticamente significativo en

el peso del corazén.
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Figura 10. Pesos relativos de érganos de los ratones tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el
estudio de toxicidad oral subcrénica. A) Timo, B) Bazo, C) Pulmones, D) Corazoén, E) Cerebro
y F) Gonadas. Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de 5 ratones por
grupo. (*) Grupos estadisticamente diferentes, prueba “t” de Student, p<0.05.

Respecto a los pulmones, Rios-Ortiz (2022) y Balderrama-Ocadiz (2023) no indicaron
alteracion en el peso de los animales tratados con la rTBL-1. Importante resaltar que

al momento de realizar la necropsia se encontraron petequias en los pulmones de
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los animales. Se teoriza que éstas fueron provocadas por particulas de polvo
aspiradas provenientes de la cama sanitaria. En estudios paralelos (Rios Ortiz, 2022)
los animales utilizados poseian cama sanitaria proveniente del mismo saco y se

encontraron los mismos signos.

El cerebro no mostré cambios significativos en el peso relativo de los animales en
tratamiento comparados con los grupos control. Los datos mostrados por Rios Ortiz
(2022) y Balderrama-Océadiz (2023) tampoco mostraron desviaciones significativas
en el peso relativo del 6rgano. El bazo, timo y ovarios (en ratones hembra) y
testiculos (en ratones macho) no mostraron diferencias significativas (p>0.05) en sus
pesos relativos. Sin embargo, el peso bruto de los testiculos de los ratones tratados
con la rTBL-1 y comparados contra el grupo control presentaron una diferencia
estadistica, misma que se puede atribuir al tamafio del animal. Se observo,
asimismo, que el peso de los ratones del grupo en tratamiento fue mayor que los del
grupo control (p>0.05). El aumento de peso provoca un aumento en la masa corporal
del individuo y por ende un mayor tamafo o talla del animal y, en consecuente,

observamos un aumento en el tamafio de los respectivos érganos.

Los estudios de toxicidad aguda de lectinas de frijol Tépari mostraron aumento
significativo en el peso del bazo, asi como disminucion en el peso del timo al aplicar
dosis superiores a 400 ug/kg por via intraperitoneal (Reynoso-Camacho y col., 2003).
Por otro lado, en el estudio de tolerabilidad para la TBLF no se reportaron variaciones
estadisticamente significativas para el peso del bazo y timo (Ferriz-Martinez y col.,
2015). También se describe para la TBLF un incremento en la pulpa blanca del bazo
sin llegar a manifestar cambios en el peso; se cree que este incremento se debe a
una activacién del sistema inmune (Alatorre-Cruz y col., 2018). Los estudios de
toxicidad aguda y subcronica en ratas (Rios-Ortiz, 2022), asi como el estudio de
toxicidad aguda en ratones (Balderrama-Ocadiz, 2023) no reportan un cambio

significativo en el peso del timo.
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5.4Analisis histopatolégico

Conforme marca la guia 407 de la OCDE los resultados del estudio de toxicidad
subcroénica de la rTBL-1, deben ser complementados con un andlisis histopatologico.
A continuacion, se describe el analisis de higado, bazo, pancreas, intestino delgado

e intestino grueso.

En el anadlisis del higado de ratones del grupo tratado con rTBL-1 durante 28 dias
mostré moderada esteatosis grasa y diferencia en el tamafio de sus nucleos celulares
(anisocariosis) asi como la presencia de cromatina reactiva, alteraciones que no
fueron observadas en el tejido hepético de los ratones grupo control, que solamente
mostraron una ligera congestion (Figura 11). El aumento del numero de células de
Kupffer en el grupo tratado con rTBL-1 puede deberse a que el higado mantiene una
funcidén adecuada y que estas células participan en mantener el equilibrio al eliminar
productos de desecho de los hepatocitos que muestran las afecciones antes
descritas.

Al no observarse alteraciones macroscépicas que puedan indicar la presencia de un
higado graso y que los pardmetros bioquimicos de lipidos en suero sanguineo no se
observaron fuera de intervalos de referencia, la repercusion de la esteatosis grasa
observada puede considerarse menor. Los higados de ratas tratadas con la rTBL-1
y de ratas del grupo control presentaron hepatitis multifocal y congestion leve, por lo
gue se considerd que no se debi6 a un efecto de la rTBL-1. Sin embargo, el tejido
hepatico de las ratas tratadas con la lectina recombinante presenté degeneracion
glucogénica leve, lo que sugiere que la rTBL-1 puede influir de alguna manera en
procesos metabdlicos hepaticos sin que se tenga una repercusion observable a nivel
sistémico bajo los parametros evaluados en los ensayos de toxicidad (Rios Ortiz,
2022). En los estudios realizados con la TBLF no se describieron alteraciones
macroscopicas 0 microscopicas en el higado de los roedores (Lopez-Sanchez y col.,
2010, Alatorre-Cruz y col., 2018).
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Figura 11. Micrografias representativas de cortes histol6gicos del higado de ratones tratados
con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Los cortes fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos. Principales cambios
histopatoldgicos: anisocariosis hepatica (flechas rojas), esteatosis grasa (flechas negras),
cromatina reactiva (flechas verdes), hiperplasia de células de Kupffer (flechas amarillas) y
congestion (flechas azules).
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El bazo de los ratones no mostré cambios histopatolégicos en ambos grupos dentro
del ensayo efectuado (Figura 12). En el estudio de toxicidad subcroénica realizado en
ratas fue descrita la presencia de hiperplasia de la pulpa blanca en el bazo de los
animales tratados con la rTBL-1 (Rios Ortiz, 2022), un efecto también observado en
ratas a las que se administraron 50 mg/kg de TBLF durante 6 semanas (Alatorre-
Cruz y col., 2018). Lo anterior sugiere la activacion del sistema inmune, al menos
apreciando los cambios histolégicos del bazo siendo distinta entre las dos especies
de roedores. Las alteraciones del 6rgano antes mencionadas se pueden considerar
como leves al compararlas con las ocasionadas por otra lectina que ha sido
ampliamente estudiada, la lectina abrina, proveniente de A. precautorius, que
provoco degeneracion del parénquima del bazo al dia de la administracién y al tercer
dia ya se observaba la formacion de megacariocitos, atrofia de la pulpa blanca y

degeneracion celular (Chaturvedi y col., 2015).

Asimismo, el pancreas se presentd sin cambios en ambos grupos tratados con la
rTBL-1 comparados contra el grupo control (Figura 13). Durante los estudios de la
TBLF se describe para el pancreas una hipertrofia de los acinos pancreaticos con
una exacerbada presencia de vacuolas por incremento de produccion de enzimas,
esto como un mecanismo compensatorio a la atrofia intestinal ocasionada por la
misma TBLF y sus efectos antinutricionales (Alatorre-Cruz y col.,, 2018).
Posteriormente, en los estudios de toxicidad subcrénica en ratas Sprague Dawley
con la rTBL-1 no se observaron cambios en la histologia del 6érgano en los grupos
tratados (Rios-Ortiz, 2022). Sin embargo, se teoriza que esta lectina puede estar
generando el mismo efecto compensatorio que el descrito por Alatorre-Cruz y
colaboradores (2018) pero en un periodo mayor de tiempo. En este estudio la rTBL-
1 provocé un aumento de la amilasa pancreatica en suero sanguineo en los ratones
macho (p<0.05,) por lo que es necesario realizar el estudio de toxicidad cronica para
llegar a observar alteracion morfologica tanto macroscopica como microscoépica del

organo.
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Figura 12. Micrografias representativas de cortes histologicos de bazo ratones tratados con
30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Los cortes fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos (10x, 40x y 100x).
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Figura 13. Micrografias representativas de cortes histolégicos de pancreas ratones tratados
con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcronica. Los cortes fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos (10x, 40x y 100x).
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Actualmente se sabe que la TBLF ocasiona atrofia de vellosidades en el intestino
(Moreno-Celis y col., 2017; Alatorre-Cruz y col., 2018; Pita-Lopez y col., 2020). En
las Figuras 14-16 se atrofia de vellosidades en duodeno, yeyuno e ileon provocada
por larTBL-1. También se presta atencion a morfologia alterada en los grupos control
atribuidas al dafio por estrés mecanico al momento de manipular las muestras. Pita-
Lopez y col. (2020) mostraron que la atrofia de las vellosidades intestinales
provocada por la TBLF se revirtio parcialmente después de 6 semanas de
recuperacion. Ademas, se ha reportado que la administracion de otras lectinas ha
llegado a afectar el epitelio intestinal, mayormente en duodeno y yeyuno, al unirse a
los carbohidratos presentes en las membranas celulares sin que estas glicoproteinas

pierdan actividad (Alatorre-Cruz y col., 2018).

Asimismo, se observa en el duodeno e ileon hiperplasia linfoide de placa de Peyery
tejido linfoide reactivo, respectivamente. Se observé incremento de mucosidad
similar a lo mostrado tras el tratamiento con la TBLF, provocando asi un estado de
inflamacion en la zona (Pita-Lopez y col., 2020) y activacion del sistema inmune. La
TBLF provoco también un adelgazamiento del tejido intestinal y un incremento de
foliculos linfoides en placas de Peyer en ratas tratadas con la misma TBLF sugiriendo

una hiperactivacion de la respuesta del sistema inmune (Alatorre-Cruz y col., 2018).

Algunas lectinas como la lectina proveniente de P. vulgaris, al ser administrada por
via oral en dosis de 60 mg, provocaron la muerte de una tercera parte de los sujetos
de estudio (ratones ddY) por anormalidades en la absorcién de nutrientes en el
intestino, esto es generado por un desordenamiento mas severo en las vellosidades
gue consecuentemente desarrolla el sindrome de mala absorcion (Hara y col., 1983),
La ricina, lectina sumamente toxica, provoca atrofia severa en la mucosa y en las
vellosidades asi como elongacion de las criptas intestinales a las 5 h posteriores a
su administracion por via oral en ratas (Ishiguro y col., 1992). La lectina Ebulin f.,
proveniente de S. ebulus L., a dosis de 5 mg/kg provocoé la muerte de los animales,
y ocasiond lesiones importantes a las 24 h de su administracion por via

intraperitoneal en ratones Swiss (Jimenez y col., 2013).
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Figura 14. Micrografias representativas de cortes histologicos del duodeno de ratones
tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Los cortes fueron
teflidos con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos. Principal cambio
histopatoldgico: hipertrofia linfoide (flechas rojas) y atrofia de vellosidades (flechas negras).
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Figura 15. Micrografias representativas de cortes histologicos del yeyuno de ratones tratados
con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Los cortes fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos. Principal cambio
histopatoldgico: Atrofia de vellosidades (flechas negras).
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4x

10x

Figura 16. Micrografias representativas de cortes histoldgicos del ileon de ratones tratados
con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcronica. Los cortes fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos. Principal cambio
histopatoldgico: hipertrofia linfoide (flechas rojas) y atrofia de vellosidades (flechas negras).
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Los cortes histolégicos para colon se muestran en las Figuras 16-18. El colon
ascendente de los ratones de ambos grupos se encontrd sin cambios histolégicos.
El colon transverso y descendente de los ratones en tratamiento manifiestaron una
hiperplasia de placa de Peyer, lo que permite reforzar la premisa de que la rTBL-1
activa sistema inmune. Conjuntamente en el colon descendente mostrd atrofia de
vellosidades, sin embargo, debido a un barrido por efecto mecanico al momento de

manipular la muestra, esta alteracion no fue observable en las microfotografias.

Estudios histopatologicos realizados con la TBLF mencionan que, tras su
administracion, se examina la presencia de tejido coldnico inflamado en respuesta a
la union de las lectinas a glicoproteinas o glicolipidos presentes en la membraba
intestinal y, que esta union afecte la capacidad de absorcion de nutrientes. También
se presencia atrofia en el epitelio con una diminucién en el largo de las vellosidades,
asi como una fusion en las estructuras de los colonocitos (Moreno-Celis y col., 2017;
Alatorre-Cruz y col., 2018). Desafortunadamente, en el presente estudio no se llevo
a cabo la medicion de las vellosidades presentes en el colon, por lo que se propone
tomarlo en cuenta para los estudios posteriores de la rTBL-1 y asi obtener mas

informacion.

En el Cuadro 7 se muestra un resumen de los principales hallazgos al realizar el
analisis microscopico de las muestras de tejido de los érganos de los ratones. Es
importante mencionar que, si bien se presentan efectos adversos de la rTBL-1, son
en lo general menores a los observados para la TBLF en ratas. Es posible que esta
aparente disminucion se deba, tanto a la diferencia por especie animal, como a que
la rTBL-1 es una lectina Unica en la fraccion proteinica, a diferencia de la TBLF, la
cual mostrd efectos antinutricionales (Ferriz-Martinez y col., 2015; Alatorre-Cruz y
col., 2018; Pita-Lopez y col., 2020) y anticancerigenos (Moreno-Celis y col., 2017,
2020).
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Figura 17. Micrografias representativas de cortes histologicos del colon ascendente de
ratones tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Los
cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos.
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Figura 18. Micrografias representativas de cortes histologicos del colon transverso de

ratones tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica. Los
cortes fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos.
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Control rTBL-1
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40x

ratones tratados con 30 mg/kg de rTBL-1 en el estudio de toxicidad oral subcronica. Los cortes
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina y se muestran a diferentes aumentos. Principales
cambios histoldgicos: placa de Peyer reactiva (flecha roja) e hiperplasia de placa de Peyer
(flechas negras),
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Cuadro 7. Evaluacion histopatologica de 6rganos de ratones tratados con rTBL-

1 en el estudio de toxicidad oral subcrénica

Grupo
Control rTBL-1 (30 mg/kg)

Anisocariosis hepatica
Células de Kupffer

Higado Congestion (+) prominentes
Cromatina reactiva

Esteatosis grasa (++)

Bazo SCHT SCHT
Péancreas SCHT SCHT
Atrofia de vellosidades (+)
Duodeno SCHT Hiperplasia linfoide en placa de
Peyer (+)
Yeyuno Atrofia de vellosidades (+) Atrofia de vellosidades (++)

Atrofia de vellosidades (++)

lleon Atrofia de vellosidades (+) Tejido linfoide reactivo
Colon SCHT SCHT
ascendente
Colon Hiperplasia de placa de SCHT
transverso Peyer (+)
Colon Atrofia de vellosidades (+)
descendente Hiperplasia de placa de Reactividad de placa de Peyer (+)

Peyer (+)
SCHT: Sin cambios histopatolégicos. Escala de intensidad: (+) ligero, (++) moderado (+++)
severo (++++) muy severo.

La rTBL-1 presenta efectos adversos similares a la TBLF como es la atrofia intestinal
y el aumento en células linfocitarias locales, pero con menores efectos
antinutricionales y de toxicidad. Se conservan los efectos de la activacion del sistema
inmune, asi como su actividad citotoxica (Dena-Beltran y col., 2023), por lo que se
presume que se mantendra también su actividad anticancerigena. Es necesario
realizar un estudio similar al elaborado por Moreno-Celis y col. (2017) para confirmar

la actividad sobre cancer de colon quimicamente inducido.
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6. CONCLUSIONES

La administracion de la rTBL-1 en dosis NOAEL (30 mg/kg) presentd efectos
adversos menores en los ratones tratados que los del grupo control demostrando
seguridad tras un periodo de administracion diario durante 28 dias. No obstante, se
sefala un ligero efecto hepatico que, por el tiempo de duracidon del experimento no
se pudo describir a detalle. Se hace la sugerencia que en estudios complementarios
como toxicidad cronica se realice en una especie distinta dando énfasis en el perfil
de toxicidad hepatica para apreciar probables efectos ya que el modelo animal
utilizado para este experimento presento la limitacion de un bajo volumen sanguineo
recuperado, lo que no permiti6 la ejecucion de ciertas pruebas bioquimicas,
marcadas como ND (no determinado) en las tablas, asi como la realizacién de

estudios complementarios.

Se confirma que la rTBL-1 mantiene su actividad por la prevalencia de alteraciones
en el epitelio intestinal caracteristicas de la lectina, principalmente la atrofia intestinal,
identificada desde los estudios pasados realizados en la TBLF. Ademas, no se
observaron los efectos adversos descritos en bazo y pancreas que anteriormente
presentd la TBLF en ratas. También, se describe la activacién del sistema inmune,
sugiriendo este comportamiento como uno de los efectos mas importantes a nivel

sistémico que provoca la administracion de la rTBL-1.
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8. ANEXOS

Etapa AJCC

1A

1B

lc

A
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Anexo 1. Etapas del cancer de colon.

Agrupamiento
para establecer
etapa

Tis, NO, MO

T10T2, NO, MO

T3, NO, MO

T4a, NO, MO

T4b, NO, MO

T1, N1/N1lc, MO

T1, N2a, MO

T2 0 T3, N2a, MO

T10T2, N2b, MO

Descripcién de la etapa

El cancer se encuentra en su etapa mas temprana. Esta
etapa también se conoce como carcinoma in situ o
carcinoma intramucoso (Tis). No ha crecido mas alla de la
capa interna (mucosa) del colon o del recto.

El cancer ha crecido a través de la capa muscular de la
mucosa (muscularis mucosae) hasta la submucosa (T1), y
también es posible que haya crecido hasta la muscular
propia (T2). No se ha propagado a los ganglios linfaticos
adyacentes (NO), ni a sitios distantes (MO).

El cancer ha crecido hacia las capas mas externas del colon
o del recto, pero no ha atravesado estas capas (T3). No ha
alcanzado érganos adyacentes. No se ha propagado a los
ganglios linfaticos adyacentes (NO), ni a sitios distantes
(MO).

El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del
recto, pero no ha crecido hacia otros tejidos u érganos
adyacentes (T4a). El cancer aun no se ha propagado a los
ganglios linfaticos adyacentes (NO) ni a sitios distantes (MO).
El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del
recto y esta unido o crece hacia otros tejidos u 6rganos
adyacentes (T4b). El cancer aln no se ha propagado a los
ganglios linfaticos adyacentes (NO) ni a sitios distantes (MO).
El cancer ha crecido a través de la mucosa hasta la
submucosa (T1) y también es posible que haya crecido
hasta la muscular propia (T2). Se propag6 aentre 1y 3
ganglios linfaticos adyacentes (N1) o hacia areas de grasa
cercanas a los ganglios linfaticos, pero no a los ganglios en
si (N1c). No se ha propagado a sitios distantes (MO0).

El cancer ha atravesado la mucosa hasta la submucosa
(T1). De 4 a 6 ganglios linfaticos cercanos estan afectados
por la propagacion del cancer (N2a). No se ha propagado a
sitios distantes (MO0).

El cancer ha crecido hacia la muscular propia (T2) o hacia
las capas mas externas del colon o del recto (T3). De 4a 6
ganglios linfaticos cercanos estan afectados por la
propagacion del cancer (N2a). No se ha propagado a sitios
distantes (MO0).

El cancer ha crecido a través de la mucosa hasta la
submucosa (T1) y también es posible que haya crecido
hasta la muscular propia (T2). Se propagé a siete 0 mas
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ganglios linfaticos adyacentes (N2b). No se ha propagado a
sitios distantes (MO).

El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del
recto (incluyendo el peritoneo visceral), pero no ha
alcanzado los érganos adyacentes (T4a). De 4 a 6 ganglios
linfaticos cercanos estan afectados por la propagacion del
cancer (N2a). No se ha propagado a sitios distantes (MO0).
El cancer ha crecido hacia las capas mas externas del colon
o del recto (T3), o a través del peritoneo visceral (T4a), pero
no ha alcanzado los érganos adyacentes. Se propagé a
siete 0 mas ganglios linfaticos adyacentes (N2b). No se ha
propagado a sitios distantes (MO0).

El cancer ha crecido a través de la pared del colon o del
recto y esta unido o crece hacia otros tejidos u 6rganos
adyacentes (T4b). Se propagd6 por lo menos a un ganglio
linfatico cercano o hacia areas de grasa cercanas a los
ganglios linfaticos (N1 o N2). No se ha propagado a sitios
distantes (MO0).

El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared del
colon o del recto (Cualquier T). Podria 0 no haberse
propagado a los ganglios linfaticos adyacentes. (Cualquier
N). El cancer se propag6 a un érgano distante (tal como el
higado o el pulmén) o a un grupo de ganglios linfaticos
distantes, pero no se ha propagado a partes distantes del
peritoneo (el revestimiento de la cavidad abdominal) (M1a).
El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared del
colon o del recto (Cualquier T). Podria o no haberse
propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (Cualquier
N). El cancer se propag6 a mas de un érgano distante (tal
como el higado o el pulmén) o a un grupo de ganglios
linfaticos distantes, pero no se ha propagado a partes
distantes del peritoneo (el revestimiento de la cavidad
abdominal) (M1b).

El cancer pudo o no haber crecido a través de la pared del
colon o del recto (Cualquier T). Podria o no haberse
propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (Cualquier
N). Se ha propagado a partes distantes del peritoneo (el
revestimiento de la cavidad abdominal) y puede o no
haberse propagado a érganos o a ganglios linfaticos
distantes (M1c).
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Anexo 2. Tabla Valores de Referencia Bioguimicos Ratones CD-1

(Charles-Rivers)

Analito Unidades Machos Hembras
Bioquimicos
ALT IU/L 45.08 +16.11 41.63 +£13.91
AST IU/L 80.55 +£67.29 82.80 £ 39.85
ALP IU/L 154.63 + 50.03 156.54 + 51.10
LDH ND ND ND
Proteinas totales | g/dL 5.38 £ 0.95 5.23+1.13
Albumina g/dL 2.99 + 0.62 2.95+0.96
Colesterol mg/dL 164.89 £ 27.95 133.15 £ 25.34
Triglicéridos mg/dL 192.40 + 66.72 284.05 + 100.74
Creatinina mg/dL 11.30 £ 0.60 10.73£2.19
Urea mg/dL 14.68 + 3.99 12.80 + 3.81
Amilasa ND ND ND
Hematoldgicos
WCB K/uL 8.79+ 254 8.77 +2.95
RBC M/uL 8.93 +1.37 8.78+1.12
HGB g/dL 14.67 +£2.21 14.55 + 2.05
HCT % 49.97 + 7.67 49.43 £ 6.70
MCV fL 56.10 £ 4.59 56.39 £ 3.75
MCH Pg 16.45 + 0.97 16.59 + 1.09
MCHC g/dL 29.50 + 2.76 29.52 £+ 2.65
RDW % 16.79 £ 0.96 16.62 + 1.09
PLT K/pL 1528.88 + 400.63 | 1383.53 + 528.53

*Animales sin ayuno. ND: No disponible.
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Anexo 3. Tabla Valores de Referencia Bioguimicos Ratones CD-1

(Envigo)
Analito Unidades Machos Hembras
Bioquimicos
ALT IU/L 61.7+24.1 58.9+24.6
AST IU/L 75.4 +29.3 88.4 + 33.3
ALP IU/L 82.7+24.0 142.8 + 33.33
LDH ND ND ND
Proteinas totales g/dL 54+0.3 52+0.2
Albumina g/dL 23%0.1 23%0.1
Colesterol mg/dL 138.9 £24.5 104.7 £ 20.3
Triglicéridos mg/dL ND ND
Creatinina mg/dL 0.1+0.0 0.1+0.0
Urea mg/dL 18.7+ 2.3 19.8+ 2.7
Amilasa ND ND ND
HEMATOLOGICOS
WCB K/uL 7.3+25 75+ 2.5
RBC M/uL 9.2+0.8 9.4+0.7
HGB M/uL 154+1.2 156+ 1.2
HCT % 51.5+4.3 51.8+4.0
MCV fL 55.9+1.9 554+ 1.8
MCH pg 16.7 + 0.5 16.7 +0.5
MCHC g/dL 29.8+0.4 30.2 +0.7
BASOFILOS % 0.1+0.1 0.1+0.1
NEUTROFILOS % 12.0+ 3.9 11.2+3.5
LINFOCITOS % 83.1+5.3 83.8+ 3.6
MONOCITOS % 29+20 24+1.2
EOSINOFILOS % 1.9+0.7 25+ 1.2

Animales sin ayuno. ND: No disponible
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Anexo 4. Tabla Valores de Referencia Bioquimicos Ratones Swiss Albino
(Goyal y col., 2016)

Analito Unidades Machos Hembras
Bioquimicos
ALT IU/L 45.83%+9.75 43.83+14.48
AST IU/L 122.83+68.91 117.33+39.54
ALP IU/L 185.17+25.15 221.50+10.33
LDH ND ND ND
Proteinas totales g/dL 5.38+0.19 5.20+0.28
Albimina g/dL 2.55+0.18 2.55+0.23
Colesterol mg/dL 150.50+£27.31 133.17+£15.46
Triglicéridos mg/dL 173.00£90.22 136.17+50.86
Creatinina mg/dL 0.47+0.10 0.46+0.07
Urea mg/dL 36.17+3.66 31.33+6.02
Amilasa ND ND ND

ND: No disponible.
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Anexo 5. Tabla Valores de Referencia Biogquimicos Ratones CD-1

(Serfilippi y col., 2003)

Analito Unidades Machos Hembras
BIOQUIMICOS

ALT IU/L 41 +12.6 29+6.1
AST IU/L 53+10.8 59 +8.7
ALP IU/L 58 +16.2 82+21.3
LDH ND ND ND
Proteinas totales g/dL 5.5+0.26 5.7+0.23
Albumina g/dL 3.5+£0.22 3.9+0.17
Colesterol mg/dL 155 +24.3 108 £ 19.5
Triglicéridos mg/dL 111 +£27.3 107 £43.5
Creatinina mg/dL 0.3£0.07 0.4 +£0.05
Urea mg/dL 24+ 25 17+1.8
Amilasa ND ND ND

Animales sin ayuno. ND: No disponible.
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