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l. INTRODUCOON 

Tradicionalmente, el tubo digestivo se ha estudiado bajo la penpectiva de sus 

funciones dentro de la nutrición, es dedr, como el órgano donde ocurre la digestión 

enzlmAtica de los alimentos ingeridos en la dieta (protelnas, Upldos y pollsadridos) y 

de ablorber los componentes bAsicos que los constituyen (amlnoAcidos, Addos graaos y 

monoudridos, respectivamente). 

Además de estas funciones, el aparato digestivo y en especial el intestino delgado, 

cumple un papel de protección muy importante contra cientos de sustancias 

potendalmente dallinas que diariamente ingresan en él (1·3). 

Estas sustandas son ingeridas principalmente junto con los alimentos de diferentes 

maneras: algunas son agragadas intencionalmente durante su producción (fertilizantes, 

pesticidas), su procesamiento (estabilizantes) y su conservación (antioxidantes, aditivos), 

o bien, pueden ser el resultado de la contaminación de los alimentos por 

microorganismos y sus productos (bacterias, hongos y sus toxinas). Por otro lado, 

algunos alimentos contienen sustancias que están presentes en ellos de manera natural, 

los cuales pueden ocasionar diferentes alteraciones, como los alergenos (4), algunos 

amlnoAcidos no fisiológicos (L-canavanina), protelnas que al hidrollurse 

enzlmiticamente producen péptidos con acción tóxica en sujetos susceptibles (protelnas 

del gluten) (5) y los llamados factores "antinutricionales" o "antiflslológlcos" (5-8). Estos 

llltimos, comprenden a inhibidores de enzimas (inhibidor de la trlpsina, de la 

qulmotripslna y d~ la 11-amilasa), factores productores de bocio y de latirismo, fitatos, 

aaponinas, glucósidos cianogénlcos, oligosacmdos que producen flatulencia (estaqulosa, 

raflnosa) y las hemaglutininas o lectinas (6-10). 

En la mayoría de las ocasiones, ninguna de estas sustancias produce dallo o 

alteradón en las fundones normales del tracto gastrointestinal, debido a que son 

inactivadas o destruidas por los procesos digestivos normales, o simplemente no son 



ablubidu y 11e ellmlnan con las heces. Junto con nto, loe mftodos empleados en el 

procesamiento y la preparación de los alimentos contribuyen a su lnactivadón y su 

destruc:d6n. Los tratamientos térmicos (cocción) a base de calor seco y htlmedo que 11e 

emplean en la preparadón de la mayorfa de los alimentos, constituyen el prfndpal 

mecanismo de lnactivadón de estas sustancias (6-8, 11-16). 

Desde el punto de vista nutrlológico, los factores antlfislol6glcos mas Importantes 

son los lnhlbldores de proteasas (inhlbidores de la tripslna, de la quimotrlpslna y de la 

elastasa), y las lectinas (11-16), debido a que ambos se encuentran ampliamente 

distribuidos en un gran número de productos de origen vegetal, principalmente en los 

pertenecientes a las familias uguminOSllt (frijoles, lentejas) (17), Graminat (cereales) y 

Sala1111Ctae (papa y jitomate) (6,8,10,13-17), asl como por su gran reslstenda a la 

lnactivadón por calor. 

El frijol común (Plulsto/us 11Ulgaris), constituye una fuente Importante de protelna 

y de energla para gran parte de la población mundial y ha formado parte de la dieta 

humana desde hace miles de allos. A pesar de su notable papel en la dieta, desde hace 

tiempo se sabe que estas semillas son tóxicas para el ser humano y para otros animales, 

cuando sori consumidas en fonna cruda (6,8,12-16). 

La ingestión de semillas crudas de frijol, resulta en slntomas de toxlddad, tanto 

para el ser humano como para diferentes especies animales. Es de notable Importancia 

práctica que las fonnas más tóxicas de las lectinas son, al mismo tiempo, las mú 

resistentes a la lnactivadón por calor (6,8,12,13,15). 

Además, existen algunas condldones que también pueden lnddir para disminuir 

la lnactivadón térmica de las lectinas, tales como la localizad6n geogrM!ca de algunoe 

lugares situados a gran altitud sobre el nivel del mar (una sltuadón muy frecuente en 

gran parte de Latinoamérica), lo que ocasiona la dlsmlnudón del punto de ebullidón del 

agua, a veces hasta los 85"C. 
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Lo. tratamientos tfrmicos empleados en la cocción de lu semillas del gfnero 

P"-olus, no solo mejoran su digestibilidad sino que ademAs, constituyen el prindpal 

mecanismo de lnactivadón de los lnhibldores de proteasas y de las lectlnas (5,6,8,11,13). 

Actualmente se sabe que el mejor Indicador para determinar la efidenÑ de 10& 

tratamientos térmicos, sobre el mejoramiento de la digestibilidad de las semlllu, no es 

la actividad del lnhlbldor de trlpslna, sino que es mas apropiado la detección de la 

actividad de las lectlnas (8,11,15). 

L EFECTOS PRODUCIDOS POR LA INGESTION DE LECTINAS EN LA DIETA. 

Se ha demostrado que un gran número de alimentos, tanto naturales como 

procesados, contienen cantidades importantes de lectinas lo que significa que la dieta 

representa, por si misma, el principal medio de exposición a estas protelnas (18,19). Esto 

representa un riesgo potencial de que alguna porción de la población pueda presentar 

algiln trastorno del tubo digestivo, tales como vómito, diarrea, inflamación intestinal, 

slndromes de mala absorción o enfermedad celiaca (5,8,20,21) 

Aunque serla de esperarse que los tratamientos térmicos y los procesos digestivos 

normales neutralicen o destruyan la actividad de las lectinas lngeridu con la dieta, esto 

no es necesariamente derto: se ha reportado que en algunos productos de panificación, 

preparados a base de harinas de frijol crudo, merecen ser considerados con precaudón, 

debido a que las lectlnu resisten la inactlvadón por calor seco, huta por 18 horas 

(11,13). 

Por otro lado, algunas lectlnas son resistentes a la digestión proteoUtica que ocurre 

en el tracto digestivo, como la lectina de germen de trigo (WGA), del jitomate y del frijol 

(PHA), ya que se les ha recuperado intactas en las heces de animales alimentados con 

ellu (20-22). 
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Un gran nlllnero de ledinas presentes en los allmentos, escapan a uno 6 1 ambos 

mecanbmos de inlctivación, por lo que son capaces de interactulr con aecreclones, 

a!lulu y mlcroftora del tracto digestivo y ocasionan diversos trastornos anatómicos y 

funcionales, tanto 1 nivel intestinal como a nivel slstmlco. 

La administración de lectinas en animales de experimentación, por vía oral o por 

Inyección intraintestinal, en forma de extractos salinos o en forma purificada, ocasionan 

cambios morfológicos y metabólicos en el intestino tales como el acortamiento de las 

vellosidades intestinales (21,23,24), rompimiento del "borde en cepillo" de las 

miaovellosidades intestinales (21,24), aumento del peso del Intestino debido a la 

hipertrofia y la hlperplasla de las a!lulas (25,26), disminución en la actividad de enzimas 

uodadas al epitelio de la mucosa (27-29) y aumento en el contenido de moco por el 

vaciamiento de las a!lulas caliciformes (30). 

A nivel sistémico, algunas lectinas como la fitohemaglutinlna (PHA), producen 

l3Jllbios en el tamallo y en el peso de diferentes órganos: el pánaeas aumenta su tamal\o 

de manera dosis-dependiente en ratas, junto con una disminución en la concentración 

de insulina produciendo un aumento en el catabolismo general y la pirdlda de masa 

muscular (ambos procesos contribuyen al aumento observado en la excreción fec.tl y 

urinaria de nitrógeno). También se produce un aumento en el peso del hígado (debido 

principalmente al aumento en la síntesis proteica, acompallado por la disminución en 

el c:onterildo de llpidos y de glucógeno) y atrofia del timo (25). A nivel sangufni;o, se 

produce un aumento en la concentración de cuerpos cetónlcos (principalmente de S­

hldroxibutirato), asf como un inaemento en el contenido total de agua corporal 

(23,25,31). 

De las lectinas que resisten la hidrólisis enzl~tica, algunas pueden unirse 1 las 

a!lulas epiteliales del Intestino y producen una disminución en la absorción de algunos 

nutrimentos Individuales mediante un mecanismo de interferencia inespedfico, como 
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ocurre para el caso de la glucosa (32), de los l!pidos (lriglic.lridos y acidos grasos), del 

nitrógeno (proteico y no proteico) y de la vitamina B., (28,32). 

El grado y el sitio de unión en las diferentes porciones del Intestino, dependen de 

Ja especificidad de Ja lectlna y de Ja presencia de los azúcares para los cuales es afín, en 

Ja superficie de las células que forman la mucosa intestinal (28, 32, 33). A este respecto, 

se ha demostrado que algunas lectinas, como la de Plrllseolus vulgaris (PHA) y la de 

Sinnbucus nigra-11 (SNA-11), se unen fuertemente al epitelio del intestino delgado, 

mientras que otras lo hacen con menor intensidad, como la lectina de soya (G/ycine lllltt, 

SBA) y de Sambru:us nigra-1 (SNA-1), mientras que algunas otras Jectinas no se unen al 

epitelio del intestino, como ocurre con la lectina de haba (Vicia faba, VFL) y de Galanthus 

nimlis (GNA) (33). 

Existe una relación directa entre el grado de unión de las lectlnas al epitelio 

Intestinal y su toxicidad: mientras mayor es su unión, mayor es su toxicidad. Esto se 

debe a que una vez que se ha unido a las c.llulas epiteliales, Ja lectina es endocitllda 

r'pldamente e Incorporada el torrente sanguíneo, por Jo que puede alcanzar diferentes 

órganos periffricos como el hígado, el rillón, el páncreas y el bazo. Se ha demostrado 

que después de Ja administración intragáslrica de una dosis de SO mg de PHA a ratas, 

cerca del 10% se encuentra distribuJda en Ja sangre y en diferentes órganos, en tan solo 

3 horas (34). 

Además de sus propiedes como agentes tóxicos, las lectinas actúan como potentes 

factores de crecimiento para el intestino delgado: mientras mayor es el retraso en el 

crecimiento del organismo, mayor es el grado de hiperplasia intestinal (23, 25, 

26,29,31,33-36). El aumento en el tamallo del intestino, est.t precedido por la acumulación 

de polllD\inas en el intestino (26, 34,37-39), asf como del aumento en el c:ontenldo de 

Addos nucleicos (ADN y ARN)(25,26,34,35,37). Estos eventos también estan íntimamente 

relacionados con el grado de toxicidad de las lectinas, el cual depende de la unión de 

la Jectina ron su receptor en Ja superficie de las células epiteliales, de su internalización 
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mediante endodtoals y de las sellales Intracelulares accesorias que producen el 

crecimiento del Intestino. 

A dlferend1 de lo que ocurre con otras prolefnas de origen dietario, las lectlnas 

exhiben propled1des Inmunológicas similares cuando se les 1dministra por vfa enteral 

o parenteral, lo que india que pueden atravesar el epitelio Intestinal en antidades 

apreciables (34,40). 

La adminlstradón oral de las lectinas tambi~n se ha asodado con un aumento en 

la flora bacteriana normal del yeyuno y del lleon, aunado a un aumento en la adherencia 

bacteriana al epitelio Intestinal e invasión de los tejidos subyacentes (28). La toxiddad 

de la PHA aumenta en reladón directa con el número de coliformes, ya que se ha 

observado que en animales abióticos, la PHA no es tóxica. En estos asas se ha 

demostrado que el aumento en la población de collformes se debe exclusivamente .i la 

PHA, puesto que al utilizar otra variedad no tóxica de frijol (Pinto 111), el aumento en 

la población bacteriana es insignificante. Mas aún, el efecto de la PHA sobre ia población 

bllcteriana puede ser revertido, eliminando a la lectlna de la dieta (37). 

El mecanismo por el cual la PHA. resulta altamente tóxica para animales 

c:onvendonales, a diferenda de lo que ocurre en animales abióticos, no est.6 del todo 

cllro, aunque se supone que esta mediado por un efecto Indirecto: la activid1d de la 

PHA como factor de crecimiento, aumenta el recambio de las ~lulas del epitelio 

Intestinal y favorece la aparición de formas inmaduras (ricas en manosa) de Jos 

receptores en la membrana, los cuales sirven a la fimbria de la E. coli como "puntos de 

1ndaje" en Ja superficie celular (33). 

Otr1 posibilidad para explicar el aumento en el nllmero de bacterias, 11 cual aún 

no ha sido explorada totalmente, es que la PHA modifica o altera los mecanismos de 

defensa naturales e inmunes, asociados al Intestino delgado. 
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En el caso de los mecanismos naturales, el prlnd!Ml efecto de la PHA serfa el de 

romper la protección mecmlca que repre5enta la mucosa Intestinal, permitiendo el acceso 

hada el Interior del organismo a diferentes sustancias, tales como protelnas, tollinas, 

sustancias qufmlcas y microorganismos. 

Por otro lado, aunque es bien conocido el efecto de la PHA como mitógeno para 

linfocitos T, son escasos los reportes en la literatura acerca de la estimuladón de esta 

población linfoide en el ambiente intestinal (41-43), asf romo de In posibles 

modificaciones que operan en los mecanismos de defensa a nivel celular. 

Esta dificultad obedece a varias razones: en primer lugar, las reacciones Inmunes 

asodadn al intestino frecuentemente ocurren de manera independiente a las de la 

inmunidad sistémica, lo cual se debe a la distribución caracterfstica de la población de 

a!lulas linfoides en el intestino (t-3,44-46). En segundo lugar, el tracto gastrointestinal 

debe efectuar la delicada tarea de prevenir o limitar el ingreso de los cientos de 

sustancias ron las que diariamente entra en contacto, sin interferir ron la funciones 

normales de digestión y de absorción. 

2. SISTEMA INMUNE ASOCIADO AL INTESTINO. 

Desde el punto de vista inmunológico, el intestino es un órgano que participa 

activamente en los mecanismos de defensa espedficos del organismo. El sistema Inmune 

asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés), forma parte de un sistema de 

protección espedallz.ado que se conoce como Sistema Inmune Asociado a las Mucosas 

(MAL T), dentro del cual también se incluye al sistema inmune asociado a los bronquios 

(BALT)(l-3,44,46). 

Considerado como órgano linfoide, el intestino posee el mayor mlmero de cflulas 

lnmunocompetentes (7o-80%), que las que llenen el bazo, Jos nódulos linf'tlcoe y la 

médula álea en conjunto (20-30%) (3). Estas células linfoides, están distribuidas a todo 
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lo largo del Intestino y se encuentran en forma dispersa o formando agregados linfoides 

(placas de Peyer). Las allulas linfoides que estjn en forma dispersa, ocupan una 

disposldón característica en el tejido, que les permite mantener y regular lo que se 

conoce como "estado crónico de Inflamación intestinal" (47). Para realizar estas funciones 

de protección, el GALT contiene diferentes poblaciones celulares: linfocitos (T y B), 

allulas NK, macrófagos, allulas cebadas y eosinófilos. 

Recientemente se ha incluido dentro de este "repertorio" inmunológico a las 

cflulas epiteliales que constituyen la mucosa intestinal, ya que presentan caracteristias 

especiales que hacen suponer su partidpadón en la respuesta inmune a nivel Intestinal 

(47-51): 

• debido a su ubicadón, las allulas epiteliales constituyen la Interfase entre los 

antígenos dietarios y ambientales con las relulas que constituyen el sistema 

inmune del intestino. 

• partidpan activamente en la respuesta inmune humoral de las mucosas, 

mediada por IgAs, ya que ellas sintetizan el componente secretor (CS) necesario 

para el ensamble y el transporte de esta clase de inmunoglobullna. 

• estjn en contacto directo con una población especial de relulas linfoides, los 

linfocitos lntraepitellales (IEL, por sus siglas en inglés), asl como con las 

proyecdones cltoplásmicas de los histiocitos de la lámina propia. 

• participan activamente en la degradación final de los alimentos y de algunos 

antígenos, por la acdón de las enzimas en la porción luminal de su membrana. 

• expresan moléculas del sistema HLA de clase II de manera constitutiva, 

principalmente DR (la), y son capaces de actuar como relulas presentadoras de 

antígenos, en diferentes sistemas in vitro. Dicha actividad, puede ser Inhibida por 
la adidón de anticuerpos anti-DR (la) (49,50). 

Las relulas linfoides que se encuentran dispersas en el intestino, pueden ser de 

dos tipos principales. 
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Unas se loalizan entre las células que forman el epitelio intestinal y se conocen 

como llafodlal lalraepltellales UEL), en una proporción de 10 a 30 linfocitos por cada 

100 dlulas epiteliales. En su mayorla (80 a 90%), son linfocitos T cuyo fenotipo es 

supresor/dtotóxico (Ts, C08+); el resto de las células se cree que son células NK, células 

cebadas u otro tipo celular que no muestra ninguna relación con los marcadores de 

superficie con que se cuenta actualmente. Otra característica importante de los IEL, es 

que no se encuentran linfocitos B dentro de esta población (3, 52-54). Debido a su 

estrecha interacción con los enterocltos y a su proximidad con la luz del intestino, los 

IEL participan activamente en la respuesta inmune intestinal, además de regularla para 

evililr danos en la mucosa. 

Las células linfoides que se localizan por debajo de la membrana basal, dentro del 

tejido conectivo que la sostiene, se conocen como linfocitos de Ja Jímina propia (LPL) 

e incluye a linfocitos B (30%), linfocitos T (35%) y macrófagos. 

La mayona de los linfocitos B (35-50%) contienen IgA en su citoplasma (lgA1 + 

JgA,), seguidos de linfocitos B IgM+(9%), lgG+(2%) y en menor proporción lgD+ o IgE+ 

( < 1%)(52-54). 

La mayoría de los linfocitos T de la lámina propia (353), presentan el marcador 

CD4+ (Th, cooperador/inductor), aunque también se encuentran células Ts-CDS+ (12 a 

15%). La relación C04+/CD8+ es de 4:1 (41, 52·55), lo que refleja la estrecha 

colaboración de las células Th en Ja maduración y diferenciación de los linfocitos By aún 

con las células Ts. 

El tepdo linfoide que se encuentra en forma de agregados lo constituyen las plaas 

de Peyer (3,44,46,55); su número varia dependiendo de la especie (de 20 a 30 en el 

humano, y alrededor de 12 en el ratón) y son mas abundantes y mas grandes en la 

porción terminal del intestino (íleon). La mayona de los estudios que se han realizado 
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sobre las funciones de las células del GALT, se han efectuado con células aisladas de las 

placas de Peyer. 

Anatómicamente, cada placa de Peyer consiste de pequellos agregados de follculos 

linfoides, cada uno con un centro germinal constituido principalmente por linfocitos B 

lgA+ (40-70%). La zona lnterfolicular, particularmente la mas cercana a la luz intestinal, 

contiene linfocitos Th (CD4+), Ts (CDS+) y los llamados linfocitos 'T contrasupresores" 

(Tc:s), los cuales pueden potenciar la respuesta inmune contra anUgenos en el tracto 

Intestinal (2,3,"""6). 

La superficie de las placas de Peyer está cubierta por un epitelio especializado que 

se conoce como "epitelio asociado al follculo" (FAE, por sus siglas en Inglés). Este 

consiste en células epiteliales de forma cuboide (HLA·ll+), muy pocas células 

caliciformes y una célula especializada en el transporte de anUgenos, conocida como 

dlula M (debido a que en su superficie apical presenta "micropliegues" en lugar de 

mlaoveUosldades). 

La célula M posee numerosas mitocondrias debajo de la porción apical de su 

membrana, asf como numerosas vesículas con las cuales endocita y transporta moléculas 

y microorganismos, y contiene pocos lisosomas. Su núcleo se localiza en la porción basal 

y su citoplasma generalmete "rodea" a una o mas células que la "penetran", las cuales 

pueden ser linfocitos, linfoblastos, macrófagos, células plasmáticas y, menos frecuente, 

polimorfonucleares (57). Estas células no están dentro de la célula M, sino en el espado 

intercelular que forma una "mella" en su citoplasma, formando lo que se conoce como 

"hoyo central". 

La célula Mes capaz de plnocltar anUgenos solubles (ferritina, peroxidasa) y de 

fagocitar antígenos .particulados (virus, bacterias) y transportarlos Intactos a trav& del 

epitelio hada el tejido linfoide del Interior de la placa de Peyer. Debido a que la célula 

M no posee moléculas del HLA de clase 11, ésta no participa en el procesamiento 
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antigénico, asf como tampoco lo hace en el transporte de la lgAs por carecer de CS (55-

51!); sin embargo, la lgAs facilita la ingestión de antigenos por la célula M, tales como 

virus y bacterias (59-61). La célula M tampoco participa en la digestión o en la absorción 

de los nutrimentos en el intestino(S7). 

Los nódulos mesentfricos (NM), aunque están localizados "fuera" del ambiente 

intestinal, también participan en la generación de la respuesta inmune en el intestino, 

sobre todo en la maduración y diferenciación de las células T y B que fueron estimuladas 

en el GALT. Los NM consisten en una cadena de nódulos individuales unidos 

estrechamente por vasos linfáticos cortos, a través de los cuales se comunican. La 

disposición histológica de estos nódulos, es similar a la del resto del organismo. Se 

distinguen 3 Afeas principales (de afuera hada adentro): la corteza (córtex), la zona 

adyacente a la corteza (paracórtex) y la médula. La corteza es rica en células B, el 

paracórtex contiene principalmente linfocitos T, mientras que en la médula la proporción 

de células B y T es similar, aunque el número de células es menor. 

3. INDUCCION DE LA RESPUESTA INMUNE INTESTINAL 

Como se mencionó previamente, la mayor carga antigénica que recibe el 

organismo viene del medio ambiente junto con los alimentos, el agua y el aire, por lo 

que el primer contacto que tienen es con la superficie de las mucosas intestinal y 

respiratoria. 

Para que un antígeno pueda estimular a las células linfoides del MALT, primero 

debe conservar su antigenlddad o su viabilidad conforme atraviesa el tracto 

gastrointestinal, haciendo frente a las secreciones digestivas (HCI, proteasas, llpasas, etc.) 

y segundo, alcanzar la superficie de la mucosa en cuestión (intestinal o bronquial), 

atravesar el epitelio y ser ingerido y procesado por los macrófagos en la capa 

subepitelial, para posteriormente ser presentado a las células de la respuesta Inmune. 
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En el caso de los antfgenos que Ingresan por vfA oral, algun111 lftiden 

temporalmente en el Intestino y son eliminados posteriormente con tu hec:et, mlentru 

que otros, Inducen la generación de una respuesta inmune loai1 espedflai, debido a que 
10n aipaces de atravesar la barrera que repl'l!Hllta la mucosa Intestinal (49). 

La principal vfa de entrada hada el GALT lo constituyen tu placa de Peyer. La 

1upeñide de las placas de Peyer favorec:e la unión de la mayoría de loa anlfgenoa a nivel 

intestinal, debido a que su epitelio presenta vellosidades mas cortas, uf como una menor 

cantidad de glicocálix y de moco (esto 6ltimo, debido al menor mlmero de cflulas · 

calidlormea) (62). Después de su unión, el evento que inida la respuesta inmune 

intestinal, es la Ingestión de los antígenos por la célula M. Cabe mendonar que exilien 

algunas condiciones que pueden alterar el transporte de los antígenos a nivel lnteslinal, 

romo una deflcienda local de anticuerpos (particularmente lgAs), alteraciones en la 

barrera mumsa (inflamación, ulceradón) o por factores dentro de la luz Intestinal 

(aclorhidria, lnsufidenda pancreática) (63). 

Una vez ingeridos, los antfgenos son endodtados y transportados en vesículas en 

el Interior de la célula M, )C son liberados en la pordón biisaI de la rilula, liber6ndolos 

para que entren en contacto con las células lliifoides localizadas por debajo del epitelio 

(6'). Durante su transporte Intracelular, los antígenos no sufren ninguna modiflcadón 

y IOR liberados en la misma forma en la que fueron Ingeridos (46). Como se mendonó, 

la célula M no posee moléculas del HLA de clase 11 por lo que no son capaces de 

presentar antígenos, sino que esta fundón la realizan otro tipo de células, como los 

linfocitos B, los mac:rófagos o las células dendríticas, dentro de la placa de Peyer. 

Los linfocitos B de la placa de Peyer normalmente expresan lgM en su membrana 

(mlgM+) aunque posteriormente expresan lgA de membrana (mlgA+); este cambio en 

ilOtipo estj regulado por una población especial de linfocitos Th CD4+, conocidos como 

linfocitos T de "switch", los cuales Inducen el rearreglo genómlco en los llnfodtos B para 

cambiar el ilOtipo de lnmunoglobullna en su supeñide (1,65-67) 
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Despu& de haber sido estimulados por el antfgeno, los linfodtos T y Bde la placa 

de Peyer emplean a proliferar y migran desde el MALT hada los nódulos mesentfrlcos 

a travá de los va- linf,ticos eferentes, en donde la respuesta inmune se regula y 

ampllftca (65). En el caso de los linfocitos B IgA+, estos terminan su düerendadón y 

mec:retan anticuerpos, mientras que los linfocitos T continúan su prollferadón y 

dlferendadón. 

Despu& de abandonar los nódulos mesentfricos a trav& de los v..- linf'ticos 

eferentes, los linfocitos T y B llegan al conducto tor4dco y de ahf, a la drculadón 

general, de donde pueden diseminarse a todo el organismo. 

Se ha demostrado que las relulas plasmáticas productoras de lgA que fueron 

estimuladas en el GALT regresan al sitio donde originalmente ocurrió su actlvadón 

(fenómeno conocido como "homlng .. ), además de que tambifn sé pueden dirigir hada 

otros sitios uodados a mucosas, como el tracto respiratorio y el aparato genitourinario, 

y a diferentes órganos de secredón exócrina como las glAndulas lagrimales, salivales y 

mamarias (2,3,44-46,68-72). De esta forma, existe una comunicadón directa entre los 

diferentes tejidos asociados a mucosas ya que la inducción de una respuesta inmune 

espedflca en una mucosa, produce el mismo tipo de respuesta espedfica en otras. 

Esta interacción, dió origen al concepto de la existenda de un SISTEMA 

INMUNE COMUN DE LAS MUCOSAS (1·3,40,44-46,68-72), el cual reslilta altamente 

benffico en situadones en las que un mismo antfgeno afecta dos sitios simultúeamente. 

Redentemente se ha dado un gran interfs a la inducción de respuestas inmunitarias, 

prindpalmente mediadas por lgAs, para la elaboradón de vaCUJ\11 contra agentes 

infecdosos que se asientan en las mucosas, o bien, cuya vfa de acceso es a travfs de 

ellas. Este es el caso de las vacunas para prevenir la caries dental, contra bacterias 

entfrlcas que producen diarrea o de enfermedades ven&eas como la gonorrea (44,73-75). 
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Los diferentes patrones de migración de los linfocitos originados en el GALT, no 

ocurren al azar sino que se deben a la presencia de moléculas en la superficie de los 

linfocitos, que las "guian" hacia el órgano donde finalmente van a alojarse. Estas 

moléculas se conocen como "receptores de alojamiento" ("homlng receptors") y son 

especlficos para el tipo de linfocito (es decir, son célula-especifico) y para el tipo de 

órgano (tejido-especffico)(76·79). De este modo, es posible comprender la predominancia 

de linfocitos B lgA+ en los tejidos asociados a mucosas y de linfocitos T en nódulos 

linfáticos periféricos. Estas moléculas se han detectado con el uso de anticuerpos 

monoclonales, tanto en humano (CDw44), la cual es reconocida por el anticuerpo 

monoclonal Herrnes-3 (79), como en ratón (MEL-14). También son necesarias otras 

moléculas accesorias que participan en el reforzamiento de la adhesión del linfocito con 

el tejido. A la fecha, se ha descrito el "antlgeno asociado a la función de linfocitos-1" 

(LFA-1), tanto en humanos como en ratón 

El proceso de extravasación linfocitica hacia los diferentes tejidos linfoides, ocurre 

en vénulas postcapilares especializadas conocidas como "vénulas endotellales altas" 

(HEV), presentes en todos los tejidos linfoides secundarlos (nódulos linfáticos, placas de 

Peyer), con excepción del bazo. El endotelio de las HEV está constitufdo PQr células 

grandes de tipo columnar (de ahi su. nombre de "altas"). La unión de los linfocitos con 

las células del HEV es el paso esencial para abandonar la circulación y penetrar a los 

diferentes órganos linfoides. Los receptores de "alojamiento" (homing receptors) en la 

superficie de los linfocitos, se unen espectficamen te a unas moléculas de superficie en 

las células del HEV, conocidas como "adresinas vasculares" ("vascular addressins") (76-

79). En el ratón, se han detectado las adresinas reconocidas por los anticuerpos 

monoclonales MECA-367 y MECA-79, en las HEV de las placas de Peyer y de los 

nódulos linfáticos periféricos, respectivamente. En el hombre, se ha detectado la 

"molécula de adhesión intercelular-1" (ICAM·l) con el uso del monoclonal RRl/1, y se 

ha comprobado que es el ligando para el LFA-1 (77). 
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Por último, urua vez que el linfocito (To B) se uni6 al endotelio de las HEV, fste 

atraviesa la pared vascular y alcanza el órgano linfoide para establecer la respuesta 

Inmune especifica contra el antfgeno que orlgin6 su activadón y diferendad6n. Al 

prindpio se crela que el linfocito cruzaba directamente a través de la célula endotelial 

a travfs de un sistema de transporte transcelular, pero mas tarde se demostr6 que el 

linfocito lo hace entre las células mediante un sistema de transporte intercelular (76-79). 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El frijol común (Phaseolus vulgaris) ha sido objeto de múltiples investigadones de 

tipo qulmico, toxicológico, bioqulmico y nutridonal, lo cual obedece a la gran cantidad 

de sustancias consideradas como "antinutridonales" y a que su consumo es muy elevado 

tanto en nuestro pafs, como en otros paises en desarrollo. 

Como se mendonó anteriormente, los tratamientos ""11!cos empleados en la 

cocción de las semillas de frijol, generalmente mejoran su digestibilidad y constituye el 

prind~ mecanismo para destruir a estos factores antinutridonales. Sin embargo existen 

algunas condldones que limitan o interfieren con la inactlvadón térmica de dichos 

factores, tales como una disminudón en el punto de ebullición del agua, el remojo 

previo de las semillas, la cocción conjunta con cereales (principalmente malz) y la 

utillución de recipientes de barro, solo por mencionar algunas. 

Desde el punto de vista de la n.utrición, el factor antlflslológlco mas Importante 

lo representa la lectina presente en estas semillas, la PHA, ya que junto con el lnhlbldor 

de la tripeina, es el mú resistente a los tratamientos térmicos. Esto puede traer como 

consecuencia que la PHA no se lnactlve totalmente y produzca diferente& trastornos en 

el tubo digestivo como los que se describieron con anterioridad. 

La alimentación de animales de laboratorio con dietas preparadas con semlllas de 

leguminosas o de sus harinas, se realiza con el fin de evaluar la calidad nutricional de 

lal lellllllas. Esta evaluación siempre se hace, alimentando de manera simul!Anea, a otros 

grupo& de animales con una protclna que se utiliza como referencia, como la allnlmlna 

de huevo o la caselna de la leche. Esto representa una situadón artificial, ya que ninguna 
dieta est6 compuesta por un solo tipo de protelna, sino que la constituye una mezcla de 

protelnas, tanto de origen vegetal como de origen animal. 
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A pesar de que las propiedades fisicoqulmlcas, biológicas, bioqulmlcas e 

lnmuno16glcas de la PHA están bien determinadas, son muy escasos los estudios 

respecto a la Interacción que "normalmente" ocurre entre esta lectina, que se Ingiere en 

la dieta, y la respuesta Inmune del tracto gastrointestinal. Adem'5, la posibilidad de que 

la molkula intacta de la PHA pueda generar una respuesta inmune Intestinal local, es 

. muy elevada, ya que también es resistente a las düerentes secreciones digestivas del 

tracto gastrointestinal. 

La adminlstraáón por vla oral de la lectina de PHA a ratas, se plantea como un 

modelo para el estudio de la interacción que ocurre entre las protelnas de origen 

dietario, con la respuesta Inmune asoáada al intestino. Este estudio podrla ayudar a 

a>mprender mejor el efecto que, sobre el sistema inmune intestinal de los mamlferos 

(incluyendo al hombre), ejercen algunas protelnas de origen dietario, en particular para 

el caso de la lectina del frijol. 
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111. OBJmvos 

OBJETIVO GENERAL 

Detenninar el efecto que ejercen las lectinas de dos variedades de frijol, sobre i. 

respuesta inmune del tracto digestivo de la rata. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar las propiedades biológicas y las caracterlstlcas fisicoqulmlcas in vitro, 

de las lectlnas contenidas en extractos salinos obtenidos de las dos variedades de frijol 

(P/uistolws 11Ulgaris), de mayor consumo en México (frijol Negro y frijol Bayo). 

Describir la cinética de proliferación celular a nivel local y sistémico in viw, de 

dlulas mononucleares totales obtenidas de diferentes órganos linfoides, en ratas 

alimentadas con extractos salinos obtenidos de ambas variedades de frijol. 

Determinar el efecto que el tratamiento térmico en autoci.ve, (12l"C, 15 lb/in2,30 

min), tiene sobre estas actividades tanto iu vitro como in vivo. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

t. SELECCION DE LAS SEMILLAS. 

Se &elecdonaron las variedades de frijol Negro y de frijol Bayo (Philstolus wlgllrls, 

L.), por &er titas las de mayor consumo por la pobladón nadonal. Las semillas &e 

obtuvieron de un mercado local. 

2. OITENCION DE LOS ElCl'llACTOS SALINOS. 

La obtendón de los extractos se realizó de acuerdo al método descrito por Felsted 

(80): después de limpiar las semillas de piedras, ramas y de eliminar las semillas rotas 

ó deterioradas, éstas se molieron en un molino de laboratorio hasta tener un polvo fino. 

Se pesaron 100 g de las semillas molidas y sus componentes solubles se extrajeron con 

400 mi de soludón amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7.2, por agltadón 

constante a 4"C durante toda la noche. La suspensión resultante se filtró a través de gasa 

para eliminar las partfculas grandes y el filtrado se centrifugó a 16,000 x G durante 2 hs, 

para sedimentar las partfculas finas. Se recuperó el sobrenadante claro y parte de éste 

se filtró en membranas Mlllipore de 0.22µm de poro, para obtener el EXTRACTO 

SALINO CRUDO. La otra parte del extracto se sometió a cocción en autoclave (121 "C, 

15 lb/in2, 30 min) y se centrifugó a 3,000 rpm por 15 min; el sobrenadante daro consistió 

en el EXTRACTO SALINO COCDO. 

Una vez obtenidos los extractos salinos, crudo y cocido de cada variedad de 

frijol, se determinó la concentradón total de protelnas por el método de Lowry (81), 

usando la fracción V de albúmina sérica bovina (ASB-V, Sigma Chemical, Co.) como 

est~ndar. La concentradón total de protelnas en todos los extractos se ajustó a 5 mg/ml. 

Por otro lado, parte de las semillas enteras de cada variedad de frijol, &e 1CJ111etió 

a remojo previo durante 24 horas en agua destilada, con objeto de determinar el po&lble 

efecto de este tratamiento en la disminudón del contenido total de lectinas en las 

semillas. Después de transcurridas las 24 hs, el agua de remojo se colectó para la 

19 



determinación de su contenido total de protelna por el método de Lowry (81) y de su 

actividad hemaglutlnante (82). Las semillas se secaron a temperatura ambiente por 24 

hs, colocándolas sobre papel absorbente para eliminar el exceso de agua y sus 

componentes solubles se extrajeron en la forma descrita anteriormente. 

3. CARACTERIZAOON FISICOQUIMICA DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE LAS 

DOS VARIEDADES DE FRIJOL. 

3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE. 

La actividad hemaglutinante de los extractos salinos crudos y cocidos de cada 

variedad de frijol, con y sin remojo previo, y del agua de remojo, se realizó de acuerdo 

con el método descrito por Calderón y Córdova (82), en placas de microtituladón de 96 

pozos con fondo en "U" (Dynatech Laboratories): se colocaron lOOpl de cada extracto 

salino o del agua de remojo en la primera columna de la placa y se hicieron diluciones 

seriadas con res cada vez al doble, usando microdilutores Takatsy con capacidad de 

50µ1 (Cooke Laboratory rroducts). 

En cada pozo, se alladieron 10µ1 de una suspensión al 4% de los diferentes 

glóbulos rojos que se probaron: humanos (grupos A, e y 0), conejo y vaca; los eritrocitos 

se prepararon lavándolos 3 va-es con res. En el caso de los eritrocitos de vaca, éstos 

fueron previamente tratados con tripsina, de acuerdo al método descrito por Jaffé y 

erucher (83): a 10 mi de una suspensión al 10% en res, se alladió 0.1 mg de tripslna de 

páncreas de bovino tipo DI, (Sigma Chemical Co.) y se incubaron a 37"C por 30 min con 

agitación suave y continua. Los eritrocitos se lavaron 3 veces con PBS y se ajus!lron al· 

4% para realizar las pruebas de hemaglulinación. 

Después de 30 min a temperatura ambiente, se observó la reacción de 

hemaglutinadón por la aparición de una "capa" uniforme de eritrocitos en el fondo de 

los pozos. Una reacción negativa de hemaglullnadón se Identificó por la formación de 

un "botón" de eritrocitos sedlmentados en el fondo de los pozos. 
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El Ululo de hemaglutinación de los extractos salinos de ambas v.uiedades de frijol, 

se definió como la máxima dilución del extracto, capaz de producir aglutinación 

macroscópica de los eritrocitos, después de 30 min a temperatura ambiente. 

3.2. ANALISIS ELECTROFORETICO EN GELES DE POUACRILAMIDA. 

Las protelnas contenidas en los extractos salinós crudos y cocidos de ambas 

variedades de frijol, se analizaron en geles de poliacrilamlda en condiciones no 

desnaturallzantes (geles nativos) de acuerdo con las técnicas descritas previamente en 

la literatura para la PHA (80,84). La obtención del peso molecular de la Pl-IA se realizó 

en condiciones semi-desnaturalizantes (con SOS, sin B-mercaptoetanol y sin 

calentamiento) de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (85-87). Para ambos tipos 

de electroforesis, la cantidad de protelna se ajustó a 20 µg por carril, y se usó PHA 

comercial purificada como referencia (Sigma Chemical, Co.). La electroforesis se realizó 

en una cámara vertical Mini-Protean 11 (Bio-Rad Laboratories). 

La electroforesis en condiciones no-desnaturalizantes (geles nativos), se realizó 

en geles de poltacrllamida al 7.5%, con un voltaje de 100 V y una corriente de 3 mA 

. durante 2 horas, invirtiendo la polaridad de la cámara, es decir, el ánodo se conectó a 

la parte superior de la cámara y el cátodo a la parte inferior, debido a las características 

del sistema. El amortiguador de corrida fué una solución de ácido acético y B-alanina, 

, pH 4.5. Las muestras se aplicaron con una solución de verde de metilo al 0.1 % en 

unortiguador de corrida, como marcador del "frente". 

_,. La electroforesis de los extractos salinos de frijol en condiciones 

l,ll!li-desnaturalizantes, se hizo en un gradiente de poliacrilamida del 5 al 12.5%, con las 

... mjsnw condiciones que Ja. anterior (100 V, 3 mA, 2 hs), con una solución de 

.~glicina, pH 8.3 y SOS al 0.037%, como amortiguador de corrida y azul de 

bromofenol al 0.1 % como marcador del "frente". 
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Después de la electroforesis, las diferentes bandas se tillleron con azul brillante 

de Coomasie R-250 (Sigma Chemical Co.), con las técnicas descritas en la literatura (87). 

3.3. ANAUSIS POR 'WESTERN BLOT". 

Después de la separación electroforética, las diferentes protefnas contenidas en los 

extractos se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (NC), con objeto de determinar 

la banda correspondiente a la PHA mediante la técnica de "Western Blol'', la cm1 se hizo 

con el sistema de doble anticuerpo, usando peroxidasa como revelador (88-90). 

Después de la electroforesis no-desnaturalizante (nativa), las protefnas se 

transfirieron a membranas de NC de 0.45µ de poro (Blo-Rad Laboratories) con ácido 

acético aI 0.7% como amortiguador de transferencia (88,89). La transferencia se realizó 

con un voltaje de 100 V y una corriente de 33 mA durante 1 h, a 4"C y con agitación 

magnética para evitar el calentamiento. 

Para el caso de la electroforesis de las protefnas en condiciones 

semi-desnaturallzantes, se usó TRIS-glicina-SOS, pH 8.3 (TRIS 48 mM, glicina 39 mM, 

SOS 0.037% v /v) con metano! al 20%, como amortiguador para la transferencia (88-89); 

nta se realizó a membranas de NC de 0.45_µm de poro (Bio-Rad Laboratorles) aplicando 

un voltaje de 34 V y una corriente de 151 mA por 1 hora, a 4"C y con agitación 

magnética constante. 

Después de la transferencia, en ambos casos el resto de las membranas de NC 

se bloqueó con solución TB5-ASB durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación 

continua; ésta solución se preparó con NaCI 500 mM, TRIS-base 20 mM (Sigma Chemical 

Co.) y ASO-V al 3%. Después de la incubación, la membrana se lavó 3 veces con TOS. 

Para la detección de la PHA en los extractos salinos, las membranas de NC se 

incubaron con el anticuerpo primario, antl-PHA preparado en conejo (rabbit 

anti-Phaseolus vulgaris' lectin, Sigma Chemical Co.), diluido 1:5000 en TBS-Tween (TOS 
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ron TWftll 20 al 0.05%), durante toda la noche a 4"C y con agltadón constante. La 

membrana se lavó 3 veces con TflS. Tween y se adicionó el segundo anticuerpo marcado 

con la enzima: anti-conejo preparado en cabra, conjugado con peroxidasa (goat 

anli·rabblt·HRP ronjugate, Kappel Laboratories) dihúdo 1:1000 en TflS.Tween y se 

incubó durante 2 hs a temperatura ambiente con agitación constante. Las membranas se 

lavaron 3 veces con TBS-Tween. 

Para revelar el sitio donde se localizaba la PHA, por la formadón de los 

complejo& antígeno-anticuerpo, se empleó una solución de 4-cloro-l·naftol como 

revelador (Sigma Chemical Co.): ésta solución se preparó con 15 mg de 4-cloro-l·naftol 

en 5 ml de metano! írío, mezclados con 15µ1 de H20, al 30% en 25 mi de TBS. La 

reacción se dejó transcurrir a temperatura ambiente hasta la aparición de las bandas (de 

5 a 10 min). La reacción se detuvo lavando con TBS. Las membranas de NC se secaron 

a temperatura ambiente y se guardaron en bolsas de plástico selladas para su 

conservación. 

t. CAllACl'ERIZACION BIOLOCICA DE LA DIETA COMEROAL PARA 

ROEDORES "Purinaw. 

Previamente a la realización de los ensayos biológicos in vivo con los extractos 

salinos obtenidos de las dos variedades de frijol, se evaluó la posibilidad de utilizar la 

dieta comerdal que los anímales consumen en el bioterio del Instituto Nacional de la 

Nutrición, para este tipo de ensayos de estimuladón illtestinal (alimento granulado para 

roedores marca "Purina•). Esto fué necesario ya que de acuerdo con el fabricante, el 

alimento contiene residuos de alfalfa (Medicago sativa), la cual es una leguminosa (anexo 

1). A pesar de que existen reportes en la literatura de que esta leguminosa no posee 
nillguna actividad hemaglulinante o mitogénica (17,18), se deddló investigar estas 

actividades. 
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4.1. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE. 

Se obtuvo un extracto salino del alimento para roedores "Purina" en las mismas 

condiciones que las empleadas para el caso de las semillas de frijol: se pesaron 100 g del 

alimento comercial previamente molido y sus componentes solubles se extrajeron con 

400 mi de PBS, con agitación continua durante toda la noche a 4"C. La suspensión 

resultante se filtró en gasa y se centrifugó a 16,000 x G durante 2 hs. La concentración 

total de proteína se determinó por el método de Lowry (81). 

También se obtuvo un extracto salino de las heces de ratas alimentadas con ésta 

dieta, con objeto de evaluar si la degradación enzimAtica de la dieta (por efecto de los 

procesos digestivos normales) presentaba actividad hemaglutinante. El extracto de las 

heces se realizó de la misma forma a la descrita anteriormente. 

La actividad hemaglutinante de los extractos salinos del alimento comercial y de 

las heces, se realizó de acuerdo al método previamente descrito (82), empleando los 

mismos tipos de glóbulos rojos (humanos, conejo y vaca). 

4.2. ACTIVIDAD MlTOGENICA. 

La actividad mitogénica del extracto salino de la dieta comercial "Purina", se 

evaluó mediante la incorporación i11 vitro de timidina tritiada (tim·H"> por linfocitos 

aislados del bazo, obtenidos de ratas normales, en cultivos de 3 días. 

Los esplenocitos de rata se obtuvieron con solución salina balanceada de Hank, 

sin Ca++ ni Mg++ (HBSS-CMF), por maceración del bazo a través de una malla de 

alambre, filtración en gasa y estratificación sobre el gradiente de densidad de 

Ficoll·Hypaque descrito por BOyum (91 ). La suspensión celular se centrifugó a 1500 rpm 

durante 30 mln y se colectó la inteñase, rica en células mononucleares (linfocitos y 
monodtos); las células se lavaron 3 veces con HBSS<:MF y se determinó su viabilidad 

por exclusión del colorante azul Tripán al 0.4% y su concentración se ajustó a una 

dellSidad de 2x10' células/mi en medio RPM!-1640 (GIBCO Laboratories), suplementado 
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con 103 de suero fetal de temem inactivado (SFf), 100 U/mi de penicilina, 100 ¡1g/ml 

de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (todos de Sigma Chemical Co.) 

Los cultivos se realizaron por cuadruplicado en placas de plástico estériles Je 96 

pozos con "fondo plano" (Falcon Products, Becton-Dickinson). En cada pozo se colocaron 

100µ1 del extracto de Ja dieta comercial "Purina", haciendo diluciones seriadas, cada vez 

al doble, en medio RPMI completo y se alladieron 100µ1 de la suspensión celular 

(equivalente a 2x10' células/pozo). Los cultivos que se usaron como controles, sólo 

recibieron RPMI completo. Se incluyó un cultivo de esplenocitos que recibió 2.5 µg de 

PHA comercial purificada (Sigma Chemical, Co.) como referencia. Los cultivos se 

Incubaron a una temperatura de 37"C durante 3 dlas, en una estufa con abnósfera de 

CO, al 5% (NAPCO 4200) y humedad relativa del 98%. 

Veinticuatro horas antes de ser cosechadas, las células recibieron un pulso de 0.5 

µCi de timidina trillada (tim-H3> (actividad espedfica 6.7 Ci/mmol, 247.9 GBq/mmol, 

New England Nuclear). Las células se colectaron con un cosechador automático 

(Titertek Cell Harvester, Flow Laboratories), en filtros de fibra de vidrio malla 11 (MA 

Bloproducts) y se lavaron con agua destilada; los filtros que contenlan las células se 

lll!CUOn a temperatura ambiente por 24 hs y se transfirieron a viales de centelleo. La 

canlidad de tim·H3 incorporada por las células se determinó en un contador de centelleo 

lfquldo para emisiones B (Packard Tri-Carb 3255). La solución de centelleo se preparó 

am 19.6 g de PPO (2,3-difeniloxazol) y 0.4 g de POPOP (p-bis-2·(5-feniloxazolil)·benceno) 

en 3.5 litros de tolueno. 

5. ENSAYOS llOLOGICOS i1t vivo CON LOS EXTRACTOS SALINOS DE LAS DOS 

VARIEDADES DE FRIJOL 

Los ensayos biológicos con los extractos salinos de las dos variedades de frijol, 

se realizaron con ratas hembras Wistar de 2 a 3 meses de edad (240-280 g), mantenidas 

en jaulas metabólicas individuales, con periodos de luz-oscuridad de 12 hs, una 
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tempentura de 23°:1: 3"C, alimentadas con la dieta comerdal del bioterio (''Purina") del 

Instituto Nadonal de la Nutridón y agua destilad1 ad lilritum. 

Los animales recibieron los diferentes extractos por intubadón pstrica (sin 

anestesia), entre las 8:30 y 10:00 hs todos los dfas en un volumen total de l mi ron lllUI 

ánula de acero inoxidable con "punta de globo", espedalmente disetlada para este 

estudio. Se realizaron los siguientes grupos: 

GRUPO 1: ratas que recibieron PBS durante 30 dlas; fué el grupo ~OL. 

GRUPO 2: ratas que recibieron el extracto cocido de frijol Bayo (5 mg prot/ml) 

durante 30 dlas. 

GRUPO 3: ratas que recibieron el extracto cocido de frijol Negro (5 mg prot/ml) 

durante JO dlas. 

GRUPO 4: ratas que recibieron el extracto crudo de frijol Bayo (5 mg prot/ml) 

durante 3, 7, 14 y 30 dlas. 

GRUPO 5: ratas que recibieron el extracto crudo de frijol Negro (5 mg prot/ml) 

durante 3,7, 14 y 30 dlas. 

GRUPO 6: ratas que recibieron PHA comercial purificada (0.15 mg/ml) empleando 

romo vehfatlo POS, durante 14 dlas. 

GRUPO 7: ratas que recibieron PHA comercial purificada (0.15 mg/ml) empleando 

como vehlculo extracto cocido de frijol Bayo, durante 14 dlas. 

La concentrad6n de protelna se ajustó a 5 mg/ml, debido a que la concentrad6n 

lnldal de 1111 eJ<tractos crudos fué de 16-18 mg/ml y éita disminuyó a 5-6 mg/ml 

despu& del tratamiento térmico. 

Para el caso de los grupos 6 y 7, la concentradón de PHA se ajustó a 0.15 mg/ml 

que corresponde al 3% del total de protelna en los extractos. Esto se hizo asl, ya que 

existen reportes en la literatura en donde se menciona que el contenido total de lectinas 
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en lu legumlnous, varia del 1.5 al 3% del total de protelna (6-8,11,13), por lo que se 

decidió emplear el porcentaje mas alto. 

Al final de cada tiempo de administración de los diferentes estfmulos, las ratas 

fueron saalficadas por dislocadón cervical, previa anestesia con éter, y se evaluó la 

prollferadón de las cflulas mononucleares totales (CMNT) del Intestino 0), de los 

nódulos mesentfricos (NM), de las placas de Peyer (PP) y del bazo (B), en cultivos in 

11ilro, para determinar su ACTIVIDAD BASAL y su ACTIVIDAD ESTIMULADA. 

La ACTIVIDAD BASAL de las CMNT de cada uno de los órganos linfoides, 

refleja su grado de actlvadón in vivo. Esta se determinó por la capacidad de las CMNT 

de Incorporar tim·H' en culUvos de 3 d!as, sin la adición exógena de PHA comercial 

purificada. 

Por el otro lado, la ACllVIDAD ESTIMULADA de las mismas células, refleja 

su respuesta máxima al estimulo Inducido por la PHA. Esta se determinó por la 

incorporadón de tim·H' en cultivos de 3 dlas, por la adición exógena de 2.5 µg de PHA 

comercial purificada. 

Esto se hizo con el fin de valorar el efecto in vivo de la lectina presente en los 

extractos salinos de ambas variedades de frijol, sobre la respuesta inmune celular, tanto 

a nivel local como a nivel sistémico. 

5.1. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LAS CELULAS MONONUCLEARES 

TOI' ALES DE LOS DIFERENTES ORGANOS LINFOIDES. 

5.1.1 INTESTINO. 

Las células mononucleares totales del intestino (1), las cuales inclulan a los 

linfocitos intraepiteliales (IEP) y a los linfocitos de la lámina propia (LP), se obtuvieron 

por digestión con EDT A-colagenasa y purificación con gradientes de densidad (52,67,92-
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95). El Intestino se lavó con 20 mi de soludón HBSSCMF frfa' para elimlnu restol de 

romlda y moro. Las placas de Peyer (PP) se separaron del Intestino ron tijeras y se 

rolocaron en una caja Petri con solución de citratos-fosfatos fria para su procesamiento 

posterior. El intestino, libre de PP, se abrió longitudinalmente y se rortó en fragmentos 

pequellos (de 2 a 3 cm); los fragmentos se transfirieron a un matraz Erlenmeyer ron 25 

mi de HBss.cMF que tenfa EDTA (25 mM) y colagenasa tipo U de C/ostrldillm 

llyslo/iliaim (1250 U/mi, Sigma Chemical Co.), se incubaron 30 mina 37"C con agitación 

ocasional y se colectó el sobrenadante de la digestión (esta digestión se realizó 3 veces, 

huta que se obtuvo un sobrenadante claro). Los sobrenadantes de las digestiones se 

mezclaron y se filtraron a través de gasa para eliminar las partfculas grandes. El filtrado 

se estratificó sobre Ficoll-Hypaque y se centrifugó a 1500 rpm por 30 min. Se colectó la 

interfase rica en CMNT y se lavaron 3 veces con medio RPMl completo. 

5.1.2 CELULAS DE LAS PLACAS DE PEYER 

Las células de las placas de Peyer (PP), se obtuvieron con solución de 

dtratos-fosfatos, pH 7.2, por maceración del órgano a través de una. malla de alambre. 

La solución de dtratos-fosfatos se preparó con citrato de sodio 50 mM, NaCI 96 mM, 

KH,PO, 8 mM, Na,HPO, 5.6 mM y KCI 1.5 mM. La suspensión celular resultante se 

dejó reposar por 15 min a temperatura ambiente y se filtró a través de una columna de 

lana de vidrio, pua eliminar el moco que se produce por la maceración de las placas de 

Peyer (92,93,95). Las células se lavaron 3 veces con medio RPMI completo. 

5.1.3 NODULOS MESENTERICOS. 

Loe nódulos mesentéricos (NM) se disecaron en condldones asfptlcas y 
las l'flulas se obtuvieron con solución de HBSs-cMF por maceración a través de una 

malla de alunbre. La suspensión celular se filtró a través de gasa y las cflulas se lavaron 

3 wcea con medio RPMI completo. 

28 



5.UBAZO. 

Lu tflulas del bazo (B) se obtuvieron con solución de HBSSCMF por 

maceradón del órgano en una malla de alambre, filtración en gasa y estratlflcad6n sobre 

el gradiente de Ficoll-Hypaque, en la forma descrita anteriormente. Las células se 

colectaron y se lavaron 3 v«es con medio RPMl completo. 

Una vez obtenida& las células mononudeares totales (CMNT) de cada uno de los 

diferentes órgmos linfoides, es dedr del Intestino (1), las placas de Peyer (PP), los 

nódulos mesentéricos (NM) y el bazo (B), se determinó su viabilidad con azul TripAn y 

se ajustaron a una densidad de 2 x to' células/mi, en medio RPMI suplementado con 

suero y antibióticos. 

Las células se cultivaron por cuadruplicado en placas de plástico estériles de 96 

pozos con "fondo plano" (Falcon Products, Becton-Dickinson). Se colocaron 100 µI de 

cada una de las suspensiones celulares (2 x lo' células/pozo) y se Incubaron a una 

temperatura de 37"C durante 3 dlas, en una estufa con atmósfera de CO, al 5% (NAPCO 

4200) y humedad relativa del 98%. 

6. ANAUSIS ESTADISTICO. 

Los promedios de las actividades basal y estimulada de cada poblad6n celular, 

dentro de un mismo grupo, fueron comparadas mediante la prueba de !·pareada, con 

un nivel de signlficancla del 5%. 

Loe promedios de las actividades basal y estimulada de cada una de las 

pobladones celulares, fueron comparadas entre cada grupo por anAllsls de vamnza 

(ANOEVA), con un nivel de slgniflcanda del 5%. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION. 

·t. ACTIVIDAD HEMAGLlITINANTE. 

En el cuadro 1 se muestran los resultados de la actividad hemaglulinante de los 

extractos salinos audos y cocidos de las dos variedades de frijol, sobre los glóbulos rojos 

humanos (grupos A, B y O), y sobre los eritrocitos de conejo y de vaca sensibilizados 

con tripsina. Se incluyó un control con eritrocitos de vaca sin tripsinlzar. 

CUADRO! 

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS EXTRACTOS SALINOS CRUDOS Y 
COCIDOS DE LAS DOS VARIEDADES DE FRIJOL 

B 
A 
y 
o 

N 
E 
G 
R 
o 

ERITROCITOS 

HUMANOS VACA VACA 
(A,B,O) CONEJO TRIPSINIZADOS SIN TRIPSINlZAR 

CRUIX> 1:512 1:2048 1:2048 neg 
(10) (2.5) (2.5) 

CoctOO neg neg neg neg 

CRUDO 1:256 1:512 1:2048 neg 
(20) (10) (2.5) 

COCIDO neg neg neg neg 

Se Informa 11 mblnu1 diludón del extracto que produjo aglutlnadón maaooropiai de lol 
erltrodtos después de 30 minutos a temperatura ambiente. El número enln! putntesl1, indlai 
11 mn""'tndón de pnllelna• totalC5 (en pg/ml) que amnponde a esa diludlm, a pulir de 

· una concentndón lnlc:lll de S mg/ml. 

Los extractos salinos crudos de ambas variedades de frijol, aglutinaron los 

diferentes eritrocitos probados con diferente potencia, mientras que los extractos salinos 

cocidos de ambas variedades no produjeron aglutlnadón de ninguno de los diferentes 
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tipoa de glóbulos rojos, lo que indica que el tratamiento tt!nnko empleado (autoclave 

121 "C, 15 lb/in2, 30 min), fut! efectivo para destruir esta actividad biológica de la lectina. 

El titulo hemaglutinante del extracto crudo del frijol Bayo fut! de 1:512, 1:2048 y 

1:2lM8 IObre los eritrocitos humanos, de co11ejo y de vaca tripsinizados, respectivamente, 

mientras que el titulo hemagluti11a11te del extracto crudo del frijol Negro fut! de 1:256, 

1:512 y 1:2048, para los mismos tipos de eritrocitos. 

De acuerdo con la cLasificación propuesta por Jafft! para la actividad 

hemagluti11ante de las semillas del gt!nero Plulstolus (8), las lectinu presentes en ambas 

variedades de frijol estudiadas, correspo11den al grupo 1 de lectinas nCM!Spedficas o 

"Panaglutininas" ya que aglutinaron todos los tipos de eritrocitos probados y, para el 

caso de los glóbulos rojos humanos, sin especificad de grupo sangulneo. El tratamiento 

con tripsina de los glóbulos rojos de vaca, es necesario para la detección de la actividad 

hemaglutinante de las lectinas de frijol, ya que aún los extractos crudos de ambas 

variedades, no aglutinaron a este tipo de eritrocitos sin el tratamiento enzimAtico (83). 

Jaffé y Brucher (83) demostraron que las lectinas de frijol que dan una reacción 

positiva con eritrocitos de vaca tratados con tripsina, son mucho m.ts tóxicas por su 

administración intraperitoneal en ratones, que las que sólo reaccionan con eritrocitos de 

conejo. Considerando lo anterior, se puede sugerir, que dada la potencia con que ambos 

extractos crudos de frijol aglutinaron los glóbulo5 rojos de vaca tratados con tripsina (2.5 

µg/ml), estas serían de las variedades mAs tóxicas de frijol por su administración 

intraperitoneal en ratones o mediante su administración oral a ratas en fonna de dietas 

preparadas con estas semillas (96). 

En el cuadro 2 se muestran los resultados de la actividad hemaglulinante de los 

extractos crudos de ambas variedades de frijol, con y sin remojo previo de las semillas, 

y del agua de remojo, sobre los mismos tipos de eritrocitos. 
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CUADR02 

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS EXTRACOOS CRUDOS DE FRIJOL, 
CON Y SIN REMOJO PREVIO, Y DEL AGUA DE REMOJO 

ERITROCITOS 

HUMANOS VACA 
(A,B,O) CONEJO TRIPSINIZADOS 

BAYO CON REMOJO 1:512 1:2048 1:2048 
CRUDO SIN REMOJO 1:512 1:2048 1:2048 

AGUA DEL REMOJO" 1:1 neg neg 

NEGRO CON REMOJO 1:256 1:512 1:2048 
CRUDO SIN REMOJO 1:256 1:512 1:2048 

AGUA DEL REMOJO" 1:1 neg neg 

Se informa la ""Id""' dilución del oxoracto qu• produjo agiudnadón macrooalpica do los 
eritrocitos, despuél de 30 minutos a tl.'mpcratura ambk'ntc. 
• La concerundón do prololna• en el agua del remojo fué d• 1.6 mg/ml para <I frijol Bayo 
y ele 1.8 mg/ml pera <I frijol Negro. 

El remojo previo de las semillas en agua destilada por 24 horas, no tuvo ningún 

efecto en la reducción de la actividad hemaglutinante de los extractos crudos de ambas 

variedades de frijol, pues aunque en el agua de remojo se detectó dicha actividad, ésta 

Wllamente ocurrió sobre los eritrocitos humanos (1:1) y no disminuyó el titulo 

hemaglutinante original de los extractos. 

Este mismo resultado se obtuvo en un estudio efectuado en Chile en 1974 (<n), 

en el cual el remojo con agua destilada no tuvo ningún efecto en la reducción de la 

actividad hemaglutinante de los extractos que se investigaron. Jaffé y Flores (13) 

sometieron a remojo previo tres \/ariedades locales de frijoles en Venezuela, usando 

diferentes medios de remojo, que inclulan agua destilada, ácido acético al 0.1 .. y 
bicarbonato de sodio al 0.1 %, encontrando que la cocción a 85"C con cualquiera de estos 

tratamientos, resultaba en una mejor digestibilidad y capacidad de las dietas preparadas 
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con las Hll\IUas, de Inducir crecimiento en animales de laboratorio, comparados con 

testlgoa alimentadDll con caselna. 

Ademas, ambos grupos de Investigadores (13,97) probaron diferentes 

temperaturas y tiempos de cocción en sus experimentos: en algunos casos, la semilla se 

111metió a cocción a lOO"C por 1 hora a presión atmosférica y en otros, en olla de presión 

a 12l"C por 30 mln, demostrando que este wtimo tratamiento era mejor que el primero, 

independientemente del medio de remojo empleado. 

Considerando lo anterior, resulta evidente que es mAs importante el tiempo y la 

temperatura de cocción, que el remojo previo de las semillas, para lograr la inactivadón 

total de las lectinas del frijol. 

En la mayorfa de los hogares mexicanos, los frijoles son remojados durante 8 a 12 

horas con objeto de hidratar a las semillas y facilitar su cocción, ya que existe una mejor 

transferencia de calor hada su interior lo que aumenta la inactivación de estos factores 

y disminuye el tiempo empleado en la cocción, ron el consecuente ahorro de combustible 

(8,13,96). También es importante recordar que en la mayorfa de las ocasiones, el medio 

de remojo es eliminado y cambiado por agua fresca para efectuar la cocción de las 

semillas. A este respecto, seria conveniente investigar la presencia de lectlnas en los 

caldos de cocción y no únicamente en el medio de remojo, en situaciones en las cuales 

se sospecha que la inactivación térmica de estos factores antifisiológicos no ha sido 

completa. 

Aunque la aplicación de esta observación cae fuera de los objetivos de la presente 

investigad6n, este puede ser un campo de notable aplicadón en el area de la nutridón, 

111bre todo en el calO de la alimentación Infantil. Entre la población con menores ingresos 

económicos, es muy común la práctica de dar a los nlllos el caldo de cocción de los 

frijoles como sustitutos de la leche y de los atoles (aunque estos últimos, representan el 
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suslituto de la leche), debido al bajo poder adquisitivo para ronsegulr estos productos 

y a que existe la creenda, ampliamente difundida, de que "en el caldo es" lo mej<.,r". 

Sin embargo, dada la notable resistenda a la lnactivadón térmica de las lectinas 

y del lnhlbidor de trlpslna, y a las condiciones en las que se somete a coc:dón a los 

frijoles, esta práctica no solo parece inadecuada, sino que puede llegar • ser peligrosa. 

La ingestión de dietas crónicamente insuficientes en protelna y energla, aunado a la 

presenda de estos factores antiflsiológiros, pueden favorecer el establecimiento de 

condiciones de mala absorción y, a largo plazo, de desnutrición. 

2. CARACTERIZAOON FISICOQUIMICA DE LOS EXTRACTOS SALINOS. 

2.1 GELES DE POUACRILAMIDA. 

El patrón electroforélico de los extractos salinos de ambas variedades de frijol, 

realizado con el sistema no desnaturalizante (nativo), se muestra en la figura t. 

En el carril 4, se observa una banda, que corresponde a la PHA comercial 

purificada; en los carriles contiguos (3 y 5), que corresponden a los extractos crudos de 

frijol Bayo y Negro, respectivamente, se observan una serle de bandas con diferente 

intensidad, de las cuales destaca una muy tenue (flecha grande), con Igual corrimiento 

electroforético al de la PHA pura, por lo que se trata de la misma protelna. Con este tipo 

de electroforesis en condiciones ácidas, es posible la separadón de las 5 isolectinas de 

la PHA (98), aunque en este caso no se tuvo una buena resoludón de ellas. Sin embargo, 

el fin de realizar la electroforesis con estas condiciones, sólo fué para determinar el efecto 

de la cocción sobre las propiedades fisicoqulmicas de la PHA. 

En los extractos cocidos de ambas variedades de frijol (carriles 2 y 6), esta banda 

ya no se aprecia, lo que parece indicar que el tratamiento térmico destruyó por completo 

a la protelna. En estos mismos extractos, en la parte Inferior del gel cercana al "frente" 

se aprecian unas bandas (flecha pequella), las cuales se pueden tratar de péptidos 
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pequellos producidos al momento de la cocción, por la degradadón de la(s) protelna(s) 

contenidas en los extractos. Si es éste el caso, existe la posibilidad de que estos 

fragmentos conserven algunas de las caracterfsticas inmunológicas de la protelna 

; original; esta posibilidad se discute mas adelante, al analizar los resultados de la 

transferenda a membranas de nitrocelulosa (Western blot). 

FIGURA 1 
PATRON ELECTROFORETJCO DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE LAS DOS 
VARIEDADES DE FRIJOL, EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES 

(CONDIOONES NATIVAS) 

.L 2 3 4 ------·-· 

(-) 

Gel depoUaailamld.I al 1.s-... Se aplicaron lasslgulentesmueolns: anllet 1 y7, maroodoreo 
de bajo y alto peio molecular. Carril 2: extracto roddo de frijol Bayo. Canil 3: extracto audo 
de frijol Bayo. Canil 4: PHA romerdal purillaoda. Canil 5: extracto audo de frijol Negro. 
Canil 6: extracto roddo de frijol Negro. La amc:enlradón de proleln1 se ajustó a 20 pg/ carril. 
La electroforesis se raillzó en condidones 'ddas (pH 4.5), con 100 V, 3 mA durante 2 horas. 
Tindón con Azul Brillante de Coomasle R-250. 
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En los caniles donde se colocaron los marcadores de pe90 molecular (1 y 7), la 

resoludón de las bilndas no fué satisfactoria. Esto se debió a que estos marcadores sólo 

se usan en sistemas desnaturalizantes o semi-desnaturallzantes (con SOS) y en 

condidones basicas (pH 8.3 a 8.6). 

En la figura 2, se muestra el patrón electroforflico de los extractos salinos crudos 

y coddos de ambas variedades de frijol, en condiciones seml-desnaturalizantes. 

FIGURA 2 
PATRON ELECTROFORETICO DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE LAS DOS 
VARIEDADES DE FRIJOL, EN CONDICIONES SEMI-DESNATURAUZANTES 

, ..... 
::; .. ,r ... 

7 
- l•I 

Gel en gradiente de poU.ailamtda del 5 ol 12.5'11.. Se apllwon la1 llgulenlel mllftlnlo: 
mnilea 1 y 7, man:adDn!!I de bajo y alto pno molecular; cantl 2: extnc:to mddo de frijol •yo; 
mnil 3: extncto crudo de frijol Bayo; cantl 4: PHA comerdal purificada; cantl 5: extnCIO 
audo de frijol Negro; cani1 6: extracto coddo de frijol Negro. La ooncentrad6n de protelna 
ae ajulkl a 20 111 por c:urll. La electroforeols oe reollzó a pH 8.3, en condiciones con SOS (lin 
fl.mercaptoellnOI ni rolenlllmiento) con 100 V, 3 mA durutle 2 horao. 1tnd6n con Arul 
lrtllanle de Coomuie R-250. 
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En el carril 4 que corresponde a la PHA comercial purificada, se aprecian una 

serie de bandas, en la que destaca una con un peso molecular de 32.0 kili (flecha). En 

la misma localizadón, se encuentra una banda en los extractos crudos de ambas 

variedades de frijol (carriles 3 y 5), mientras que en los extractos cocidos (carriles 2 y 6), 

esta banda ya no se observa. 

El peso molecular de la PHA reportado en la literatura, varia de 128 a 136 kDa 

(98). Se trata de una protelna oligomérica compuesta por 4 subunidades, la cual se 

puede presentar en 5 formas hlbridas (isolectinas), debido a la combinadón no covalente 

de las 2 subunldades blsicas que la componen: una llamada R (6 E) y otra llamada L, 

por su afinidad hada eritrocitos y leucocitos, respectivamente. Aunque ambas 

subunidades también difieren ligeramente en su secuenda de aminoáddos, se ha 

calculado un peso molecular aproximado de 32 a 36 kili para cada una (98). 

Bajo condidones suaves de desnaturalizadón (únicamente con SOS), la PHA se 

disocia en las subunidades que la componen y éstas migran juntas como si se tratara de 

una sola protelna. El peso molecular calculado para la protelna intacta a partir de éste 

análisis, serla de 128 kDa, similar al reportado en la literatura (99). 

Por otro lado y de manera similar a lo encontrado en la electroforesis en 

condidones nativas, en los extractos coddos (carriles 2 y 6), no se apreda ninguna 

banda que corresponda con la PHA pura, lo que indica que la protelna se desnaturalizó 

totalmente por el tratamiento térmico empleado. 

2.2 ANALISIS POR 'WESTERN BLOT'. 

En la figura 3 se muestra el . 'Western Blot" después de. la separadón 

electroforética de las protelnas con el sistema en condldones no desnaturalizantes 

(nativas). En este caso, solo se aplicaron los extractos crudo y coddo del frijol Bayo, 

debido a que no existfan düerendas entre las dos variedades de frijol estudiadas. 
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FIGURA3 
"WESTERN BLOT" DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL BAYO, DESPUFS DE 

SU SEPARACION ELECTROR>RETICA EN CONDIOONES NO 
DESNATURALIZANTES (CONDICIONES NATIVAS) . 

.--------. (+) 

~-----'(-) 
1 2 3 

'Weotem mot" de las prote!nH contenidas en loo exttactoo salinoo audo (carril 1) y cocido 
(canil 3) de frijol Bayo; el carril 2 comsponde • la PHA comercial purificada. De&pués de su 
oeparad611 en condiciones no desnaturallzantes (nativas), las protefnaa ae tram1flrler1111 a 
membranas de NC (0.45 µ de poro) ron áddo acético al 0.7% (100 V, 33 mA, 1 hora). El 
anticuerpo primario (antl-PHA preparado en conejo) se alladl6 a una dllud6n 1:5Cm en 
TBS-Tween. El anticuerpo oecundarlo conjugado con peroxldasa (antl-amejo preparado en 
cabra)• alladl6 a una dilud6n l:IOOOen TBS-Tween. Se us6 4-cloro-l·naltol como revelador. 

En el carril que corresponde a la PHA comercial pura, se observa una 10la banda 

difusa (flecha), la cual sólo se observa en el extracto crudo. En el caso del extracto 

cocido, esta banda no se observa, lo que indica que la lectina contenida originalmente 

en el extracto crudo, se desnaturalizó por efecto de la cocción. 

· Respecto a los ~!idos que se observan cerca del "frente" de corrida en la placa 

de electroforesis en condiciones nativas (flg. 1), éstas tampoco se observan, lo que indica 
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que si hubieran sido el resultado de la desnaturalización tfnnica de la lectina (o de otras 

protelnas), no ronservan ninguno de las características inmunológicas (epltopes) de la 

protelna intacta, ya que no reaccionaron ron el anticuerpo primario (anti·PHA), que se 

utilizó. 

La figura 4 muestra el 'Western Blot'' de las protelnas rontenldas en los extractos 

crudo y cocido del frijol Bayo y de la PHA comercial, despuk de la electroforesis en 

condiciones seml-desnaturalizantes. 

FIGURA 4 
"WESTERN BLOT" DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL BAYO, DESPUES DE 

SU SEPARACION ELECTROFORETICA EN CONDICIONES SEMI· 

+ 

DESNA TURALIZANTES. 

'"'1Jº""""' .. , .. ~W'."".""":~ (-) 
i> 

1 

'Wellem Blol'' de las proteúm contenidas en los extractos salinos audo (amil 1) y <Oddo 
(auril 3) de frijol Bayo; el mrrt1 2 corresponde• la PHA comercial purificado. °"9pu& de ou 
oepondón .., condlclonn semldesnaturallzantes, las proteínos 111! tramllrieron a menbnnos 
de NC (0.45 µ de poro) con TRJ!>-glicin•·SDS y metonol 20._ (34 V, 151 mA, 1 hon). El 
onticuerpo primuio (ontl·PHA preparado en conejo) se lliladió a una dlludón 1:5000 en 
TllS-Tween. El anticuerpo secundarlo conjugado con peroxldasa (anti-conejo preporado .., 
cabra) se llladlóo una diludón 1:1000 en TBS-Tween. Se usó 4-cloro-1-naftol como revelador. 
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Al Igual que en caso anterior, la banda que corresponde a la PHA soto ae observa 

·en el extracto crudo, to que indica que se trata de la misma protelna y que aunque éstll 

&e disocia en sus subunidades, mantiene sus caracterlstlcas antigmlcas. Adem,s, esto 

confirma que la lectlna presente en el extracto crudo se desnaturaliza por efecto del 

tratamiento tfrmico, ya que tampoco se observa en el carril que corresponde al extracto 

cocido. 

3. CAJlAC'J'ElllZACJON llOLOGICA DE LA DIETA COMERCIAL ''1'1arina". 

3.1. ACTIVIDAD HEMAGLlITINANTE. 

En el cuadro 3, se muestra la actividad hemaglutlnante de los extractos salinos 

obtenidos de la dieta comercial para roedores "Purina" y de las heces de ratas normales 

alimentadas con esta dieta, asi como de la PHA comercial purificada. 

CUADR03 
ACTIVIDAD HEMAGLUTlNANTE DE LOS EXTRACTOS SAUNOS OBTENIDOS 

DE LA DIETA COMERCIAL "PURINA", DE LAS HECES DE RATAS 
ALIMENTADAS CON ELLA Y DE LA PHA COMERCIAL PURIFICADA 

ERITROCITOS 

PROT. HUMANOS VACA 
(mg/ml) (A,B,0) CONEJO TRIPSINIZADOS 

Dieta 14.1 neg neg neg 
"Purlna" 
Extracto de heces 5.3 neg neg neg 

(lisis 1:1)' (tisis 1:1) (tlsisl:l) 
PHA comercial 1.0 1:64 1:64 1:2048 

Se infonnl la mixlma dilución del extracto que produjo aglutin1ción macroec6plai de loa 
eritrodtol, después de 30 minutos a temperatura ambiente . 
• Slgnlfiai que hubo l!sls de los eritrocitos, en la dilución mdlaida. 

NI el extracto de la dieta comercial, ni el de las heces de ratas allmentlldas con 

ella, presentaron actividad hemaglutinante alguna sobre los glóbulos rojos probados. 
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Aunque los extractos salinos obtenidos de las heces d.e ratas normales no 

presentaron ninguna actividad hemaglutinante, es interesante sellalar que el e11trado 

concentrado (1:1), produjo lisis de todos los eritrocitos, lo que se puede atribuir a que 

el pH final de este e11trado era 'cido (pH de 3.2). 

La actividad hemaglutinante de la PHA pura, fué la mas potente sobre los 

eritrocitos de VilCa tripsiniudos, ya que aún a la dilución mas alta (1:2048), todavfa se 

presentó aglutinación de las células. 

3.2. ACTIVIDAD MITOGENICA. 

En el cuadro 4 se muestra el resultado de la actividad mitogénica del e11trado 

salino obtenido de la dieta comercial "Purina" sobre esplenodtos de rata normal y la 

respuesta proliferativa de las células a diferentes dosis de la PHA comercial purificada. 

CUADR04 
ACTIVIDAD MITOGENICA DEL EXTRACTO DE LA DIETA "Purina" Y DE LA PHA 

COMERCIAL, SOBRE ESPLENOCITOS DE RATA. 

Dosis (µg/pozo) 
0.625 
1.25 
2.5 
5.0 
10.0 
CONTROL 

Extracto dieta 
398 :t 115. 
428 :t 110 
415 :t 92 
478 :t 124 
339 :t 117 
483 :t 107 

PHA comercial 
344 :t 120. 
1397 :t 345 
7616 :t 1324 
8715 :t 1228 
8338 :t 695 
423 :t 125 

Loo culdvos oe hideron par 3 díao a 37'C en atmósfera de CO, al S'ló y 98% de humedod 
relllttva. Lu a!lulu, (2xJO' células/pozo) oe culttvaron en medio RPMI-1640 auplementado 
mn 1uero y antibl61kos; 24 huno IJlleo de .... c:ooechadao, las células recibieron un pulso de 
O.S µCi de tim·H' (1ctlvldad especifica 6.7 Q/mmof). El rulttvo control sólo recibió medio 
RPMI rompleto. ºPromedio z d .. vlodón estánd1r de Iu CPM, n• 4. 

La adición del extracto obtenido de la dieta "Purina" a los cultivos, no produjo 

ningún aumento en la cantidad tim·H' incoporada por las células, respecto de los 

controles (p > O.OS), lo que indica que esta dieta puede ser utilizada para ensayos de 
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estimuladón linfodtica a nivel intestinal, ya que no induce proliferadón de las <.ilulas. 

Esta oblervadón est4 apoyada por los resultados obtenidos de Ja actividad 

hemaglutinante (cuadro 4). 

La adidón de cantidades crecientes de PHA pura a Jos cultivos de esplenodtos, 

produjo un aumento en su actividad mitogénica, Ja rua1 fué máxima con 2.5 µg de PHA. 

Con base en esto, Ja determinación de Ja actjyjdad esllmulada de las CMNT aisladas de 

Jos diferentes órganos linfoides, después de Ja administración lntragAstrlca de los 

extractos de frijol, 1e realizó utilizando esta ~ncentradón de PHA. 

No se realizó el análisis de la posible actividad mitogénica de Jos ei1tractos 

obtenidos de las heces de las ratas, debido a Ja gran cantidad de bacterias que se sabe 

están presentes en las heces (principalmente coliformes y mesófilas aerobias), ya que 

hubiera sido muy difícil conservar los cultivos estériles por espado de 3 días. Sin 

embargo, dado que Ja dieta que consumen Jos animales no posee esta actividad, es m~y 
remoto que las heces rontengan alguna sustancia ron tal actividad. 

t. ENSAYOS llOLOGICOS. 

4.1 ACTIVIDAD MITOGENICA i11 vivo DE LOS EXTRACTOS SAUNOSCRUDOS 

Y COCIDOS DE LAS DOS VARIEDADES DE FRIJOL. 

En Ja figura 5, se muestra el patrón de proliferación de las células mononudeares 

totales (CMNT) de las ratas del grupo control, las cuales recibieron 1 ml de PBS por 

intubación g6stric1 durante 30 días. 
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ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON PBS 

POR 30 DIAS (GRUPO CONTROL) 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
GRUPO CONTROL. PBS 30 días.(n=9) 

i 
§. 
l 
u 

FIGURA 5. 

ACTIVIDAD 

8 ESTIMUL4DA 

!E BASAL 

La actividad basal de las CMNT, fué la misma en todos los órganos investigados 

(1, PP, NM y B). De la misma forma, la actividad estimulada de las células fué idéntica 

en todos los órganos, pero ésta fué mayor a la actividad basal (p < 0.001). 

Las figuras 6 y 7 muestran el patrón de proliferación de las CMNT obtenidas de 

las ratas que recibieron los extractos cocidos de frijol Negro y de frijol Bayo, 

respectivamente, durante 30 dfas. 
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ACTIVAClON DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECBlERON EL 

EXTRAC10 coaoo DE FRIJOL BAYO POR 30 DIAS. 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
EXTRACTO COCIDO FRIJOL BAYO (Smg/ml) 

30 días.(n=l 2) 

Cñ 
.!! 8 .· g 
::E 
o. 
o 

RGURA6. 

ACTIVIDAD 

11 ESTIMULADA 

i8BASAL 

El patrón de proliferación linfoótica es idéntico en ambos grupos, asl como 

respecto al grupo control. Por un lado, la actividad basal de las CMNT fué la misma en 

todos los órganos de las ratas alimentadas con los extractos cocidos de las dos 

variedades de frijol, y lo mismo ocurrió en el caso de su actividad estimulada la cual, 

al Igual de lo obserV1do en el grupo control, también fué mayor que la primera (p < 
0.001). 
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ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECBIERON EL 

EXTRACTO COCIDO DE FRIJOL NEGRO POR 30 DIAS. 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
EXTRACTO COCIDO FRIJOL NEGRO (5mg/ml) 

30 días.(n= 12) 

10 

a· 
u; .. 6. 

! 
~ ... 
Q. 
t) 

FIGURA'!. 

ACTIVIDAD 

11 ESTIMULADA 

~BASAL 

Con base en estos resultados, se puede concluir que el tratamiento térmico empleado 

para Ja cocción de los extractos obtenidos de ambas variedades de frijol (autoclave, 

12l'C, 121 lb/in2, 30 mln), fué suficiente para destruir su actividad mitogénica in vivo, 

ya que ninguno de Jos extractos cocidos indujo proliferación de las células, en ninguno 

de los órganos en que se estudió esta actividad, así como tampoco modificó la cap;addad 

de las células a proliferar in vitro, en respuesta a Ja PHA adicionada exógenamente. 

Las figuras 8 y 9 corresponden a Ja aclividad basal (8a y 9a) y a Ja actividad 

estimulada (8b y 9b), de las CMNT obtenidas de las ratas que recibieron el extracto 

crudo de frijol Bayo y el extracto crudo de frijol Negro respectivamente, después de 3, 

7, 14 y 30 dlas de su administración por intubación gástrica. 
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ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON EL 

EXTRACTO CRUDO DE FRIJOL BAYO POR 3, 7, 14 Y 30 DIAS. 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
EXTRACTO CRUDO FRIJOL BAYO (S mg/ml) 

ACTIVIDAD BASAL 

ftGURAllL 

DIAS 

.30 (n•I•) 

lSh• (nol3) 

87 (no151 

llh (•·15) 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
EXTRACTO CRUDO FRIJOL BAYO (S mg/ml) 

ACTIVIDAD ESTIMULADA 

I •• 
! 
l •. .. 

2' 

Q IST9'• ·~ llOO•lltrmlOO MIO 
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Para las dos variedades de frijol, la activid~d basal de las células de las placas de 

Peyer (PP) y de los nódulos mesentéricos (NM), al tercer dla de la admlnlstrad6n de los 

extractos crudos, es m1yor que la que la del bazo (8) y que 11 del intestino (1) (p < 0.01). 

Esta actividad en las células de las PP y de los NM, es mayor que la encontrada en el 

grupo control y en los grupos de ratas que recibieron los extractos cocidos de ambas 

variedades de frijol (p < 0.01). Por su parte, la actividad estimulada en todos los 6rganos 

(figuras 8b y 9b), es idéntica a la del grupo control y a la de los grupos alimentados con 

los extractos coddos de frijol, y es mayor que la actividad estimulada de cualquiera de 

los 6rganos (p < 0.001). 

ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON EL 

EXTRACTO CRUDO DE FRIJOL NEGRO POR 3, 7, 14 Y 30 DIAS. 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
EXTRACTO CRUDO FRIJOL NEGRO (5 mg/ml) 

ACTIVIDAD BASAL 

1 
l 
u 

FIGURA9a. 
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CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
EXTRACTO CRUDO FRIJOL NEGRO (5 mg/ml) 
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A los 7 dlas, la actividad basal de las células de las PP y de los NM sigue 

aumentando, ya que esta actividad fué mayor que la encontrada a los 3 dlas (p < 0.01), 

asl como también comienza a haber estimuladón en el bazo (p < 0.01, respecto al tercer 

dla), sin que esto se observe todavla en el caso de las células del Intestino. En este 

tiempo, la actividad estimulada sigue siendo mayor que la actividad basal, para todos 

los órganos (p < 0.01). 

A los 14 días de la administración de los extractos crudos, la actividad basal de 

las CMNT es la misma en todos los órganos (figuras 8a y 9a), y es Idéntica a la actividad 

estimulada encontrada en cada órgano (p > O.OS). Esto significa que la adición exógena 

de PHA, no produce ningún aumento en la capacidad de proliferar de las células. 
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Es importante destacar que la actividad basal de las CMNT a los 30 dfas, ya no 

es mayor a la encontrada a los 14 dlas, lo que sugiere que la estimulación intestinal 

crónica, produce un trAflco celular constante hacia los diferentes órganos linfoides 

estudiados. 

La cinética de activación de las CMNT por la administración crónica de los 

extractos crudos de ambas variedades de frijol, sugiere una ruta de activación como 

sigue: el antlgeno después de ser administrado intragástricamente, alcanza el intestino 

y al 3er dfa estimula las a!lulas linfoides en las placas de Peyer, las cuales migran vfa 

los nódulos mesentéricos (también en el 3er dla) hacia el conducto torácico para de ahl 

alcanzar la circulación sistémica (representada aqul por el bazo) al séptimo dia y regresar 

al sitio donde originalmente fueron estimuladas, es decir, al intestino (al 14o dla). 

Esta ruta de tráfico celular se ha descrito en la literatura (68-70,100,101), y es la 

parte fundamental del llamado "sistema inmune común de las mucosas", en el cual se 

incluyen a las mucosas intestinal, lagrimal, salival, mamarla, bronquial y genitourinaria. 

Dentro de esta ruta se distinguen 2 fases: una "eferente" o de activación y otra "aferente" 

o efectora (67,69,72,94,101). En este modelo, la fase eferente está representada por las 

CMNT de las placas de Peyer y los nódulos mesentéricos, las cuales se encuentran 

respondiendo al estlmulo producido por la PHA contenida en los extractos crudos de 

las dos variedades de frijol, mientras que la fase aferente está representada por las 

CMNT del bazo y del intestino. Además de estos órganos, seria probable encontrar 

células linfoides activadas en otros sitios asociados a mucosas, diferentes al sitio donde 

fueron estimuladas originalmente, como células T y linfocitos B IgA+. 

Después de obtener la cinética de proliferación de las CMNT obtenidas de las 

ratas alimentadas con los extractos crudos de las dos variedades de frijol, se decidió 

realizar otros cultivos (que corresponden a los grupos 6 y 7), con objeto de determinar 

si la PHA presente en el extracto crudo de cualquier variedad de frijol, era la 

responsable de la activación llnfodtica in vivo, o si se debla a otra(s) protefna(s). 

49 



Las figuras 10 y 11 muestran el patrón de proliferación celular de las CMNT de 

ratas alimentadas con PHA comercial purificada (0.15 mg/ml), empleando como 

vehfculo PBS y el extracto cocido del frijol Bayo respectivamente, después de su 

administración lntragástrica por 14 dfas. Sólo se probó a este tiempo, debido a que en 

11 se tuvo el máximo de estimulación de todos los órganoe estudiados. 

ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON 

PHA (0.15 mg/ml) EN PBS POR 14 DIAS. 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
PHA (0.15mg/ml) en PBS 

14 días.(n=8) 

ftGURA 10 

ACTIVIDAD 

B ESTIMULADA 

~BASAL 

La actividad basal de las CMNT de las ratas que recibieron la PHA en PBS, o la 

PHA en el extracto cocido del frijol Bayo, es Igual a la actividad estimulada en todos los 

órganos. Este perfil de proliferación celular es idéntico al que se encontró en las ratas 

que recibieron los extractos crudos de las dos variedades de frijol a los 14 dfas (figuras 
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1111 y 9a), lo que confirma que Ja PHA es Ja responsable de Ja activación de las células in 

11ivo. 

ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON 

PHA (0.15 mg/ml) EN EL EXTRACTO COCIDO DE FRIJOL BAYO POR 14 DIAS. 

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA 
PHA (0. lSmg/ml) en extracto cocido de frijol Bayo 

14 días.(n=8) 

FIGURA 11 

ACTIVIDAD 

1111 ESTIMULADA 

i8BASAL 

En un estudio que se realizó simultáneamente con éste, se demostró que Ja PHA 

es resistente a las diferentes secreciones del tracto gastrointestinal, asl como su capacidad 

de aumentar el tamafto y el peso del Intestino. Mediante lknlcas de 

lnmunohlstoqulmlca, se localiz.Ó a Ja PHA contenida en Jos extractos crudos (pero no en 

Jos extractos cocidos), 11nicamente en la porción Inicial del Intestino (duodeno y parte 

proximal del yeyuno) (102). 
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Además, la lectina fué capaz de producir una respuesta inmune humoral sistémica 

de manera tiemp<Hlependiente, caracterizada por la aparición de anticuerpos anti-PHA 

de clase IgM al tercer día, y de clase lgG desde el séptimo día (102). 

Estos resultados concuerdan con la cinética de proliferación llnfodtica encontrada 

en el presente estudio: estimulación de las CMNT de las placas de Peyer y de los 

nódulos mesentfricos al tercer dfa, y la estimulación de IH CMNT del buo a partir del 

slptimo dia que significa la inducción de una respuesta inmune espedfka a nivel 

sisti!mico. 

Se ha demostrado que la población de células linfoides que se localizan en el 

ambiente intestinal, expresan los productos de genes asociados con la activación celular: 

por un lado, los linfocitos T (tanto CD4+ como CD8+) aislados de la Umlna propia, 

expresan el receptor para IL·2 UL·2R+) de manera constitutiva en ausencia de un 

estfmulo aparente, así como de su ARN mensajero (ARNm IL·2R), los cuales no se han 

detectado en otras poblaciones linfoides de ningún otro sitio. Además, en respuesta al 

estfmulo por concanavalina A (Con A), los linfocitos de la Umlna propia producen IL·2 

en mayor cantidad, junto con su ARNm (ARNm IL·2), que los linfocitos T de sangre 

periHrica (103). 

Algunos autores han reportado que los linfocitos T lntraepiteliales, no responden 

al estímulo producido por mitógenos como la PHA en sistemas in vitro (41-43,41,94), lo 

rual puede explicarse por varios motivos. Por un lado, la PHA estimula a los linfocitos 

a travá del receptor de células T (TCR) (99,104,105), el cual es un dfmero compuesto por 

las subunldades a/8; sin embargo, en el ambiente intestinal, los linfocitos intraepitellales 

expresan principalmente el TCR compuesto por las subunldades i/6 (3,106,107), del cual 

todavfa no se conocen perfectamente sus funciones. 

Por otro lado, la estimulación con PHA de los linfocitos aislados del intestino, no 

es un evento sencillo, sino que por el contrario se trata de un fenómeno complejo que 
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requiere de una gran variedad de factores: algunos autores han demostrado que se 

requiere de interleudna 6 (IL-6) (108), de IL-2 adldonada exógenamente y de una célula 

"accesoria" presente en el bazo (o del sobrenadante del cultivo de esta célula), para lograr 

el múimo de estimuladón llnfocftica (94), mientras que otros han mostrado que parte 

de la estimulación inducida por la PHA, ocurre a través del receptor para eritrocitos de 

camero (SRBC), es decir mediante la molécula CD2 (43,109,110). 

De acuerdo con los resultados del presente trabajo, fué posible detectar la 

activación in vivo de las CMNT del intestino por la administradón crónica de PHA, 

aunque de acuerdo con lo anteriormente expuesto, parecerla poco probable que se trate 

de los linfocitos intraeplteliales (!EL) quienes es!An respondiendo al estímulo inducido 

por la PHA, sino que se trata entonces, de los linfocitos T de la !Amina propia (LPL). 

Debido a que el método de obtención y purificación de los linfodtos del intestino no 

incluyó la separación de estas dos poblaciones, no es posible asegurar que se trate 

exclusivamente de los LPL. Serla conveniente realizar otros estudios en los que se 

investigue por separado la activadón in vivo de ambas poblaciones celulares, con objeto 

de definir cuál es la población que estA siendo "activada" dentro del ambiente Intestinal. 

Por último, cabe mendonar que las lectinas presentes en una gran cantidad de 

alimentos de origen vegetal, continúan siendo objetO de múltiples investigaciones 

principalmente en el 6rea de la nutridón humana: debido a sus propiedades de 

reconocer espedficamcnte diferentes residuos de azúcares, también se han empleado 

como herramientas para la descripción de la estructura tridimensional de diferentes 

polisacáridos en la superficie del epitelio intestinal, asf como por su participación como 

"sellales moleculares" que modifican dichos pollsadridos, para la prevención de 

enfermedades entéricas produddas por bacterias patógenas (111). 
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VI. CONCLUSIONES. 

t. PROPIEDADES BIOLOGICAS Y FISICOQUIMICAS DE LAS LIECl'INAS 

CONTENIDAS EN LOS E)('J'RACTOS SALINOS DE LAS DOS VARIEDADES DE 

FRIJOL 

Respecto a la actividad hemaglulinante de las lectinas (PHA) contenidas en los 

extractos crudos obtenidos de las dos variedades de frijol estudiadas (frijol Bayo y frijol 

Negro), éstas pertenecen al grupo de las hemaglutinlnu no espedficas o 

"Panaglulininas", ya que aglutinaron todos los tipos de glóbulos rojos empleados: 

humanos (grupos A,B y O), eritrocitos de conejo y eritrocitos de vaca tripsinlzados. 

Ademb, en el caso de los eritrocitos humanos, esta reacción ocurrió sin especificidad de 

grupo sangulneo. 

De acuerdo con la potencia con que la PHA contenida en los extractos crudos de 

ambas variedades de frijol, aglutinó los eritrocitos de vaca '"sensibilizados'" am trlpslna, 

se puede afirmar que fstas semillas de frijol en su forma cruda, serian de las variedades 

mAs tóxicas por su administración a animales de experimentación, ya sea en forma 

intraperltoneal o por su adición a dietas en forma de harinas. 

El remojo de las semillas por 24 horas, no produjo ninguna reducción significativa 

en la actividad hemaglutlnante de los extractos salinos, ni en la cantidad de la PHA en 

1aa semillas. 

El tratamiento térmico empleado (autoclave 121 "C, 15 lb/in'. 30 mln), fué efectivo 

para destruir la actividad hemaglutinante de la PHA en las dos variedades de {rijo!. Esto 

se confirmó por el análisis electroforético en geles de pollacrilamida (en diferentes 

condiciones), asl como por el 'Western blot'" de cada uno de ellos. 
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Mediante el anAlisis electroforétlco de la PHA contenida en los extractos crudos 

de ambas variedades se frijol, se confinnó que la PHA en condldonn Addas (pH 4.S), 

reveló que se trata de una protelna básica, con un corrimiento electroforétlco (Rf=0.36) 

icWntlco al reportado en la literatura para la PHA pura. 

La electroforesis en geles de poliacrllamida de los extractos crudos de las dos 

variedades de frijol, reveló que la PHA se disoda en sus subunldades bajo condldones 

suaves de desnaturalización, pero conserva sus propiedades inmunológicas ('Western 

. Blot"). Se calculó un peso molecular de 32 l<Da para las subunidades, similar al 

reportado en la literatura, por lo que el peso molecular de la protelna tetrarnérlca es de 

128 l<Da. 

2. ACTIVIDAD MITOGENICA in viva DE LA PHA CONTENIDA EN LOS 

EXTRACTOS SALINOS OBTENIDOS DE LAS DOS VARIEDADES DE FRIJOL 

Previo a la realización de los ensayos biológicos in vivo con los extractos salinos 

obtenidos de la.• dos variedades de frijol, se evaluó la posibilidad de utilizar la dieta que 

normalmente consumen los animales (Dieta para Roedores marca "Purina"), en el bioterlo 

del Instituto Nacional de la Nutrición, para este tipo de estudios de estimulación 

intestinal. 

Las pruebas de hemaglutinadón y de estimuladón in vilro de esplenodtos de rata, 

realizados con extractos salinos obtenidos de la dieta comercial, confirmaron que esta 

dieta puede ser empleada en este tipo de estudios, con la ventaja adldonal de que se 

puede evaluar el efecto de una protelna sobre la respuesta Inmune intestinal, sin 

necesidad de contar con dietas basadas exclusivamente en un solo tipo de protelna, como 

ocurre en el caso de la albWnina de huevo y de la casefna, y a un menor costo. 

La administración intragbtrlca de los extractos cocidos de las dos variedades de 

frijol, no produjo ninguna estimulación de las células mononucleares totales (CMNT) del 
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intestino, de las placas de Peyer, de los nódulos mesentéricos, o del haz.o. Esto confirma 

que la cocdón en autoclave fué efectiva para destruir la actividad mltogénlca de la PHA 

contenida en los extractos de las dos variedades de frijol. 

Por el otro lado, los extractos crudos de ambas variedades de frijol, produjeron 

una respuesta inmune celular especifica, tanto a nivel intestinal como a nivel sistémico. 

La dnétlca de proliferación de esta respuesta fué ·la siguiente: se encontró 

actl':ación de las CMNT al tercer d!a en las placas de Peyer y en los nódulos 

mesentéricos, as! romo en el bazo al séptimo d!a. A partir del dla 14 y hasta el d!a 30, 

las CMNT de todos los órganos, incluyendo a las del intestino, se encontraron activadas, 

sin que hubieran diferencias entre las dos variedades de frijol estudiadas. 

La administración de PHA pura, empleando como vehlculos PBS y el extracto 

roddo de frijol Bayo durante 14 dlas, confirmaron que la PHA es la responsable de la 

activación de las CMNT in vivo. 

56 



VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAflCAS. 

l.· Elson CO, Kagnoff MF, Fiocchl C, Befus AD & Targan S. Intestinal lmmunlty and 
lnílammatlon: recent progress. Gastroenterology. 1986; 91: 746-768. 

2.· Doe WF. The intestinal immune system. Gut. 1989; 30: 1679-1685. 
3.· Brandtzaeg P, Halstensen TS, Kett K, Krajd K, Kvale O, Rognum TO, Scott H & 

Sollid LM. lmmunobiology and immunopathology of human gut muc:osa: 
humoral immunlty and intraepithellal lymphocytes. Gastroenterology. 1989; 97: 
1562-1584. 

4.· Farrel MJC. Food allergy, in ''Manual of Allergy and lmmunology". Second edltlon. 
Lawlor GJ and Fisher TJ. Little Brown and Co. Boston, 1988. pp 272·283. 

5.· Comwt LC. Efecto de nutrientes especificas sobre la respuesta Inmunitaria. Clin 
Med N Am. 1985; 4: 799-832. 

6.· Liener IE. Toxic factors in edible legumes and their elimination. Am J Clin Nutr. 
1962; 11: 281·298. 

7.· Liener IE. Seed hemagglutlnins. Econ Bol. 1964; 18: 27·33. 
8.· Jaffé WG. Hemagglutinins, in "Toxic constituents of plant foodstuffs". Second 

edltion. Liencr !E (editor). Academic Press. 1980. pp73-102. 
9.· Sharon N & Lis H. Lectins: cell·agglutinatlng and sugar-spedfic protelns. Sdence. 

1972; 177: 949-959. 
10.· Sharon N & Lis H. Legume lectins- A large family of homologous proteins. 

fASEB J. 1990; 4: 3198-3208. 
11.· Liener !E. Protease inhibitors and lectins. lnt Rev Biochem. 1979; 27: 97· 123. 
12.· Jaffé WG. factores tóxic:os en leguminosas. Arch Latinoamer Nutr. 1977 (supl. 2); 

27: 85-96. 
13.· Jaffé WG & Flores ME. La cocción de frijoles (Phas«ilus vulgorls). Arch Latinoamer 

Nutr. 1975; 25: 79-90. 
14.· Pusztai A, Clarke EM • King TP. The nutritional toxicity of Plulstolus 1111lgaris 

lectins. Proc Nutr Soc. 1979;38: 115-120. 
15.· Jaffé WG & Vega-Lette CL. Heat·labile growth·inhibiting factors In beans 

(Plulstolus 1111lgaris). J Nutr. 1968; 94: 203-209. 
16.· Ellaz LG & Bressani R. Métodos biológicos para la evaluación de leguminosas de 

grano. Arch Latinoamer Nutr. 1977 (supl. 2); 27: 139-151. 
17.· Boyd WC & Reguera RM. Hemagglutinating substances for human cells in 

various plants. J lrnmunol. 1949; 62: 333-339. 
18.· Nachbar MS & Oppenheim JO. Lectlns in the Unlted Stales' dlet a survey of 

lectins in commonly consumed food and a review of the llterature. Am J Clln 
Nutr. 1980; 33: 2118-23'5. 

19.· Nachbar MS, Oppenheirn JO & Thomas JO. Lectins In the US dlet isolation and 
characteriutlon of a lectin from the tomato (Lycoptrsicon escultnfllm). J Blol Chem. 
1980; 255: 2056-2061. 

20.· Noah NH, Bender AE, Reaidl GB & Gilbert RJ. Food polsonlng from raw lddney 
beans. Br Med J. 1980; 281: 236-237. 

57 



21.- Lorenzsonn V • Olsen WA. In vivo responses of rat intestinal eplthellum to 
intraluminal dletary lectins. Gastroenterology 1982; 82: 838-848. 

22.- Brady PG, Vannier AM & Banwell JG. ldentlflcatlon of the dietary lectin, wheat 
genn agglutinin in human Intestinal contents. Gastroenterology. 1978; 75: 236-239. 

23.- llanwell JG, Howard RW, Ceri H & Fang K. Dose response effects of 
phytohemagglutinln lectin on rat small intestlne, In "Ledlns: blology, 
blochemlstry, dinical biochemistry. Volume 6". Bog-Hansen TC ,. Freed DLJ 
(edltors). Sigma Library. St. Louis Mo. 1988. pp 133-136. 

24.- Sotelo A, Gonz.llez A, González-Garza MT, Velasco E y Feria-Velasco A. 
Ultrastructural changes of eplthelial intestinal cells lnduced by the lngestlon of 
raw Plulseolus acutifolius. Nutr Rep lnt. 1983; 27:329-337. 

25.- de Ollvelra JT A, Pusztal A & Grant G. Changes in organs and tlssues lnduced by 
feedlng ofpurlfled kidney bean (Phaseolus vulgaris) lectlns. Nutr Res. 1988; 8: 943-
947. 

26.- Pusztal A, de Olivelra JTA, Bardocz S, Grant G & Wallace HM. Dietary kidney 
bean lectin-induced hyperplasia and increase in polyamine content of the small 
intestine, In "Lectlns: biology, biochemistry, clinical biochemistry. Volume 6". Bog­
Hansen TC & Freed DLJ (editors). Sigma Llbrary. St. Louis Mo. 1988. pp 117-120. 

'Zl.- Rouanet JM, Lafont J, Chalet M, Creppy A &: Bensancom P. Effects of dletary 
kldney bean (Plulsailus vu/garis) lectins in growing rats. Nutr Rep lnt. 1985; 31: 
237-241. 

28.- Banwell JG, Boldt OH, Meyers J, Weber FL, Miller B & Howard R. 
Phytohemagglutlnin derived from red kidney bean (Phaseo/us vu/garis): a cause for 
intestinal malabsorption associated with bacteria! overgrowth in the rat. 
Glstroenterology. 1983; 84: 506-515. 

29.- Nabla S & Kimura T. Effect of ingested tolde bean lectins on the gastrointestinal 
tract In the rat. J Nutr. 1985; 115: 1621-1629. 

30.- Freed DL & Buclcley JP. Mucotractive effect of lectin. Lancet. 1978; 18: 585-586. 
31.- Grant G, de Olivelra JTA, Dorward PM, Annand MG, Waldrom M & Pusztal A. 

Metabolic and hormonal changes in rats resulting from the consumptlon of 
Jddney bean (Plulstolus vulgaris) or soya bean (G/ycine ma.r). Nutr Rep Int. 1987; 
36: 763-772. 

32.- Donatua:i DA, Liener IE & Gross ·q. Binding of navy beans {Phas«i/us vulgaris) 
lectin to the Intestinal cells of the rat and its effect on the absorption of glucose. 
J Nutr. 1987; 117: 2154-2160. · 

33.- Pusztai AJ, Ewen SWB, Grant G, Peumans WJ, vanDamme EJM, Rublo L & 
Bardocz S. The relatlonship between survival and binding of plant lectins during 
amall intestine passage and thelr effectlveness as growth factors. Digestlon. 1990; 
46 (suppl. 2): 308-316. 

34.- Pusztal AJ. Plant and food lectins as metabolic signals for the gut. Rowett 
Research lnstitue. Annual Report 1990. ·pp 18-29. 

35.- Greer F, Brewer AC & Pusztai A. Effect of kldney bean (P""-lus vu/garis) toxln 
on tissue weight and compositlon and sorne metabolic functions of rats. Br J Nutr. 
1985; 54: 95-103. 

58 



HTA TESIS lfO 10t 
H~I~ DE LA BIBLIOTECA 

36.- Grant G, Watt WB, Stewart JC & Pusztai AJ. Local (intestinal) and systemic 
responses to dietary soyabean lectin, in "Lectlns: biology, biochemistry, dinlcal 
biochemlstry. Volume 6". Bog-Hansen TC & Freed DLJ (editors). Sigma Ubrary. 
SI. Louis Mo. 1988. pp 121-124. 

37.- Pusztal· AJ, Grant G, Williams LM, Brown OS, Ewen SWB & Bardocz S. P"-alus 
1111/garis' lectln induces growth and the uptake of polyamines by the rat small 
intestine in vivo. Med Sd Res. 1989; 17: 215-217. 

38.- Bardocz S, Grant G, Brown OS & Pusztai AJ. Luminal and basolateral uptake by 
rat small intestlne stimulated to grow by Plrastolus vulgaris lectln 
phytohemagglutinln in vivo. Biochim Biophys Acta. 1990; 1134: 46-52. 

39.- Bardocz S, Grant G, Brown OS, Ewen SWB, Nevison 1 & Pusztai AJ. Polyamine 
metabolism and uptake during Plraseolus v1dgaris' lectin, PHA·induced growth of 
rat small intestine. Digestlon. 1990; 46 (suppl 2): 360-366. 

40.- de Alzpurua HJ & Rusell-Jones GJ. Oral vaccinatlon: identificatlon of classes of 
proteins that provoke an immune response upon oral feeding. J Exp Med. 1988; 
167: 440-451. 

41.- Greenwood JH, Austln LL & Dobbins WO. In vitro characteriz.atlon of human 
intestinal intraepilhelial lymphocytes. Gastroenterology. 1983; 85: 1023-1035. 

42.- Ebert EC, Roberls Al, Brolin RE & Raska K. Examinatlon of the low proliferatlve 
capadty of human jejunal intraepilhelial lymphocytes. Clin Exp lmmunol. 1986; 
65: 148-157. 

43.- Ebert EC. Proliferatlve responses of human intraepithelial lymphocytes to various 
T-cell stlmuli. Gastroenterology. 1989; 97: 1372-1381. 

44.- Bienenstock J & Befus AD. Mucosal immunology. lmmunology. 1980; 41: 249-270. 
45.- Allardyce RA & Bienenstock J. The mucosa! immune system in health and 

disease, with an emphasis on parasitlc lnfection. Bull WHO. 1984; 62: 7-25. 
46.- Klein J. Systemlc and regional immune responses. Chapter 16, in "lmmunology", 

edited by Jan Klein. Blackwell Sdentific Publicatlons, lnc. Boston, USA. 1991, pp 
369-385. 

47.- Mayer L, Eisenhardt D, Salomon P, Bauer W, Plous R & PiCcini L. Expression of 
class 11 molecules on intestinal epithelial cells in humans. Gastroenterology. 1991; 
100: 3-12. 

48.- Bland P. MHC class 11 expression by the gut epithellum. lmmunol Today. 1988; 
9: 174-178. 

49.- Bland PW & Warren LG. Antigen presentatlon by epithelial cells of the rat small 
intestlne. l. Kinetlcs, antlgen specifidty and blocldng by anti-la antlsera. 
lmmunology. 1986; 58: 1-7. 

50.- Mayer L & Shlien R. Evidence for functlon of la molecules on gut epithelial cells 
in man. J Exp Med. 1987; 166: 1471-1483. 

51.- Russell GJ & Harmatz PR. Major histocompatibllity complex class 11 expresslon 
on enterocytes: to present or not to present. Gastroenterology. 1991; 100: 274-276. 

59 



52.- Lyscom N &: Brueton MJ. lnlraepllhelial, lamina propria and Peyer's palch 
lymphocytes of the ral small intestine: isolation and characterlzation In lerms of 
immunoglobulln markers and receplors for monoclonal antibodles. Immunology. 
1982; 45: 775-783. 

53.- Chiba M, Ohta H, Nagasaki A, Arakawa H & Masamune O. Lymphoid cell 
aubeets In normal human small lntestine. Gastroenterol Jpn. 1986; 21: 336-343. 

54.- McDermott MR, Horsewood P, Clark DA & Bienenstock J. T lymphocytes In lhe 
intestinal epilhelium and lamina propria of mlce. Immunology. 1986; 57: 213-218. 

55.- Bjerke K. Brandtueg P & Pausa O. T cell distribution is different In folllcle­
aasodated epilhelium of human Peyer's patches and vllluos eplthellum. Clin Exp 
lmmunoL 1988; 74: 270-275. 

56.- Scott H, Brandtzaeg P, Solheim BG & Thorsby E. Relalion belween HLA-DR·like 
111tigens and secretory componen! (SC) in jejunal epitheli!1m or patients wilh 
coellac dlsease or dermatitis herpeliformls. Clin Exp lmmunol. 1981; 44: 233-238. 

57.- Wolf JL & Bye WA. The membranous epithelial (M) cell and lhe mucoaal lmmune 
system. Ann Rev Med. 1984; 35: 95-112. 

58.- Bjerke K &: Brandtzaeg P. Lack of relalion between expression of HLA-DR and 
secretory componen! (SC) in follicle-associated epllhelium of human Peyer's 
patches. Clin Exp lmmunol. 1988; 71: 502-507. 

59.- Kato T. A study of secretory immunoglobulin A on membranous epllhelial cells 
(M cells) and adjacenl absortive cells of rabbit Peyer's patches. Gastroenlerol Jpn. 
1990; 25: 15-23. 

60.- Weltzln R, Luda-Jandris P, Michelli P, Fields BN, Kraehenbuhl JP & Neutra MR. 
Blndlng and transepilhelial transport of immunoglobulins by Intestinal M cells: 
demonstration using monoclonal IgA antibodles agalnst enteric viral protelns. J 
Cell Blol 1989; 108: 1673-1685. 

61.- Fujimura Y. Functional morphology of microfold cells (M cells) In Peyer's patches. 
Phagocytosls and transport of BCG by M cells into rabblt Peyer's patches. 
Gastroenterol Jpn. 1986; 21: 325-335. 

62.- Wolf JL. Why anligens are attracted to lhe dome epithelium: another clue 
(editorial). Gastroenterology. 1988;95: 1419-1421. 

63.- Walker WA &: Ussekbacger KJ. Uptake and transport of macromolecules by lhe 
lntestine: posslble role in cllnical disorders. Gastroenterology. 1974; 67: 531-550. 

64.- Neutra MR, Phillips TL, Mayer EL&: Fishldnd DJ. Transport of membrane-bound 
macromolecules by M cells in follicle-associated epithelium of rabblt Peyer's 
patches. Cell Tissue Res. 1987; 247: 537-546. 

65.- Jones AL. The intestinal immune system: a time for lhe reaper. Gastroenterology. 
1984; 87: 234-237. 

66.- Kawanishl H, Saltzman L & Strober W. Mechanlsms regulating lgA class-specific 
lmmunoglobulin production in gut-assodated lymphold tissues. l. T cells derived 
from Peyer's patches lhat switch slgM B cells in vitro. J Exp Med. 1983; 157: 433-
449. 

67.- Dunkley ML & Husband AJ. The induction and migration of antigen-specific 
helper cells for IgA responses in the intestlne. lmmunology. 1986; 57: 379-385. 

60 



68.· Mestecky J, McGhee JR, Amold RR, Mkhalek SM, Prince SJ & Babb JL. Selectlve 
lnduction of an immune response in human externa! secretions by lngéstion of 
bacteria! antigen. J Clin Invest. 1978; 61: 731-737. 

69.· Bienenstock J & Befus AD. Sorne thoughts on the biologlcal role of 
lmmunoglobulin A. Gastroenterology. 1983; 84: 178-185. 

70.· Czerkinsky C, Prince SJ, Michalek SM, )aclcson S, Russel MW, Moldoveanu Z, 
McGhee JR & Mesteclty J. IgA antibody·produdng cells In perlpheral blood after 
antlgen ingestlon: evldence for a common mucosa! immune system in humans. 
Proc Natl Acad Sd USA. 1987; 84: 2449-2453. 

71.· Van der Heijden PJ, Bianchi ATJ, Bokhout BA, Do! M, Scholten JW & Stok W. 
Quantificatlon of antlgen-specific antibody-seaeting cells in the small intestlne 
and other lymphoid organs of mlce after oral booster immunizatlon. Immunology. 
1989; 66: 404-409. 

72.· Bjerke K & Brandtzaeg P. Terminally differentialed human intestinal B cells: IgA 
and IgG subclass·producing immunocytes in the distal ileum, including Peyer's 
patches, compared with lymph nodes and palatine tonsils. Scand J Immunol. 1990; 
32: 61-67. 

73.· McGhee JR &: Mestecky J. In defense of mucosa! surfaces: development of novel 
vacdnes for IgA responses protective al the portals of entry of mlaoblal 
pathogens. Infect Dis Clin North Am. 1990; 4: 315-341. 

74.· Underdown BJ & Schiff JM. lmmunoglobulln A: strategic defense initlatlve at the 
mucosa! surface. Ann Rev Immunol. 1986; 4: 389-417. 

75.· World Health Organizatlon. Report of a meeting on the immunlty of mucous 
membranes. Geneve. Scand J lmmunol. 1982; 15: 531-545. 

76.· Lakey-Berg E, Goldstein LA, Jutila MA, Nakache M, Piclcer LJ, Streeter PR, Wu 
NW, Zhou D &: Butcher EC. Homing receptors and vascular addressins: cell 
adheslon molecules that direct lymphocyte traffic. Immunol Rev. 1989; 108: 5-18. 

77.- Duljvestljn A & Hamman A. Mechanlsrns and regulatlon of lymphocyte 
mlgratlon. Immunol Today. 1989; 10: 23-28. 

78.· Hamman A&: Thiele HG. Molecules and regulation in lymphocyte mlgralion. 
Immunol Rev. 1989; 108: 19-43. 

79.· Coombe DR &: Rider CC. Lymphocyte homing receptors cloned: a role for anlonlc 
polysaccharldes in lymphocyte adhesion. lmmunol Today. 1989; 10: 289-291. 

80.· Felsted RL, Leavitt RO &: Bachur NR Purlficatlon of the phytohemagglutlnin 
famlly of proteins from red lddney beans (Phaseolus vulgaris) by affinlty 
chromatography. Blochim Blophys Acta. 1975; 405: 72-81. 

81.· Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL & Randall RJ. Protein measurement with the 
Folln phenol reagenL J Biol Chem. 1951; 193: 265-275. 

82.· Calderón RA & C6rdova F. Immunosuppreslve activity of Phaseolus coccineus and 
Plulseolus vulgaris extracts in mlce. Eur J Immunol. 1976; 6: 522·525. 

83.· Jaffé WG y Brucher O. Toxicidad y especificidad de diferentes fitohemaglutlninas 
de frijoles (Plulseo/us vulgaris). Arch Latinoamer Nutr. 1972; 22: 267·281. 

84.· Relsfeld RA, Lewis WJ & Williams DE. Disk electrophoresis of basic proteins and 
peptides on polyacrllamlde gels. Nature. 1962; 195: 281·28.1. 

61 



85.- Laemmll UK. Oeavage of structural proteins durlng the asaembly of the head of 
bacterlophage T4. Nature. 1970; 227: 680-685. 

86.- Weber K & Osbom M. The reliability of molecular weight determinations by 
dodecyl sulfate-polyacrllamide gel electrophoresis. J Biol Chem. 1969; 244: 
4406-4412. 

ff!.- Hames BD & Rickwood D. Gel electrophoresis of proteins: a practica! approach. 
4th Reprint. IRL Press, Oxford. 1985. page 1-86. 

88.- Harlow E & Lane D. Immunoblotting, in "Antibodies: a laboratory manual". Cold 
Sprlng Harbor Laboratory, New York. 1988. page 479-504. 

89.- Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell. lnstruction Manual. Bio·Rad 
Laboratorles. USA. 1987. page 1·11. 

90.· Towbln H, Staehelin T &: Gordon J. Electrophoretic transfer of proteins from 
polyacrllamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and sorne applications. 
Proc Natl Acad Sci USA. 1979; 76: 4350-4354. 

91.- Biiyum A. lsolation of lymphocytes, granulocytes and macrophages. Scand J 
lmmunol. 1976; suppl.5: 9·15. 

92.- Davies MDJ &: Parrott DMV. Preparation and purlfication of lymphocytes from 
the eplthelium and lamina propria of murlne small intestine. Gut. 1981; 22: 
481-488. 

93.· Van der Heijden PJ &: Stok W. lmproved procedure for the isolation of 
functionally active lymphoid cells from the murine intestine. J lmmunol Meth. 
1987; 103: 161-167. 

94- Mowat AM, MacKenzie Sh, Baca M, Felstein MV &: Parrott DMV. Functlonal 
c:lwacterlstics of intraepithelial lymphocytes from mouse small intestine. 
lmmunology. 1986; 58: 627-634. 

95.- Dunldey ML & Husband AJ. Distribution and functional characterlstics of 
antigen·spedfic helper T cells arlsing after Peyer's patch immuniution. 
lmmunology. 1987; 61: 47!H82. 

96.- Jalff WG. Toxic factors in beans: their practical importance, in "Nutrltional aspects 
of common beans and other legume seeds as animal and human foods". Edlted 
by Jaffé WG. Archivos Latinoamericanos de Nutrldón. Caracas, Venezuela. 1973. 
p.igs 199-209. . 

97.- Contreru S y Tagle MA. Factores tóxicos de leguminosas cultivadas en Chile. 111. 
Hemaglutinlnas. Arch Latinoamer Nutr. 1974; 32: 191-200. 

98.- Yachnln S & Svenson RH. The immunological and physicochemlcal properties of 
mltogenicproteins derived from Phastolus 11Ulgaris. lmmunology. 1972; 22: ff!l-813. 

99.- Lis H & Sharon N. Lectins as molecules andas tools. Ann Rev Biochem. 1986; 55: 
35-67. 

100. Forra! BD. ldentification of an intestinal lmmune response using perlpheral blood 
lymphocytes. Lancet. January 1988: 81-83. 

101. Mlchalek SM, M<.(;hee JR, Klyono H, Colwell DE, Eldrldge JH, Wannemuelhler 
MJ & Koopman WJ. The lgA response: lnductive aspects, regulatory cella and 
effector functions, in ''The secretory immune system". Edlted by Mt<ihee JR & 
Mestecky J. Ann NY Acad Sd. 1983; 409: 48-71. 

62 



102. Ortlz, Vlctor M. Estudio moñológlco y funcional de los efectos produddos por 
lectlnas de frijol común (Phasro/us vulgaris) sobre la respuesta Inmune Intestinal 
en ratas. Tesis. Facultad de Química, UNAM. 1992. 

103. 1.eltz M, Greene WC, Peffer NJ &e James SP. Lyrnphocytes isol1ted from the 
Intestinal lamina propria of normal nonhuman primates have increased expresslon 
of genes assodated with T-cell aclivalion. Gastroenterology. 1988; 94: 647-655. 

104. Meuer 5 &e Resch K. Cellular slgnalling in T lymphocytes. lmmunol Today. 1989; 
10 (suppl): 523-527. 

105. Hadden JW. Transmembrane signals in the activation of T lymphocytes by 
mitogenic anligens. lmmunol Today. 1988; 9: 235-239. 

106. Goodman T &e Llfrancols L. Expression of the t8 T-cell receptor on intestinal 
CDB+ intraepithelial lymphocytes. Nature. 1988; 333: 855-857. 

107. Elson CO. Spedallzed receptors for anligens on gut eplthelial T cells (summary). 
Gastroenterology. 1989; 97: 1341-1342. 

108. Ceuppens JL, Baroja ML, Lorren K, vanDamme J &e Bllliau A. Human T cell 
activalion with phytohemagglulinin: the funclion of IL-6 as an accessory signa!. 
J lmmunol. 1988; 141: 3868-3874. 

109. O'Flynn K, Russul·Saib M, Ando l, Wallace DE, Beverly PCL, Boylston AW &: 
Lynch OC. Different pathways of human T-cell aclivalion revealed by PHA·P and 
PHA-M. Immunology. 1986; 57: 55-60. 

110. Kabelitz D. Do CD2 and CD3-TCR T-cell activalion pathways funclion 
lndependenUy?. Immunol Today. 1990; 11: 44-47. 

111. James WPT. Future of nutritional science: challenges for the year 2000. Plenary 
Lecture at the Sixth European Nutrition Conference of the Federalion of European, 
Nutrition Sodelies. Eur J Clin Nutr. 1991; 45 (suppl 2): 2-7. 

63 



VIII. ANEXOS. 

ANEXO 1 

COMPOSICION DE LA DIETA PARA ROEDORES, MARCA ''PURINA". 

(Obtenida directamente del producto, de acuerdo con las espedfkadones del 
fabricante) 

Protefnas 
Grasa 
Fibra 
Cenizas 
Humedad 
ELN 
Caldo 
Fosforo 

FORMULA. 

min. 23 % 
min. 2.5 % 
max. 6.0 % 
max.8.0 % 
max.12.0 % 
min. 48.5 % 
max.1.0 % 
min. 0.6 % 

Cereales molidos, combinación de pastas de oleaginosas, harinas de origen animal 
(sangre, hueso, pescado), subproductos de cereales (cascarillas), subproductos de 
alimentos agrlcolas e Industriales, alfalfa deshidratada, melaza de cafta de azi1car. 

VITAMINAS. 
Vitamina A, tiamina (81), riboílavina (B,), danocobalam.lna (812), niadna, cloruro 

de colina, pantotenato de caldo, vitamina D, vitamina E y vltáihina K. 

MINERALES. 
Carbonato de caldo, roca fosfórica, cloruro de sodio, fosfato de caldo, carbonato 

de cobre, óxido Cllprico, óxido férrico, sulfato ferroso, óxido de manganeso, yoduro de 
potasio, óxido de zinc. 
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