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1. INTRODUCCION

Tradicionalmente, el tubo digestivo se ha estudiado bajo la perspectiva de sus
funciones dentro de la nutricién, es decir, como el 6rgano donde ocurre la digestion
enzimdtica de los alimentos ingeridos en la dieta (protefnas, lfpidos y polisacéridos) y
de absorber los componentes bisicos que tos constituyen (aminoicidos, 4cidos grasos y
monosacéridos, respectivamente).

Ademis de estas funciones, el aparato digestivo y en especial el intestino delgado,
cumple un papel de proteccibn muy impertante contra centos de sustancias
potencialmente dafiinas que diariamente ingresan en él (1-3).

Estas sustancias son ingeridas principalmente junto con los alimentos de diferentes
maneras: algunas son agragadas intencionalmente durante su produccién {fertilizantes,
pesticidas), su procesamiento (estabilizantes) y su conservacién (antioxidantes, aditivos),
0 bien, pueden ser el resultado de la contaminacién de los alimentos por
microorganismos y sus productos {bacterias, hongos y sus toxinas). Por otro lado,
algunos alimentos contienen sustancias que estin presentes en ¢llos de manera natural,
los cuales pueden ocasionar diferentes alteracicnes, como los alergenos (4), algunos
aminodcidos no fisiolégicos (L-canavanina), protefnas que al hidrolizarse
enzimiticamente producen péptidos con accién toxica en sujetos susceptibles (proteinas
del gluten) (5) y los lamados factores "antinutricionales” o "antifisiolégicos” (5-8). Estos
dltimos, comprenden a inhibidores de enzimas (inhibidor de la tripsina, de la
quimotripsina y de la a-amilasa), factores productores de bocio y de latirismo, fitatos,
saponinas, glucésidos clanogénicos, oligosacaridos que producen flatulencia (estaquiosa,
rafinosa) y las hemaglutininas o lectinas (6-10).

En la mayorfa de las ocasiones, ninguna de estas sustancias produce dafio o
alteracién en las funciones normales del tracto gastrointestinal, debido a que son
inactivadas o destrufdas por los procesos digestivos normales, o simplemente no son
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absorbidas y se eliminan con las heces. Junto con ésto, los métodos empleados en el
procesamiento y la preparacién de los alimentos contribuyen a su inactivacién y su
destruccion. Los tralamientos térmicos (coccién) a base de calor seco y hiimedo que se
emplean en la preparacién de la mayorfa de los alimentos, constituyen el principal
mecanismo de inactivacién de estas sustandias (6-8, 11-16).

Desde el punto de vista nutriolégico, los factores antifisiolégicos mas importantes
son los inhibidores de proteasas (inhibidores de la tripsina, de la quimotripsina y de la
elastasa), y las lectinas (11-16), debido a que ambos se encuentran ampliamente
distribufdos en un gran nimero de productos de origen vegetal, principalmente en los
pertenecientes a las familias Leguminosae (frijoles, lentejas) (17), Graminae (cereales) y
Solanaceae (papa y jitomate} (6,8,10,13-17), asf como por su gran resistencia a la
inactivacién por calor.

E! frijol comtin (Phaseolus vulgaris), constituye una fuente importante de protefna
y de energfa para gran parte de la poblacién mundial y ha formado parte de la dieta
humana desde hace miles de afios. A pesar de su notable papel en la dieta, desde hace
tiempo se sabe que estas semillas son téxicas para el ser humano y para otros animales,
cuando son consumidas en forma cruda (6,8,12-16).

La ingestién de semillas crudas de frijol, resulta en sintomas de toxicidad, tanto
para el ser humano como para diferentes especies animales. Es de notable importancia
Practica que las formas més téxicas de las lectinas son, al mismo tiempo, las m4s
resistentes a la inactivacién por calor (6,8,12,13,15),

Ademds, existen algunas condiciones que también pueden incidir para disminuir
la inactivacién térmica de las lectinas, tales como la localizacién geogrifica de algunos
lugares situados a gran altitud sobre el nivel del mar (una situacién muy frecuente en
gran parte de Latinoamérica), 1o que ocasiona la disminucién del punto de ebullicién del
agua, a veces hasta los 85°C.



Los tratamientos térmicos empleados en la coccién de las semillas del género
Phaseolus, no solo mejoran su digestibitidad sino que ademds, constituyen el principal
mecanismo de inactivacién de los inhibidores de proteasas y de las lectinas (5,6,8,11,13).
Actuaimente se sabe que el mejor indicador para determinar la eficencia de los
tratamientos térmicos, sobre el mejoramiento de la digestibilidad de 1as semillas, no es
la actividad del inhibidor de tripsina, sino que es mas apropiado 1a deteccién de l1a
actividad de las lectinas (8,11,15).

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

Se ha demostrado que un gran nimero de alimentos, tanto naturales como
procesados, contienen cantidades importantes de lectinas lo que significa que la dieta
representa, por s{ misma, el principal medio de exposicién a estas proteinas (18,19). Esto
representa un riesgo potencial de que alguna porcién de la pobtacién pueda presentar
algtin trastorno del tubo digestivo, tales como vémito, diarrea, inflamacién intestinal,
sindromes de mala absorcién o enfermedad celfaca (5,8,20,21)

Aunque serfa de esperarse que los tratamientos térmicos y los procesos digestivos
normales neutralicen o destruyan la actividad de las lectinas ingeridas con la dieta, esto
no es necesariamente cierto: se ha reportado que en algunos productos de panificacién,
preparados a base de harinas de frijol crudo, merecen ser considerados con precaucién,
debido a que las lectinas resisten la inactivacién por calor seco, hasta por 18 horas
11,13,

Por otrolado, algunas lectinas son resistentes a la digestién proteolftica 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
ellas (20-22).



Un gran nimero de lectinas presentes en los alimentos, escapan a uno 6 a ambos
mecanismos de inactivacién, por lo que son capaces de interactuar con secreciones,
células y microflora del tracto digestivo y ocasionan diversos trastornos anatémicos y
funcionales, tanto a nivel intestinal como a nivel sistémico.

La administraci6n de lectinas en animales de experimentacién, por via oral o por
inyeccion intraintestinal, en forma de extractos salinos o en forma purificada, ocasionan
cambios morfol6gicos y metabélicos en el intestino tales como el acortamiento de las
vellosidades intestinales (21,23,24), rompimiento de! 'borde en cepillo® de las
microvellosidades intestinales (21,24), aumento del peso del intestino debido a la
hipertrofia y la hiperplasia de las células (25,26), disminuci6n en la actividad de enzimas
asociadas al epitelio de la mucosa (27-29) y aumento en el contenido de moco por el
vaclamiento de las células caliciformes (30).

A nivel sistémico, algunas lectinas como la fitohemaglutinina (PHA), producen
cambios en el tamafio y en el peso de diferentes 6rganos: el pincreas aumenta su tamafio
de manera dosis-dependiente en ratas, junto con una disminucién en la concentracién
de insulina produciendo un aumento en el catabolismo general y la pérdida de masa
muscular (ambes procesos contribuyen al aumento observado en la excrecion fecal y
urinaria de nitrégeno). También se produce un aumento en el peso del higado (debido
principalmente al aumento en la sintesis proteica, acompaftado por la disminucién en
el contenido de lipidos y de gluctgeno) y atrofia del timo (25). A nivel sanguineo, se
produce un aumento en la concentracién de cuerpos ceténicos (principalmente de 8-
hidroxibutirato), asf como un incremento en el contenido total de agua corporal
(23,25,31).

De las lectinas que resisten la hidrélisis enzimtica, algunas pueden unirse a las
células epiteliales del intestino y producen una disminucién en la absorcién de algunos
nutrimentos individuales mediante un mecanismo de interferencia inespecifico, como



ocurre para el caso de la glucosa (32), de los lipidos (triglicéridos y acidos grasos), del
nitrégeno (proteico y no proteico} y de la vitamina B,; (28,32).

El grado y el sitio de unién en las diferentes porciones del intestino, dependen de
la especificidad de la lectina y de la presencia de los aziicares para los cuales es afin, en
la superficie de las células que forman la mucosa intestinal (28, 32, 33). A este respecto,
se ha demostrado que algunas lectinas, como la de Phaseolus vulgaris (PHA) y la de
Sambucus migra-ll (SNA-II), se unen fuertemente al epitelioc del intestino delgado, '
mientras que otras 1o hacen con menor intensidad, como la lectina de soya (Glycine max,
SBA) y de Sambucus nigra-I (SNA-I), mientras que algunas otras lectinas no se unen al
epitelio del intestino, como ocurre con la lectina de haba (Vicia faba, VFL) y de Galanthus
nivalis (GNA) (33).

Existe una relacién directa entre el grado de unién de las lectinas al epitelio
intestinal y su toxicidad: mientras mayor es su unién, mayor es su toxicidad. Esto se
debe a que una vez que se ha unido a las células epiteliales, 1a lectina es endocitada
rapidamente e incorporada el torrente sanguineo, por lo que puede alcanzar diferentes
drganos periféricos como el higado, el rifién, el pincreas y el bazo. Se ha demostrado
que después de la administracion intragdstrica de una dosis de 50 mg de PHA a ratas,
cerca del 10% se encuentra distribuida en la sangre y en diferentes 6rganos, en tan solo
3 horas (34).

Adernés de sus propiedes como agentes t6xicos, las lectinas actiian 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 tamafio del intestino, estd precedido por la acumulacién
de poliaminas en el intestino (26, 34,37-39), asf como del aumento en el contenido de
dcidos nucleicos (ADN y ARN}25,26,34,35,37). Estos evenitos también estan intimamente
relacionados con el grado de toxicidad de las lectinas, el cual depende de la unién de
1a lectina con su receptor en la superficie de las células epiteliales, de su internalizaci6n
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mediante endocitosis y de las seflales intracelulares accesorias que producen el
crecimiento del intestino.

A diferencia de lo que ocurre con otras protefnas de origen dietario, las lectinas
exhiben propiedades inmunolégicas similares cuando se les administra por via enteral
© parenteral, lo que indica que pueden atravesar el epitelio intestinal en cantidades
apreciables (34,40).

La administracién oral de las lectinas también se ha asociado con un aumento en
1a flora bacteriana normal del yeyuno y del {leon, aunado a un aumento en la adherencia
bacteriana al epitelio intestinal e invasién de los tejidos subyacentes (28). La toxicidad
de la PHA aumenta en relacién directa con el niimero de coliformes, ya que se ha
observado que en animales abiticos, la PHA no es téxica. En estos casos se ha
demostrado que el aumento en la poblacién de coliformes se debe exclusivamente a la
PHA, puesto que al utilizar otra variedad no téxica de frijol (Pinto III), el aumento en
1a poblaci6n bacteriana es insignificante. Mas atin, el efecto de la PHA sobre la poblacién
bacteriana puede ser revertido, eliminando a la lectina de la dieta (37).

El mecanismo por el cual !a PHA resulta altamente tOxica para animales
convencionales, a diferencia de lo que ocurre en animales abiéticos, no esti del todo
claro, aunque se supone que esta mediado por un efecto indirecto: la actividad de la
PHA como factor de crecimiento, aumenta el recambio de las células del epitelio
intestinal y favorece la aparicion de formas inmaduras (ricas en manosa) de los
receptores en la membrana, los cuales sirven a la fimbria de la E. coli como "puntos de
anclaje” en la superficie celular (33).

Otra posibilidad para explicar el aumento en el nimero de bacterias, la cual atin
no ha sido explorada totalmente, es que la PHA modifica o altera los mecanismos de
defensa naturales e inmunes, asociados al intestino delgado.



En el caso de los mecanismos naturales, ef principal efecto de la PHA serfa el de
romper {a proteccién mecanica que representa la mucosa intestinal, permitiendo el acceso
hacia el interior del organismo a diferentes sustancias, tales como proteinas, toxinas,
sustancias quimicas y microorganismos.

Por otro lado, aunque es bien conocido ¢ efecto de 1a PHA como mitégeno para
linfocitos T, son escasos los reportes en la literatura acerca de la estimulacién de esta
poblacién linfoide en el ambiente intestinal (41-43), asf como de las posibles
modificaciones que operan en los mecanismos de defensa a nivel celular.

Esta dificuitad obedece a varias razones: en primer lugar, las reacciones inmunes
asociadas al intestino frecuentemente ocurren de manera independiente a las de la
inmunidad sistémica, lo cual se debe a la distribucion caracterfstica de la poblacién de
células linfoides en el intestino (1-3,44-46). En segundo lugar, el tracto gastrointestinal
debe efectuar la delicada tarea de prevenir o limitar el ingreso de los centos de
sustancias con las que diariamente entra en contacto, sin interferir con la funciones
normales de digestién y de absorcién.

2. SISTEMA INMUNE ASOCIADO AL INTESTINO.

Desde el punto de vista inmunolégico, el intestino es un 6rgano que participa
activamente en Jos mecanismos de defensa especficos del organismo. El sistema inmune
asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés), forma parte de un sistema de
proteccién especializado que se conoce como Sistema Inmune Asociado a las Mucosas
(MALT), dentro del cual también se incluye al sistema inmune asociado a los bronquios
(BALTX1-344.46).

Considerado como drgano linfoide, el intestino posee el mayor nimero de células
inmunocompetentes (70-80%), que las que tienen el bazo, los n6dulos linféticos y la
médula dsea en conjunto (20-30%) (3). Estas células linfoides, estin distribufdas a todo -
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lo largo del intestino y se encuentran en forma dispersa o formarido agregados linfoides
(placas de Peyer). Las células linfoides que estin en forma dispersa, ocupan una
disposici6n caracteristica en el tejido, que les permite mantener y regular lo que se
conoce como "estado crénico de inflamacién intestinal” (47). Para realizar estas funciones
de proteccién, el GALT contiene diferentes poblaciones celulares: linfocitos (T y B),
células NK, macréfagos, células cebadas y eosindfilos.

Recientemente se ha inclufdo dentro de este "repertorio” inmunolégico a las
células epiteliales que constituyen la mucosa intestinal, ya que presentan caracterfsticas
especiales que hacen suponer su participacién en la respuesta inmune a nivel intestinal
(47-51): '

- debido a su ubicacién, las células epiteliales constituyen {a interfase entre fos

antigenos dietarios y ambientales con las células que constituyen el sistema

inmune del intestino.

- participan activamente en la respuesta inmune humoral de las mucosas,

mediada por IgAs, ya que ellas sintetizan el componente secretor (C5) necesario

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

- estén en contacto directo con una poblacién especial de células linfoides, los

linfocites intraepiteliales (IEL, por sus siglas en inglés), asf como con las

proyecciones citoplismicas de los histiocitos de 1a 14mina propia.

- participan activamente en la degradacién final de los alimentos y de algunos

antigenos, por la accién de las enzimas en la porcién luminal de su membrana.

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

principaimente DR (Ia), y son capaces de actuar como células presentadoras de

antigenos, en diferentes sistemas in vitro. Dicha actividad, puede ser inhibida por

la adici6n de anticuerpos anti-DR (1a) (49,50).

Las células linfoides que se encuentran dispersas en ¢l intestino, pueden ser de
dos tipos principales.



Unas se localizan entre las células que forman el epitelio intestinal y se conocen
como linfocitos intraepiteliales (IEL), en una proporcién de 10 a 30 linfocitos por cada
100 células epiteliales. En su mayoria (80 a 90%), son linfocitos T cuyo fenotipo es
supresor/ ditotéxico (Ts, CD8+); el resto de las células se cree que son células NK, células
cebadas u otro tipo celular que no muestra ninguna relacién con los marcadores de
superficie con que se cuenta actualmente. Otra caracteristica importante de los IEL, es
que no se encuentran linfocitos B dentro de esta poblacién (3, 52-54). Debido a su
estrecha interaccién con los enterocitos y a su proximidad con Ja luz del intestino, los
IEL participan activamente en la respuesta inmune intestinal, ademés de regularla para
evitar dafos 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 la limina propia (LPL)
e incluye a linfocitos B (30%), linfocitos T (35%) y macréfagos.

La mayorfa de los linfocitos B (35-50%) contienen IgA en su citoplasma (IgA, +
1gA;), seguidos de linfocitos B IgM+(9%), IgG+(2%) y en menor proporcién IgD+ o IgE+
{ < 1%X52-54).

La mayorfa de los linfocitos T de la Jamina propia (35%), presentan el marcador
CD4+ (Th, cooperador/inductor), aunque también se encuentran células Ts-CD8+ (12 a
15%). La relacién  CD4+/CD8+ es de 4:1 (41, 52-55), 1o que refieja [a estrecha
colaboracién de las céulas Th en la maduracién y diferenciacidn de los linfocitos B y atin
con las células Ts.

E] tejido linfoide que 5¢ encuentra en forma de agregados lo constituyen las placas
de Peyer (3,44,46,55); su nimero varfa dependiendo de la especie (de 20 a 30 en el
humano, y alrededor de 12 en el ratén) y son mas abundantes y mas grandes en la
porcién terminal del intestino {fleon). La mayoria de los estudios que se han realizado



sobre las funciones de las células del GALT, se han efectuado con células aisladas de las
placas de Peyer.

Anatémicamente, cada placa de Peyer consiste de pequefios agregados de folfculos
linfoides, cada uno con un centro germinal constitufdo principalmente por linfocitos B
IgA+ (40-70%). La zona interfolicular, particularmente Ia mas cercana a la luz intestinal,
contiene linfocitos Th (CD4+), Ts (CD8+) y los llamados linfocitos "T contrasupresores"
(Tcs), los cuales pueden potenciar la respuesta inmune contra antigenos en el tracto
intestinal (2,3,44-46).

La superficie de las placas de Peyer estd cubierta por un epitelio especializado que
se conoce como “epitelio asociado al foliculo” (FAE, por sus siglas en inglés), Este
consiste en células epiteliales de forma cuboide (HLA-II+), muy pocas células
caliciformes y una oflula especializada en el transporte de antigenos, conocida como
célula M (debido a que en su superficie apical presenta "micropliegues" en lugar de
microvellosidades).

La célula M posee numerosas mitocondrias debajo de la porcién apical de su
membrana, asf como humerosas vesiculas con las cuales endocita y transporta moléculas
¥ microorganismos, y contiene pocos lisosomas. Su niicleo se localiza en la porcién basal
y su citoplasma generalmete "rodea” a una o mas células que la "penetran”, las cuales
pueden ser linfocitos, linfoblastos, macréfagos, células plasméticas y, menos frecuente,
polimorfonucleares (57). Estas células no estdn dentro de la célula M, sino en el espacio
intercelular que forma una "mella" en su citoplasma, formando lo que se conoce como
"hoyo central”.

La célula M es capaz de pinocitar ant{genos solubles (ferritina, peroxidasa) y de
fagocitar antigenos particulados (virus, bacterias) y transportarlos intactos a través del
epitelio hacia el tejido linfoide del interior de 1a placa de Peyer. Debido a que la célula
M no posee moléculas del HLA de clase II, ésta no participa en el procesamiento
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antigénico, asf como tampoco lo hace en el transporte de la IgAs por carecer de CS5 (55-
58); sin embargo, la IgAs facilita la ingestién de ant{genos por la célula M, tales como
virus y bacterias (59-61). La célula M tampoco participa en la digestién o en la absorcién
de los nutrimentos en el intestino(57).

Los nédulos mesentéricos (NM), aunque estin localizados "fuera” del ambiente
intestinal, también participan en la generacién de la respuesta inmune en el intestine,
sobre todo en la maduracién y diferenciacién de las células T y B que fueron estimuladas
en el GALT. Los NM consisten en una cadena de nédulos individuales unidos
estrechamente por vasos linfiticos cortos, a través de los cuales se comunican. La
disposicién histolégica de estos nédulos, es similar a la del resto del organismo. Se
distinguen 3 4reas principales (de afuera hacia adentro): la corteza (cértex), la zona
adyacente a la corteza (paracértex} y la médula, La corteza es rica en células B, el
paracdrtex contiene principalmente linfocitos T, mientras que en la médula la proporcién
de células B y T es similar, aunque el niimero de células es menor.

3, INDUCCION DE LA RESPUESTA INMUNE INTESTINAL.

Como se menciond 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 antigeno pueda estimular a las células linfoides del MALT, primero
debe conservar su antigenicidad o su viabilidad conforme atraviesa el tracto
gastrointestinal, haciendo frente a las secreciones digestivas (HCI, proteasas, lipasas, etc.)
y segundo, alcanzar la superficie de la mucosa en cuestién (intestinal o bronquial),
atravesar el epitelic y ser ingerido y procesado por los macréfagos en la capa
subepitelial, para posteriormente ser presentado a las células de la respuesta inmune.
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En el caso de los antigenos que ingresan por via oral, algunos residen
temporalmente en el intestino y son eliminados posteriormente con las heces, mientras
que otros, inducen la generacidn de una respuesta inmune local especifica, debido a que
son capaces de atravesar la barrera que representa la mucosa intestinal (49).

La principal via de entrada hacia el GALT lo constituyen las placas de Peyer. La
superficie de las placas de Peyer favorece la unién de la mayoria de los antigenos a nivel
intestinal, debido a que su epitelio presenta vellosidades mas cortas, asf como una menor
cantidad de glicocslix y de moco (esto dltimo, debido al menor nimeto de células
caliciformes) (62). Después de su unién, el evento que inica la respuesta inmune
intestinal, es la ingestion de los antigenos por la célula M. Cabe mencionar que existen
algunas condiciones que pueden alterar el transporte de los antigenos a nivel intestinal,
como una deficiencla local de anticuerpos (particularmente IgAs), alteraciones en la
barrera mucosa (inflamacién, ulceracién) o por factores dentro de la luz intestinal
(aclorhidria, insuficiencia pancreética) (63).

Una vez ingeridos, los antigenos son endocitados y transportados en vesiculas en
el interior de 1a célula M, x son liberados en la porcién basal de la célula, liberindolos
para que entren en contacto con las células linfoides localizadas por debajo del epitelio
(64). Durante su transporte intracelular, los antigenos no sufren ninguna modificacién
y son liberados en la misma forma en la que fueron ingeridos {(46). Como se menciond,
la célula M no posee moléculas del HLA de clase II por lo que no son capaces de
presentar antigenos, sino que esta funcién la realizan otro tipo de células, como los
linfocitos B, los macréfagos o las células dendriticas, dentro de 1a placa de Peyer.

Los linfocitos B de la placa de Peyer normalmente expresan IgM en su membrana
(mIgM+) aunque posteriormente expresan IgA de membrana (mIgA+); este cambio en
isotipo esté regulado por una poblacién especial de linfocitos Th CD4+, conocidos como
linfocitos T de "switch", los cuales inducen el rearreglo gendmico en los linfocitos B para
cambiar ¢l isotipo de inmunoglobulina en su superficie (1,65-67)
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Después de haber sido estimulados por el antigeno, los linfocitos T y Bde la placa
«e Peyer empiezan a proliferar y migran desde el MALT hacia los nédulos mesentéricos
a través de los vasos linfiticos eferentes, en donde la respuesta inmune se regula y
amplifica (65). En el caso de los linfoditos B IgA+, estos terminan su diferenciacién y
secretan anticuerpos, mientras que los linfocitos T contindan su proliferacién y
diferendiacién.

Después de abandonar los nédulos mesentéricos a través de los vasos linféticos
eferentes, los linfocitos T y B llegan al conducto tordcico y de ahf, a la drculacién
general, de donde pueden diseminarse a todo el organismo.

Se ha demostrado que las células plasmdticas productoras de IgA que fueron
estimuladas en el GALT regresan al sitio donde originalmente ocurrié su activacién
(fendmeno conocido como “homing”), ademds de que también se pueden dirigir hacia
otros sitios asociados a mucosas, como el tracto respiratorio y el aparato genitourinario,
y a diferentes 6rganos de secrecién exécrina como las gléndulas lagrimales, salivales y
mamarias (2,3,44-46,68-72). De esta forma, existe una comunicacién directa entre los
diferentes tejidos asociados a mucosas ya que la induccién de una respuesta inmune
especifica en una mucosa, produce el mismo tipo de respuesta especifica en otras.

Esta interacci6n, di6 otigen al concepto de la existencla de un SISTEMA
INMUNE COMUN DE LAS MUCOSAS (1-3,40,44-46,68-72), el cual resuilta altamente
benéfico en situaciones en las que un mismo antigeno afecta dos sitios simultineamente.
Recientemente se ha dado un gran interés a la induccién de respuestas inmunitarias,
principalmente mediadas por IgAs, para la elaboracién de vacunas contra agentes
infecciosos que se asientan en las mucosas, o bien, cuya via de acceso es a través de
ellas. Este es el caso de las vacunas para prevenir la caries dental, contra bacterias
entéricas que producen diarrea o de enfermedades venéreas como la gonorrea (44,73-75).

13



Los diferentes patrones de migracién 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 6rgano donde finalmente van a alojarse. Estas
moléculas se conocen como "receptores de alojamiento” ("homing receptors”) y son
especificos para el tipo de linfocito (es decir, son célula-especifico) y para el tipo de
organo (tejido-espectfico)(76-79). De este modo, es posible comprender la predominancia
de linfocitos B IgA+ en los tejidos asociados a mucosas y de linfocitos T en nédulos
linfdticos periféricos. Estas moléculas se han detectado con el uso de anticuerpos
monoclonales, tanto en humano (CDw44), 1a cual es reconocida por el anticuerpo
monoclonal Hermes-3 (79}, como en ratén (MEL-14). También son necesarias otras
moléculas accesorias que participan en el reforzamiento de la adhesién del linfocito con
el tejido. A la fecha, se ha descrito el “antigeno asociado a la funcién de linfocitos-1"
(LFA-1), tanto en humanos como en ratén

El proceso de extravasacién linfocitica hacia los diferentes tejidos linfoides, ocurre
en vénulas postcapilares especializadas conocidas como “"vénulas endoteliales altas”
(HEV), presentes en todos los tejidos linfoides secundarios (nédulos linfaticos, placas de
Peyer), con excepcién del bazo. El endotelio de las HEV est4 constituido por células
grandes de tipo columnar (de ahf su nombre de “altas’). La unién de los linfocitos con
las células del HEV es el paso esencial para abandonar la circulacién y penetrar a los
diferentes 6rganos linfoides. Los receptores de "alojamiento” (homing receptors) en la
superficie de los linfocitos, se unen especfficamente a unas moléculas de superficie en
1as células del HEV, conocidas como “adresinas vasculares” ("vascular addressins”) (76-
79). En el ratén, 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
nédulos linfaticos periféricos, respectivamente. En el hombre, se ha detectado la
"molécula de adhesitn intercelular-1" (ICAM-1) con el uso del monoclonal RR1/1, y se
ha comprobado que es el ligando para el LFA-1 (77).
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Por titimo, una vez que el linfocito (T o B) se unié al endotelio de las HEV, éste
atraviesa la pared vascular y alcanza el érgano linfoide para establecer la respuesta
inmune especifica contra el antigeno que originé su activacién y diferendlacién. Al
principio se crefa que el linfocito cruzaba directamente a través de la célula endotelial
a través de un sistema de transporte transcelular, pero mas tarde se demostré que el
linfocito lo hace entre las células mediante un sistema de transporte intercelular (76-79).
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L. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El frijol comwin (Phaseolus vulgaris) ha sido objeto de muiltiples investigaciones de
tipo quimico, toxicolégico, bioquimico y nutricional, lo cual obedece a la gran cantidad
de sustancias consideradas como "antinutricionales” y a que su consumo es muy elevado
tanto en nuestro pafs, como en otros palses en desarrollo.

Como se menciond anteriormente, los tratamientos térmicos empleados en la
cocclén de las semillas de frijol, generalmente mejoran su digestibilidad y constituye el
principal mecanismo para destruir a estos factores antinutricionales. Sin embargo existen
algunas condiciones que limitan o interfieren con la inactivacién térmica de dichos
factores, tales como una disminucién en el punto de ebullicién del agua, el remojo
previo de las semillas, la coccién conjunta con cereales (principalmente mafz) y la
utilizacién de recipientes de barro, solo por mencionar algunas.

Desde el punto de vista de la nutrici6n, el factor antifisiolégico mas importante
lo representa la lectina presente en estas semillas, la PHA, ya que junto con el inhibidor
de la tripsina, es el mis resistente a los tratamientos térmicos. Esto puede traer como
consecuencia que la PHA no se inactive totalmente y produzca diferentes trastornos en
el tubo digestivo como los que se describieron con anterioridad.

La alimentacién de animales de laboratorio con dietas preparadas con semillas de
leguminosas o de sus harinas, se realiza con el fin de evatuar la calidad nutricional de
las semillas. Esta evaluacién siempre se hace, alimentando de manera simulténea, a otros
grupos de animales con una protefna que se utiliza como referencia, como la albtimina
de huevo o la casefna de la leche. Esto representa una situaci6n artificlal, ya que ninguna
dieta estd compuesta por un solo tipo de proteina, sino que la constituye una mezcla de
proteinas, tanto de origen vegetal como de origen animal.
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A pesar de que las propiedades fisicoquimicas, biolégicas, bioquimicas e
inmunoldgicas de la PHA estin bien determinadas, son muy escasos los estudios
respecto a la interacci6n que "normalmente” ocurre entre esta lectina, que se ingiere en
la dieta, y la respuesta inmune del tracto gastrointestinal. Ademnés, la posibilidad de que
1a molécula intacta de la PHA pueda generar una respuesta inmune intestinal local, es
_ muy elevada, ya que también es resistente a las diferentes secreciones digestivas del

tracto gastrointestinal. :

La administracién por via oral de la lectina de PHA a ratas, se plantea como un
modelo para el estudio de la interaccién que ocurre entre las protefnas de origen
dietario, con la respuesta inmune asociada al intestino. Este estudio podrfa ayudar a
comprender mejor ¢l efecto que, scbre el sistema inmune intestinal de los mamfferos
(incluyendo al hombre), ejercen algunas proteinas de origen dietario, en particular para
el caso de la lectina del frijol.
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1L OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determlnar el efecto que ejercen las lectinas de dos variedades de fnjol sobre la
respuesta inmune del tracto digestivo de {a rata.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar las propiedades biol6gicas y las caracteristicas fisicoquimicas in vitro,
de las lectinas contenidas en extractos salinos obtenidos de las dos variedades de frijol
(Phaseolus vulgaris), de mayor consumo en México (frijol Negro y frijol Bayo).

Describir la cinética de proliferacién celular a nivel local y sistémico in vivo, de
oflulas mononucleares totales obtenidas de diferentes 6rganos linfoides, en ratas

alimentadas con extractos salinos obtenidos de ambas variedades de ftijol.

Determinar el efecto que el tratamiento térmico en autoclave, (121°C, 15 Ib/in?30
min), tiene sobre estas actividades tanto in vitro como in vive.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. SELECCION DE LAS SEMILLAS.

Se seleccionaron las variedades de frijol Negro y de frijol Bayo (Phaseolus vulgaris,
L), por ser éstas las de mayor consumo por la poblacdi6n nacional. Las semillas se
obtuviercn de un mercado local.

2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS SALINOS.

La obtencién de los extractos se realizé de acuerdo al método descrito por Felsted
(80): después de limpiar las semillas de piedras, ramas y de eliminar las semillas rotas
4 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 ml de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M, pH 7.2, por agitacién
constante a 4°C durante toda la noche. La suspensién resultante se filtr6 a través de gasa
para eliminar las partfculas grandes y el filtrado se centrifugé a 16,000 x G durante 2 hs,
para sedimentar las particulas finas. Se recuperé el sobrenadante claro y parte de éste
se filtr6 en membranas Millipore de 0.22pm de poro, para obtener el EXTRACTO
SALINO CRUDO. La otra parte del extracto se sometié a coccién en autoclave (121°C,
151b/in?, 30 min) y se centrifug6 a 3,000 rpm por 15 min; el sobrenadante daro consistié
en el EXTRACTO SALINO COCIDO,

Una vez obtenidos los extractos salinos, crudo y cocido de cada variedad de
frijol, se determind la concentracién total de proteinas por el método de Lowry (81),
usando la fraccién V de albiimina sérica bavina (ASB-V, Sigma Chemical, Co.) como
estindar. La concentracién total de proteinas en todos los extractos se ajusté a 5 mg/ml.

Por otro lado, parte de 1as semillas enteras de cada variedad de frijol, se sometié
a remojo previo durante 24 horas en agua destilada, con objeto de determinar el posible
efecto de este tratamiento en la disminucién del contenido total de lectinas en las
semillas. Después de transcurridas las 24 hs, el agua de remojo se colectd para la
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determinaci6én de su contenido total de proteina por el método de Lowry (81) y de su
actividad hemaglutinante {(82). Las semillas se secaron a temperatura ambiente por 24
hs, colocdndolas sobre papel absorbente para eliminar el exceso de agua y sus
componentes solubles se extrajeron en la forma descrita anteriormente.

3. CARACTERIZACION 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 realizé de acuerdo
con el método descrito por Calderén y Cérdova (82), en placas de microtitulacién de 96
pozos con fondo en "U" (Dynatech Laboratories): se colocaron 100pl de cada extracto
salino o del agua de remojo en la primera columna de la placa y se hicieron diluciones
seriadas con PBS cada vez al doble, usando microdilutores Takatsy con capacidad de
50u! (Cocke Laboratory Products).

En cada pozo, se aftadieron 10p! de una suspensi6n al 4% de los diferentes
globulos rojos que se probaron: humanos (grupos A, B y O), conejo y vaca; los eritrocitos
se prepararon lavindolos 3 veces con PBS. En el caso de los eritrocitos de vaca, éstos
fueron previamente tratados con tripsina, de acuerdo al método descrito por Jaffé y
Brucher (83): a 10 ml de una suspensién al 10% en PBS, se afladié 0.1 mg de tripsina de
pAncreas de bovino tipo 11, (Sigma Chemical Co.) y se incubaron a 37°C por 30 min con
agitacién suave y continua. Los eritrocitos se lavaron 3 veces con PBS y se ajustaron al’
4% para realizar las pruebas de hemaglutinacién.

Después de 30 min a temperatura ambiente, se observé la reaccién de
hemaglutinacién por la aparicién de una “capa” uniforme de eritrocitos en el fondo de
los pozos. Una reaccién negativa de hemaglutinacién se identifics por la formacién de
un "botdn” de eritrocitos sedimentados en el fonde de los pozos.
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E! titulo de hemaglutinacién de los extractos salinos de ambas variedades de frijol,
se defini6 como la méxima dilucién del extracto, capaz de producir aglutinacién
macroscipica de los eritrocitos, después de 30 min a temperatura ambiente.

3.2. ANALISIS ELECTROFORETICO EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

Las protefnas contenidas en los extractos salinos crudos y cocidos de ambas
variedades de frijol, se analizaron en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (geles nativos) de acuerdo con las técnicas descritas previamente en
la literatura para la PHA (80,84). La obtencién del peso molerular de la PHA se realizé
en condiciones semi-desnaturalizantes {con SDS, sin B-mercaptoetanol y sin
calentamiento) de acuerdo a la técnica descrita por Laemmli (85-87). Para ambos tipos
de electroforesis, la cantidad de proteina se ajusté a 20 pg por carril, y se us6 PHA
comercial purificada como referencia (Sigma Chemical, Co.). La electroforesis se realizé
en una cimara vertical Mini-Protean !I (Bio-Rad Laboratories).

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

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

.durante 2 horas, invirtiendo la polaridad de la cdmara, es decir, el dnodo se conect6 a

la parte su;)erior de la cAmara y el citodo a la parte inferior, debido a las caracterfsticas

_ del sistema. El amortiguador de corrida fué una solucién de 4cido acético y 8-alanina,

- pH 4.5. Las muestras se aplicaron con una solucién de verde de metilo al 0.1% en
amortiguador de corrida, como marcador del "frente”.

» La electroforesis de los extractos salinos de frijol en condiciones
semi-desnaturalizantes, se hizo en un gradiente de poliacrilamida del 5 al 12.5%, con las
.. mismas condiciones que la. anterior (100 V, 3 mA, 2 hs), con una solucién de
TRIS-glicina, pH 8.3 y SDS 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 tiftieron con azul brillante
de Coomasie R-250 (Sigma Chemical Co.), con las técnicas descritas en la literatura (87).

3.3. ANALISIS POR "WESTERN BLOT".

Después de la separaci6n electroforética, las diferentes protefnas contenidas en los
exiractos se transfirteron a membranas de nitrocelulosa (NC), con objeto de determinar
la banda correspondiente a la PHA mediante la técnica de "Western Blot”, la cual se hizo
ocon el sistema de doble anticuerpo, usando peroxidasa como revelador (88-90).

Después de la electroforesis no-desnaturalizante (nativa), las proteinas se
transfirieron a membranas de NC de 0.451 de poro (Bio-Rad Laboratories) con 4cido
acético al 0.7% como amortiguador de transferencia (88,89). La transferencia se realizé
con un voltaje de 100 V y una corriente de 33 mA durante 1 h, a 4°C y con agitacién
magnética para evitar el calentamiento.

Para el caso de la electroforesis de las proteinas en condiciones
semi-desnaturalizantes, se usé TRIS-glicina-SDS, pH 8.3 (TRIS 48 mM, glicina 39 mM,
SDS 0.037% v/v) con metanol al 20%, como amortiguador para la transferencia (88-89);
ésta se realiz6 a membranas de NC de 0.45 pin de poro (Bio-Rad Laboratories) aplicando
un voltaje de 34 V y una corriente de 151 mA por 1 hora, a 4°C y con agitacién
magnética constante. ‘

Después de la transferencia, en ambos casos el resto de las membranas de NC
se bloqueé con solucién TBS-ASB durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién
continua; ésta solucién se prepard con NaCl 500 mM, TRIS-base 20 mM (Sigma Chemical
Co.) y ASB-V al 3%. Después de la incubacién, la membrana se lav6 3 veces con TBS.

Para la deteccién de la PHA en los extractos salinos, las membranas de NC se
incubaron con el anticuerpo primario, anti-PHA  preparado en conejo (rabbit
anti-Phaseolus vulgaris’ lectin, Sigma Chemical Co.), diluido 1:5000 en TBS-Tween (TBS
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con Tween 20 al 0.05%), durante toda la noche a 4°C y con agitacién constante. La
membrana se lavé 3 veces con TBS-Tween y se adicion6 el segundo anticuerpo marcade
con la enzima: anti-conejo preparado en cabra, conjugado con peroxidasa (goat
anti-rabbit-HRP conjugate, Kappel Laboratories) dilufdo 1:1000 en TBS-Tween y se
incubd durante 2 hs a temperatura ambiente con agitacién constante. Las membranas se
lavaron 3 veces con TBS-Tween,

Para revelar el sitio donde se localizaba Ja PHA, por la formacién de los
complejos antgeno-anticuerpo, se empleé una solucién de 4-cloro-l1-naftol como
revelador (Sigeta Chemical Co.): ésta solucion se preparé con 15 mg de 4-cloro-1-naftol
en 5 ml de metanol frio, mezclados con 15p! de H,Q, al 30% en 25 ml de TBS. La
reaccion se dejé transcurrir a temperatura ambiente hasta la aparicién de las bandas (de
5 a 10 min). La reaccidn se detuvo lavando con TBS. Las membranas de NC se secaron
a temperatura ambiente y se guardaron en bolsas de plistico selladas para su
conservacién.

4. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA DIETA COMERCIAL PARA
ROEDORES "Purina”,

Previamente a la realizacién de los ensayos biolégicos in vivo con los extractos
salinos obtenidos de las dos variedades de frijol, se evalud la posibilidad de utilizar la
dieta comerdiat que los animales consumen en el bioterio del Instituto Nacional de ia
Nutrici6n, para este tipe de ensayos de estimulacidn intestinal (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 s una leguminosa (anexo
1). A pesar de que existent reportes en la literatura de que esta leguminosa no posee
ninguna actividad hemaglutinante o mitogénica (17,18), se decidié investigar estas
actividades.



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 m! de PBS, con agitacién continua durante toda la noche a 4°C. La suspension
resultante se filiré en gasa y se centrifugé a 16,000 x G durante 2 hs. La concentracién
total de protefna se determiné 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 degradacién enzimitica de la dieta (por efecto de los
procesos digestivos normales) presentaba actividad hemaglutinante. El extracto de las
heces se realizd de la misma forma a la descrita anteriormente.

La actividad hemaglutinante de los extractos salinos del alimento comerdal y de
las heces, se realizé de acuerdo al método previamente descrito (82), empleando los
mismos tipos de glébulos rojos (humanos, conejo y vaca).

4.2. ACTIVIDAD MITOGENICA.

La actividad mitogénica del extracto salino de la dieta comercial "Purina", se
evalué mediante la incorporacién ir vitro de timidina &ritiada {(tim-H") por linfocitos
aislados del bazo, obtenidos de ratas normales, en cultivos de 3 dfas.

Los esplenocitos de rata se obtuvieron con solucién salina balanceada de Hank,
sin Ca++ ni Mg++ (HBSS-CMF), por maceracién del bazo a iravés de una malla de
alambre, filtracidn en gasa y estratificacibn sobre el gradiente de densidad de
Ficoll-Hypaque descrito por Béyum (91). La suspensi6n celular se centrifugé a 1500 rpm
durante 30 min y se colectd la interfase, rica en células mononucleares (linfocitos y
monocitos); las oflulas se lavaron 3 veces con HBSS-CMF y se determiné su viabilidad
por exclusién del colorante azul Tripin al 0.4% y su concentracién se ajustd a una
densidad de 2x10* células /ml en medio RPMI-1640 (GIBCO Laboratories), suplementado
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con 10% de suero fetal de ternera inactivado (SFT), 100 U/ml de penicilina, 100 yg/ml
de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina (todos de Sigma Chemical Co.)

Los cultivos se realizaron por cuadruplicado en placas de plastico estériles de 96
pozos con "fondo plano” (Falcon Products, Becton-Dickinson). En cada pozo se colocaron
100l del extracto de la dieta comercial "Purina”, haciendo diluciones seriadas, cada vez
al doble, en medio RPMI completo y se aftadieron 100ul de la suspensién celular
{equivalente a 2x10° células/pozo). Los cultivos que se usaron como controles, sélo
recibieron RPMI completo. Se incluyé un cultivo de esplenocitos que recibi6 2.5 pg de
PHA comercial purificada (Sigma Chemical, Co.) como referencia. Los cultivos se
incubaron a una temperatura de 37°C durante 3 dfas, en una estufa con atmdsfera de
€O, al 5% (NAPCO 4200) y humedad relativa del 98%.

Veinticuatro horas antes de ser cosechadas, las células recibieron un pulso de 0.5
pCi de timidina tritiada (tim-H®) (actividad especifica 6.7 Ci/mmol, 247.9 GBq/mmo!,
New England Nuclear). Las células se colectaron con un cosechador automético
(Titertek Cell Harvester, Flow Laboratories), en filtros de fibra de vidrio malla Il {(MA
Bioproducts) y se lavaron con agua destilada; los filtros que contenfan las células se-
secaron a temperatura ambiente por 24 hs y se transfirieron a viales de centelleo. La
cantidad de tim-H® incorporada por las células se determiné en un contador de centelleo
liquido para emisiones £ (Packard Tri-Carb 3255). La selucién de centelleo se preparé
oon 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 BIOLOGICOS in vive CON LOS EXTRACTOS SALINOS DE LAS DOS
VARIEDADES DE FRIJOL.

Los ensayos bioldgicos 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 metabélicas individuales, con perfodos de luz-oscuridad de 12 hs, una
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temperatura de 23°+ 3°C, alimentadas con la dieta comercial del bioterio ("Purina") del
Instituto Nacional de la Nutricién y agua destilada ad libitum.

Los animales recibieron los diferentes extractos por intubacién géstrica (sin
anestesia), entre las 8:30 y 10:00 hs todos los dias en un volumen total de 1 ml con una
cinula de acero inoxidable con "punta de globo", especialmente disetada para este
estudio. Se realizaron los siguientes grupos:

GRUPO I: ratas que recibieron PBS durante 30 dias; fué el grupo CONTROL.

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 30 dfas.

GRUPO 4: ratas que recibieron el extracto crudo de frijol Bayo (5 mg prot/ml)
durante 3, 7, 14 y 30 dias,

GRUPO 5:  ratas que recibieron el extracto crudo de frijol Negro (5 mg prot/ml)
durante 3,7, 14 y 30 dias.

GRUPO 6: ratas que recibieron PHA comercial purificada (0.15 mg/ml) empleando
como vehfculo PBS, durante 14 dias.

GRUPO 7:  ratas que recibieron PHA comercial purificada (0.15 mg/ml) empleando
como vehfculo extracto cocido de frijol Bayo, durante 14 dias.

La concentracién de protefna se ajust6 a 5 mg/ml, debido a que la concentracién
inicial de los extractos crudos fué de 16-18 mg/ml y ésta disminuyé a 56 mg/ml
después del tratamiento térmico.

Para el caso de los grupos 6 y 7, la concentracién de PHA se ajust6 a 0,15 mg/ml

que corresponde al 3% del total de proteina en los extractos. Esto se hizo asf, ya que
existen reportes en la literatura en donde se menciona que el contenido total de lectinas
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en las leguminosas, varia del 1.5 al 3% del total de proteina (6-8,11,13), por lo que se
decidié emplear el porcentaje mas alto.

Al final de cada tiempo de administracién de los diferentes estimulos, las ratas
fueron sacrificadas por dislocacion cervical, previa anestesia con éter, y se evalu6 la
proliferacién de las células mononucleares totales (CMNT) del intestino (I), de los
nédulos mesentéricos (NM), de las placas de Peyer (PP) y del bazo (B), en cultivos in
vitro, para determinar su ACTIVIDAD BASAL y su ACTIVIDAD ESTIMULADA.

La ACTIVIDAD BASAL de las CMNT de cada uno de los 6rganos linfoides,
refleja su grado de activacién in vivo. Esta se determiné por la capacidad de las CMNT
de incorporar tim-H* en cultivos de 3 dfas, sin la adicién exégena de PHA comercial
purificada.

Por el otro lado, la ACTIVIDAD ESTIMULADA de las mismas células, refleja
su respuesta méxima al estimulo inducido por la PHA. Esta se determind por la
incorporacién de tim-H* en cultivos de 3 dfas, por la adicitn exégena de 2.5 pg 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
TOTALES DE LOS DIFERENTES ORGANOS LINFOIDES.

5.1.1 INTESTINO.

Las células mononucleares totales del intestino (1), las cuales inclufan a los
linfocitos intraepiteliales (IEP) y a los linfocitos de 1a 14mina propia (LP), se obtuvieron
por digestién con EDTA-colagenasa y purificacién con gradientes de densidad (52,67,92-
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95). El intestino se lavé con 20 ml de solucdén HBSS-CMF fria para eliminar restos de
comida y moco. Las placas de Peyer (PF) se separaron del intestino con tijeras y se
colocaron en una caja Petri con solucién de citratos-fosfatos frfa para su procesamiento
posterioz. El intestino, libre de PP, se abrié longitudinalmente y se cortd en fragmentos
pequefios (de 2 a 3 cm); los fragmentos se transfirieron a un matraz Erlenmeyer con 25
ml de HBSS-CMF que tenfa EDTA (25 mM) y colagenasa tipo NI de Clostridium
hystoliticum (1250 U/ml, Sigma Chemical Co.), se incubaron 30 min a 37°C con agitacién
ocasional y se colecté el sobrenadante de la digesti6n (esta digestion se realizé 3 veces,
hasta que se obtuvo un sobrenadante claro). Los scbrenadantes de las digestiones se
mezclaron y se filtraron a través de gasa para eliminar las particulas grandes. El filtrado
se estratificd sobre Ficoll-Hypaque y se centrifugé a 1500 rpm por 30 min. Se colect6 la
interfase rica en CMNT vy se lavaron 3 veces con medio RPMI completo.

5.1.2 CELULAS DE LAS PLACAS DE PEYER.

Las células de las placas de Peyer (PP), se obtuvieron con solucién de
ditratos-fosfatos, pH 7.2, por maceracién del érgano a través de una malla de alambre.
La solucién de citratos-fosfatos se preparé con citrato de sodio 50 mM, NaCl 96 mM,
KH,PO, 8 mM, Na,HPO, 5.6 mM y KCI 1.5 mM. La suspensién celular resultante se
dejé reposar por 15 min a temperatura ambiente y se filtr6 a través de una columna de
lana de vidrio, para eliminar el moco que se produce por la maceracién de las placas de
Peyer (92,93,95). Las células se lavaron 3 veces con medio RPMI completo.

5.1.3 NODULOS MESENTERICOS.

Los nédulos mesentéricos (NM) se disecaron en condiciones asépticas y
las células se obtuvieron con solucién de HBSS-CMF por maceracién a través de una
malla de alambre. La suspension celular se filtr6 a través de gasa y las células se lavaron
3 veces con medio RPMI completo.



5.1.4 BAZO.

Las células del bazo (B) se obtuvieron con solucién de HBSS-CMF por
maceracién del 6rgano en una malla de alambre, filtracién en gasa y estratificacién sobre
el gradiente de Ficoll-Hypaque, en la forma descrita anteriormente. Las células se
colectaron y se lavaron 3 veces con medio RPMI completo.

. Una vez obtenidas las células mononucleares totales (CMNT) de cada uno de los
diferentes Srganos linfoides, es decir del intestino (I), las placas de Peyer (PP), los
nodulos mesentéricos (NM) y el bazo (B), se determin su viabilidad con azul Tripan y
se ajustaron a una densidad de 2 x 10° células/ml, en medio RPMI suplementado con
suero y antibibticos.

Las células se cultivaron por cuadruplicado en placas de pléstico estériles de 96
pozos con "fondo plano” (Falcon Products, Becton-Dickinson). Se colocaron 100 pl de
<ada una de las suspensiones celulares (2 x 10° células/pozo) y se incubaron a una
temperatura de 37°C durante 3 dfas, en una estufa con atmésfera de CO; al 5% (NAPCO
4200) y humedad relativa del 98%.

6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los promedlos de las actividades basal y estimulada de cada poblacién celular,
dentro de un mismo grupo, fueron comparadas mediante la prueba de t-pareada,
un nivel de significancia del 5%.

Los promedios de las actividades basal y estimulada de cads una de las
poblaciones celulares, fueron comparadas entre cada grupo por anslisis de varianza
(ANDEVA), con un nivel de significancia del 5%.



V. RESULTADOS Y DISCUSION.

‘1. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE.

En el-cuadro 1 se muestran los resultados de la actividad hemaglutinante de los
extractos salinos crudos y cocidos de las dos variedades de frijol, sobre los glébulos rojos
humanos (grupos A, B y O), y sobre los eritrocitos de conejo y de vaca sensibilizados
con tripsina. Se incluy6 un control con eritrocitos de vaca sin tripsinizar.

CUADRO 1

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS5 EXTRACTOS SALINOS CRUDOS Y
COCIDOS DE LAS DOS VARIEDADES DE FRIJOL

ERITROCITOS

HUMANOS VACA VACA

(A,BO) CONEJO  TRIPSINIZADOS SIN TRIPSINIZAR
B CRUDO 1512 1:2048 1:2048 neg
A (10) (2.5) (2.5)
Y
O COCIDO neg neg neg neg
N CRUDO  1:25 1512 1:2048 neg
E (20) (10 (2.5)
G
R COCIDO neg neg neg neg
O

Se informa la méixima dilucidn del extracto que produjo aglutinacién macroscépica de los
eritrocitos después de 30 minutos a temperatura ambiente, El mimero entre paréntesis, indica

Ia concentradén de protelnas totales (cn pg/ml) que corresponde a esa dilucién, a partir de
" una concentracidn inicial de 5 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 aglutinacién de ninguno de los diferentes
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tipos de glébulos rojos, lo que indica que el tratamiento térmico empleado (autoclave
121°C, 15 Ib/in?, 30 min), fué efectivo para destruir esta actividad biolégica de la lectina.

El tftulo hemaglutinante del extracto crudo del frijol Bayo fué de 1:512, 12048 y
1:2048 sobre los eritrocitos humanos, de conejo y de vaca tripsinizados, respectivamente,
mientras que el titulo hemaglutinante del extracto crudo del frijol Negro fué de 1:256,
1:512 y 1:2048, para los mismos tipos de eritrocitos,

De acuerdo con la clasificacion propuesta por Jaffé para la  actividad
hemaglutinante de las semillas del género Phaseolus (8), las lectinas presentes en ambas
variedades de frijol estudiadas, corresponden al grupo I de lectinas no-especificas o
“Panaglutininas” ya que aglutinaron todos los tipos de eritrocitos probados y, para el
caso de Jos glébulos rojos humanos, sin especificad de grupo sangufneo. El tratamiento
con tripsina de los gl6bulos rojos de vaca, es necesario para la deteccién de la actividad
hemaglutinante de las lectinas de frijol, ya que atin los extractos crudos de ambas
variedades, no aglutinaron a este tipo de eritrocitos sin el tratamiento enzim4tico (83).

Jaffé y Brucher (83) demostraron que las lectinas de frijol que dan una reaccién
positiva con eritrocitos de vaca tratados con tripsina, son mucho mis tbxicas por su
administracién intraperitoneal en ratones, que las que sélo reaccionan con eritrocitos de
. conejo. Considerando lo anterior, se puede sugerir, que dada la potencia con que ambos
extractos crudos de frijol aglutinaron los gl6bulos rojos de vaca tratados con tripsina (2.5
pg/ml), estas serfan de las variedades mis téxicas de frijol por su administracién
intraperitoneal en ratones o mediante su administracitn oral a ratas en forma de dietas
preparadas con estas semillas {96).

En el cuadro 2 se muestran los resultados de la actividad hemaglutinante 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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CUADRO 2

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

ERITROCITOS
HUMANOS VACA
(ABO) CONEJO  TRIPSINIZADOS
BAYO CON REMQJO 1:512 1:2048 1:2048
CRUDO SIN REMOJO 1:512 1:2048 1:2048
AGUA DEL REMOJO" 111 neg neg
NEGRO CON REMOJO 1:256 1:512 1:2048
CRUDO SIN REMOJO 1:256 1:512 1:2048
AGUA DEL REMOJO' 11 neg neg

Se informa la méxima dilucién del extracto que produjo aglutinaddén macroscdpica de los
eritrocitos, después de 30 minutos a temperatura ambiente.

* La conoentradén de proteinas en cl agua del remojo fué de 1.6 mg/mi para o frijol Bayo
y de 1.8 mg/ml para el frijol Negro.

El remojo previo de las semillas en agua destilada por 24 horas, no tuvo ningiin
efecto en la reduccidn de la actividad hemaglutinante de los extractos crudos de ambas
variedades de frijol, pues aunque en el agua de remojo se detect6 dicha actividad, ésta
dnicamente ocurrié sobre los eritrocitos humanos (1:1) y no disminuyé el titulo
hemaglutinante original de los extractos.

Este mismo resultado se obtuvo en un estudio efectuado en Chile en 1974 (97),
en el cual el remojo con agua destilada no tuvo ningiin efecto en la reduccién de la
actividad hemaglutinante de los extractos que se investigaron. Jaffé y Flores (13)
sometieron a remojo previo tres variedades locales de frijoles en Venezuela, usando
diferentes medios de remojo, que incluian agua destilada, &cido acético al 0.1% y
bicarbonato de sodio al 0.1%, encontrando que la coccién 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 semillas, de inducir crecimiento en animales de laboratorio, comparados con
testigos alimentados con casefna.

Ademds, ambos grupos de investigadores (13,97) probaron diferentes
temperaturas y tiempos de coccidn en sus experimentos: en algunos casos, la semilla se
someti6 a coccitn a 100°C por 1 hora a presi6én atmosférica y en otros, en olla de presion
a 121°C por 30 min, demostrando que este tutimo tratamiento era mejor que el primero,
independientemente del medio de remojo empleado.

Considerando lo anterior, resulta evidente que es mis importante el tiempo y la
temperatura de coccién, que el remojo previo de las semillas, para lograr la inactivacién
total de las lectinas del frijol.

En la mayoria de los hogares mexicanos, los frijoles son remojados durante 8 a 12
horas con objeto de hidratar a las semillas y facilitar su coccién, ya que existe una mejor
transferencia de calor hacia su interior lo que aumenta la inactivacién de estos factores
y disminuye el iempo empleado en la coccién, con 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 coccién de las
semillas. A este respecto, serfa conveniente investigar la presencia de lectinas en los
caldos de coccién y no tinicamente en el medio de remojo, en situaciones en las cuales
se sospecha que la inactivacién térmica de estos factores antifisiolégicos no ha sido
completa.

Aunque la aplicacién de esta observacién cae fuera de los objetivos de la presente
investigacion, este puede ser un campo de notable aplicacién en el 4rea de 1a nutricién,
sobre todo en el caso de 1a alimentaci6n infantil. Entre la poblacién con menores ingresos
econémicos, es muy comiin la prictica de dar a los nifios el caldo de coccién de los
frijoles como sustitutos de la leche y de los atoles (aunque estos iiltimos, representan el
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sustituto de la leche), debido al bajo poder adquisitivo para conseguir estos productos
y a que existe la creencia, ampliamente difundida, de que "en el caldo esté lo mejor”.

Sin embargo, dada la notable resistencia a la inactivacién térmica de las lectinas
y del inhibidor de tripsina, y a las condiciones en las que se somete a coccién a los
frijoles, esta préctica no solo parece inadecuada, sino que puede llegar a ser peligrosa.
La ingestién de dietas crénicamente insuficientes en protefna y energfa, aunado a la
presencia de estos factores antifisiolGgicos, pueden favorecer el establecimiento de
condiciones de mala absorcién y, a largo plazo, de desnutricién.

2, CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS EXTRACTOS SALINOS.

2.1 GELES DE POLIACRILAMIDA.
El patrén electroforético de los extractos salinos de ambas variedades de frijol,
realizado con el sistema no desnaturalizante (nativo), se muestra en la figura 1.

En el carril 4, se observa una banda, que corresponde a la PHA comerdial
purificada; en los carriles contiguos (3 y 5), que corresponden a los extractos crudos de
frijol Bayo y Negro, respectivamente, se cbservan una serie 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 protefna. Con este tipo
de electroforesis en condiciones icidas, es posible la separacién de las 5 isolectinas de
la PHA (98), aunque en este caso no se tuvo una buena resolucién de ellas. Sin embargo,
el fin de realizar la electroforesis con estas condiciones, s6lo fué para determinar el efecto
de la coccién sobre las propiedades fisicoquimicas 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 destruy6 por completo
a la protefna. En estos mismos extractos, en la parte inferior del gel cercana al "frente”
se aprecian unas bandas (flecha pequefia), las cuales se pueden tratar de péptidos
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pequefios producidos al momento de la coccion, por la degradacién de la(s) protefna(s)
contenidas en los extractos. Si es éste el caso, existe la posibilidad de que estos
fragmentos conserven algunas de las caracterfsticas inmunolégicas de la protefna
‘original; esta posibilidad se discute mas adelante, al analizar los resultados de la
transferencia 8 membranas de nitrocelulosa (Western blot).

FIGURA 1
PATRON ELECTROFORETICO DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE LAS DOS
VARIEDADES DE FRIJOL, EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES
(CONDICIONES NATIVAS)

Gel de poliacrilamida a) 7.5%. Se aplicaron las siguientes muestras: carziles 1y 7, marcadores
de bajo y alto peso molecular, Camil 2: extracto cocido de frijol Bayo. Carril 3: extracto crudo
de frijol Bayo. Carril 4;: PHA comerdal purifioada. Carril 5: extracto crudo de frijol Negro.
Carril 6 extracto cocido de frijol Negro. La concentracién de protefna se ajusts a 20 pg/ carril.
La electroforesis se realiz6 en condicdones dcidas (pH 4.5), con 100 V, 3 mA durante 2 horas.
Tincién con Azu? Brillante de Coemasie R-250.
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En los carriles donde se colocaron los marcadores de peso molecular (1y 7), la
resolucién de las bandas no fué satisfactoria. Esto se debi6 a que estos marcadores solo
se usan en sistemas desnaturalizantes o semi-desnaturalizantes (con SDS) y en
condiciones basicas (pH 8.3 a 8.6).

En la figura 2, se muestra el patrén electroforético de los extractos salinos crudos
y cocidos de ambas variedades de frijol, en condiciones semi-desnaturalizantes.

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

Gel en gradiente de poliacrilamida del 5 al 125%. Se aplicaron ias siguientes muestras:
carriles 1y 7, marcadores de bajo y alto peso molecular; carril 2: extracto cocldo de frijol Bayo;
carril 3; extracto crudo de frijol Bayo; carril 4: PHA comerda! purificada; carril 5: extracto
crudo de frijol Negro; camil 6: extracto coddo de frijol Negro. La concentracién de protefna
se ajustd a 20 pg por cartil. La electroforesis se realizé a pH 8.3, en condiciones con SDS (sin
8-mercaptoetanol ni calentamiento) con 100 V, 3 mA dunante 2 horas. Tincidn con Azul
Brillante de Coomasie R-250.
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En el carril 4 que corresponde a la PHA comerdial purificada, se aprecian una
serie de bandas, en la que destaca una con un pese molecular de 32.0 kDa (flecha). En
la misma localizacién, 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, varfa de 128 a 136 kDa
(98). Se trata de una protelna oligomérica compuesta por 4 subunidades, la cual se
puede presentar en 5 formas hibridas (isolectinas), debido a la combinacién no covalente
de las 2 subunidades bisicas que la componen: una llamada R (6 E) y otra llamada L,
por su afinidad hacia eritrocitos y leucocitos, respectivamente. Aunque ambas
subunidades también difieren ligeramente en su secuencia de aminodcidos, se ha
calculado un peso molecular aproximado de 32 a 36 kDa para cada una (98).

Bajo condiciones suaves de desnaturalizacién (tinicamente con SDS), la PHA se
disocia en las subunidades que la componen y éstas migran juntas como si se tratara de
una sola protefna. El peso molecular calculado para la protefna intacta a partir de éste
andlisis, serfa de 128 kDa, similar al reportado en la literatura (99).

Por otro lade y de manera similar a lo encontrado en la electroforesis en
condiciones nativas, en los extractos cocidos (carriles 2 y 6), no se aprecia ninguna
banda que corresponda con la PHA pura, lo que indica que la protefna se desnaturalizé
totalmente por el tratamiento térmico empleado.

2.2 ANALISIS POR "WESTERN BLOT".

En la figura 3 se muestra el “Westem Blot" después de la separacién
electroforética de las proteinas con el sistema en condiciones no desnaturalizantes
(nativas). En este caso, solo se aplicaron los extractos crudo y cocido del frijol Bayo,
debido a que no existfan diferencias entre las dos variedades de frijol estudiadas.
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FIGURA 3
"WESTERN BLOT" DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRYJOL BAYO, DESPUES DE
SU SEPARACION ELECTROFORETICA EN CONDICIONES NO
DESNATURALIZANTES (CONDICIONES NATIVAS),

(+)

1 2 3 O

"Western Dlot” de las proteinas contenidas en los extractos salinos crudo (carmil 1) y coddo

(carril 3) de frijol Bayo; el carril 2 corresponde a la PHA comercial purificada, Después de su

separacién en condiciones no desnaturalizantes (nativas), las proteinas se tranafirieron a

membranas de NC (045 p de poro) con dcdo acético al 0.7% (100 V, 33 mA, 1 hora). El

anticuerpo primarfo (anti-PHA preparado en conejo) se ahadié a una dilucén 1:5000 en

TBS-Tween. El anticuerpe secundario conjugado con peroxidasa (anti~conejo preparado en

cabra) se afindid & una dilucién 1:1000 en TBS-Tween. Se usd 4-cloro-1-naftol como revelador.

En el carril que corresponde a la PHA comercial pura, se observa una sola banda
difusa (flecha), la cual sblo 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 desnaturalizé por efecto de la coccitn.

* Respecto a los péptidos que se observan cerca del "frente” de corrida en la placa
de electroforesis en condiciones nativas (fig. 1), éstas tampoco se observan, lo que indica
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que si hubieran sido el resultado de la desnaturalizacién térmica de la lectina (0 de otras
proteinas), no conservan ninguno de las caracteristicas inmunolégicas (epltopes) de la
proteina intacta, ya que no reaccionaron con el anticuerpo primario (anti-PHA), que se
utilizé.

La figura 4 muestra el "Western Blot” de 1as protefnas contenidas en los extractos
crudo y cocido del frijol Bayo y de la PHA comercial, después de la electroforesis en
condiciones semi-desnaturalizantes.

FIGURA 4
"WESTERN BLOT" DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL BAYO, DESPUES DE
SU SEPARACION ELECTROFORETICA EN CONDICIONES SEMI-
DESNATURALIZANTES.

gy
ey

oo
4

(+)

1 2 3

"Western Blot” de las protefnas ¢ idas en los extr: salinos crudo (carril 1) y coddo
(carril 3) de frijol Bayo: el carril 2 corresponde a la PHA comerdial purificada. Después de su
separaciin en condiciones semidesnaturalizantes, las protefnas se transfirieron a membranas
de NC (045 p de poro) con TRISglicina-SDS y metanol 20% (34 V, 151 mA, 1 hors). El
anticuerpo primario (anti-PHA preparado en conejo} se afadi6 a una dilucién 1:5000 en
TBS-Tween. El anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (anti-conejo preparado en
cabra) s afladié a una dilucin 1:1000 en TBS-Tween. Se usd 4-cloro-1-naftol como revelador.
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Al igual que en caso anterior, la banda que corresponde a la PHA solo se observa
‘en ¢l extracto crudo, lo que indica que se trata de la misma proteina y que aunque ésta
se disocia en sus subunidades, mantiene sus caracteristicas antigénicas. Ademds, esto
confirma que la lectina presente en el extracto crudo se desnaturaliza por efecto del
tratamiento térmico, ya que tampoco se observa en el carril que corresponde al extracto
cocido.

3. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LA DIETA COMERCIAL "Purina®

3.1. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE. ]

En el cuadro 3, se muestra la actividad hemaglutinante de los extractos salinos
obtenidos de la dieta comercial para roedores "Purina”y de las heces de ratas normales
alimentadas con esta dieta, asf como de la PHA comercial purificada.

CUADRO 3
ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS EXTRACTOS SALINOS 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)  (ABO) CONEJO  TRIPSINIZADOS
Dieta 141 neg neg neg
"Purina”
Extracto de heces 5.3 neg neg neg

(lisis 1:1)°  (lisis 1:1) (lisis1:1)

PHA comercial 1.0 1:64 1:64 1:2048

Se informa Ia mixima dilucién de! extracto que produjo aglutinadén macroscdpica de los
eritrodtos, después de 30 minutos a temperatura ambiente.
* Significa que hubo lisis de los eritrocitos, en ta diluci6n indicada.

Ni el extracto de la dieta comerdial, ni el de las heces de ratas alimentadas con
ella, presentaron actividad hemaglutinante alguna sobre los glbulos rojos probados.



Aunque los extractos salinos obtenidos de las heces de ratas normales no
presentaron ninguna actividad hemaglutinante, es interesante sefalar que el extracto
concentrado (1:1), produjo lisis de todos los eritrocitos, lo que se puede atribuir a que
el pH final de este extracto era écido (pH de 3.2).

La actividad hemaglutinante de la PHA pura, fué la mas potente sobre los
eritrocitos de vaca tripsinizados, ya que ain a la dilucién mas alta (1:2048), todavia se
present6 aglutinacién de las células.

3.2. ACTIVIDAD MITOGENICA.

En el cuadro 4 se muestra el resultado de la actividad mitogénica del extracto
salino obtenido de la dieta comercial "Purina” sobre esplenocitos de rata normal y la
respuesta proliferativa de las células a diferentes dosis de la PHA comercial purificada.

CUADRO 4
ACTIVIDAD MITOGENICA DEL EXTRACTO DE LA DIETA "Purina" Y DE LA PHA
COMERCIAL, SOBRE ESPLENOCITOS DE RATA.

Dosis (pg/pozo} Extracto dieta PHA comercial
0.625 398 £ 115° 344 +120°
1.25 428 £ 110 1397 & 345
25 415 £ 92 7616 = 1324
5.0 478 £ 124 8715 + 128
100 339 £ 117 8338 + 695
CONTROL 483 £ 107 423 125

Los cultivos se hidieron por 3 dias a 37°C en atmésfera de CO, al 5% y 98% de humedad
relativa. Las células, (2x10° células/pozo) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado
con suero y antibifticos; 24 horas antes de ser cosechadas, las células recibieron un pulso de
0.5 pCi de tim-H® (actividad especifica 6.7 Ci/mmol). El cultivo control sélo recibié medio
RPMI completo. “Promedio + desviacitn estindar de las CPM, n= 4.

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

ningin aumento en la cantidad tim-H® incoporada por las células, respecto de los
controles (p > 0.05), lo que indica que esta dieta puede ser utilizada para ensayos de
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estimulacién linfocftica a nivel intestinal, ya que no induce proliferacién de las células.
Esta observacién estd apoyada por los resultados obtenidos de la actividad
hemaglutinante (cuadro 4).

La adicién de cantidades crecientes de PHA pura a los cultivos de esplenocitos,
produjo un aumento en su actividad mitogénica, la cual fué mixima con 2.5 pg de PHA.
Con base en esto, la determinacién de 1a actividad estimulada de las CMNT aisladas de
los diferentes Grganos linfoides, después de la administraci6n intragdstrica de los
extractos de frijol, se realizé utilizando esta concentracién de PHA.

No se realiz6 el andlisis de la posible actividad mitogénica de los extractos
obtenidos de las heces de las ratas, debido a la gran cantidad de bacterias que se sabe
estdn presentes en las heces (principalmente coliformes y meséfilas aerobias), ya que
hubiera sido muy diffcil conservar los cultivos estériles por espacio de 3 dfas. Sin
embargo, dado que la dieta que consumen los animales no posee esta actividad, es mtiy
remoto que las heces contengan alguna sustancia con tal actividad. ‘

4. ENSAYOS BIOLOGICOS.

4.1 ACTIVIDAD MITOGENICA in vivo DE LOS EXTRACTOS SALINOS CRUDOS

Y COCIDOS DE LAS DOS VARIEDADES DE FRIJOL.

En Ja figura 5, se muestra el patr6n de proliferaci6n de las células mononucleares
totales (CMNT) de las ratas de! grupo control, las cuales recibieron 1 m! de PBS por
intubaci6n gastrica durante 30 dias.
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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 dfas.(n=9)

T |
ol
ACTIVIDAD

F- 1 &2 ESTIMULADA
— . B4 sAsAL
24
(3]

2 7

INTESTIND PPEYER NODMESENTERICO  BAZO

FIGURA 5.

La actividad basal de las CMNT, fué la misma en todos los 6rganos investigados
(I, PP, NM y B). De la misma forma, la actividad estimutada de las células fué idéntica
en todos los érganos, pero ésta fué mayor a la actividad basal (p < 0.001).

Las figuras 6 y 7 muestran el patrén de proliferacién 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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ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON EL
EXTRACTO COCIDO DE FRIJOL BAYO POR 30 DIAS.

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA
EXTRACTO COCIDO FRIJOL BAYO (5mg/ml)
30 dfas.(n=12)

10 / 8 ARG A AL
UL ' ACTIVIDAD
@ | .
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s | ] BASAL
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0 INTESTING P.PEVER NODMESENTERICO  RA20

FIGURA 6.

El patrén de proliferacién linfocitica es idéntico en ambos grupos, asf como
respecto al grupo control. Por un lado, la actividad basal de las CMNT fué la misma en
todos los drganos de las ratas alimentadas con los extractos cocidos de las dos
variedades de frijol, y lo mismo ocurri6 en el caso de su actividad estimulada la cual,
al igual de lo observado en el grupo control, también fué mayor que la primera (p <

0.001).



ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON EL
EXTRACTO COCIDO DE FRIJOL NEGRO POR 30 DIAS.

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA
EXTRACTO COCIDO FRIJOL NEGRO (Smg/ml)
30 dias.(n=12)
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FIGURA 7.

Con base en estos resultados, se puede concluir que el tratamiento térmico empleado
para la coccién de los extractos obtenidos de ambas variedades de frijol (autociave,
121°C, 121 1b/in?, 30 min), fué suficiente para destruir su actividad mitogénica in vive,
ya que ninguno de los extractos cocidos indujo proliferacion de las células, en ninguno
de los érganos en que se estudi6 esta actividad, asf como tampoco modificé la capacidad
de las células a proliferar in vitro, en respuesta a Ja PHA adicionada exfgenamente.

Las figuras 8 y 9 corresponden a la actividad basal (8a y 9a) y a la 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 dfas de su administracién por intubacién géstrica.
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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 (5 mg/ml)
ACTIVIDAD BASAL

DIAS
W30 (ne14)
N4 na13)
B7 (ne15)
Ra (ne19)

CPM {miles)

INTEATHID PPEVER  NOD MEMNTERGD Baz0

FIGURA 8a.

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA
EXTRACTO CRUDO FRIJOL BAYO (5 mg/ml)
ACTIVIDAD ESTIMULADA
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FIGURA 8b.



Para las dos variedades de frijol, la actividad basal de las células de las placas de
Peyer (PP) y de los nodulos mesentéricos (NM), a;l tercer dfa de la administracién de los
extractos crudos, es mayor que la que la del bazo (B) y que la 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 1a del grupo control y a la de los grupos alimentados con
los extractos cocidos de frijo], 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

10//r. ....................................
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- B30 (n=12)
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E
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.

FIGURA %.
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CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA
EXTRACTO CRUDO FRIJOL NEGRO (5 mg/ml)
ACTIVIDAD ESTIMULADA

1001 | | SRR - - c gt

_ DIAS

- ’ W30 (n=12)
2 e M 14 (n=12)
i B7 (n=14)
g4 ™3 (n=15)
[ ]

al

o INTESTING PPEYER  NOD MESENTERICO BAZO

FIGURA 9b.

A los 7 dias, 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 dfas (p < 0.01),
as{ como también comienza a haber estimulaci6n en el bazo (p < 0.01, respecto al tercer
dia), sin que esto se ocbserve todavia en el caso de las células del intestino. En este
tiempo, la actividad estimulada sigue siendo mayor que la actividad basal, para todos
los érganos (p < 0.01).

A los 14 dfas de la administracién de los extractos crudos, la actividad basal de
1as CMNT es Ia misma en todos los 6rganos {figuras 8a y 9a), y es idéntica a la actividad
estimulada encontrada en cada érgano (p > 0.05). Esto significa que la adici6n exégena
de PHA, no produce ningtin aumento en la capacidad de proliferar de las células.



Es importante destacar que la actividad basal de tas CMNT a los 30 dias, ya no
es mayor a la encontrada a los 14 dfas, lo que sugiere que la estimulacién intestinal
crénica, produce un tréfico celular constante hacia los diferentes 6érganos linfoides
estudiados.

La cinética de activacién de las CMNT por la administracién crénica de los
extractos crudos de ambas variedades de frijol, sugiere una ruta de activacién como
sigue: el antigeno después de ser administrado intragistricamente, alcanza el intestino
y al 3er dfa estimula las células linfoides en las placas de Peyer, las cuales migran via
los nédulos mesentéricos (también en el 3er dia) hacia el conducto tordcico para de ahi
alcanzar la circulacion sistémica (representada aquf por el bazo) al séptimo dia y regresar

al sitio donde originalmente fueren estimuladas, es decir, al intestino (al 140 dia).

Esta ruta de trifico celular se ha descito en la literatura (68-70,100,101), y es la
parte fundamental del llamado “sistema inmune comvin de las mucosas”, en el cual se
incluyen a las mucosas intestinal, lagrimal, salival, mamaria, bronquial y genitourinaria.
Dentro de esta ruta se distinguen 2 fases: una "eferente” o de activacién y otra "aferente”
o efectora (67,69,72,94,101). En este modelo, la fase eferente est4 representada por las
CMNT de las placas de Peyer y los n6dulos mesentéricos, las cuales se encuentran
respondiendo al estimulo producido por la PHA contenida en los extractos crudos de
las dos variedades de frijol, mientras que la fase aferente ests representada por las
CMNT del bazo y del intestino. Ademds de estos 6rganos, serfa probable encontrar
ctlulas 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 proliferacién de las CMNT obtenidas de las
ratas alimentadas con los extractos crudos de las dos variedades de frijol, se decidié
realizar otros cultivos (que corresponden a los grupos 6 y 7), con objeto de determinar
si la PHA presente en el extracto crude de cualquier variedad de frijol, era la
responsable de la activaci6n linfodtica in vivo, o si se debfa a otra(s) protefna(s).
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Las figuras 10 y 11 muestran el patrén de proliferacién celular de las CMNT de
ratas alimentadas con PHA comercial purificada (0.15 mg/ml), empleando como
vehiculo PBS y el extracto cocido del frijol Bayo respectivamente, después de su
 administracién intragéstrica por 14 dfas. Sélo se probé a este tiempo, debido a que en
€ se tuvo el méximo de estimulacién de todos los érganos estudiados.

ACTIVACION DE LAS CMNT OBTENIDAS DE LAS RATAS QUE RECIBIERON
PHA (0.15 mg/ml) EN I’BS POR 14 DIAS.

CINETICA DE PROLIFERACION LINFOCITICA
PHA (0.15mg/ml) en PBS
14 dias.(n=8)

10 e g R e
o -
= ACTIVIDAD
% sl & ESTIMULADA
gl (X BasAL
= 4
a
(&)
2 7

o NTESTING PPEYER NOD MEBENTERICO  BA20

FIGURA 10

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
Grganos. Este perfil de proliferacitn celular es idéntico al que se encontré en las ratas
que recibieron los extractos crudos de las dos variedades de frijol a los 14 dfas (figuras
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8a y 9a), lo que confirma que la PHA es la responsable de 1a activacién de las células in
vivo.

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 (0.15mg/ml) en extracto cocido de frijol Bayo
14 dias.(n=8)
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FIGURA 11

En un estudio que se realiz6 simultineamente con éste, se demostré que la PHA
es resistente a las diferentes secreciones del tracto gastrointestinal, asf como su capacidad
de aumentar el tamafio y el peso del intestino. Mediante técnicas de
inmunohistoquimica, se localizé a la PHA contenida en los extractos crudos {perono en
los extractos cocidos), tinicamente en la porcién inicial del intestino (duodeno y parte
proximal del yeyuno) (102).
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Ademds, la lectina fué capaz de producir una respuesta inmune humoral sistémica
de manera tiempo-dependiente, caracterizada por la aparicién de anticuerpos anti-PHA
de clase IgM al tercer dfa, y de clase IgG desde el séptimo dfa (102).

Estos resultados concuerdan con la cinética de proliferacién linfocftica encontrada
en el presente estudio: estimulacién de las CMNT de las placas de Peyer y de los
nédulos mesentéricos al tercer dfa, y la estimulacién de Ias CMNT del bazo a partir del
séptimo dfa que significa la induccién de una respuesta inmune especifica a nivel
sistémico.

Se ha demostrado que la poblacién de células linfoides que se localizan en el
ambiente intestinal, expresan los productos de genes asociados con la activaci6n celular:
por un lado, los linfocitos T (tanto CD4+ como CD8+) aislados de la ldmina propia,
expresan el receptor para IL-2 (IL-2R+) de manera constitutiva en ausencia de un
estimulo aparente, asf como de su ARN mensajero (ARNm IL-2R), los cuales no se han
detectado en otras poblaciones linfoides de ningtin otro sitio. Ademds, en respuesta al
estimulo por concanavalina A (Con A), los linfocitos de la limina propia producen IL-2
en mayor cantidad, junto con su ARNm (ARNm IL-2), que los linfocitos T de sangre
periférica (103). '

Algunos autores han reportado que los linfocitos T inuaep;lteliales, no responden
al estimulo producido por mitégenos como la PHA en sistemas in vitro (41-43,41,94), lo
cual puede explicarse por varios motivos. Por un lado, la PHA estimula a los linfocitos
a través del receptor de células T (TCR) (99,104,105), el cual es un dimero compuesto por
las subunidades a/8; sin embargo, en el ambiente intestinal, los linfocitos intraepiteliales

expresan principalmente el TCR compuesto por las subunidades t/§(3,106,107), del cual
todavia no se conocen perfectamente sus funciones.

Por otro lado, la estimulacién con PHA de los linfocitos aislados del intestino, no
es un evento sencillo, sino que por el contrario se trata de un fenémeno complejo que
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requiere de una gran variedad de factores: algunos autores han demostrado que se
requiere de interteucina 6 (IL-6) (108), de IL-2 adicionada exégenamente y de una célula
"accesoria” presente en el bazo (o del sobrenadante del cultivo de esta célula), para lograr
el méximo de estimulacién linfocftica (94), mientras que otros han mostrado que parte
de la estimulacién inducida por la PHA, ocurre a través del receptor para eritrocitos de
carnero (SRBC), es decir mediante la molécula CD2 (43,109,110).

De acuerdo con los resultados del presente trabajo, fué posible detectar la
activacion in vive de las CMNT del intestino por la administracién crénica de PHA,
aunque de acuerdo con lo anteriormente expuesto, pareceria poco probable que se trate
de los linfocitos intraepiteliales (IEL) quienes estin respondiendo al estimulo inducido
por la PHA, sino que se trata entonces, de los linfocitos T de la ldmina propia (LPL).
Debido a que el método de obtencién y purificacién de los linfocitos del intestino no
incluyé la separacién de estas dos poblaciones, no es posible asegurar que se trate
exclusivamente de los LPL. Serfa conveniente realizar otros estudios en los que se
investigue por separado la activaci6n in vivo de ambas pob!éciones celulares, con objeto
de definir cuil es la poblacién que estd siendo "activada” dentro del ambiente intestinal.

Por 1ltimo, cabe mencionar que las lectinas presentes en una gran cantidad de
alimentos de origen vegetal, continian siendo objeto de multiples investigaciones
principalmente en el 4rea de la nutricion humana: debido a sus propledades de
reconocer especificamente diferentes residuos de azicares, también se han empleado
como herramientas para la descripcién de la estructura tridimensional de diferentes
polisacéridos en la superficie del epitelio intestinal, asi como por su participacién como
"sefiales moleculares” que modifican dichos polisacdridos, para la prevencién de
enfermedades entéricas producidas por bacterias patégenas (111). '
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VI. CONCLUSIONES.

1. PROPIEDADES BIOLOGICAS Y FISICOQUIMICAS DE LAS LECTINAS
CONTENIDAS EN LOS EXTRACTOS SALINOS DE LAS DOS VARIEDADES DE
FRIJOL.

Respecto a la actividad hemaglutinante 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 hemaglutininas no especificas o
"Panaglutininas”, ya que aglutinaron todos los tipos de glébulos rojos empleados:
humanos (grupos AB y O), eritrocitos de conejo y eritrocitos de vaca tripsinizados.
Ademis, en el caso de los eritrocitos humanos, esta reaccién ocurrié sin especificidad de

grupo sanguineo.

De acuerdo con la potencia con que la PHA contenida en los extractos crudos de
ambas variedades de frijol, aglutiné los eritrocitos de vaca "sensibilizados” con tripsina,
se puede afirmar que &stas semillas de frijol en su forma cruda, serfan de las variedades
miés téxicas por su administracién a animales de experimentacién, ya sea en forma
intraperitoneal 0 por su adicién a dietas en forma de harinas.

El remojo de las semillas por 24 horas, no produjo ninguna reduccion significativa
en la actividad hemaglutinante de los extractos salinos, ni en la cantidad de la PHA en
las semillas.

El tratamiento térmico empleado {autoclave 121°C, 15 1b/in?, 30 min), fué efectivo
para destruir Ia actividad hemaglutinante de 1a PHA en las dos variedades de frijol. Esto
se confirmé por el anilisis electroforético en geles de poliacrilamida (en diferentes
condiciones), as{ como por el "Western blot” de cada uno de ellos.



Mediante el andlisis electroforético de la PHA contenida en los extractos crudos
de ambas variedades se frijol, se confirmé que la PHA en condiciones cidas (pH 4.5),
reveld que se trata de una protefna bisica, con un corrimiento electroforético (Rf=0.36)
idéntico al reportado en la literatura para la PHA pura.

La electroforesis en geles de poliacrilamida de los extractos crudos de las dos
variedades de frijol, revel6 que la PHA se disocia en sus subunidades bajo condiclones
suaves de desnaturalizacién, pero conserva sus propiedades inmunolégicas ("Western
-Blot”). Se calculé un peso molecular de 32 kDa para tas subunidades, similar al
reportado en la literatura, por lo que el peso molecular de la proteina tetramérica es de
128 kDa.

2. ACTIVIDAD MITOGENICA in vivo DE LA PHA CONTENIDA EN LOS
EXTRACTOS SALINOS OBTENIDOS DE LAS DOS VARIEDADES DE FRIJOL.

Previo a la realizacién de los ensayos biol6gicos in vivo con los extractos salinos
obtenidos de las dos variedades de frijo), se evalué la posibilidad de utilizar 1a dieta que
normalmente consumen los animales (Dieta para Roedores marca “Purina”), en el bioterio
del Instituto Nacional de la Nutricién, para este ipo de estudios de estimulacién
intestinal.

Las pruebas de hemaglutinacién y de estimulacién in vitro de esplenocitos 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 adicional de que se
puede evaluar el efecto de una proteina sobre la respuesta inmune intestinal, sin
necesidad de contar con dietas basadas exclusivamente en un solo tipo de proteina, como
ocurre en el caso de 1a albiimina dehuevoydehcaselna,yaunmenofcosw.

La administracién intragéstrica de los extractos cocidos de las dos variedades de
frijol, no produjo ninguna estimulacién de las células mononucleares totales (CMNT) del
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intestino, de las placas de Peyer, de los nédulos mesentéricos, o del bazo. Esto confirma
que la cocci6n en autoclave fué efectiva para destruir la actividad mitogénica 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 cinética de proliferacién de esta respuesta fué la siguiente; se encontré
activacién de las CMNT al tercer dfa en las placas de Peyer y en los nédulos
mesentéricos, asf como en el bazo al séptimo dfa. A partir del dfa 14 y hasta el dfa 30,
las CMNT de todos los 6rganos, incluyendo a las del intestino, se encontraron activadas,
sin que hubieran diferencias entre las dos variedades de frijol estudiadas.

La administracién de PHA pura, empleando como vehiculos PBS y el extracto
cocido de frijol Bayo durante 14 dfas, confirmaron que ta PHA es la responsable de la
activacién de las CMNT in vivo,
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VIIi. ANEXOS.

ANEXO 1
COMPOSICION DE LA DIETA PARA ROEDORES, MARCA "PURINA".

(Obtenida directamente del producto, de acuerdo con las especificaciones del

fabricante)
Protefnas - min. 23 %
Grasa min. 25 %
Fibra max. 6.0 %
Cenizas max. 8.0 %
Humedad max. 12.0 %
ELN min. 485 % .
Calcio max. 1.0 %
Fosforo min, 0.6 %

FORMULA.

Cereales molidos, combinacién de pastas de oleaginosas, harinas de origen animal
(sangre, hueso, pescadc), subproductos de cereales (cascarillas), subproductos de
alimentos agricolas e industriales, alfalfa deshidratada, melaza de cafia de aztcar.

VITAMINAS.,
Vitamina A, amina (B,), riboflavina (B,), cianocobalaggina (B,,), niacina, cloruro
de colina, pantotenato de calcio, vitamina D, vitamina E y vitathina K.

MINERALES.

Carbonato de calcio, roca fosférica, cloruro de sodio, fosfato de calcio, carbonato
de cobre, 6xido «iprico, 6xido férrico, sulfato ferroso, 6xido de manganeso, yoduro de
potasio, 6xido de zinc.
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