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I. ANTECEDENTES 

l. MECANISMOS DE DEFENSA INESPECIFICOS ASOCIADOS AL INTESTINO. 

La mucosa del intestino delgado se encuentra expuesta a un 

constante desafio de ant1genos extraños los cuales son ingeridos 

junto con los alimentos (productos de hidrólisis de los alimentos, 

microorganismos y sus toxinas). No es sorprendente, por lo tanto, 

que el organismo contenga mecanismos que protegen el privilegiado 

medio ambiente de la lámina propia intestinal del desafio de esos 

ant1genos. El HCl secretado por el estómago, las enzimas digestivas 

en el tracto gastrointestinal, la cubierta mucosa y la barrera 

intestinal, son algunos de los mecanismos naturales que contribuyen 

en la protección del organismo. 

1.1 Jugo Gástrico. 

Los principales constituyentes de la secreción exócrina de las 

glándulas gástricas son ácido clorh1drico, pepsin6genos de los 

cuales al menos siete variedades han sido identificadas en el jugo 

gástrico humano y el moco. 

El jugo gástrico del estómago protege al intestino delgado de 

la invasión y de la posterior colonización de microorganismos 

patógenos ingeridos junto con los alimentos. Junto con esto, la 

hidrólisis de las prote1nas de los alimentos por las pepsinas 

contribuyen a disminuir su potencial antigenicidad (1). 

1.2 Secreción Mucosa. 

Existen dos distintas formas fisicas de moco: a) una capa 

delgada y estable de gel insoluble en agua, firmemente adherida a 

la superficie mucosa, y b) un componente mucoso soluble mezclado 

con jugo luminal que descansa sobre el gel. Ambos, el gel adherente 

Y el moco soluble estan compuestos de glicoproteinas mucosas 

(mucinas) que confieren a la secreción sus propiedades viscosas. 

Las mucinas son secretadas hacia el del tracto gastrointestinal 

por las células caliciformes (2). 



Las células caliciformes proporcionan protección inmediata 
para la mucosa contra sustancias nocivas que llegan al lumen. De 

esta forma, las bacterias que colonizan el t~acto gastrointestinal 
y-que han resistido al pH ácido del estómago son embebidas en el 
gel mucoso y separadas f isicamente de la mucosa, limitando su 

potencial de causar dafio tisular. Asimismo, el gel mucoso es 
permeable a solutos de bajo peso molecular, pero no a grandes 
macromoléculas, tales como prote1nas (3). 

El gel adherente, junto con el moco viscoso, también protegen 
al epitelio del posible dafio mecánico generado por la fuerza motil 

y paso del alimento, as1 como de la acción de la pepsina (2, 3). 

1.3 Barrera Epitelial. 
Las principales funciones del epitelio intestinal es la de 

actuar como una barrera mecánica que, por un lado, impida la 
pérdida de metabolitos, iones y agua, as1 como limitar el ingreso 
de sustancias y microorganismos al organismo. 

El epitelio proporciona un forro continuo al tracto 
gastrointestinal, en el cual las células estan unidas en.regiones 
especializadas de la membrana celular llamado complejo de unión, 
genera1mente localizado en el extremo apical de la célula y que 
consta de tres e1ementos estructurales : 1) la "zona de ocludencia" 
o "unión estrecha", donde las membranas de las células adyacentes 
parecen fusionarse (la unión es tan estrecha que las moléculas 
grandes son incapaces de pasar entre ellas), 2) la "zona de 
adherencia" o "unión intermedia" que tiene un papel mecánico en 

unir a las células adyacentes y, 3) las "máculas de adherencia" o 

"desmosomas" estructuras en forma de discos que proporciona una 
fuerte unión mecánica entre células vecinas (4). 

El complejo de unión es de gran importancia ya que proporciona 

un sello hermético que evita el ingreso de moléculas o 
microorganismos a1 interior del organismo. 



2. SISTEMA INMUNE INTESTINAL. 
como se mencionó anteriormente, el tracto gastrointestinal 

interacciona con gran cantidad de sustancias extrañas al organismo. 

(ant1genos dietarios, bacterianos y toxinas) y que a través de 

mecanismos naturales inespecificos limita la acción de estos. Sin 

embargo, en ocasiones estas sustancias pueden evadir estos 
mecanismos por l.o que es necesario un sistema de defensa más 

eficiente para lograr su eliminación. El sistema inmune del 

organismo es una mejor defensa en la prevención de que los 

antígenos crucen la mucosa y en la protección contra los efectos 

nocivos de los ant1genos cuando ya han penetrado. Dicha respuesta 

debe ser eficaz y debe estar regulada apropiadamente, de tal forma 

que limite o elimine la acción de dichas sustancias pero sin dafiar 

la integridad y funcionamiento del delicado tejido asociado a la 

mucosa. 

2.1 Tejido Linfoide Asociado al Intestino. 

La mucosa intestinal esta expuesta frecuentemente a ant1genos, 

por lo que no es sorprendente que en el intestino se encuentre la 

mayor acumulación de tejidos linfoides del organismo. El Tejido 

Linfoide Asociado al Intestino (GALT, po~ sus siglas en inglés) 

incluye a la población linfoide dispersa que se encuentra en el 

epitelio y en la lámina propia, y a los agregados linfoides de las 

placas de Peyer. 

2.1.1 Tejido Linfoide Disperso. 

La mucosa del intestino delgado en humanos y en animales 

contiene un gran na.mero de linfocitos. Estos están agrupados en dos 

poblaciones principales y constituyen el tejido linfoide disperso 

de la mucosa intestinal. 

Los linfocitos intraepiteliales (IEL, por sus siglas en 

inglés) se localizan intercalados entre las células epiteliales 

que forman las vellosidades. 



con el uso de técnicas inmunohistoquimicas se ha demostrado 

que los IEL son predominantemente linfocitos T (CD 3+) (>90%) y que 

en su mayor1a (>80\) expresan el fenotipo supresor/citotóxico (CD 
a+¡ es-a¡. 

En condiciones normales existe una población de 6 a 40 

linfocitos IEL por cada 100 células epiteliales, aunque durante 

algunas enfermedades intestinales, se observa un incremento en su 

nümero lo cual refleja que éstos juegan un papel importante en la 

respuesta inmune local del intestino. Algunos reportes (9) indican 
que en el sistema murino, los IEL exhiben actividad de linfocitos 
T citot6xicos y pueden regular respuestas de hipersensibilidad de 
tipo retardado (DTH) en la mucosa. sin embargo, la naturaleza 
precisa del papel que desempenan ha sido dif1cil de determinar 

debido a que lo~ IEL no responden (o tienen una baja respuesta) a 

la estimulaci6n por diferentes mit6genos in vitro. Esto ha llevado 

a la hipótesis de que los IEL no proliferan in vítro debido a que 

ellos ya han sido previamente activados in situ (10). 

Los estudios realizados en rat6n han demostrado que los IEL 
expresan exclusivamente el receptor de célula T (TCR) compuesto por 

las subunidades T / 6 y no el convencional TCR compuesto por las 

subunidades a/S; lo que sugiere que los IEL exhiben actividad 

citot6xica (11, 12). Por. otro lado, se ha demostrado que la mayoría 

de los IEL en humanos expresan las subunidades del TCR a/S, que 

junto con la expresión del marcador CD 45, sugiere que son 
principalmente células T de 11memor ia 11 ( 13, 14) • 

Los linfocitos de la lámina propia (LPL) , constituyen en 

realidad una población mixta, en la cual se incluyen a linfocitos 

T, células plamáticas, macr6fagos, células NK y células cebadas que 

se encuentran localizados en los espacios del tejido conectivo o 

lámina propia de la mucosa del intestino delgado y del intestino 

grueso (7). 



Con el uso de anticuerpos monoclonales se ha demostrado que la 
población predominante en los LPL la constituyen linfocitos B 

(células plasmáticas) (15). Aunque estas células se distribuyen de 
manera homogénea en toda la lámina propia de la mucosa intestinal, 
existe una tendencia a agruparse más densamente en el ápice de la 
vellosidad, justo debajo del epitelio, mientras que en la parte 
media y basal de la vellosidad, su número es menor (6). 

Existe una clara predominancia de células plasmáticas que 
sintetizan IgA (BO%), seguidas por IgM (15%) e IgG (5%) y en menor 

nümero IgD o IgE (<1%) (6). 

La segunda población celular predominante en la lámina propia 
de la mucosa intestinal la constituyen los linfocitos T. A 
diferencia de los IEL, ~stos expresan el fenotipo 
cooperador/inductor (CD 4+) (5-8, 16), y participan en la 

estimulaci6n y proliferación de las células B, durante la inducción 
de la respuesta inmune local (7). 

2.1.2 Tejido Linfoide en Agregados. 
Las placas de Peyer constituyen el tejido linfoide en 

agregados y se localizan sobre la pared antimesentérica del 
intestino delgado. Cada una consiste en una colección de fol1culos 
linfoides subepiteliales. 

Morfol6gicamente el tejido linfoide de las placas de Peyer 

consta de cuatro áreas: el fol1culo, que contiene un centro 

germinal, el 11 domo" sObre el fol1culo, un borde fino de células 
debajo del centro germinal y un área interfolicular (figura 1) 
(17). 

La distribución celular en las placas de Peyer no es al azar. 

En el centro germinal predominan los linfocitos B (40-70%) y en 

menor proporción los linfocitos T (11-40%), los cuales se localizan 

principalmente en el 11domo 11 y en las áreas interfoliculares. El 

5 



borde del fol1culo esta poblado principalmente por células "nulas" .. 
En el f ol1culo también se encuentran alqunos macr6f agos y células 

dendr1ticas, los cuales funcionan como c~lulas presentadoras de 

antígeno (17). 

Figura 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS 
PLACAS DE PEYER.. F:Foliculo, CG: Centro 
Germinal, I: Area Xnterfolicular, DE: Domo 
Epitelial, os: Domo subepitelial, HEV: venula 
Endotelial "Alta", V: Vellosidades .. (Oe 
Mole et. al. Advanced Immunoloqy.. Gowe 
Medical Publishing. 1987.) 

Entre las células del epitelio que cubre a las placas de 

Peyer, se encuentran intercaladas células especializadas muy 

importantes en la iniciación de la respuesta inmune .. Estas células 

han sido llamadas "células microplieque" debido a que en ·1ugar de 
presentar las caracter1sticas microvellosidades, presentan 
micropliegues en su superficie luminal, "células membranosas" 
debido a la formación de una membrana separando células linfoides 

del lumen y, más recientemente, simplemente "células M11 (18) .. 

6 



Las células M se han identificado también en las amígdalas, el 
apéndice y los bronquios (18, 19), en diferentes especies como 
aves, conejos, cerdos, terneros, ratones, ratas, monos, hamsters y 
perros (17). Estas células son consideradas como el punto de 

entrada de los antigenos a la placa de Peyer (20). 

Diferentes estudios ultraestructurales realizados hasta ahora, 
han establecido la naturaleza básica de la célula M. En tales 
estudios se ha demostrado que la célula M madura, se caracteriza 
por un estrecho citoplasma en su porción apical, abundantes 
vesículas pinoc1ticas en el citoplasma y un nO.cleo localizado en la 
porción basal. El citoplasma rodea a una o a más células, las 
cuales usualmente son linfocitos, linfoblastos o macr6fagos, pero 
ocasionalmente son células plasmáticas o raramente leucocitos 

polimorfonucleú~cs. Estas células no estan en el citoplasma de la 
célula M, sino que estan en el espacio intercelular que mella el 
citoplasma de la c4lula M, formando un ºhueco central 11 (17, 20). 

El proceso de renovación celular en el epitelio de las placas 
de Peycr es similar a aquel de las vellosidades intestinales: la 
migración de células maduras al domo epitelial, ocurre desde las 
criptas que rodean al epitelio de la placa de Peyer (17, 21). 

Estudios realizados con peroxidasa de rábano sobre la función 
de las cl!lulas M, han demostrado que ésta macromolécula se une 
inicialmente a la superficie luminal de la célula M, entonces es 

captada en ves1culas pinoc1ticas y es transportada hacia la 
superficie basal de la célula, donde es liberada en el espacio 
extracelular junto con el contenido vesicular (22). También se ha 
demostrado que una gran cantidad de materiales, incluyendo 
moléculas solubles (como ferritina y algunas lactinas) y moléculas 
particuladas (bacterias y virus) (18, 23), se unen 
preferencialmente a la membrana de la célula M después de entrar al 
tracto gastrointestinal y son transportados a través de la célula 



M de la misma manera como la descrita para la peroxidasa de rábano 

(20). 

Estos estudios han demostrado que la célula M tiene la función 
de transportar una gran variedad de macromoléculas incluyendo virus 

y bacterias desde la luz intestinal hasta el tejido linfoide 

subyacente (20, 23). 

Debido a que las células M realizan transporte macromolecular 

bidireccional y a que su superficie basolateral esta en contacto 
estrecho con linfocitos B, se ha sugerido que las células M pueden 
transportar IgA hacia el lumen intestinal tal como lo hacen las 
células absortivas; sin embargo, la ausencia de componente secretor 

(CS) en las células M y en todas las células del epitelio que cubre 

a la placa de Peyer, confirma que las células M no participan en el 

transporte de IgA hacia la luz intestinal (21). 

Hasta la fecha no esta bien establecido el mecanismo por el 

cual los antlgenos se adhieren a la célula M. Se ha sugerido que 
las caracterlsticas estructurales de la célula M {escazas 
microvellosidades y poco glicocálix) la hacen más accesible para la 

unión de los antlgenos. 

También se ha sugerido que la IgA de la luz intestinal puede 

afectar la unión y transporte de antlgenos por la célula M, ya que 

se ha demostrado que ciertos complejos ant1geno-IgA pueden 
adherirse selectivamente a la membrana de la célula mientras que el 
antlgeno solo, no lo hace (23). 

Estos datos sugieren que la unión eficiente y el transporte de 

complejos antígeno-IgA por la célula M debe servir para realzar o 

sostener 1a respuesta inmune mucosa una vez que ésta ha sido 

iniciada. 
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Debido a que las células M no expresan las moléculas de clase 
XX del complejo mayor de histocompatibilidad (DR) (31), es poco 
probable que funcione como célula presentadora de ant1geno. sin 
embargo, lo que s1 .. es claro es que las células M pueden mod~lar 
respuestas inmunes mucosas determinando la dosis o concentración 
del ant1geno transportado. 

2.2 Epitelio Xntestinal. 
Durante anos el epitelio del intestino delgado fue visto 

Qnicamente como una barrera f1sica que imped1a la entrada de 
ant1genos extranos al organismo y cuya ünica función fisiológica 

era su participación en la digestión y la absorción de los 
nutrimentos. 

Fue hasta 1978 (24), que se descubri6 que el epitelio del 
intestino delgado expresa moléculas de clase II del complejo mayor 
de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) (HLA en 
humanos, H-2 en ratón). Esta observación llevó a la hipótesis de 
que el epitelio pod1a participar en la presentación selectiva de 
ant1genos as1 como en el control de la respuesta inmune. 

En condiciones normales, las células epiteliales del intestino 
delgado expresan las moléculas -DR y en menor grado moléculas -DP 

mientras que las de clase -DQ, no se expresan (25). 

Las células epiteliales que cubren a las placas de Peyer, 
también expresan moléculas de clase II (26, 27), mientras que las 
células en las criptas de Lieberkühn,las células caliciformes y el 
epitelio del intestino grueso, normalmente no expresan estas 
moléculas de clase II (5, 26-Jl). 

En algunos epitelios, la expresi6n de estas moléculas queda 
reprimida, como ocurre con el epitelio ductal de la glándula 

mamaria y el epitelio del intestino grueso. su expresión es 



inducida por las influencias fisiol6gicas o inmunológicas, de 

lactaci6n e inflamaci6n, respectivamente (28). 

Existe el concepto de que el epitelio gastrointe~tinal es una 

barrera impermeable e impenetrable a la captaci6n y transporte de 

macromoléculas lwninales. Sin embargo existen evidencias 
abrumadoras de gue al menos algunas prote1nas que escapan a la 
digesti6n intraluminal son transportadas intactas por las células 
epiteliales en cantidad suficiente para iniciar una respuesta 

inmune especifica (32-34). 

Esta observación, junto con la caracter1stica de las células 

epiteliales de expresar constitutivamente moléculas de clase II del 

HLA, despertaron el interés en determinar si la célula epitelial 
pod1a funcionar como célula presentadora de ant1geno teniendo, de 
esta forma, una participación directa en la inducci6n de respuestas 

inmunes en las mucosas. 

Se ha demostrado (30) que las células epiteliales aisladas del 

intestino delgado de ratas inmunizadas con ovoalbúmina o 

r-globulina humana, pueden presentar estos antigenos proteicos 

solubles a linfocitos T in vit:ro de manera especifica. Esta 
actividad fue inhibida por la adición de anticuerpos anti-clase II 
(anti-I-A) durante el cultivo de inducción. 

Al parecer la presentación de antigenos proteicos solubles por 

las células epiteliales parece causar activación de linfocitos T 

con el fenotipo supresor/citot6xico (35) • 

2.3 Inducción de la respuesta inmune intestinal. 
La superficie mucosa representa una enorme área a través de la 

cual ant1genos y microorganismos del medio ambiente interaccionan 
con el sistema inmune del organismo (36). Se ha demostrado que 

dependiendo de la clase de ant1geno, la dosis y la frecuencia de 

administraci6n, la respuesta inmune puede diferir entre un estado 
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de tolerancia y un estado de reactividad celular o humoral (37). 
Una respuesta inmune humoral asociada a la mucosa lleva a la 

producci6n de IgA secretoria (IgAs), el isotipo predominante en 
secreciones externas (36, 37). 

Con objeto de iniciar la respuesta inmune local que proteja al 
organismo, el ant1geno primero debe penetrar la barrera mucosa; la 

célula M es el camino mAs probable por el que la mayor!a de los 
antigenos cruzan el epitelio intestinal. 

El antígeno se une a receptores en la superficie de la célula 

H y es transportado en vesículas por pinocitosis hasta áreas donde 
interacciona con macrófagos y linfocitos de la placa de Peyer 
(figura 2) (22). 

Los linfocitos B activados cambian el isotipo de 
inmunoglobulina que expresan en su superficie: al principio 
expresan IgM de membrana (migM+) y después expresan IgA de membrana 

(migA+) (14, 38). 

con el uso de técnicas de clonación, se ha demostrado que este 
cambio es regulado por subclases de linfocitos T específicos 

llamados linfocitos de ºswitch", presentes en la placa de Peyer 

(38). 

Estos linfocitos T de 11 switch" portan el marcador de 

superficie CD 4+ característico de linfocitos T con función 

cooperador/inductor (39). Gracias a los avances recientes en la 
tecnoloq1a de ONA recombinante, los genes que codifican para las 

moléculas de inmunoglobulinas han sido identificados y su 
estructura analizada. En el ratón, el orden de los genes que 

codifican para la región constante de las cadenas pesadas (CH) de 

los diferentes isotipos esµ (IgM), 6 (IgD), T (IgG), • (IgE) y a 

(IgA). En el humano existen pequefias diferencias en el orden de 

genes. El gene para CH expresado inicialmente al principio del 
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desarrollo del linfocito Bes el primero en la secuencia, es decir, 

µ. Para que los otros isotipos se¡in expresados, debe ocurrir un 

rearreglo del DNA de tal. forma que los otros genes de CH sean 
suprimidos. Asi, el cambio en el isotipo de IgM a IgA requiere la 

supresi6n de todos los genes CH excepto a, el último de la 

secuencia (39). 

Figura 2. TRANSPORTE DE ANTIGENOS POR LA 
CELULA M. (l.) El ant1geno se une a la 
superficie de la célula M, (2) es transportado 
en ves1culas pinociticas, (3) liberado al 
espacio extracelular para finalmente, (4) 
activar células linfoides (De Owen R L. 1977) 
(22). 

El mecanismo exacto por el cual los linfocitos T son capaces 

de inducir el rearreglo de genes CH en los linfocitos B, es aún 

desconocido. 

Una vez activados los linfocitos, éstos abandonan la placa de 

Peyer, v1a los conductos linfáticos eferentes y migran hacia los 

nódulos linfáticos mesentéricos, para pasar posteriormente al 

conducto torácico y de ah1, a la circulaci6n sangu1nea. La etapa 
final envuelve la migración al bazo y su retorno o "homingn a la 
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l!mina propia del intestino, as1 como a otras mucosas en órganos 
como el pulmón, el tracto genito-urinario, y las ql~ndulas 

mamarias, lagrimales y salivales (figura 3). Esta oPservaci6n ha 
llevado al concepto de la existencia de un "sistema inmune común de 
las mucosas" (14,38). 

-FASE AFERENTE 
(ACTIVAOORA) 

N6dulos 
mesentéricos 

(3) 

1 ~·· ''<l=" () Bazo 

Glandula salival (6) 

Glándula lagrimal (7) 

• ~ ~~~{~mamarla 

Tracto genitourinario (10) 

pp 
(2) 

.í7,1. Tracto respiratorio (9) 

IELy 
LPL PP INTESTINO 

Figura 3. MIGRACION CELULAR A TEJIDOS MUCOSOS. 
(1) Entrada del ant1geno por v1a oral. (2) Activación de 
linfocitos en placa de Peyer. (3) Migración de linfocitoe 
activados a Nódulos Linfáticos Mesentéricos. (4) Entrada 
a circulaci6n sangu1nea a través del conducto toracico. 
( 5) Retorno al sitio de or !gen y/ o migración a otros 
sitios mucosos tales como (6) Glá.ndula salival, (7) 
GlAndula lagrimal, (8) GlAndula mamaria, (9) Pulmón y, 
(10) Tracto Genitourinario. (Modificado de Jones 1984) 
(38). 
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La lámina propia es el sitio donde ocurre la diferenciación 

final de los linfocitos B migA+ a célula plasmática productora de 

IgA (38). 

Todas las superficies mucosas procesan a la IgA recién 
sintetizada, en la misma forma como lo hace la mucosa intestinal: 

los monómeros de IgA son enlazados entre si dentro de la célula 

plasmática por una glicoprotelna llamada cadena J (15 Kd) (38). 

La IgA dimérica sintetizada puede alcanzar la luz intestinal 

por dos rutas. En la primera, la IgA dimér ica se une a su receptor, 

el componente secretor (CS) (70 Kd) sobre la superficie basal de 

las células epiteliales intestinales y es endocitado y transportado 

a través de éstas células para ser liberado a la luz intestinal 
(figura 4) (40). 

es lr•n•membrana ... 

CS Libre y unido .. 

C•den• J -

SECRECION 

~ .. 
Figura 4. MODELO DEL TRANSPORTE EPITELIAL DE LA IgA 
OIMERICA.(l) Sintesis y glicosilaci6n del es en el retículo 
endoplásmico rugoso (RER). (2) Glicosilaci6n final (.) en el 
aparato de Golgi. (3) Expresión del es en la superficie 
basolateral de la célula epitelial. (4) Unión del es con IgA 
dimérica. (5) Endocitosis del complejo IgA-eS y de es libre. 
(6) Transporte de vesiculas a través de la célula. (7) 
Liberación de IgAs y de es libre. (De Brandtzaeg 1989) (14). 
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El es estabiliza el dlmero de IgA y le confiere resistencia 

frente a la degradación por las secreciones del tracto 

gastrointestinal (38) . 

En la segunda ruta, la IgA dimérica entra a la circulación y 

se une con el es en la membrana de los hepatocitos (en roedores) o 

sobre las células epiteliales del dueto biliar (en humanos) y es 
transportada activa y selectivamente en veslculas y secretada en la 

bilis. Se ha propuesto que la IgA liberada al intestino por la ruta 

hepatobiliar sirve para aumentar la cantidad de IgAs en el 

intestino y as1 amplificar el sistema de defensa local contra la 

carga diaria de ant1genos recién introducidos (40, 41). 

3. ASPECTOS GENERALES DE LAS LECTINAS. 
Las semillas de las plantas de la familia Leguminosae, 

particularmente las del género Phaseolus, constituyen una fuente 

importante de proteína y de energia para gran parte de la población 

mexicana. A pesar de su notable papel en la dieta humana, se sabe 

que tienen, al mismo tiempo, una gran va~iedad de sustancias que 

pueden ser consideradas 11 t6xicas" para el organismo. 

Afortunadamente, la mayor la de estas sustancias son 

termolábiles y mediante un adecuado proceso de cocción pueden ser 

eliminadas. 

Existe evidencia arqueológica de que los primeros habitantes 

de América consumían el frijol ancestral Phaseolus aborigeneus, 

como base de su alimentación, ya que éste ha sido encontrado en 

gran parte del continente Americano, desde Argentina hasta México 

(42). 

Es dificil imaginar cómo aprendió el hombre primitivo a 

utilizar el fuego para preparar alimentos comestibles de éstas 

semillas de frijol ancestral, ya que se ha demostrado que éstas 
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contenían los mismos constituyentes tóxicos termolábiles que las 
semillas de los cultivos modernos de frijol. 

Entr~ los constituyentes tóxicos presentes en el frijol se 
encuentran inhibidores de enzimas (tripsina, quimotripsina y 

a-amilasa), factores productores de bocio, fitatos, saponinas y las 

lactinas o hemaglutininas (42, 43). 

La primera descripción de lo que hoy se conoce como lectina 
fue hecha por Stillmark en 1889 quien, estudiando la toxicidad de 
las semillas de ricino (Ricinus communis) encontró que éstas 

semillas conten1an una prote1na altamente tóxica que él nombró 

RICINA, la cual era capaz de aglutinar glóbulos rojos humanos y de 

diferentes especies animales (42, 44, 45). Poco después, Hellin 

descubr 16 la sc:igunda lactina de que se tuvo conocimiento, la 

ABRINA, una prote1na contenida en las semillas de Abrus 

precatorius. 

La ricina y la abrina, inmediatamente atrajeron la atención de 

Paul Ehrlich, quién trabajando con éstas dos prote1nas descubrió 

.algunos de los principios má.s fundamentales de inmunologia. En 

1891, reportó que los ratones se hacian inmunes a una dosis letal 

de ricina mediante inyecciones subcutáneas repetidas de pequenas 

cantidades de la proteina. El también demostró que el suero de un 
ratón inmune podia neutralizar la toxicidad de ricina y, además, 
que esta acción era especifica, ya que la "anti-abrina", que 
desarrolló en el suero de un animal inmunizado con abrina, no pod1a 
neutralizar los efectos tóxicos de ricina, ni "anti-ricina 11 pod!a 

neutralizar a la abrina (44). 

En 1897, Elfstrand sugirió el nombre de "aglutininas11 para 

denotar a estas proteinas contenidas en las semillas de las plantas 
capaces de aglutinar glóbulos rojos. Sin embargo, posteriormente se 
observó que otros organismos diferentes a las plantas también 
contenian proteinas capaces de aglutinar células, por lo que el 
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término 11 lectinas11 propuesto por Boyd y Shapleigh en 1954, pareció 

más apropiado (42). 

El tármino lectina proviene de la palabra latina legare que 
significa, "elegir" o "escoger", haciendo referencia a la 

especificidad con que reaccionan las lectinas con los azúcares (42, 

44). 

Las lactinas, son prote1nas o glicoprote1nas que tienen 

afinidad especifica hacia ciertos azúcares o residuos de ellos 

(42). 

Aunque difieren en sus especificidades a azúcares poseen 

algunas caracter1sticas y propiedades fisicoqu1micas en común. 

Todas las lactinas son prote1nas, aunque algunas llevan azúcares 

unidos covalentemente y pueden as1 ser clasificadas como 

glicoproteinas (42). Generalmente consisten de 2 ó 4 subunidades 

(25-30 kd), cada una con un sitio de unión a azúcares. La 

interacción con los azúcares requiere la presencia de iones ca2+ ~ 
Mn2+ (u otro metal de transición). Las secuencias primarias de más 

de 15 lectinas de leguminosas se han determinado por medio de 

técnicas químicas o de biología molecular y se ha demostrado que 

existe un número significativo de residuos de aminoácidos 

constante, los cuales participan en la unión con el metal (46). 

Las lectinas se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza desde mohos de pantanos, setas, 11quenes, plantas con 

flor, membranas de bacterias, crustáceos, moluscos, suero de peces, 

huevos de anfibios y aún, en tejidos de mamíferos. Sin embargo, la 

principal fuente la constituyen las plantas pertenecientes a la 

familia Leguminosae (42, 44, 47), en las cuales el contenido de 

lactinas varia del 1.5 al J % del total de prote1na (48)4 
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En la mayoria de las plantas superiores, las lactinas se 
localizan en sus semillas, aunque también se han detectado en la 
savia, las hojas·, los tallos y la corteza (42, 44, 47). 

El papel biológico de las lactinas en la naturaleza -en 
plantas o en otros organismos- es un misterio. 

Se ha sugerido que las lactinas promueven la nodulaci6n de 

las ralees de plantas por bacterias fijadoras de nitrógeno, 
principalmente del género Rbizobium, o que actúan como anticuerpos 
destinados a contrarrestar bacterias del suelo y para proteger a 
las plantas contra el ataque de hongos inhibiendo polisacarasas 
fungales. También se ha propuesto que las lactinas participan en el 
transporte y almacén de azúcares, y en la unión de enzimas en 
sistemas multienzimáticos organizados. En vista de las propiedades 
mitogénicas de las lactinas se ha sugerido que su funci6n sea 

controlar la división celular y germinación en plantas (42, 44, 
47). 

Las lactinas poseen mültiples sitios de unión, mediante los 
cuales pueden combinarse con residuOs de azücares que sobresalen de 
la membrana celular (de los glicol1pidos y glicoprote1nas que la 
constituyen), e interconectar varias células.adyacentes entre si, 
ocasionando la formaci6n de redes intercelulares y la aglutinación 

de éstas. La reacción de hemaglutinac16n (usando eritrocitos como 

modelo celular), es el efecto mAs fácilmente observable de esta 
uni6n y ~olo ocurre si la molécula de lactina posee, al menos, dos 
grupos reactivos (figura 5 a). La aglutinación celular puede ser 
inhibida por la adici6n de azdcares sencillos por los cuales la 
lactina es af1n, bloqueando as1 sus receptores (figura 5 b) (42). 

El receptor en la superficie celular debe estar expuesto para 

reaccionar con la lactina especifica. La "activación" o 
11sensibilizaci6n" de eritrocitos, por su digesti6n con papa1na o 
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tripsina, favorece la exposición de los receptores haciéndolos 

accesibles a las lactinas. 

Figura 5. ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA AGLUTINACION Y DE 
LA INHIBICION DE LA AGLUTINACION. 
a) aglutinación de eritrocitos por la· unión de la lectina 
a los residuos de azúcares sobre la membrana, b) 
inhibición de la aglutinación por la adición de azücares 
sencillos, los cuales bloquean los receptores de la 
lectina. 

Las lectinas poseen una gran cantidad de actividades 

biológicas, tanto in vitro como in vivo. 

Entre sus actividades in vitro se encuentran: 
- la aglutinación de eritrocitos, en ocasiones, con muy alta 

especificidad por lo que son usadas en la tipificación de 

sangre humana y en el estudio de la estructura de sustancias 

de grupo sanguíneo (43, 44, 48) 

- la interacción con oligosacáridos sobre la superficie de las 

células, que puede ser inhibida específicamente por la adición 
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de azocares simples, por lo que proporcionan una valiosa 
herramienta para la caracterización bioqu1mica y molecular de 
la arquitectura de superficies celulares (49-52) 

la inducc'i6n de la mitosis de linfocitos de sangre 
periférica y de diferentes órganos linfoides. Esta actividad 
ha sido aplicada en el campo cl1nico en el estudio de la 
constitución cromosoma! de las células y la detección de 
anormalidades cromos6micas, y en el campo de la Inmunolog1a en 
el desarrollo de técnicas de cultivo y proliferación de 
células linfoides (44, 53) 
- la capacidad de agregar inmunoglobulinas, por la unión de 
los residuos de azocares que las constituyen (54) 
- inhibir la fagocitosis por macr6fagos (55) 
- activar la v1a alterna del complemento (56) 
- inducü: la liberación de histamina de los bas6filos y 

células cebadas (57) 
- inducir la producción de interfer6n-gamma {IFN-T), IL-1, IL-
2, IL-J, IL-5 e 7L-6 por linfocitos (58) 

Entre sus actividades in vivo, se encuentran: 
- suprimir la respuesta inmune.humoral y celular en animales 
de laboratorio, al ser administradas subcutánea o 
intraperitonealmente (59) 
- administradas por v1a nasal, pueden ocasionar reacciones que 
var1an desde rinitis severa con estornudos, rinorrea y 
sinusi tia durante todo el d1a hasta un suave pero notable 
incremento de secreci6n de moco durante aproximadamente 1 hora 
(60)" 

alqunas lactinas tienen la propiedad de resistir la 
de9radaci6n proteol!tica durante su paso a través del tracto 

gastrointestinal (61-65) 
- administradas por v1a oral, las lactinas pueden ocasionar 
una gran variedad de efectos patológicos a nivel 
gastrointestinal todos ellos debido, en gran parte, a su 
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capacidad de unirse a las células absortivas del intestino 

(54, 65) 

4. LECTINA DE FRIJOL COMUN. 

La lectina de frijol común (Phaseolus vulgaris) se denomina 
fitohemaglutinina (PHA). Es una glicoproteina con un peso molecular 
aproximado de 128 Kd, contiene un s. 9% de residuos de azúcares 
constituidos principalmente por N-acetil-D-galactosamina (42, 48). 

La PHA posee actividades hemaglutinante, leucoaglutinante y 
mitogénica. La PHA es una prote1na oligomérica compuesta por 4 
subunidades de tamaño similar, cuyo peso molecular es 
aproximadamente de 32 Kd, unidas por enlaces no covalentes. La 
componen dos subunidades básicas: una llamada R y otra L, las 

cuales varían ligeramente en su secuencia de aminoácidos y en su 

afinidad por eritrocitos o linfocitos (42, 48). 

La subunidad R posee un sitio de unión con una alta afinidad 
por los determinantes glicoproteicos presentes en la membrana de 
los eritrocitos, mientras que la subunidad L posee un sitio de 
unión que reacciona fuertemente con las glicoproteinas de la 
membrana de los linfocitos. La combinación de las dos subunidades 

básicas (R y L) da como resultado 5 formas h1bridas de la PHA 
(figura 6). 

El hibr ido compuesto de 4 subunidades L tiene potente 
actividad leucoaglutinante y se designa como L-PHA. Los hibridos 
compuestos por dos o más subunidades R ( 2R2L, 3R1L y 4R) exhiben 
potente actividad hemaglutinante y escasa o nula actividad 

leucoaglutinante y se designan como H-PHA o E-PHA. 

El h1brido lRJL exhibe poca actividad leucoaglutinante y nula 

actividad hemaglutinante posiblemente debido a que es monovalente 
en su interacción con eritrocitos. 
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Figura 6. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ESTRUCTURA 
TETRAMERICA DE LOS 5 HIBRIOOS DE LA FITOHEMAGLUTININA. 

Cada uno de los s h1bridos de la PHA poseen propiedades 

biológicas y qu1micas particulares (66, 67): la molécula 4L (L-PHA) 

presenta cargas negativas que le confieren una movilidad 
electroforética hacia el ánodo, mientras que la molécul.a más 

catódica de los hibridos H-PHA es la compuesta por 4 unidades R 

(4R). Las otras moléculas de lectina (3RlL, 2R2L y 1R3L) se 

distinguen por su creciente movilidad electroforética hacia el 

ánodo proporcional al aumento en el número de unidades L en la 

molécula. 

Mediante la adsorción con eritrocitos humanos de cada uno de 

éstos h1bridos, se demostró que la subunidad Res la responsable de 

la reacción de hemaglutinación y que la actividad mitogénica 

mostrada después de la adsorción de la molécula de PHA cruda, es 

debida al hibrido 4L o L-PHA. 

Esto confirma que las actividades hemaglutinante y mitogénica 

observadas en preparaciones "crudas" obtenidas de las semillas de 

Phaseolus vulgaris, se localizan en diferentes subunidades de la 

molécula y su modo de acci6n es independiente uno respecto al otro 

(67-69). 
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La actividad hemaglutinante de los extractos crudos obtenidos 

de las semillas del género Phaseolus, se ha estudiado en más de 500 

especies de plantas (70), debido a su diferente actividad sobre 

eritrocitos human~s y de diferentes especies animales. 

Jaffé (42), clasificó a las lectinas del género Phaseolus en 
tres grupos, con base en su capacidad de aglutinar glóbulos rojos: 

- Grupo I. - Está representado por las lactinas del frijol 
común Phaseolus vulgaris, en el cual se incluyen a lectinas 

inespecif icas que actúan sobre prácticamente todos los tipos 

de sangre animal y sobre todos los grupos sangu1neos humanos. 

Estas lactinas no son inhibidas por la adición de az11cares 

sencillos en el rango convencional de concentración. Estas 

lactinas también se denominan PANAGLUTIHINAS. 

- Grupo II.- Está representado por las lectinas de Phaseolus 
lunatus, 
sangu1neo, 

el cual contiene lactinas especificas de grupo 
caracterizadas por una alta afinidad por el 

subgrupo sangu1neo A1 humano. 

- Grupo III.- Representado por aquellas lectinas del género 

Phaseolus que no muestran actividad hemaglutinante alguna, 

usando los métodos de extracción y hemaglutinaci6n 
convencionales y su presencia se detecta por otros métodos 
diferentes a los empleados comünmente. 

Las lactinas del grupo de .las Panaglutininas, se pueden 

clasificar de acuerdo con su capacidad de aglutinar gl6bulos rojos 

de conejo y de vaca, estos O.ltimos, previamente tratados con 

tripsina (42, 62). 

Las lactinas que aglutinan ambos tipos de eritrocitos, se 

clasifican dentro del grupo A, las que solo reaccionan con 
eritrocitos de conejo corresponden al grupo B, mientras que los que 

solo reaccionan con eritrocitos de vaca tripsinizados corresponden 
al grupo e, por 11ltimo, las lectinas que no reaccionan con ninguno 

de los dos tipos de eritrocitos, corresponden al grupo D. 
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Cuando los extractos de los diferentes tipos de frijol fueron 
probados por inyección en ratones o por alimentaci6n de ratas con 
estas semillas se estableció que solo los frijoles de los grupos A 

y e fueron los más tóxicos mientras que aquellas variedades que 

aglutinaron solo sangre de conejo fueron las de menor toxicidad 

(62). Estos resultados enfatizan la importancia de determinar la 

actividad hemaglutinante de semillas contra eritrocitos de 
diferentes especies, antes de concluir que un frijol particular es 
tóxico. El uso de eritrocitos de vaca tripsinizados ofrece una 
importante herramienta para la detección in vitro, de variedades 
tóxicas de frijol. 

4~1 Toxicidad de la PHA. 

Existen algunos reportes en la literatura concernientes a los 

efectos tóxicos que acompañan a la ingestión de semillas crudas de 

Phaseolus vuigaris. 

Se ha observado que la incorporación de semillas crudas de 

frijol a dietas para animales de experimentación, causa pérdida de 

peso y muerte de los animales; sin embarg~ cuando se utilizan las 

semillas cocidas, este efecto ya no se observa (42). 

Luning y Bartels (1926) fueron probablemente los primeros en 

relacionar la acción tóxica de frijoles con el contenido de 
lectina. 

Jaffé (1949), por otra parte, observó la acción tóxica de 

frijoles crudos y demostró que ésta no puede ser explicada por mala 

digestibilidad o por la presencia de inhibídores de tripsina, 

debido a que la incorporación de caselna digerida enzimáticamente 

en la dieta tóxica no mejora el estado de los animales de 

experimentación. Nuevos experimentos por Jaffé (1960) y Honovar 
(1962) establecieron que las lectinas son las responsables más 
probables de esta toxicidad. Ambos grupos de investigadores 
encontraron que cuando las lectinas aisladas del frijol fueron 
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incorporadas a las dietas de ratas a niveles tan bajos como 0.5%, 

se observ6 un retardo en el crecimiento. 

Los s1ntomas de toxicidad que se presentan en animales y seres 
humanos cuando ingieren semillas crudas (o mal cocidas) de 
diferentes leguminosas, depende de la resistencia de las lectinas 

a la hidrólisis por las secreciones del tracto digestivo. 

Se ha demostrado que la PHA es resistente a la degradación 

proteolitica durante su paso a través del tracto gastrointestinal 
ya que se ha recuperado intacta en las heces de ratas que han sido 
alimentadas con semillas crudas de frijol o con la PHA purificada 
(64). 

En el hombre, las manifestaciones más obvias de toxicidad 

debido al consumo de frijol crudo o mal cocido son nausea, vómito 

y diarrea (71). 

En animales de laboratorio la inclusión de frijol crudo o sus 
harinas en la dieta ocasiona pérdida de. peso, deterioro en el 
crecimiento, diarrea y en ocasiones la muerte (72). 

Asimismo, se ha comprobado que la administración de frijol 

crudo o de lectinas a ratas ocasiona mtlltiples cambios morfológicos 

a nivel de las célu.las absortivas intestinales , como lo demuestra 

1a extensa destrucción de microvellosidades, la fragmentación y 

vesiculaci6n del contorno del ret1culo endoplásmico y el incremento 
en estructuras parecidas a lisosomas (73). 

Del mismo modo se observa una disminución en la actividad de 

a1gunas enzimas intestinales como maltasa, sacarasa, lactasa y 

fosfatasa alcalina (64,74). 
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La absorción de algunos nutrimentos tales como la glucosa, los 
11pidos (triglicéridos y ácidos grasos), nitrógeno (proteico y no 

proteico) y la vi~amina B12 , también se ve disminuida (64, 75). 

Se ha propuesto que todas éstas alteraciones morfológicas y 
metabólicas anteriormente enlistadas son debidas únicamente a la 
propiedad que tienen las lactinas de unirse a la superficie luminal 

de las células intestinalos, ocasionando una interferencia 
inespec1fica en la absorci6n de nutrimentos. 

La inclusión de frijol crudo o de lactina en la dieta de ratas 
puede ocasionar una disminución en la absorción de nitrógeno 
proteico, aumento en el catabolismo tisular y por lo tanto un 
aumento en la excreción de nitrógeno en heces y en orina, lo cual 
genera un balance negativo de nitrógeno en los animales. 

La PHA también ocasiona un aumento en la colonización 
bacteriana y protozoaria sobre la superficie mucosa del intestino 

delgado en ratas. Este cambio posiblemente es debido a que la PHA 
sirve como una "adhesina", facilitando la adherencia bacteriana o 
a la alteración de la superficie de las rnicrovellosidades debida a 
la unión de la lactina lo que permite acceso de bacterias a 
superficies mucosas desprotegidas (76, 77). 

También, aparecen cambios significativos en el peso de algunos 
órganos internos cuando se incorpora frijol crudo o lactinas en 

dietas para ratas. Se observa una disminución de peso en el timo y 

en el bazo mientras que el pancreas, los rinones y el intestino 
delgado aumentan de peso. En el intestino delgado se observa 
además, un aumento en su longitud (78). 

La composici6n tisular del intestino delgado también es 

afectada: el contenido de prote!na aumenta sugiriendo un incremento 
en secreción de g1icoprote1nas (mucina). El contenido de DNA 
incrementa, indicando también hiperplasia mucosa (78, 79). 
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Además se observan cambios en contenido de minerales en suero 
y en orina probablemente como un resultado de disturbios en el 

metabolismo general (78). 

La destrucción de lectinas (y de otros factores tóxicos 

presentes en el frijol) generalmente se lleva a cabo por los 
métodos tradicionales de cocción. sin embargo, bajo ciertas 
condiciones, no siempre es posible llevar a cabo la destrucción 
completa de estos factores. Por ejemplo, una reducción del punto 

de ebullición del agua en regiones montañosas, puede resultar en la 

eliminación incompleta de toxicidad. 

La resistencia de lectinas a inactivaci6n por calor seco 

merece especial énfasis, ya que se ha reportado que la cocción con 
calor seco (horneado) no destruye completamente la actividad 
hemaglutinante de la lectina (54, 80). 

En la mayoria de los casos, cuando el calentamiento produce un 

efecto positivo sobre la toxicidad de las lectinas, parece haber 

poca diferencia si las leguminosas son coci~as en agua, o tostadas. 

Sin embargo, las semillas de Phaseolus vulgar is son una de las 
excepciones ya que al parecer requiere remojo preliminar antes del 
cocimiento para eliminar completamente la toxicidad del frijol 
crudo (4J, 80). 

Comparando diferentes tipos de remojo, que incluían agua 

destilada, ácido acético al 0.1% y bicarbonato de sodio al 0.1%, 

antes del cocimiento de diferentes variedades de frijol, Jaffé y 

Flores reportaron que ninguno proporciona una mayor eliminación de 

la toxicidad de las lectinas comparado con los otros. (42, 62). 

Asimismo observaron que las lactinas de frijol más tóxicas son 
a la vez las más resistentes al calor; después de JO minutos de 

cocción ellas no son completamente destruidas (42). 
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No existen reportes que describan cuales son las mejores 
condiciones para lograr una total, o por lo menos, una apreciable 
reducci6n de la actividad de las lactinas. En general, el grado de 
destrucción de iás . lactinas efectuado por tratamiento térmico 

depende de la temperatura, tiempo de cocción, y de la toxicidad de 

la lectina. 
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XX. Jl!STXFXCACXON 

El consumo del frijol común (Phaseolus vulgaris) es muy 

elevado tanto en México como en otros paises en desarrollo, ya que 

constituye una fuente importante de prote1na y de energ1a para gran 

parte de la población. Sin embargo, se sabe que contiene una gran 

variedad de sustancias consideradas como 11 antinutricionales 11 • 

Esto ha conducido a realizar múltiples investigaciones de tipo 

qulmico, biológico, toxicológico y nutricional para eliminar 
parcial o completamente éstas sustancias y as1 mejorar la calidad 

nutricional del frijol. 

como se mencionó en los antecedentes, los tratamientos 
térmicos empleados en la cocci6n de las semillas de frijol, 

generalmente mejora su digestibilidad y constituye el principal 

mecanismo para destruir a estos factores antinutricionales. sin 

embargo, una disminución en el punto de ebullición del agua, el 

remojo previo de las semillas y la utiliz~ción de recipientes de 

barro, entre otros factores, pueden interferir en la inactivaci6n 

de dichos factores. 

Desde el punto de vista de la nutrición, el principal factor 

antinutricional lo representa la lectina (PHA) debido a su 

resistencia a los tratamientos térmicos y a que posee una gran 

cantidad de actividades biológicas tanto in vitro como in vivo. 

A pesar del conocimiento de la actividad mitogénica que posee 

la PHA in vitro asi como de las múltiples alteraciones que ocasiona 

a nivel del tracto gastrointestinal, son muy escasos los estudios 

respecto a la interacción que ºnormalmente" ocurre entre esta 

lectina, cuando se ingiere en la dieta, y la respuesta inmune. 

Además, la posibilidad de que la molécula intacta de la PHA pueda 

generar una respuesta inmune, es muy elevada, ya que también 
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resiste a las diferentes secreciones digestivas del tracto 

gastrointestinal. 

La alimentación de animales de laboratorio con dietas 
preparadas con semillas de leguminosas o de sus harinas, se realiza 
con el fin de evaluar la calidad nutricional de las semillas, 
aunque siempre se hace de manera conjunta con una prote1na que se 

utiliza como referencia (la albümina de huevo o la case!na de la 

leche). sin embargo, esto representa una situación artificial ya 

que ninguna dieta está compuesta por un solo tipo de proteína, sino 

que está constituida por la mezcla de proteínas, tanto de origen 
vegetal como de origen animal. 

La administración por vía oral de la lactina PHA a ratas, se 
plantea como un modelo para el estudio de la interacción que ocurre 

entre las proteinas de origen dietario con la respuesta inmune. 

Este estudio podría ayudar a comprender mejor el efecto que ejercen 

algunas proteínas de origen dietario (en particular, la PHA) sobre 

el sistema inmune de los mamíferos (incluyendo al hombre). 
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III. OBJETIVOS 

- General: 

Determinar los efectos que produce la fitohernaglutinina (PHA) 

en la morfolog1a y en la respuesta inmune en ratas alimentadas con 

extractos salinos de una variedad de frijol común (Phaseolus 

vulgaris). 

- Particulares: 

1.- Determinar el efecto de la PHA sobre el estado general en 

ratas alimentadas con extracto salino de frijol. 

2. - Detectar la posible presencia de anticuerpos espec1f ices contra 

la lectina, y su cinética de aparición en el suero de ratas 

alimentadas con extracto salino crudo de frijol. 

3.- Determinar los posibles cambios morfológicos en el intestino de 

ratas alimentadas con extracto salino cFudo de la variedad de 

frijol seleccionada. 

4.- Determinar la localización histológica de la lectina a lo largo 

del intestino delgado. 

s.- Determinar el efecto de un tratamiento térmico (cocción en 

autoclave, 12lºC, 15 lb/in 2 , 30 minutos) sobre tf!:stas actividades de 

la lectina. 
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IV. KATBRIALBB Y MBTODOB 

1. SELECCION DE LA·s SEMILLAS DE FRIJOL, 

Se seleccionó la variedad de frijol Bayo (Phaseolus vuigaris, 
L., variedad Bayo) por ser una de las de mayor consumo en México. 

2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL. 
La obtención del extracto salino crudo de frijol se realizó de 

acuerdo al método de Felsted (81) el cual consiste en extraer los 

componentes solubles de 100 gramos de semilla finamente molida con 

500 ml de amortiguador de fosfatos salinos (PBS, 0.1 M, pH=7.4) por 

agitación magnt!tica a 4 ºC durante 18-24 horas. La suspensión 
resultante se filtró a través de una malla de gasa para eliminar 

las part1culaa grandes y se centrifugó a 16,000 rpm durante 2 horas 

con el fin de que sedimentaran las part1culas insolubles. El 

sobrenadante se recuperó a través de gasa para eliminar la fina 

capa de partículas insolubles que se forma en la superficie. 

Al extracto salino obtenido s~ le agrego Timerosal (Grado 

reactivo, SIGMA de México, S.A.) a una concentración de 0.1% para 

evitar contaminación bacteriana y se conserv6 en congelaci6n (-4 ºC) 

hasta su utilizaci6n. D~bido a que hasta este punto, no se aplic6 

ningOn tratamiento térmico, éste fue el extracto salino crudo del 

frijol Bayo. 

El extracto salino cocido del frijol Bayo, se obtuvo 

sometiendo una parte del extracto salino crudo a cocción en 

autoclave a 121°C, 15 lb/in 2 durante 30 minutos. La cocción se 

realizó de esta forma ya que en "olla expresaº, que es actualmente 

el método de cocci6n casero más comün, es dif 1cil tener control 
sobre la temperatura y sobre la presi6n. Posteriormente, el 

extracto se centrifugó a 4, 000 rpm durante 30 minutos para eliminar 

la prote1na coagulada por el calentamiento. El sobrenadante se 
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recupero en frascos viales estériles y se guardó en congelación 

(-4°C), 

La concentración tot.al de proteinas en cada uno de los 

extractos salinos, se determinó por el método de Lowry (82) (ANEXO 

1) • La concentración de proteina en ambos extractos se ajustó a 5 

mq/ml. 

3, ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL, 

La actividad hemaglutinante de los extractos salinos crudo y 

cocido, se determinó usando eritrocitos de conejo, de vaca y de 

humano (grupos A, B y O) . 

3.1 Suspensión de eritrocitos. 

La sangre de conejo, de vaca y de humano de los grupos 

sangu1neos A, B y o, se obtuvo utilizando 10 U/ml de heparina 

(HEPAR th, 20 th Century Chemical de México) como anticoagulante. 

Los eritrocitos de cada especie se lavaron 3 veces con 

solución salina isotónica (SSI, NaCl 0.89%) y se prepararon 

suspensiones al 4% de cada uno en SSI. 

Una porción del paquete de eritrocitos de vaca fue tratado con 

tripsina como se describe a continuación. 

3.2 Tratamiento de eritrocitos de vaca con tripsina. 

La sensibilización de los eritrocitos de vaca se realizó de 

acuerdo al método descrito por Jaffé y BrUcher (62): a 10 ml de una 

suspensión de eritrocitos al 10 % se agregó 0.1 ml de una solución 

de tripsina al 0.1 % (Tripsina de pancrcas bovino, cristalizada, 

Tipo I, SIGMA Chem. Co.) y se dejó por 30 minutos a 37°C con 

agitación suave y continua. Los eritrocitos se lavaron 3 veces con 
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SSI y se ajust6 su concentración al 4% para las pruebas de 

hemag1utinaci6n. 

3.3 Prueba de hemaglutinación. 
La actividad hemaglutinante de los extractos salinos 11 crudo 11 

y "cocido" de frijol, se determinó de acuerdo al método de Calderón 
y Córdoba (59), utilizando placas de microtitulaci6n de 

poliestireno de 96 pozos con fondo en 11 u 11 (Dynatech Immulon, 
U, S.A.) de la siguiente manera: se colocaron 100 µl de cada 
extracto salino en los pozos de la primera columna vertical de la 
placa usando una pipeta automática multicanal (Organon Teknika) y 
se diluyó en forma seriada con 50 µl de SSI. Se afiadieron 10 µl de 
la suspensión de eritrocitos al 4% de cada especie y se dejó 
reaccionar por JO minutos a temperatura ambiente. 

Una reacción positiva de aglutinación se identificó por la 
formación de una capa uniforme de eritrocitos en el fondo de los 
pozos. Una reacción negativa se identificó por la formación de un 
11 botón" de eritrocitos sedimentados en el fondo de los pozos. 

El titulo de hemaglutinaci6n se def ini6 como la máxima 
dilución del extracto salino que todavla era capáz de producir 
aglutinación visible de los eritrocitos, después de JO minutos a 
temperatura ambiente. 

4. INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE POR ADICION DE 

AZUCARES SENCILLOS. 

Se seleccionaron diferentes azücares sencillos para determinar 
la inhibición de la actividad hemaglutinante. Los azücares 
seleccionados fueron: Fucosa, Manosa, Xilosa, Galactosa, Lactosa y 

N-acetil-D-glucosamina ya que cada uno de estos azücares forman 
parte del modelo propuesto del oligosacárido espec1f ico para la 
fitohemaglutinina (PHA) (47) (figura 7). 
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Figura 7. MODELO DEL RECEPTOR PARA LA PHA. 
(De Lis & Sharon (47)). 

se prepararon soluciones al 1% en SSI de cada uno de los 
diferentes azúcares seleccionados. con estas soluciones se 
prepararon suspensiones al 4% de cada uno de los eritrocitos (de 
conejo, de vaca y de humano) en cada una de estas soluciones. 

La prueba de inhibición de la hemaglutinaci6n se realizó de la 

misma forma que la prueba de hemaglutinaci6n anteriormente 
descrita. Se colocaron 100 µl de cada extracto salino en los pozos 

de la primera columna de la placa de microtitulaci6n, se diluyó en 
forma seriada con so µl de SSI. Se anadieron 10 µl de las 
suspensiones de eritrocitos al 4%. Los resultados se observaron 
después de JO minutos a temperatura ambiente, haciendo las mismas 
consideraciones anteriormente descritas. 
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5. ENSAYOS BIOLOGICOS. 

se obtuvo un lote de 46 ratas hembra Wistar-Lewis de 2-J meses 

de edad con un peso aproximado de 250 gramos, en el bioterio del 

Instituto Nacional de la Nutrición las cuales se colocaron en 

jaulas individuales de acero inoxidable, en un cuarto a temperatura 

constante, con periodos de luz-oscuridad de 12 horas. 

Las ratas fueron alimentadas con la dieta habitual del 

bioterio (alimento para roedores.. marca "Purina'') y agua destilada 

"ad libitum". 

Las ratas se repartieron al azar en los siguientes grupos: 

- Grupo I: 10 ratas a las cuales se les administró 1 ml de PBS 

durante 14 d1as (GRUPO TESTIGO) 

- Grupo II: 15 ratas a las cuales se les administró 1 ml del 

extracto salino crudo de frijol (5 ratas durante 3 d1as, otras 

5 durante 7 d1as y 5 ratas durante 14 d1as). 

- Grupo III: 15 ratas a las cuales se les administró 1 ml del 

extracto salino cocido de frijol ( 5 ratas durante J dias, 

otras 5 durante 7 d1as y 5 ratas durante 14 dias). 

La administración de los extractos (crudo y cocido) y del PBS 

se realizó por intubación gástrica sin anestesia, entre las B:OO y 

las 10:00 horas todos los d1as (ANEXO 2) (83) durante el tiempo 

apropiado. 

Diariamente se registró el peso de cada una de las ratas, 

antes de la administración del extracto o del PBS. 

Dos grupos adicionales de 3 ratas cada uno se utilizaron para 

determinar la localización de la unión de la lectina a lo largo del 

intestino 2 horas y 1 d1a después de una sola administración. En 

estas ratas no se estudiaron los demás efectos de la lectina debido 

a la corta duración de la exposición. 
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Una vez completado el esquema de administración de los 

extractos salinos de frijol, se obtuvo una muestra de sangre (3 a 

5 ml) por punción cardiaca (83) (ANEXO 3), previa anestesia con 

éter. Posteriormente las ratas fueron sacrificadas por dislocación 
cervical y se extrajo el intestino delgado en condiciones 
asépticas. 

Se separó el suero de la sangre y éste se almacenó en 

congelación para la determinación de proteinas totales, albúmina y 

anticuerpos anti-PHA. 

La concentración de proteinas totales en el suero de las ratas 

se determinó por la técnica de Biuret (84) (ANEXO 4) y la 

determinación de albümina se realizó por el método de enlace a 

colorantes (verde de bromocresol) (85) (ANEXO 5). 

6. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-PHA, EN EL SUERO DE LAS RATAS. 

La detección de anticuerpos IgG e IgM anti-PHA en el suero de 

las ratas se realizó mediante ensayos inmunoenzimáticos (ELISA 

indirecto). 

El método indirecto de ELISA es un sistema usado para la 

detección y medición de anticuerpos (ver diagrama ANEXO 6) (86). La 

preparación de todos los reactivos se describe en el ANEXO 7. 

Las placas se sensibilizaron con 100 µl de una solución de PHA 

(10 µg/ml) en amortiguador de recubrimiento (carbonato-bicarbonato, 

o .1M, pff;:::i9. 6) y se incubaron a 4 ºC durante 18-24 horas con el 

objeto de adsorber la PHA a la fase solida. Las placas se lavaron 

tres veces con PBS-TWeen dejando reaccionar 3 minutos en cada 

lavado y se secaron sacudiéndolas sobre una gasa. 

Se afladieron 100 µl de la solución de carbonatos-ASB sin 

T-globulinas al 0.2% en cada pozo y las placas se incubaron durante 
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1 hora a 37ºC con el fin de bloquear los sitios libres donde no se 

adsorbió la PHA. Las placas se lavaron 3 veces con PBS-TWeen, en la 

forma descrita anteriormente. 

Se colocaron 100 µl de los sueros diluidos 1:5 en PBS-Tween y 

se incubaron a 37°C durante 1 hora. En esta etapa, todo anticuerpo 

espec1f ico anti-PHA presente en el suero de las ratas se une a la 

PHA. Completado el tiempo de incubación, las placas se lavaron 

nuevamente 3 veces con PBS-Tween. 

En seguida, se les acHcionó 100 µ.l del conjugado 

correspondiente, anti-IgG de rata conjugado con peroxidasa, 

preparado en cabra (Peroxidase labeled. Affinity purified antibody 

to rat IgG (T) goat) o anti-IgM de rata conjugado con peroxidasa, 

preparado en cabra (Peroxidase labeled. Affinity purified antibody 

to rat IgM (µ) goat) diluidos 1:40,000 en PBS-Tween. Las placas se 

incubaron a 37 °C durante 1 hora y se lavaron 3 veces con PBS-Tween. 

Finalmente, se adicionaron loo µl de la solución sustrato OPD 

en amortiguador citrato-fosfato y se dejó reaccionar durante 15 

minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. La reacción se 

detuvo adicionando 50 µ.l de una solución de u 2so4 2. 5 M y se leyó 

la absorbencia a 492 nm utilizando un lector de placas de ELISA MR 

600 (Dynatech Laboratories, Inc.). 

7. MORFOLOGIA INTESTINAL Y LOCALIZACION DE LA PHA EN EL INTESTINO. 

La observación de la morfolog1a intestinal se realizó a través 

de una tinción con hematoxilina-eosina y la localizaci6n de la PHA 

en el intestino delgado se realizó mediante una técnica de tinción 
inmunohistoqu1rnica. 

La preparación de todos los reactivos se describe en el ANEXO a. 
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7.1 Método. 

Una vez completado el esquema de administración del extracto 

salino, las ratas anestesiadas fueron sacrificadas por dislocación 

cervical. El intestino delgado se extrajo y se lavó inyectando 

suavemente PBS (0.1M, pH=7.4) para eliminar restos de alimento. 

Con el objeto de observar la morfología intestinal y detectar 

el patr6n de unión de la lactina a lo largo del intestino delgado 

se obtuvieron muestras de las regiones proximal (duodeno), medial 

(yeyuno) y distal (1leon) del intestino. 

El duodeno se obtuvo de los primeros J cm después del pilero, 

el yeyuno se obtuvo aproximadamente a la mitad de la longitud total 

del intestino y el ileon de los últimos 3 cm antes del ciego. 

De cada uno de estos segmentos se cortaron trozos de tejido de 

1 a 1.5 cm de largo e inmediatamente se fijaron en formol al 10% en 

PBS. Posteriormente fueron deshidratados, clarificados e incluidos 

en bloques de parafina (ANEXO 9) (87, 88). 

Se realizaron series de cortes transversales de 7 µ de grosor 

(Microtomo marca American Optical). Una sección seriada de los 

cortes fue teñida por hematoxilina-eosina para ver la morfolog1a 

intestinal y otra sección fue teñida por inmunoperoxidasa para 

detectar la presencia de lectina unida al intestino. 

7. 2 Observación morfológica por tinci6n con hematoxilina 

eosina. 

Los cortes de tejido se desparafinizaron a través de dos bai\os 

en xilol durante 5 minutos cada uno y se transfirieron a soluciones 

de etanol, en orden decreciente de concentración, es decir, de 

100%, 96%, 80% y 70% (5 minutos en cada uno) después de lo cual se 

enjuagaron con agua destilada. 
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Se agregó el colorante de hematoxilina y se dejó reaccionar 
durante 5 minutos a temperatura ambiente, se enjuagaron con agua 

corriente hasta que viró el color de naranja-rojizo a azul-violeta. 
se agregó el segundo colorante, eosina, dejando reaccionar 5 
minutos a temperatura ambiente y se transfirieron rápidamente 
(menos de 1 minuto en cada uno) a recipientes de etanol en orden 
creciente de concentración de 80%, 96% y 100%. Finalmente, se 
transfirieron a xilol dejándolos 10 minutos y se sellaron con un 
cubreobjetos utilizando resina sintética como conservador. 

7.3 Tinción de Inmunoperoxidasa. 

Los cortes de tejido se desparafinizaron en xilol durante 10 
minutos y se transfirieron a un recipiente con Metanol-H2o2 al 30% 
donde se dejaron durante 45 minutos para inactivar la peroxidasa 
endógena del tejido. 

Los cortes de tejido se transfirieron a un recipiente con 
acetona, se dejaron durante 5 minutos y se enjuagaron con PBS 

durante 5 minutos con agitación suave. 

Se agregó el primer anticuerpo, anti-PHA desarrollado en 
conejo 1:1000 en PBS (Anti-Phaseolus vulgaris lectin. Antibody 
developed in rabitt, Sigma Chemical company), y se incubó a 37ªC 
durante 45 minutos. Se lavó en PBS con agitación suave durante 10 
minutos y se agregó el segundo anticuerpo; anti-IgG de conejo 

desarrollado en cabra conjugado con peroxidasa 1: 1000 en PBS 
(Peroxidase labeled. Affinity purified antibody to rabitt IgG (H+L) 

goat, Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. (kpl)), y se incubó 
durante 45 minutos a 37°C. Se lavó con PBS durante 10 minutos y se 
agregó la solución sustrato-revelador (3,3'-diaminobenzidina y H2o 2 
en Tris-HCl). La reacción ocurrió durante 20 minutos a temperatura 
ambiente, protegida de la luz. Se lavó con PBS durante 10 minutos 
con agitación suave y se enjuagó con agua destilada. 
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Se hizo una tinci6n de contraste agregando hematoxi1ina 

diluida (4 gotas en 2 ml de agua destilada) y se dej6 reaccionar 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se eliminó el exceso de 

colorante con a~a corriente hasta observar vire de color de 

naranja-rojizo a azul-violeta. 

Los cortes se transfirieron a banos rápidos de etanol (menos 

de 1 minuto en cada uno) en orden creciente de concentración, es 
decir, de 70%, BO%, 96% y 100%, y finalmente a xilol, donde se 
dejaron 10 minutos. Los cortes se sellaron con cubreobjetos 

utilizando resina sintética como conservador. 

Una sección seriuda fue tenida en la ausencia del primer 

anticuerpo, la cual sirvió como control. 

7. 4 Observaciones de los cortes teñidos por inmunoperoxidasa. 
Las observaciones que se realizaron en los cortes teñidos por 

inmunoperoxidasa para determinar el patrón de unión de la lactina 

en el intestino delgado fueron el sitio, la distribución y la 

intensidad de la tinci6n. 

a) Sitio: comprendió la región del intestino delgado donde se 

uni6 la lectina, es decir, el duodeno, el yeyuno y/o el ileon. 
b) Distribución: patrón de uni6n de la lectina en el 

intestino, es decir, si comprendia a la(s) vellosidad(es) 

intestinal (es) completa(s) incluyendo la región de la cripta, 

la mitad superior o inferior de la vellosidad, el ep~telio y/o 

la lámina propia de la vellosidad, etc. 

e) Intensidad: cantidad de lectina unida al intestino de 

acuerdo a la siguiente escala: fuerte (+++),moderada (++), 

débil (+) y ausente(-). 
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B. ANALISIS ESTADISTICD. 

Todos los resultados fueron expresados como el promedio ± 

desviaci6n estandar (O.E.) y se analizaron con la prueba t de 
student para grupos independientes comparando el grupo de extracto 

cocido con el grupo testigo y, el grupo extracto crudo con el grupo 

extracto cocido. 

Solo en el caso de la variación de peso, los resultados se 

analizaron por la prueba t de Student para grupos pareados 
comparando el peso inicial con el peso final para cada grupo de 
ratas. 

Para determinar si habia diferencia significativa entre los 

pesos de los grupos al inicio del estudio, se compararon los pesos 

iniciales de cada grupo con el grupo testigo y, el grupo extracto 

crudo con el grupo extracto cocido por medio de la prueba t de 

Student para grupos independientes. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION 

l. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL. 

Los resultados de 1a actividad hemaglutinante de los extractos 
salinos crudo y cocido del frijol Bayo sobre eritrocitos de conejo, 

de vaca y de humano de diferente grupo sanqu1neo, se muestran en e1 

cuadro l.. 

CUADRO 1 

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL BAYO 

E R I T R o c I T o s 
EXTRACTO 

HUMANOS CONEJO VACA VACA SIN 

(A,B y O) TRIPSINIZAOOS TRIPSINIZAR 
--

CRUDO * 1:512 1:2048 1:2048 NEGATIVO 

** (9 .5) (2.125) (2.125) 

COCIDO 1: 4 1:4 1:4 NEGATIVO 

(1250) (1250) (1250) 

• Máxima dilución capaz de producir aglutinación macrosc6pica 
después de 30 minutos a temperatura ambiente. 

** Cantidad de proteina (µg/ml) en la dilución señalada. 

El extracto salino crudo de frijol Bayo aglutinó todos l.os 

eritrocitos probados con diferente potencia, y en el caso de los 

eritrocitos humanos, sin especificidad de grupo sangu1neo. 

En el caso del extracto cocido de frijol Bayo, éste aglutinó 

los glóbulos rojos pero, a diferencia del extracto crudo, con menor 

potencia, ya que el titulo hemaglutinante fue de 1:4 con todos los 

eritrocitos probados, lo que significa una reducción de la 

actividad hemaglutinante de aproximadamente 600 veces. con base en 

esto, se puede decir que el tratamiento térmico fue suficiente para 

reducir significativamente (casi 600 veces) la actividad 
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hemaglutinante de l.a lectina contenida en el extracto crudo del 

frijol Bayo, y quo es necesario forzar las condiciones 

experimentales aumentando el tiempo de cocción a la misma 

temperatura si se quiere eliminar por completo la actividad 

hemaglutinante de la lectina. 

Es importante destacar que ninguno de los extractos salinos 

reaccionaron con los eritrocitos de vaca que no fueron 

sensibilizados con tripsina. El tratamiento enzimático de los 

glóbulos rojos de vaca es necesario para la detección de la 

actividad hemaglutinante en extractos obtenidos de diferentes 

semillas de leguminosas (62). 

De acuerdo a la clasificación hecha por Jaffé (42), de las 

lactinas de las semillas del género Phaseolus, respecto a su 

actividad hemaqlutinante, la lactina presente en el extracto salino 

crudo del frijol Bayo pertenece al grupo de las Panaglutininas o 

lactinas inespecificas, ya que mostró actividad hemaqlutinante 

sobre todos los eritrocitos humanos de los diferentes grupos 

sangu1neos (A,B y O) y sobre los eritrocit.os de conejo y de vaca. 

se ha demostrado gue la capacidad de las lactinas de aglutinar 

eritrocitos de diferentes especies animales está correlacionada con 

su toxicidad. con base en la clasificación de Jaffé y BrUcher (62), 

respecto a la actividad hemaglutinante de las lectinas sobre 

glóbulos rojos de vaca sensibilizados con tripsina, se puede 

sugerir que el frijol Bayo crudo sería tóxico por su administración 

oral a ratas e intraperitoneal en ratones. 

Estos resultados concuerdan con otros obtenidos previamente 

(69) de la caracterización de las lectinas de frijol común 

(Phaseolus vulgaris) de las variedades mexicanas Bayo y Negro. 

Es importante hacer notar que muchos investigadores someten a 

remojo previo las semillas cuya actividad hemaglutinante va a ser 

44 



estudiada (42, 62), ya que al parecer el remojo permite una 

transferencia de calor más homogenea entre la superficie y el 

interior de la semilla, aumentando la inactivaci6n de las 

propiedades hemaglutinantes de las lactinas, además de disminuir el 

tiempo necesario para su cocción. 

Las semillaB estudiadas no fueron sometidas a remojo previo a 
la extracción de sus componentes solubles, sin embargo, esto no 

inf1uye en estos resultados ya que se trabajó con el extracto 

salino de las semillas y no con las semillas directamente. 

2. INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION POR LA ADICION DE AZUCARES. 

En el cuadro 2 se muestran los resultados de la inhibici6n de 

la actividad hemaglutinante por la adición de azúcares sencillos. 

La actividad hemaglutinante del extracto salino crudo obtenido 

de las semillas de frijol Bayo, no fue inhibida por ninguno de los 

azúcares sencillos que se probaron: fucosa, manosa, xilosa, 

galactosa, lactosa y N-acetil-0-glucosamiQª· 

En cada caso el titulo hemaglutinante fue idéntico al control 

(sin azucar), el cual fue de 1:256 para eritrocitos humanos de los 
tres grupos sanguíneos A,B y o y de 1:2048 para eritrocitos de 

conejo y de vaca tripsinizados. 

Los estudios previos (44, 48) reportaron que el azúcar 

especifico de la PHA era el monosacArido N-acetil-0-glucosamina. 

Sin embargo, actualmente se ha demostrado que es un oligosacArido 

tri- o tetra-antenario que contiene unidades de 

N-acetil-D-glucosamina (figura 7) (47). Esta misma estructura tri­

o tetra-antenaria del azücar espec1f ico de la PHA se ha reportado 

también para otras lactinas como la de Ricinus communis (RCA) y la 

de Erythrina cristagalli (ECA) (46, 89). 
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CUADRO 2 

INHIBICION CE LA HEMAGLUTINACION POR LA ADICION DE DIFERENTES 
AZUCARES• 

E R I T R o c I T o s 
A z U c A n·· 

HUMANOS CONEJO VACA 

(A, B y O) TRIPSINIZAOOS 

NINGUNO 1:256 1: 2048 1:2048 

FUCOSA 1:256 1:2048 1: 2048 

MANOS A 1:256 1: 2048 1:2048 

XI LOSA 1:256 1:2048 1: 2048 

GALACTOSA 1:256 1:2048 1:2048 

LACTOSA 1:256 1: 2048 1:2048 

N-ACETIL-D- 1:256 .l: 2048 1 :2048 

GLUCOSAMINA 

* Se reporta la máxima dilución capaz de producir aglutinación 
macroscópica después de 30 minutos a temperatura ambiente. 
** La concentración del azúcar en cada pozo fue de 100 µg. 

Los resultados obtenidos en este estudio, indican que la 

adición individual de los diferentes azacares que forman parte del 

oligosacárido especifico para la PHA, no inhibe la reacción de 

hemaglutinación y que es necesaria la forma compleja del azúcar 

para bloquear completamente el sitio de acción de la PHA. 

Asimismo, las actividades hernaglutinante y mitogénica y el 

método de purificación de la PHA a partir de extractos salinos de 

frijol (81), demuestran que éste oligosacárido está presente en la 

membrana de los glóbulos rojos, de los glóbulos blancos y en la 
tiroglobulina de diferentes especies animales. 
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3. EFECTO DE LA LECTINA SOBRE EL ESTADO GENERAL DE LAS RATAS. 

El efecto de la administración intragástrica de la lectina 

sobre el estado general de las ratas se determinó, con la ganancia 

o pérdida de peso diario y. con la determinación de la concentración 

en suero de las proteinas totales y de la albümina. 

En el cuadro J se muestra el cambio de peso promedio de las 

ratas en cada grupo, durante el tiempo de administración de los 
extractos crudo y cocido del frijol Bayo, y de las ratas que 

recibieron PBS. 

Los pesos promedio de cada grupo al inicio del estudio fueron 

similares. Las ratas a las cuales se les administró PBS por 

intubación gástrica (grupo testigo) aumentaron 1. 59 g/d1a a lo 

largo del estudio. En cambio, el grupo de ratas que recibió 

extracto cocido y el que recibió el extracto crudo del frijol Bayo, 

perdieron peso a lo largo del estudio y ésta pérdida fue 

dependiente del tiempo de administración. 

Los estudios previos (64, 74, 90) han demostrado que la 

incorporación de semillas crudas de leguminosas en dietas para 

ratas ocasiona la pérdida de peso en estos animales, en cambio 

cuando se incorporan semillas cocidas no se observa éste efecto. 

Dos posibles causas pueden explicar por qué en el presente 

estudio el grupo de ratas que recibieron el extracto cocido del 

frijol Bayo perdieron peso, casi en la misma magnitud que el grupo 

que recibió el extracto crudo. 

La primera es que las ratas hayan quedado muy lastimadas 

después de la administración intragástrica del extracto, lo cual 

hubiera provocado una disminución en el consumo del alimento. 
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CUADRO 3 

VARIACION DE PESO DE LAS RATAS ALIMENTADAS CON LOS EXTRACTOS 

COCIDO Y CRUDO DEL FRIJOL BAYO (x ± DE) . 

DIAS DE PESO PESO CAMBIO DE 

GRUPO ADMINIS- INICIAL FINAL PESO 

TRACION (g) (g) (g/d1a) 

TESTIGO 14 243.1±18.9 265.4±25.6ª +1.6±0.5 

3 285.3±24.9* 278. 7±24. Gb -2.2±0.2 

EXTRACTO 
2Gs.3±4s.e* 258.6±46.lc 7 -o.9±0.2 

COCIDO 14 258.9±50.9" 244. 5±52. 6d -1.0±0.1 

3 200. 0±10. s* 212 .1±13. oº -2.9±1.1 

EXTRACTO 
292. 7±28. 7* 219. 0±26. ot 7 -2.0±0.6 

CRUDO 14 281.0±23.1" 255.2±23.59 -1.8±0.4 

• no significativo (t-Student: ext. cocido vs testigo y 
ext. crudo vs ext. cocido). a, b, e, e y f: p<0.05. d: 
p<0.01. g: p<0.02. et-pareada). 

La otra explicaci6n es que la 1ectina no haya sido 
completamente destruida con el tratamiento térmico empleado para la 

cocci6n del extracto crudo del frijol Bayo. 

Aunque la segunda hipótesis es mas probable ya que esta. 

apoyada . por los resulta dos obtenidos en la prueba de 
hemaglutinaci6n, ser1a recomendable para estudios posteriores, 

ocupar grupos de ratas con alimentación pareada (pair-fed) para 

determinar si la pérdida de peso se debi6 a una disminución en el 

consumo de alimento o a los efectos generados por la lectina. El 

ensayo se realizaria de la siguiente forma: a un grupo de ratas se 

les administrar!a el extracto cocido del frijol Bayo y se 

registraria su consumo diario de alimento, y a otro grupo de ratas 
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no se les ad.ministraría el extracto cocido pero se les restringirla 
la cantidad de alimento de acuerdo al consumo del grupo anterior. 

Algunos estudios previos (42, 62, 74, 90) han demostrado que 

la disminución de peso en los animales alimentados con lactinas 

purificadas o con dietas que contienen semillas crudas de 
leguminosas se debe, en gran parte, a la interferencia inespecifica 
con la absorción de nutrimentos ocasionada por la lactina al unirse 
a las células epiteliales del intestino, aunque no debe descartarse 

un efecto conjunto con el inhibidor de tripsina. 

La disminución en la absorción de nutrimentos puede ser 

detectada indirectamente por métodos bioquímicos, tr~dicionalmente 

con la determinación de albümina en suero. 

El cuadro 4 muestra loa valores séricos promedio de albümina 
y de prote1nas totales de cada grupo de ratas. 

La concentración de proteínas totales y de albümina en los 

sueros del grupo que recibió el extracto crudo y del grupo que 

recibió el extracto cocido del frijol Bayo, no muestran diferencia 

con respecto a los valores de las ratas del grupo testigo. 

Probablemente, el corto periodo de experimentación fue un 
factor determinante por el cual no se encontraron diferencias en la 

concentraci6n de las prote1nas séricas, ya que el tiempo de vida 

media de la albQmina es de aproximadamente 3 semanas. 

Con el fin de poder detectar algQn cambio en la concentración 

de las proteínas sifiricas, serla recomendable en futuros 
experimentos, alargar el tiempo de exposición a la lactina o en su 
defecto, emplear otro indicador bioquimico cuya vida media sea 
menor, como por ejemplo prealbQmina o transferrina. 

49 



CUADRO 4 

CONCENTRACION DE ALBUMINA Y DE PROTEINAS TOTALES EN EL SUERO DE 

LAS RATAS ALIMENTADAS CON LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL BAYO 

OIAS DE PROTEINAS ALBUMINA 
GRUPO n ADMINIS- TOTALES p• 

TRACION (g/dl) (g/dl) 

TESTIGO 10 14 8.57 ± 0.99 4.23 ± 0.55 ns 

5 3 8.12 ± 0.81 3.88 ± 0.42 ns 
EXTRACTO 

5 7 8.10 ± 1.19 3.89 ± 0.40 ns 

COCIDO 5 14 B.64 ± 0.69 4.21 ± 0.26 ns 

5 3 7.98 ± o.so 3.92 ± 0.18 ns 
EXTRACTO 

5 7 7.91 ± 0.54 4.26 ± 0.17 ns 

CRUDO 5 14 8.16 ± o. 62 4.12 ± 0.27 ns 

* t-student. ns= no significativo. 

4. ANTICUERPOS ANTI-PHA EN SUERO. 

Los resultados obtenidos en la detección de anticuerpos 

anti-PHA de clase IgG e IgM en el suero de las ratas, se muestran 

en el cuadro 5. 

Con el suero de las ratas del grupo testigo, se obtuvo el 
11 fondo 11 del sistema para ambas clases de anticuerpos anti-PHA, IgG 

e IgM. Solo aquellos valores de absorbancia que fueron superiores 

al intervalo definido por el valor promedio de la absorbancia del 

suero de las ratas del grupo testigo, mAs una desviación estAndar 

(R ± 1 DE) fueron considerados como positivos, es decir, presencia 

de anticuerpos anti-PHA. 
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CUADRO 5 

ANTICUERPOS ESPECIFICOS ANTI-PHA EN EL SUERO DE RATAS ALIMENTADAS 

CON EXTRACTO SALINO DE FRIJOL 

DIAS DE ANTICUERPOS ANTI-PHA 

GRUPO n ADMINIS-

TRACION IgG (R ± DE) IgM (R ± DE) 

TESTIGO 10 14 0.209 ± 0.073 0.262 ± o. 041 

5 3 0.167 ± 0.056 0.273 ± 0.044 

EXTRACTO 
5 7 0.176 ± 0.078 0.276 ± 0.037 

COCIDO 5 14 0.206 ± 0.049 0.228 ± 0.046 

5 3 0.204 ± 0.043 0.337 ± Q.053 

EXTRACTO 
0.301· O.l.02 .. 5 7 0.891 ± 0.401 ± 

CRUDO 5 14 0.928 ± o. 062* 0.342 ± o.os6** 

Se reporta el valor promedio de absorbancia para cada 
grupo.• p < 0.001 (t-student). •• P <o.os (t-student). 

No se detectaron anticuerpos ~nti-PHA de ninguna de las dos 

clases, a lo largo del estudio, en 1as ratas que recibieron el 
extracto cocido del frijol Bayo. Como se puede observar en el 

cuadro 5 y en las figuras a y 9, el valor promedio de absorbancia 

para cada tiempo de administraci6n está dentro del intervalo del 

grupo testigo. 

Por el contrario, las ratas que recibieron el extracto crudo 

del frijol Bayo produjeron anticuerpos anti-PHA de clase IgG e IgM 

de manera tiempo-dependiente. 

La cinética de aparición de éstos anticuerpos fue la 
siguiente: para el caso de los anticuerpos anti-PHA de clase IgM, 
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éstos aparecieron al tercer d1a, alcanzaron su valor máximo en el 

d1a 7 y disminuyeron en el d1a 14 (figura 8). 

Para el caso de los anticuerpos anti-PHA de clase IgG, éstos 

aparecieron al d1a 7, manteniéndose hasta el d1a 14 (figura 9). 

La cinética de aparición de los anticuerpos anti-PHA en las 

ratas que recibieron el extracto crudo por intubación gá.strica (v1a 

oral), es similar a la que se ha reportado para el caso de 

proteinas que se administran por vla sistémica, es decir, una 

respuesta primaria caracterizada por la aparición de anticuerpos de 

clase IgM y una respuesta inmune secundaria, caracterizada por 

anticuerpos de clase IgG. 

e 
e 

"' ~ .,, 
ü 
z 
w 
ID 
a: o 0.5 
CJ) 
ID 
<( 

Anticuerpos anti-PHA de clase lgM 

EXTRACTO 

··/-~~~~ .. 

-:-
EXTRACTO / -¡­

COCIDO 
o~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~J 

o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

DIAS 

Figura 8. ANTICUERPOS ANTI-PHA DE CLASE IgM 

Promedio :!:: O.E. 
(control) 
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Figura 9, ANTICUERPOS ANTI-PHA DE CLASE IgG 

La administraci6n oral de un ant!geno generalmente ocasiona la 

aparición de anticuerpos de tipo IgAs a nivel mucoso e inhibe la 
aparición de respuestas inmunes a nivel sistémico, fenómeno 
conocido como Tolerancia oral (91). Sin embargo, existen evidencias 

(92) de que ciertas proteínas que tienen la propiedad de unirse a 

las células de la mucosa intestinal (por ejemplo, pilis bacterianos 

y algunas· lactinas) fueron capaces de inducir respuestas inmunes 
tanto a nivel mucoso como a nivel sist~mico. Dicha respuesta fue de 
la misma magnitud a la obtenida cuando las mismas proteínas fueron 
administradas por v1a intramuscular. 

Los resultados del presente estudio demuestran que la 
administración oral de extracto crudo del frijol Bayo a ratas 
generó una respuesta inmune humoral a nivel sistémico, especifico 
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para la PHA lo cual sugiere, a su vez, que la lectina de alguna 

forma atravesó la barrera epitelial y entró al torrente sangu!neo. 

Existen dos posibles v!as a través de las cuales la lectina 

pudo entrar a circulación sangu!nea. 

La primera es a través de la célula M de las placas de Peyer 

ya que como se mencionó en los antecedentes es la v1a más común a 

través de la cual los ant1genos logran cruzar la barrera epitelial 

del intestino. Sin embargo, esto no se comprobó en el presente 
estudio debido a las limitaciones de resolución de la microscopia 

Optica. 

otra posible via de entrada de la lectina a torrente sanguíneo 

pudo ser a través de las células epiteliales de las vellosidades 

intestinales. 

Como ya se mencionó, el sistema inmune mucoso previene la 

entrada de antigenos potencialmente nocivos a la circulación v!a la 

mucosa (exclusión inmune y barrera epitelial) evitando que el 

sistema inmune sistémico se exponga a una inapropiada carga 

antigénica (93). 

La unión de la lactina a las células epiteliales ocasiona 

alteraciones en la membrana de las microvellosidades y alteraciones 

en la permeabilidad vascular de la mucosa (73, 75, 94). Estas 

alteraciones pueden haber facilitado la entrada de la lactina a 

circulación sanguínea. 

Pusztai y col. (95) demostraron en ratas que la PHA es 

transportada por las células epiteliales a torrente sangu1neo. 

Ellos detectaron más del 10% de una dosis intragástrica de PHA en 

la sangre y en órganos periféricos tres horas después de la 

administración. 
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Por otro lado, la ausencia de anticuerpos espec1ficos contra 
la PHA en el suero de las ratas a las que se les administr6 
extracto salino.cocido de frijol, indica que el método de cocción 
utilizado destruyó efectivamente la antigenicidad de la lectina. 

La inducci6n de la respuesta inmune sistémica contra la 
lectina debe ser a través de la activación de macr6fagos y 
linfocitos a nivel de la placa de Peyer los cuales migran a otros 
sitios mucosos y a órganos como el bazo independientemente de que 

la PHA sea un mit6geno para linfocitos T (14,17,20). 

5. MORFOLOGIA INTESTINAL. 
La morfologia del intestino del grupo de ratas que recibieron 

el PBS por 14 dias (grupo testigo), se muestra en la figura 10. 

En las figuras 11 y 12 se muestra la morfologia del intestino 
de las ratas que recibieron el extracto cocido y crudo del frijol 
Bayo, respectivamente. 

No se observó ninguna alteraci~n en la corfologia intestinal 
de las ratas que recibieron extracto salino cocido, ni en las que 

recibieron extracto salino crudo (figuras 11 y 12). En general, la 
forma y el tamafto de las vellosidades, asi como de las criptas fue 
idéntica al grupo testigo y no se observ6 infiltración celular en 

la lámina propia. 

La Qnica alteraci6n morfológica que pudo detectarse en el 
intestino de las ratas que recibieron extracto salino crudo, fue la 
ausencia de las microvellosidades en porciones del tercio superior 
de a1gunas vellosidades. Cabe destacar que ésta alteración 
ünicamente se observó en la región proxioal del intestino 

(duodeno). 
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Figura 10. PORCION PROXIMAL DE INTESTINO DELGADO 
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO PBS POR 
INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 DIAS (GRUPO TESTIGO). 
TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (lOOX). LI: LUZ INTESTINAL. 
V: VELLOSIDAD INTESTINAL. C: CRIPTA. 
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Figura 11. PORCION PROXIMAL DE INTESTINO DELGADO 
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO 
COCIDO DEL FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 
DIAS. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (200X). LI: LUZ 
INTESTINAL. V: VELLOSIDAD INTESTINAL. C: CRIPTA. 
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Figura 12. PORCION PROXIMAL DE INTESTINO DELGADO 
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO 
CRUDO DEL FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 
DIAS. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (100X). LI: LUZ 
INTESTINAL. V: VELLOSIDAD INTESTINAL. C: CRIPTA. 
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En un estudio previo (74) se demostró que el grado y extensión 
en la alteración morfológica producido por las lectinas depende de 

la cantidad y de la frecuencia con que se administran ~atas. 

prote1nas. 

Se ha reportado (74) un acortamiento significativo de las 

vellosidades del intestino delgado en ratas alimentadas con dietas 

que contentan desde 0.25% de la lectina en la dieta. 

En éste estudio, la cantidad de la lectina que se administró 

a las ratas, fue de aproximadamente 0.15 mg, que corresponde al 3% 

del total de protelna administrada (5 mg/ml), el cual es 

significativamente menor que la cantidad de lactina empleada en los 

otros estudios (74). Quizá por esto, no se detectó ninguna 

alteración en la morfolog1a del intestino, o a que la microscopia 

óptica no permite una buena resolución de los daftos reportados en 

otros estudios. 

6. LOCALIZACION DE LA LECTINA EN EL INTESTINO. 

La localización de la lectina (PHA) a lo largo del intestino 

delgado de las ratas que recibieron los extractos cocido y crudo 

del frijol Bayo, comprendió los siguientes aspectos: 

- Sitio: se refiere a la región del intestino donae se unió la 

lectina, es decir, el duodeno, el yeyuno y/o el 1leon. 

- Distribución: se refiere a el patrón de unión de la lectina 

en la (s) vellosidad (es) intestinal (es), es decir, si 

comprend1a a la vellosidad completa incluyendo la región de la 

cripta, la mitad superior o inferior de la vellosidad, el 

epitelio y/o la lámina propia de la vellosidad, etc. 

- Intensidad: se refiere a la cantidad de lectina unida al 

intestino, con base en la intensidad de la tinci6n con 

inmunoperoxidasa, la cual se determinó de acuerdo con la 

siguiente escala: fuerte (+++), moderada (++), débil (+) y 

ausente (-). 
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La tinci6n con inmunoperoxidasa de los cortes de intestino 
delgado (duodeno) de las ratas del grupo testigo, del grupo que 
recibi6 el extracto cocido y del grupo que recibi6 el extracto 
crudo del frijol 'sayo, se muestra en las figuras 13, 14 y 15 
respectivamente. 

No se detect6 a la lactina en ninguna de las muestras de 

intestino delgado en el grupo de ratas a las que se les administr6 
el extracto cocido del frijol Bayo (figura 14), lo cual sugiere que 
la lectina fué destruida totalmente por el proceso de cocción. Sin 
embargo, los resultados de la actividad hemaglutinante del extracto 
cocido difieren de esta observación, ya que después del tratamiento 
térmico, fue posible detectar dicha actividad con un titulo de 1:4 
(cuadro 1). 

La aparente contradicción en estos resultados puede sugerir 
que la antigenicidad y la actividad hemaglutinante de la lectina 
residen en sitios (subunidades) diferentes de la molécula, y que su 
resistencia a la inactivaci6n por calor, también es diferente. 

En un estudio previo (69) la. cocción en autoclave por 15 
minutos, fue suficiente para destruir la actividad mitogénica de l.a 
PH.A as1 como la inducción de la sintesis de inmunog1obulinas in 

vitro, pero no tuvo ningún efecto sobre la actividad 
hemaglutinante, lo cual se explicó con base en la resistencia de 
las subunidades, al tratamiento térmico. 

otra· posible explicación es que la cantidad de lactina 
residual en el extracto cocido del frijol Bayo, no fue suficiente 
para ser detectada por el m~todo de detección utilizado 

(inmunoperoxidasa). 

El cuadro 6 resume el patrón de unión de la lectina en las 

muestras de intestino delgado del grupo de ratas que recibieron el 
extracto crudo del frijol. 
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Figura 13. PORCION PROXIMAL 
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS 
INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 
TINCION INMUNOPEROXIDASA (400X). 
VELLOSIDAD INTESTINAL. 

DE INTESTINO DELGADO 
QUE RECIBIO PBS POR 
DIAS (GRUPO TESTIGO). 
LI: LUZ INTESTINAL. V: 
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Figura 14. PORCION PROXIMAL, DE INTESTINO DELGADO 
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO 
COCIDO DEL FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 
DIAS. TINCION INMUNOPEROXIDASA (400X). LI: LUZ 
INTESTINAL. V: VELLOSIDAD INTESTINAL. 

62 



Figura 15. PORCION PROXIMAL DE INTESTINO DELGADO 
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO 
CRUDO DEL FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 3 
DIAS. TINCION INMUNOPEROXIDASA (530X). LAS FLECHAS 
INDICAN LOS SITIOS DONDE SE UNIO LA LECTINA. LI: LUZ 
INTESTINAL. LP: LAMINA PROPIA. E: EPITELIO. 
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CUADRO 6 

LOCALIZACION DE LA LECTINA (PHA) EN EL INTESTINO DELGADO DE RATAS 

ALIMENTADAS CON EL EXTRACTO CRUDO DEL FRIJOL BAYO 

GRUPO REGION PROXIMAL REGION MEDIAL REGION DISTAL 

(DUODENO) (YEYUNO) (ILEON) 

2 HORAS +++ - -
1 DIA - - -

3 DIAS ++ - -
7 DIAS ++ - -

14 DIAS + - -

Intensidad de la tinci6n: fuerte (+++), moderada (++), 
débil (+) y ausente (-). 

La tinci6n se 1imit6 a la superficie externa de la membrana de 

las células epiteliales situadas en los dos tercios superiores de 

las vellosidades, únicamente en la regi6ri proximal del intestino 

delgado (duodeno) (figura 15). 

No se detectó tinci6n en las células de las criptas de 

Lieberkilhn lo que sugiere que el receptor de la PHA se encuentra 

presente únicamente en las células epiteliales maduras, como ha 

sido indicado en estudios previos (64, 90, 96). 

Tampoco se detectó la presencia de la PHA en las regiones 
medial (yeyuno) (figura 16) y distal (ileon) del intestino delgado 

lo que significa que el sitio de acci6n de la lectina depende de la 

presencia de un oligosacárido que se encuentra únicamente en la 

región proximal del tracto intestinal. 
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Figura 16. PORCION MEDIAL DE INTESTINO DELGADO (YEYUNO) 
DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBID EL EXTRACTO CRUDO DEL 
FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 3 DIAS. 
TINCION INMUNOPEROXIDASA (200X). LI: LUZ INTESTINAL. V: 
VELLOSIDAD INTESTINAL. C: CRIPTA. 
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Estos resultados coinciden con otros reportados previamente 

(74) donde se observó uni6n de la PHA tlnicamente a nivel de 

duodeno. Sin embargo, existe una pequena contradicción con otros 

estudios (96) donde reportan uni6n de la lectina también a nivel 

del yeyuno. 

Estas contradicciones entre loa resultados de los diferentes 
trabajos pueden ser debido a los diferentes sitios donde se tom6 la 
muestra de yeyuno. Mientras que para tomar muestras de duodeno 

existe cierto control ya que siempre se toma alrededor de los 
primeros 3 cm después de la válvula pilórica, para tomar muestras 

de yeyuno no existe control ya que el yeyuno no tiene limites bien 

detinidos y además su longitud es mayor. 

La cantidad de lactina unida al intestino delgado (intensidad 

de la tinci6n), vari6 con el tiempo de administraci6n. La 
intensidad de la tinci6n fué mayor en el intestino de las ratas a 

las que se les administró el extracto crudo durante tres d1as 

(figura 15), y ésta fué menor a los 14 d1as (figura 17). Estos 

resultados sugieren que la expos1ci6n cr6nica a la lactina produce 

un aumento en la exfoliaciOn celular, por lo que éstas células 

deben ser reemplazadas a partir de las criptas de LieberkUhn. 

Esto se ha explicado por un aumento en la tasa mitoglmica de 

la cripta (con el consiquiente aumento en l.a s1ntesis de ADN y ARN) 

y al aumento en la velocidad con la que éstas células migran hacia 

la porción de la vellosidad que ha sido da~ada. A pesar de que el 

na.mero de células epiteliales se mantiene, 

estas células pueden presentar formas 

se ha propuesto que 

inmaduras de sus 

9licoproteinas de membrana, debido a que la velocidad con la que 

migran no permite una glicosilaci6n correcta de sus proteinas. Con 

base en ésto, se puede explicar la disminución observada en la 

intensidad de la tinci6n con inmunoperoxidasa. 

66 



Figura 17. PORCION PROXIMAL DE INTESTINO DELGADO 
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO 
CRUDO DEL FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 
DIAS. TINCION INMUNOPEROXIDASA (200X). LAS FLECHAS 
INDICAN LOS SITIOS DONDE SE UNIO LA LECTINA. LI: LUZ 
INTESTINAL. V: VELLOSIDAD INTESTINAL. 
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Se ha demostrado (90, 97), que después de la administración de 

la lectina y en ausencia de una nueva exposición la PHA se 
encuentra unida en las microvellosidades del duodeno en tan solo l. 

hora y en las del yeyuno en los siguientes JO minutos. Asimismo, la 
histolog1a del epitelio danado retornaba a la normalidad entre 10 

y 20 horas después de la administración, lo cual también fue 

explicado por la migración celular que reemplaza a las células 

dafiadas por la lactina. 

Sin embargo, la reparación de las microvellosidades también ha 

sido explicada con base en procesos intr1nsecos de reparación y no 
al reemplazo de las células danadas (97), por lo que las 
microvellosidades potencialmente pueden ser dañadas y reparadas 

repetidamente después de la administración de las lectinas. 

Con objeto de determinar si el patrón de unión de la PHA 

administrada en forma aguda era similar al encontrado por su 

administración crónica, se realizó un experimento adicional, en el 
cual un grupo de ratas que recibió una dosis ünica del extracto 
crudo del frijol Bayo se sacrificaron a las 2 y 24 horas 
siguientes. 

La tinci6n con inmunoperoxidasa de los cortes de intestino de 

las ratas a las 2 horas, mostró un patrón de tinción idéntico al 

observado en los grupos de ratas que recibieron la administraci6n 

crónica del extracto durante 3, 7 y 14 d1as. La tinción se limitó 
a la membrana externa de las células epiteliales situadas en los 
dos tercios superiores de todas las vellosidades, Onicamente en el 

duodeno. 

En cuanto a la intensidad de la tinción, ésta fue más fuerte 

en el grupo de ratas de 2 horas que en los grupos de 3, 7 y 14 
d1as. 
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Estos resultados indican que el patrón de unión de la lectina 

es el mismo independientemente de la cantidad y frecuencia con que 

se administre, solo varia la intensidad de la tinción. 

Por el otro lado, a las 24 horas no se encontró lectina unida 
en ninguna región del intestino. Es.to parece indicar que la 
velocidad con las que son reparadas las microvellosidades es debida 

a la eliminación y reemplazo de las glicoproteinas presentes en su 

superficie y no al reemplazo de las células completas. 

No hay que olvidar que aunque la lectina solo se une en la 
región proximal del intestino (duodeno), también debe encontrarse 

libre a nivel de yeyuno y de 1leon. Una forma de comprobarlo seria 
aislando diferentes porciones del intestino delgado y recuperar su 

contenido para identificar a la PHA. Esto se ha hecho 

indirectamente al recuperar a la lectina en las heces de animales 

alimentados con ella (62). 
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VI. CONCLUSIONES 

De las pruebas realizadas en el presente estudio se puede 

concluir lo siguiente: 

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE. 

- De acuerdo con la clasificaci6n de .Jaffé (42) de las 

lectinas de las semillas del género Phaseolus respecto a su 

actividad hemaglutinante, la lectina presente en el extracto salino 

crudo del frijol Bayo pertenece al grupo de las Panaglutininas o 

lactinas inespecificas, ya que mostró actividad hemaglutinante 

sobre todos los eritrocitos humanos de los diferentes grupos 

sangu1neos (A, B y O) y sobre los eritrocitos de conejo y de vaca. 

- En cuanto a la clasificación hecha por Jaffé y Brilcher (62) 

respecto a la actividad hemaglutinante de las Panaglutininas sobre 

eritrocitos de conejo y eritrocitos de vaca previamente tratados 

con tripsina y su correlación con la toxicidad de las lectinas, la 

lectina del frijol Bayo pertenece al grupo A o lectinas tóxicas ya 

que reaccionó con eritrocitos de conejo y ?º" eritrocitos de vaca 

tripsinizados. 

- El tratamiento térmico empleado (autoclave, l.21.ªC, 30 

minutos y 15 lb/in2) redujo significativamente (casi 600 veces) la 

actividad hemaglutinante de la lectina contenida en el extracto 

crudo del frijol Bayo. 

- En forma individual, ninguno de los azücares probados fue 

capaz de inhibir la actividad hemaglutinante del extracto crudo del 

frijol Bayo aún siendo constituyentes del oligosacárido especifico 

de la PHA. 

EFECTO DE LA LECTINA SOBRE EL ESTADO GENERAL DE LAS RATAS. 

- La administración oral del extracto salino crudo de frijol 

ocasion6 una rápida pérdida de peso en las ratas. Este efecto 
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tambili:n se observ6 en las ratas a las cuales se les administ;r6 

extracto salino cocido de frijol lo cual indica que el tratamiento 

térmico utilizado en la cocción no ful! suficiente para destruir. 

totalmente a la lactina; lo que explica la actividad hemaglutinante 

en el extracto cocido. 

- A pesar de la pérdida de peso, no hubo cambios en los 

valores de prote!nas totales y de albúmina en suero debido a que 
li:stos parámetros son regulados por mecanismos homeostáticos. 

También se debe al corto tiempo de duración del estudio, el cual no 

permite observar cambios en la concentración plasmática de estas 

prote!nas. 

ANTICUERPOS ANTI-PllA EN SUERO. 

- La administración oral del extracto crudo del frijol Bayo 

generó una respuesta inmune humoral a nivel sistémico (anticuerpos 

anti-PHA de clase IgG e IgM), lo que indica que la lectina es capaz 

de estimular la respuesta inmune sistémica. La cinética de 

aparición de ambas clases de anticuerpos fue dependiente del tiempo 

de administración. 

- No se detectaron anticuerpos anti-PHA en los sueros de las 

ratas que recibieron el extracto cocido del frijol Bayo indicando 

que el tratamiento térmico empleado destruyó la antigenicidad de la 

lectina, o bien, que la cantidad de lectina restante en el extracto 

cocido no fue suficiente para inducir una respuesta inmune. 

ESTUDIO MORFOLOGICO. 

- A nivel de microscopia óptica no se detectaron cambios 

morfológicos en las muestras de intestino delgado de las ratas a 

las que se les administró extracto crudo y extracto cocido del 

frijol Bayo con respecto a las ratas testigo. 
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LOCALIZACION DE LA LECTINA EN EL INTESTINO. 
- No se detectó la presencia de lectina en las muestras de 

intestino delgado de las ratas que recibieron el extracto cocido 

del frijol Bayo. 

- En el intestino delgado de las ratas que recibieron el 

extracto crudo del frijol, la unión de la lectina se limitó a la 

superficie externa de la membrana de las células epiteliales 

situadas en los dos tercios superiores de las vellosidades, 
únicamente en la región proximal del intestino delgado (duodeno). 

Estos resultados sugieren que el oligosacárido especifico de la PHA 

no está presente en el yeyuno ni en el 1leon, as1 como en las 

células de las criptas de LieberkUhn. 

- La intensidad de la tinción disminuyó conforme se alargó el 

tiempo de exposición a la lectina, indicando que la velocidad con 

que son reemplazadas las células da~adas es mayor a la velocidad 

con la que migran las células de la cripta normalmente lo que 

impide la completa maduración de éstas células. 

Por último y con base en los resultados obtenidos se puede 

afirmar que la administración oral del extracto salino crudo del 

frijol Bayo a ratas ocasiona pérdida de peso debido a la unión de 

la lectina a las microvellosidades intestinales lo que provoca una 

interferencia inespec1fica con la absorción de nutrimentos. 

Asimismo, la unión de la lectina a las microvellosidades 

intestinales debe ocasionar una desorganización de la membrana de 

las células epiteliales lo cual puede facilitar la entrada de la 

lectina a la circulación sangu1nea e inducir una respuesta inmune 

a nivel sistémico. 
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l\llBXO 1 

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES. 
(Método de Lowry) 

FUNDAMENTO. 
La determinación de proteínas totales por el método de Lowry 

se fundamenta en la reacción de las protelnas con el reactivo de 

fenol de Folin-Ciocalteau. El color que se forma es debido a la 

reacción del cobre alcalino con la protelna, tal como sucede en el 
método de Biuret, y la reducción de fosfomolibdato y fosfotungstato 

a azul de molibdeno y a azul de tungsteno respectivamente, por la 

tirosina y el triptofano presentes en la proteina (82). 

REACTIVOS. 
A. Na2C03 al 2% en NaOH O.lN. 
B. cuso4 .5H20 al o.5% en tartrato de sodio y potasio al 1%. 

e: Solución de cobre alcalino: 50 ml del reactivo A y 1 ml del 

reactivo B (se prepara el mismo dla que se va a usar). 
o. Reactivo de Folin lN (Sigma Chemical 'company) . 

E. Solución estándar: se preparan estándares de Albúmina sérica 

Bovina (SIGMA, Chern. Corn.) en NaOH o.1N a concentraciones de 

4, 2, 1 y 0.5 mg/ml. 

METODO. 
Se colocan 20 µl de muestra en un tubo de ensaye, se afiaden 

200 µl de agua destilada y 1.0 ml de la solución de cobre alcalino. 

Se agita en vortex y se deja reaccionar 10 minutos a temperatura 

ambiente. Se añaden 100 µl del reactivo de Folin, se agita, se deja 

reaccionar JO minutos y se lee la absorbancia a 660 nm en un 

espectrofotómetro. 
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ANEXO 2 

ADMINISTRACION INTRAGASTRICA 

Para realizar la administración intragástrica de los extractos 

salinos de frijol a las ratas, se utilizó una cánula de cobre 

niquelada con "punta de globo" (Ferrill & Moreland) la cual se 

adaptó a una jeringa (Figura). 

La administración se realiza de la siguiente forma (83): se 

toma con una mano a la rata, aproximadamente a la altura del torax 

con los dedos Indice y medio a cada lado de la cabeza para impedir 

que pueda voltear y morder, y se sostiene firmemente pero sin 

apretar para evitar que la rata reaccione con agresividad (Figura). 

Una vez sujeto el animal, la cánula se introduce por la boca 

girando levemente y moviendo sobre la lengua hasta llegar al 

esófago (Figura) donde es expulsado el liquido de la jeringa. 

La inserción de la cánula en el esófago debe realizarse con 

cuidado y de manera correcta para evitar la infusión accidental del 

liquido en la tráquea. 
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ANBXO 3 

PUNCION CARDIACA 

Para realizar la punción cardiaca, la rata anestesiada se 
coloca en posición decíibito dorsal y se palpa el latido del corazón 

con los dedos pulgar e indice en la regi6n de la 4a. a la 6a. 

costillas. 

Una vez palpado el corazón se introduce la aguja de la jeringa 

a través de la pared torácica en un ángulo aproximadamente de 45° 

al eje horizontal del cuerpo de la rata (Figura) (83). El extremo 

de la aguja llega a transmitir el palpitar del corazón. 

Idealmente, la pared del ventriculo izquierdo es penetrado 

usando éste método, y la fuerte pulsación puede producir el flujo 
sanguineo a la jeringa. 
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ANEXO 4 

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES SERICAS 

(Método de Biuret) 

FUNDAMENTO. 

Este método se fundamenta en el color azu1 violeta producido 

al reaccionar el reactivo alcalino de cobre con las prote1nas (84). 

El color es debido a la formación del siguiente complejo: 

REACTIVOS. 

A. Diluyente de Biuret: KI 0.5% (p/v) en NaOH o.2SN. 

B. is.o g 

tartrato de sodio y potasio 45.o g 
Diluyente de Biuret c. b. p. 1000 ml 

c. Biuret de trabajo: Reactivo de biuret diluido 1:2 con 
diluyente de biuret. 

SOLUCION ESTANCAR. 

Se preparan soluciones de Albümina Sérica Bovina (SIGMA Chem. 
Com.) a las concentraciones de 10, a, 6, 4, y 2 g/dl en SSI (NaCl 

0.09%) 
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METODO. 
se colocan 20 µl de muestra en un tubo de ensaye y se agregan 

2.0 ml del reactivo de biuret diluido 1:2. Se agita perfectamente 

y se deja reaccion~r 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente 

se lee la absorbancia a 550 run en un espectrofot6metro. 
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FUNDAMENTO. 

l\NBXO 5 

DETERMINACION DE ALBUMINA SERICA 

(Verde de Bromocresol) 

La determinación de albfunina en suero por el método de enlace 
a colorantes se fundamenta en la unión de la albúmina a colorantes 
ftaleinicos como el verde de bromocresol produciendo un color cuya 

intensidad es proporcional a la concentración de albümina presente 
(85). 

REACTIVOS. 

NaOH 10% 

Verde de Bromocresol 

Acido láctico 

Tween 20 

Agua destilada 

26 ml 

soo mg 
JO ml 
10 ml 
lOOO ml 

*Antes de aforar, se ajusta el pH a 4. o .con NaOH 10%. Queda una 

solución concentrada sx. 

SOLUCION ESTANCAR. 

se preparan soluciones de Albúmina Sérica Bovina (SIGMA Chem. 
Com.) a las concentraciones de 2, J, 4, 5 y 6 g/dl en ssr. 

METODO. 

Se colocan 20 µl de muestra (suero, plasma o estándar) en un 

tubo de ensaye y se agregan s.o ml del reactivo (diluido 1:5 con 

agua destilada), se agita y se lee la absorbancia a 630 nm en un 

espectrofot6metroe 
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SISTEMA ELISA IND= 

Ll 
LAVADO 

w 
LAVADO 

lli 
LAVADO 

l\DSORCION DEL Am'IGENO 

A LA FASE SOLIDA 

ADICION DEL SUERO PROBLEMA 

(EL l\NrIOJERPO ESPEX:IFICO SE 

UNE AL !\NrIGENO) 

ADICION DE LW. !\NrI-INMUNOGLOBULINA 

CONJUGADA CON ENZIMA 

ADICION DEL SUSTRl\TO 

IA INl'ENSIDl\D DEL COIDR ES PROPORCIONAL 11 Ll\ 

CXJNCENI'RACIOO DEL !\NrICUERPO. 

86 



ANEXO 7 

PREPARACION DE REACTIVOS 
(Detección de anticuerpos anti-PHA) 

1.- Lectina de Phaseolus vulgarls, fracción eritroaglutinante 
(PHA-E) (Sigma Chemical Co.). 

2.- Amortiguador de recubrimiento (Carbonato-Bicarbonato, o.lM, 
pH~9.6). 

1.59 9 

2.93 9 

*NaN3 0.20 9 

Aqua destilada c.b.p. 1000 ml 

Estable por dos semanas a temperatura ambiente. 
* La azida de sodio se omite cuando se utiliza peroxidasa como 

enzima. 
3.- Amortiguador de fosfatos salinos con.Tween 20 (Polioxietilen 

sorbitan monolaurato) {PBS-Tween, o.1M, pff=7.2). 

NaCl a.o g 

Na2HP04. 12H20 2.9 g 

KH2Po4 0.2 g 

KCl 0.2 g 

*NaN3 0.2 g 

Tween 20 o.s ml 

Agua destilada c.p.b. 1000 ml 

* La azida de sodio se omite cuando se utiliza peroxidasa como 

enzima. 
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4.- Amortiguador de recubrimiento-alblímina libre de r-globulinas 

al o.2t (Carbonatos-ASB al 0.2\). 

AlbG.mina Sérica Bovina 

libre de r-giobulinas 

(Sigma Chemical Company) 0.2 g 

Amortiquador de recubrimiento 100 ml 

5.- Conjugados. 

- Suero de cabra, anti-IgG (T) de rata, conjugado con 
peroxidasa .. {Peroxidase labeled. Affinity purified antibody to 
rat IgG (T) goat) (KIRKEGAARD & PERRY LABORATORIES, INC. 

(kpl)). 

- Suero de cabra, anti-J:gM (µ) de rata, conjugado con 

peroxidasa. (Peroxidase labeled. Affinity purified antihody to 

rat IgM (µ) goat) (KIRKEGAARD & PERRY LABORATORIES, INC. 

(kpl)). 

6.- Sustrato. 
Amortiguador fosfato-citrato (pH=5.0): 

Acido c!trico 0.1 M 24.3 ml 

Na2HP04 0.2 M 25.7 ml 

Agua destilada c.b.p. so.o ml 

Disolver 40 mg de o-fenilendiamina (OPD, Sigllla Chem. co.){*) 
en 100 ml de amortiguador fosfato-citrato y agregar 40 µl de 

H 2o2 al 30\. 
La soluci6n sustrato o-fenilendiamina es sensib1e a la luz y 
debe prepararse justo antes de usarse. 

•Tener precaución al pesarla ya que es un carcin6geno que 

puede ser absorbido por la piel. 

7 • - Fase a6lida. 
Se utilizan placas de poliestireno de 96 pozos con fondo 

plano, NUNC-F (Dinamarca). 
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ANEXO B 

PREPARACION DE REACTIVOS 

(Técnicas de Tinci6n Histológicas) 

l.- PBS, 0.1 M, pH=7.4 

2.- Eter 

3.- Formol al 10% en amortiguador salino de fosfatos 

4.- Etanol al 70%, 80%, 96% y 100% 

5.- Xilol 

6.- Parafina histológica (Laboratorios del R1o, S.A., Méx.) 

7.- Albúmina de Mayer: 
Clara de huevo fresco 

Glicerina 

so.o ml 

so.o ml 
Mezclar bi~n y filtrar a través de gasa gruesa (a 55ºC). 

Agregar un cristal de fenal o de timol como conservador. 

Diluir al 20% para su uso. 

8.- Hematoxilina, fórmula de Delafield (Sigma de México, S.A.). 

9.- Eosina. 
Solución madre (eosina alc6holica): 

Eosina Y o amarilla 1.0 g 

Eosina B o azulada 1.0 g 

Etanol absoluto 100 ml 
Solución de trabajo: 

Eosina alc6holica 

Agua destilada 

10.- Acetona Q.P. 

11.- Soluci6n Metanol-H20 2 
Metanol 50 ml 

H2o2 1 ml 

300 ml 

12.- suero de conejo anti-lectina de Phaseolus vulgaris (anti-PHA 

fracción eritroaglutinante) (Anti-Phaseolus vulgaris lectin. 

Antibody developed in rabitt) (Sigma Chemical Company) 
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13. - Suero da cabra anti-I9G, especifico para cadenas H y L de 
conejo, conjugado con peroxidasa (Peroxidase labeled. Affinity 
purifiec! antiboc!y to rabitt IgG (H+L) goat) (KIRJ<EGAARD & 

PERRY LABORATORIES, INC. (kpl)) 
14.-Soluci6n sustrato-revelador. 

3.3'-c!iaminobenzic!ina (Sigma chem. co.) 1.0 mg 
Buffer Tris-HCl 0.2 H, pH~7.6 

H20 2 al 30% 

15.- Resina 

2.0 ml 

2.0 i<l 
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ANEXO 9 

PROCESAMIENTO DE TEJIDOS 

(Microscopia optica) 

FIJACION DE LOS TEJIDOS. 

Las muestras se colocan en una solución de formol al 10% en 

PBS durante 24 horas para preservar su estructura y fijar sus 

ant1genos sin destruir su antigenicidad. 

Transcurridas las 24 horas las muestras se lavan con agua 

corriente para eliminar el formol. 

DESHIDRATACION Y CL.ARIFICACION DE LOS TEJIDOS. 

La deshidratación de los tejidos se realiza transfiriéndolos 

a recipientes con etanol al 70%, 80%, 96% y 100% en orden creciente 

de concentraci6n, dejándolos 1 hora en cada uno. 

Después del t.1ltimo baflo en etanol al 100% las muestras se 

transfieren a xilol dejándolas 2 horas para su clarificación. 

INCLUSION EN BLOQUES DE PARAFINA. 

Las muestras clarificadas son transferidas a un recipiente con 

parafina histológica fundida a 60°C e incubadas a la misma 

temperatura durante 2 horas para su impregnación, después de 1o 

cual se forman los bloques y se dejan solidificar. 

CORTES DE TEJIDO. 
Se realizan cortes transversales de 7 µ de grosor utilizando 

un microtomo. 

Los cortes son montados sobre portaobjetos cubiertos con 

albümina de Mayer y puestos en una parrilla de calentamiento hasta 

la fusión de la parafina, para fijar la muestra al portaobjeto. 
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