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I. ANTECEDENTES

1. MECANISMOS DE DEFENSA INESPECIFICOS ASOCIADOS AL INTESTINO.

La mucosa del intestino delgado se encuentra expuesta a un
constante desafio de antigenos extrafios los cuales son ingeridos
junto con los alimentos (productos de hidrélisis 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 lamina propia intestinal del desafio de esos
antigenos. El HCl secretado por el estémago, las enzimas digestivas
en el tracto gastrointestinal, la cubierta mucosa y la barrera
intestinal, son algunos de los mecanismos naturales que contribuyen
en la proteccién del organismo.

1.1 Jugo Gastrico.

Los principales constituyentes de la secrecién exé6crina de las
glandulas gastricas son &cido cleorhidrico, pepsinégenos de los
cuales al menos siete variedades han sido identificadas en el jugo
gdstrico humano y el moco.

El jugo gastrico del estémago protege al intestino delgado de
la invasién y de 1la posterior colonizacién de microorganismos
patdgenos ingeridos junto con los alimentos. Junto con esto, la
hidrélisis de las proteinas de los alimentos por las pepsinas
contribuyen a disminuir su potencial antigenicidad (1).

1.2 Secrecién 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 mucoseo soluble mezclado
con juge luminal que descansa sobre el gel. Ambos, el gel adherente
Y el moco soluble estan compuestos de glicoproteinas mucosas
(mucinas) que confieren a la secrecién sus propiedades viscosas.
Las mucinas son secretadas hacia el del tracto gastrointestinal
por las células caliciformes (2).



Las células caliciformes proporcionan protecci6n inmediata
para la mucosa contra sustancias nocivas que llegan al lumen. De
esta forma, las bacterias que colonizan el tracto gastrointestinal
y-que han resistido al pH Acido del estémago son embebidas en el
gel mucoso y separadas fisicamente de la mucosa, limitando su
potencial de causar dafio tisular. Asimismo, el gel mucoso es
pPermeable a solutos de bajo peso molecular, perc no a grandes
macromoléculas, tales como proteinas (3).

El gel adherente, junto con el moco viscoso, también protegen
al epitelio del posible dafioc mecdnico generado por la fuerza motil
y paso del alimento, asi como de la acci6bn de la pepsina (2, 3).

1.3 Barrera Epitelial.

Las principales funciones del epitelio intestinal es la de
actuar como una barrera mecinica que, por un lado, impida 1la
pérdida de metabolitos, iones y agua, asi como limitar el ingreso
de sustancias y microorganismos al organismo.

El epitelio proporciona un forro continuo al tracto
gastrointestinal, en el cual las cé&lulas estan unidas en.regiones
especializadas de la membrana celular llamado complejo de unién,
generalmente localizado en el extremo apical de la célula y que
consta de tres elementos estructurales : 1) la "zona de ocludencia"
o "unién estrecha”, donde las membranas de las células adyacentes
parecen fusionarse (la unién es tan estrecha gue las moléculas
grandes son incapaces de pasar entre ellas), 2) la "zona de
adherencia®” o ™"unién intermedia®™ que tiene un papel mec&nico en
unir a las células adyacentes y, 3) las "m&culas de adherencia” o
"desmosomas® estructuras en forma de discos que proporciona una
fuerte unién mec&nica entre células vecinas (4).

El complejo de unién es de gran importancia ya que proporciona
un sello hermético que evita el ingreso de moléculas o
microorganismos al interior del organismo.



2. SISTEMA INMUNE INTESTINAL.

Como se menciond anteriormente, el tracto gastrointestinal
interacciona con gran cantidad de sustancias extrafias al organismo.
(antigenos dietarios, bacterianos y toxinas) y que a través de
mecanismos naturales inespecificos limita la accién de estos. Sin
embargo, en ocasiones estas sustancias pueden evadir estos
mecanismos por lo que es necesario un sistema de defensa més
eficiente para lograr su eliminacién. El1 sistema inmune del
organismo es una mejor defensa en la prevencién de que los
antigenos crucen la mucosa Yy en la proteccién contra los efectos
nocivos de los antigenos cuando ya han penetrado. Dicha respuesta
debe ser eficaz y debe estar regulada apropiadamente, de tal forma
que limite o elimine la accién 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 antigenos,
por lo que no es sorprendente que en el intestino se encuentre la
mayor acumulacién de tejidos linfoides del organismo. El Tejido
Linfoide Asociado al Intestino (GALT, por.: sus siglas en inglés)
incluye a la poblacién linfoide dispersa que se encuentra en el
epitelio y en la l&mina propia, y a los agregados linfoides de las
placas de Peyer.

2.1.1 Tejido Linfolde Disperso.

T.a mucosa del intestino delgado en humancos y en animales
contiene un gran namerc de linfocitos. Estos estan 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 inmunchistoquimicas se ha demostrado
que los IEL son predominantemente linfocitos T (cD 3%) (>90%) y que
en su mayoria (>80%) expresan el fenotipo supresor/citotéxico (€D
8%y (5-8).

En condiciones normales existe una poblacién de 6 a 40
linfocitos IEL por cada 100 células epiteliales, aunque durante
algunas enfermedades intestinales, se observa un incremento en su
namero lo cual refleja que &stos 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 citotédxicos y pueden regular respuestas de hipersensibilidad de
tipo retardado (DTH) en la nmucosa. Sin embargo, la nhaturaleza
precisa del papel que desempefian ha sido dificil de determinar
debido a que los IEL no responden (o tienen una baja respuesta) a
la estimulacién por diferentes mitégenos in vitro. Esto ha llevado
a la hip6tesis de que los IEL no proliferan in vitro debido a que
ellos ya han sido previamente activados in situ (10).

Los estudios realizados en ratén han demostrado gue los IEL
expresan exclusivamente el receptor de célula T {TCR) compuesto por
las subunidades 1/§ y no el convencional TCR compuesto por las
subunidades a/B; 1lo que sugiere que los IEL exhiben actividad
citotéxica (11, 12). Por otro lado, se ha demostrado que la mayoria
de los IEL en humanos expresan las subunidades del TCR a/8, que
junto con la expresién del marcador CD 45, sugiere que son
principalmente cé&lulas T de "memoria" (13, 14).

Los linfocitos de la lédmina propia (LPL), constituyen en
realidad una poblacién mixta, en la cual se incluyen a linfocitos
T, células plamiticas, macréfagos, células NK y células cebadas que
se encuentran localizados en los espacios del tejide conective o
l&nina propia de la mucosa del intestino delgado y del intestino
grueso (7).



Con el uso de anticuerpos monoclonales se ha demostrado que la
poblacién predominante en los LPL la constituyen linfocitos B
(células plasméaticas) (15). Aungue estas cé&lulas se distribuyen de
manera homogénea en toda la lamina propia de la mucosa intestinal,
existe una tendencia a agruparse mas densamente en el apice de la
vellosidad, justo debajo del epitelio, mientras gue en la parte
media y basal de la vellosidad, su ndmero es menor (6).

Existe una clara predominancia de células plasmiticas que
sintetizan IgA (80%), seguidas por IgM (15%) e IgG (5%) y en menor
nfimero IgD o IgE (<1%) (6).

La segunda poblacién celular predominante en la lamina propia
de la mucosa intestinal 1la constituyen los 1linfocites T. A
diferencia de los IEL, éstos expresan el fenotipo
cooperador/inductor (¢D 4%) (5-8, 16), y participan en 1la
estimulacién y proliferacién de las células B, durante la induccién
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 1localizan sobre 1la pared antimesentérica del
intestino delgado. Cada una consiste en una coleccién de foliculos
linfoides subepiteliales.

Morfolbégicamente el tejido linfoide de las placas de Peyer
consta de cuatro A&reas: el foliculo, que contiene un centro
germinal, el "“domo" sobre el foliculo, un borde fino de células
debajo del centro germinal y un &rea interfolicular (figura 1)
(17) .

La distribucién celular en las placas de Peyer no es al azar.
En el centro germinal predominan los linfocitoes B (40-70%) y en
menor proporcién los linfocitos T (11-40%), los cuales se localizan
principalmente en el "domo" y en las Areas interfoliculares. El
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borde del foliculo esta poblado principalmente por células "nulas".
En el foliculo también se encuentran algunos macréfagos y células
dendriticas, los cuales funcionan como c&lulas presentadoras de
antigeno (17). ’

Figura 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS
PLACAS DE PEYER. F:Foliculo, C€G: Centro
Germinal, I: Arxrea Interfolicular, DE: Domo
Epitelial, DS: Domo Subepitelial, HEV: Venula
Endotelial "Alta®, V: Vellosidades. (De
Mole et. al. Advanced Immunology. 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 iniciaci6én de la respuesta inmune. Estas células
han sido llamadas "cé&lulas micropliegue® debido a que en ‘lugar de
presentar las caracteristicas microvellosidades, presentan
micropliegues en su superficie luminal, "células membranosas"
debido a la formacién de una membrana separando células linfoides
del lumen y, mads recientemente, simplemente "células M" (18).



Las cé&lulas M se han identificado también en las amigdalas, el
apéndice y los bronguios (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 establecide la naturaleza basica de la célula M. En tales
estudios se ha demostrado que la cé&lula M madura, se caracteriza
por un estrecho citoplasma en su porcién apical, abundantes
vesiculas pinociticas en el citoplasma y un nGcleo localizado en la
porcién basal. El citoplasma rodea a una © a maAs células, las
cuales usualmente son linfocitos, linfoblastos o macréfagos, pero
ocasionalmente son células plasmaticas © raramente leucocitos
polimorfonuclearcs. Estas células no estan en el citoplasma de la
célula M, sino que estan en el espacic intercelular que mella el
citoplasma de la célula M, formando un "hueco central" (17, 20).

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

Estudios realizados con peroxidasa de rabano scbre la funcién
de las células M, han demostrado que é&sta macromolécula se une
inicialmente a la superficie luminal de la célula M, entonces es
captada en vesiculas pinociticas y es transportada hacia 1la
superficie basal de la célula, donde es liberada en el espacio
extracelular junto con el contenido vesicular (22). También se ha
demostrado gque una gran cantidad de materiales, incluyendo
molé&culas solubles (como ferritina y algunas lectinas) y moléculas
particuladas (bacterias Yy 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 rabano
(20).

Estos estudios han demostrado que la célula M tiene la funcién
de transportar una gran variedad de macromoléculas incluyendo virus
y bacterias desde la luz intestinal hasta el tejido linfoide
subyacente (20, 23).

Debido a gque 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 gue 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 antigenos se adhieren a la célula M. Se ha sugerido que
las caracteristicas estructurales de la célula M (escazas
microvellosidades y poco glicocdlix) la hacen mas accesible para la
unidn de los antigenos.

Tambié&n se ha sugerido que la IgA de la luz intestinal puede
afectar la unién y transporte de antigenos por la célula M, ya que
se ha demostrado gque ciertos complejos antigeno-IgA pueden
adherirse selectivamente a la membrana de la célula mientras que el
antigeno solo, no lo hace (23).

Estos datos sugieren gque la unién eficiente y el transporte de
complejos antigeno-IgA por la célula M debe servir para realzar o
sostener la respuesta inmune mucosa una vez que ésta ha sido
iniciada.



Debido a que las células M no expresan las moléculas de clase
II del complejo mayor de histocompatibilidad (DR) (31), es poco
probable gque funcione como célula presentadora de antigeno. Sin
embargo, lo que si es claro es que las células M pueden modular
respuestas inmunas mucosas determinando la dosis o concentracién
del antigenc transportado.

2.2 Epitelio Intestinal.

Durante afios el epitelio del intestino delgado fue visto
finicamente como una barrera fisica que impedia la entrada de
antigenos extrafios al organismo y cuya Gnica funcién fisiolégica
era su participacién en la digestién y la absorcién de los
nutrimentos.

Fue hasta 1978 (24), que se descubrié gqgue el epitelio del
intestino delgade expresa moléculas de clase II del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés) (HLA en
humancs, H-2 en ratén). Esta observacién llevé a la hipétesis de
que el epitelio podia participar en la presentacién selectiva de
antigenos asi como en el control de la respuesta inmune.

En condiciones normales, las células epiteliales del intestino
dalgado 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,
tambié&n expresan moléculas de clase II (26, 27), mientras gue las
células en las criptas de Lieberkiihn,las células caliciformes y el
epitelio del intestino grueso, normalmente no expresan estas
moléculas de clase II (5, 26-31).

En algunos epitelios, la expresién de estas moléculas queda
reprimida, como ocurre con el epitelio ductal de la glandula
mamaria y el epitelioc del intestino grueso. Su expresién es



inducida por 1las influencias fisiolégicas o inmunolégicas, de
lactacién e inflamacién, respectivamente (28).

Existe el concepto de que el epitelio éastrointestinal es una
barrera impermeable e impenetrable a la captacién y transporte de
macromoléculas luminales. Sin embargo existen evidencias
abrumadoras de gque al menos algunas proteinas que escapan a la
digestién intraluminal son transportadas intactas por las células
epiteliales en cantidad suficiente para iniciar una respuesta
inmune especifica (32-34).

Esta observaci6n, junto con la caracteristica de las cé&lulas
epiteliales de expresar constitutivamente moléculas de clase IT del
HLA, despertaron el interés en determinar si la célula epitelial
podia funcionar como célula presentadora de antigeno teniendo, de
esta forma, una participacién directa en la induccién de respuestas
i en las m .

Se ha demostrado (30) que las células epiteliales aisladas del
intestino delgado de ratas inmunizadas con ovoalbGmina o
T-globulina humana, pueden presentar estos antigenos proteicos
solubles a linfocitos T in vitro de manera especifica. Esta
actividad fue inhibida por la adici6n de anticuerpos anti-clase II
(anti-I~-A) durante el cultivo de induceién.

Al parecer la presentacién de antigenos proteicos solubles por
las células epiteliales parece causar activacién de linfocitos T
con el fenotipo supresor/citotédxico (35).

2.3 Induccién de la respuesta inmune intestinal.

La superficie mucosa representa una enorme area a través de la
cual antigenos y microorganismos del medio ambiente interaccionan
con el sistema inmune del organismo (36). Se ha demostrado que
dependiendo de la clase de antigeno, la dosis y la frecuencia de
administracién, 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
produccién de IgA secretoria (IgAs), el isotipo predominante en
secreciones externas (36, 37).

Con objeto de iniciar la respuesta inmune local gue proteja al
organismo, el antigeno primero debe penetrar la barrera mucosa; la
célula M es el camino m&s probable por el gue la mayoria de los
antigenos cruzan el epitelio intestinal.

El antigenc se une a receptores en la superficie de la célula
M y es transportado en vesiculas por pinocitosis hasta areas donde
interacciona con macréfagos y linfocitos de la placa de Peyer
{figura 2) (22).

Los linfocitos B activados cambian el isotipo de
inmunoglobulina que expresan en su superficle: al prinecipio
expresan IgM de membrana (mIgM*) y después expresan IgA de membrana
(mIgA*) (14, 38).

Con el uso de técnicas de clonacién, se ha demostrado que este
cambio es regulado por subclases de linfocitos T especificos
llamados linfocitos de "awitch", presentes en la placa de Peyer
(38).

Estos linfocitos T de “switch" portan el marcador de
superficie cD 4* caracteristico de linfocitos T con funcién
cooperador/inductor (39). Gracias a los avances recientes en la
tecnologia de DNA recombinante, los genes que codifican para 1las
mol&culas de inmunoglobulinas han sido didentificados y su
estructura analizada. En el ratén, el orden de los genes que
codifican para la regién constante de las cadenas pesadas (Cy) de
los diferentes isotipos es p (IgM), 6 (IgD), T (IgG), € (IgE) y a
(IgA). En el humano existen pequefias diferencias en el orden de
genes. El gene para C; expresado inicialmente al principio del
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desarrollo del linfocito B es el primero en la secuencia, es decir,
p. Para gue los otros isotipos sean expresados, debe ocurrir un
rearreglo del DNA de tal forma que los otros genes de Cy sean
suprimidos. Asi, el cambio en el isotipo de'IgM a IgA requiere la
supresién de todos los genes Cy excepto a, el Gltimo de la
secuencia (39).

Figura 2. TRANSPORTE DE ANTIGENOS POR LA
CELULA M.(3) E1 antigeno se une a 1la
superficie de la célula M, (2) es transportado
en vesiculas pinociticas, (3) liberado al
espacio extracelular para finalmente, (4)
activar células linfoldes (De Owen R L. 1977)
(22) .

El mecanismo exacto por el cual los linfocitos T son capaces
de inducir el rearreglo de genes Cy en los linfocitos B, es afn
desconocido,

Una vez activados los linfocitos, éstos abandonan la placa de
Peyer, via los conductos linfaticos eferentes y migran hacia los
nbédulos linfiticos mesentéricos, para pasar posteriormente al
conducto toracico y de ahi, a la circulaciébn sanguinea. La etapa
final envuelve la migracién al bazo y su retorno o "homing" a la
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lamina propia del intestino, asi como a otras mucosas en 6rganos
el pulmén, el tracto genito-urinario, y las gl&ndulas
mamarias, lagrimales y salivales (figura 3). Esta observacién ha
llevado al concepto de la existencia de un "sistema inmune comin de
las mucogas" (14,38).

camo

———— ————
FASE AFERENTE Corazén FASE EFERENTE
{ACTIVADORA) (EFECTORA)
@) Bazo
Nédulos b gy Glindula mamaria
mesoentéricos - activa (8)

®)

p———p Glandula saiival {6}
~ Glandula lagrimal (7)

*» Tracto geni i
+ Tracto respi io (9)
GENO PP 1EL
AT e Al INTESTINO

Figura 3. MIGRACION CELULAR A TEJIDOS MUCOS0S.

(1) Entrada del antigeno por via oral. {2) Activacién de
linfocitos en placa de Peyer. (3) Migracién de linfocitos
activados a N&dulos Linfaticos Mesentéricos. (4) Entrada
a circulacién sanguinea a través del conducto toracico.
{5) Retorno al sitio de origen y/o migracién a otros
sitios mucosos tales como (6) Glindula salival, (7)
Glandula lagrimal, (8) Gl&ndula wmamaria, (9) Pulmén y,
{20) Tracto Genitourinario. (Modificado de Jones 1984)
(38).

{10}
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La lamina propia es el sitic donde ocurre la diferenciacién
final de los linfocitos B mIgA* a célula plasmatica 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 monémeros de IgA son enlazados entre si dentro de la célula
plasmdtica por una glicoproteina llamada cadena J (15 KA) (38).

La IgA dimérica sintetizada puede alcanzar la luz intestinal
por dos rutas. En la primera, la IgA dimérica 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).

€5 Transmambrana ~P

CS Libre y unido B
Cadens J wew

SECRECION

:<

4

Figura 4. MODELC DEL TRANSPORTE EPITELIAL DE LA IgA
DIMERICA. (1) Sintesis y glicosilacién del CS en el reticulo
endoplasmico rugoso (RER). (2) Glicosilaciédn final (.) en el
aparato de Golgi. (3) Expresién del €S en la superficie
basolateral de la célula epitelial. (4) Unién del ¢S con IgA
dimérica. (5) Endocitosis del complejo IgA-CS y de C5 libre.
{6) Transporte de vesiculas a través de 1la célula. (7)
Liberacién de IgAs y de CS libre. (De Brandtzaeg 1989) (14).
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El CS estabiliza el dimero de IgA Yy le confiere resistencia
frente a 1la degradacién por las secreciones del tracto
gastrointestinal (38).

En la segunda ruta, la IgA dimérica entra a la circulacién y
se une con el €S en la membrana de los hepatocitos (en roedores) o
sobre las células epiteliales del ducto biliar (en humanos) y es
transportada activa y selectivamente en vesiculas y secretada en la
bilis. Se ha propuesto que la IgA liberada al intestine por la ruta
hepatobiliar sirve para aumentar la cantidad de IgAs en el
intestino y asi amplificar el sistema de defensa local contra la
carga diaria de antigenos recién introducidos (40, 41).

3. ASPECTOS GENERALES DE LAS LECTINAS.

Las semillas de las plantas de 1la familia Leguminosae,
particularmente las del género Phaseolus, constituyen una fuente
importante de proteina y de energia para gran parte de la poblacién
mexicana. A pesar de su notable papel en la dieta humana, se sabe
que tienen, al mismo tiempo, una gran variedad de sustancias que
pueden ser consideradas "“t6xicas" para el organismo.

Afortunadamente, la mayoria de estas sustanclas son
termoléibiles y mediante un adecuado proceso de coccién pueden ser
eliminadas.

Existe evidencia arqueolégica de que los primeros habitantes
de América consumian el frijol ancestral Phaseolus aborigeneus,
como base de su alimentacién, ya que éste ha sido encontrade en
gran parte del continente Americano, desde Argentina hasta México
(42).

Es diffcil imaginar cémo aprendié el hombre primitive 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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contenian los mismos constituyentes téxicos termoldbiles gque las
semillas de los cultiveos modernos de frijol.

Entre los coﬁstituyentes toxicos presentes en el frijol se
encuentran inhibidores de enzimas (tripsina, quimotripsina y
a-amilasa), factores productores de bocio, fitatos, saponinas y las
lectinas o hemaglutininas (42, 43).

La primera descripcién 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) encontré que éstas
semillas contenian una proteina altamente toéxica gque &1 nombréd
RICINA, la cual era capaz de aglutinar glébulos rojos humanos y de
diferentes especies animales (42, 44, 45). Poco después, Hellin
descubrié la segunda lectina de que se tuvo conocimiento, 1la
ABRINA, wuna proteina contenida en 1las semillas de Abrus
precatorius.

La ricina y la abrina, inmediatamente atrajeron la atencién de
Paul Ehrlich, quién trabajando con é&stas dos protelnas descubrié
.algunos de los principios m&s fundamentales de inmunologia. En
1891, reportd que los ratones se hacian inmunes a una dosis letal
de ricina mediante inyecciones subcutdneas repetidas de pequefas
cantidades de la proteina. El también demostrd que el suero de un
ratédn inmune podia neutralizar la toxicidad de ricina y, ademis,
que esta accién era especifica, ya que la "anti-abrina®, que
desarrollé en el suero de un animal inmunizado con abrina, no pedia
neutralizar los efectos téxicos de ricina, ni "anti-ricina" podia
neutralizar a la abrina (44).

En 1897, Elfstrand sugirié el nombre de "aglutininas" para
denotar a estas proteinas contenidas en las semillas de las plantas
capaces de aglutinar glébulos rojos. Sin embargo, posteriormente se
observ6é que otros organismos diferentes a las plantas también
contenfan proteinas capaces de aglutinar células, por lo que el
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término "lectinas" propuesto por Boyd y Shapleigh en 1954, parecié
mas apropiado (42).

El t&rmino lectina proviene de la palabra latina legere que
significa, "elegir" o ‘"escoger", haciendo referencia a la
especificidad con que reaccicnan las lectinas con los azficares (42,
44).

Las lectinas, son proteinas o glicoproteinas gue tienen
afinidad especifica hacia ciertos azlcares o residuos de ellos
(42).

Aunque difieren en sus especificidades a azGcares poseen
algunas caracteristicas y propiedades fisicoquimicas en comin.
Todas las lectinas son protefnas, aunque algunas llevan az(cares
unidos c¢ovalentemente y pueden asi ser clasificadas como
glicoproteinas (42). Generalmente consisten de 2 & 4 subunidades
(25-30 kd), cada una con un sitio de unién a azucares. La
interacci6n con los azGcares requiere la presencia de iones Ca?' y
Mn2* (u otro metal de transicién). Las secuencias primarias de mas
de 15 lectinas de leguminosas se han determinado por medic de
técnicas quimicas o de biologia molecular y se ha demostrado que
existe un nOmero significativo de residuos de aminodcidos
constante, los cuales participan en la unién con el metal (46).

Las lectinas se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza desde mohos de pantanos, setas, ligquenes, plantas con
flor, membranas de bacterias, crusticeos, moluscos, suero de peces,
huevos de anfibios y aGn, en tejidos de mamiferos. Sin embargo, la
principal fuente la constituyen las plantas pertenecientes a la
familia Leguminosae (42, 44, 47), en las cuales el contenido de
lectinas varia del 1.5 al 3 % del total de proteina (48).
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En la mayoria de las plantas superiores, las lectinas se
localizan en sus semillas, aungue también se han detectado en la
savia, las hojas, los tallos y la corteza {42, 44, 47).

El papel biolé6gico de las lectinas en la naturaleza -en
plantas o en otros organismos- es un misterio.

Se ha sugerido que las lectinas promueven la nodulacién de
las rafces de plantas por bacterias fijadoras de nitrégeno,
principalmente del gé&nero Rhizoblum, o gue actlan como anticuerpos
destinados a contrarrestar bacterias del suelo y para proteger a
las plantas contra el atague de hongos inhibiendo polisacarasas
fungales. También se ha propuesto que las lectinas participan en el
transporte y almacén de azficares, y en la unién de enzimas en
sistemas multienzimdticos organizados. En vista de las propiedades
mitogénicas de las 1lectinas se ha sugerido gque su funcién sea
controlar la divisién celular y germinacién en plantas (42, 44,
47).

Las lectinas poseen mdltiples sitios de uni6n, mediante los
cuales pueden combinarse con residucs de azlicares que sobresalen de
la membrana caelular (de los glicolipidos y glicoproteinas que la
constituyen), e interconectar varijas células'adyacentes entre si,
ocasionando la formacién de redes intercelulares y la aglutinacién
de &stas. La reaccién de hemaglutinacién (usando eritrocitos como
modelo celular), es el efecto mds fAcilmente observable de esta
unién y solo ocurre si la molécula de lectina posee, al mencs, dos
grupos reactivos (figura 5 a). La aglutinacién celular puede ser
inhibida por la adicién de azficares sencillos por los cuales la
lectina es afin, bloqueando asi sus receptores (figura 5 b) (42).

El receptor en la superficie celular debe estar expuesto para

reaccionar con la lectina especifica. La ‘"Mactivacién" o
"gensibilizacién' de eritrocitos, por su digestién con papaina o
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tripsina, favorece la exposicién de los receptores haciéndolos
accesibles a las lectinas.

Figura 5. ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LA AGLUTINACION Y DE
LA INHIBICION DE LA AGLUTINACION.

a) aglutinacién de eritrocitos por la unién de la lectina
a los residuos de azGcares sobre 1la membrana, b)
inhibicién de la aglutinacién por la adicién de azGcares
sencillos, los cuales bloquean los receptores de la
lectina.

Las lectinas poseen una gran cantidad de actividades
biolégicas, tanto in vitro como in vivo.

Entre sus actividades in vitro se encuentran:

- la aglutinacién de eritrocitos, en ocasiones, con muy alta
especificidad por lo gue son usadas en la tipificacién de
sangre humana y en el estudio de la estructura de sustancias
de grupo sanguineo (43, 44, 48)

-~ la interaccién con oligosacadridos sobre la superficie de las
células, que puede ser inhibida especificamente por la adicién
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de azGcares simples, por lo que proporcionan una valiosa
herramienta para la caracterizacién biocgquimica y molecular de
la arguitectura de superficies celulares (49-52)

- 1la induccién de 1la mitosis de linfocitos de sangre
periférica y de diferentes 6rganos linfoldes. Esta actividad
ha sido aplicada en el campo clinico en el estudio de la
constitucién cromosomal de las células y la deteccién de
anormalidades cromosémicas, y en el campo de la Inmunologia en
el desarrollo de técnicas de cultivo y proliferacién de
células linfoldes (44, 53)

- la capacidad de agregar inmunoglobulinas, por la unién de
los residuos de azficares gque las constituyen (54)

- inhibir la fagocitosis por macréfagos (55)

- activar la via alterna del complemento (56)

- inducir la liberacién de histamina de los bas6filos y
células cebadas (57)

- inducir la produccién de interferén-gamma (IFN-T), IL-1, IL-
2, 1L-3, IL-5 e TL-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 subcutdnea [}
intraperitonealmente (59}

- administradas por via nasal, pueden ocasiocnar reacciones que
varfan desde rinitis severa con estornudeos, rinorrea y
sinusitis durante todo el dia hasta un suave pero notable
incremento de secrecién de moco durante aproximadamente 1 hora
(60

~ algunas lectinas tienen 1la propiedad de resistir la
degradacién proteolitica durante su paso a través del tracto
gastrointestinal (61~65)

- administradas por via oral, las lectinas pueden ocasionar
una gran variedad de efectos patolégicos 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 comGn (Phaseolus vulgaris) se denomina
fitohemaglutinina (PHA). Es una glicoproteina con un peso molecular
aproximado de 128 Kd, contiene un B.9% de residuos de azlcares
constituidos principalmente por N-acetil-D-~galactosamina (42, 48).

La PHA posee actividades hemaglutinante, leucoaglutinante y
mitogénica. La PHA es una proteina oligomérica compuesta por 4
subunidades de tamafio similar, cuyo peso molecular es
aproximadamente de 32 Kd, unidas por enlaces no covalentes. la
componen dos subunidades béasicas: una llamada R y otra L, las
cuales varian ligeramente en su secuencia de aminodcidos y en su
afinidad por eritrocitos o linfocitos (42, 48).

La subunidad R posee un sitio de unién con una alta afinidad
por los determinantes glicoproteicos presentes en la membrana de
los eritrocitos, mientras que la subunidad L posee un sitio de
unién que reacciona fuertemente con las glicoproteinas de 1la
membrana de los linfocitos. La combinacién de las dos subunidades
basicas (R y L) da como resultado 5 formas hibridas de la PHA
(figura 6} .

El hibrido compuesto de 4 subunidades L tiene potente
actividad leucocaglutinante y se designa como L-PHA. Los hibridos
compuestos por dos o m&s 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 hibrido 1R3L exhibe poca actividad leucoaglutinante y nula
actividad hemaglutinante posiblemente debido a que es monovalente
en su interaccién con eritrocitos.
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Figura 6. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA ESTRUCTURA
TETRAMERICA DE LOS 5 HIBRIDOS DE LA FITOHEMAGLUTININA.

Cada uno de los 5 hibridos de la PHA poseen propiedades
biolégicas y quimicas particulares (66, 67): la molécula 4L (L-PHA)
presenta cargas negativas que le confieren una movilidad
electroforética hacia el 4&nodo, mientras que la molécula més
catédica de los hibridos H-PHA es la compuesta por 4 unidades R
(4R). Las otras moléculas de 1lectina (3R1L, 2R2L y 1R3L) se
distinguen por su creciente movilidad electroforética hacia el
&nodo proporcional al aumento en el nGmero de unidades L en la
molécula.

Mediante la adsorcién con eritrocitos humanos de cada uno de
éstos hibridos, se demostrd que la subunidad R es la responsable de
la reaccién de hemaglutinacién y gque la actividad mitogénica
mostrada después de la adsorcién 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 accién 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 més de 500
especies de plantas (70), debido a su diferente actividad sobre
eritrocitos humanos y de diferentes especies animales.

Jaffé (42), clasificd a las lectinas del género Phaseolus en
tres grupos, con base en su capacidad de aglutinar glébulos rojos:
- Grupo I.~ Esti representado por las lectinas del frijol
comin Phaseolus vulgaris, en el cual se incluyen a lectinas
inespecificas que act@an sobre préacticamente todos los tipos
de sangre animal y sobre todos los grupos sanguineos humanos.
Estas lectinas no son inhibidas por la adicién de azficares
sencillos en el rango convencional de concentracién., Estas
lectinas también se denominan PANAGLUTININAS.
- Grupo II.- Estéd representado por las lectinas de Phaseolus
lunatus, el cual contiene lectinas especificas de grupo
sanguineo, caracterizadas por una alta afinidad por el
subgrupo sanguineo A; humano.
- Grupo IiI.- Representado por aquellas lectinas del género
Phaseolus que no muestran actividad hemaglutinante alguna,
usando los métodos de extraccién Yy hemaglutinacién
convencionales y su presencia se detecta por otros métodos
diferentes a los empleados comtinmente.

Las lectinas del grupo de .las Panaglutininas, se pueden
clasificar de acuerdo con su capacidad de aglutinar glébulos rojos
de conejo y de vaca, estos fGltimos, previamente tratades con
tripsina (42, 62).

Las lectinas gue 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
so0lo reaccionan con eritrocitos de vaca tripsinizados corresponden
al grupo €, por QGltimo, las lectinas que ne 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 inyeccidn en ratones o por alimentacién de ratas con
estas semillas se establecié gue solo los frijoles de los grupos a
Y C fueron los més tbdxicos mientras que aquellas variedades gue
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
t6xico. El uso de eritrocitos de vaca tripsinizados ofrece una
importante herramienta para la deteccién in vitro, de variedades
téxicas de frijol.

4.1 Toxicidad de la PHA.
Existen algunos reportes en la literatura concernientes a los

efectos téxicos gue acompafian a la ingestién de semillas crudas de
Phaseolus vulgaris.

Se ha observado que la incorporacién de semillas crudas de
frijol a dietas para animales de experimentacién, causa pérdida de
peso y muerte de los animales; sin embargo cuando se utilizan las
semillas cocidas, este efecto ya no se observa (42).

Luning y Bartels (1926) fueron probablemente los primeros en
relacionar la accidén téxica de frijoles con el contenido de
lectina.

Jaffé (1949), por otra parte, observé la accién tédxica de
frijoles crudos y demostr6 que é&sta no puede ser explicada por mala
digestibilidad © por la presencia de inhibidores de tripsina,
debido a gue la incorporacién de caseina digerida enzimaticamente
en la dieta téxica no mejora el estado de los animales de
experimentacién. Nuevos experimentos por Jaffé (1860) y Honovar
(1962) establecieron que las lectinas son las responsables m&s
prohables de esta toxicidad. Ambos grupes de investigadores
encontraron gue 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 observé un retardo en el crecimiento.

Los sintomas 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 hidrdlisis por las secreciones del tracto digestivo.

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

En el hombre, las manifestaciones m&s obvias de toxicidad
debido al consumo de frijol crude o mal cocido son nausea, vémito
y diarrea (71).

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

Asimismo, se ha comprobado gque la administracién de frijol
crudo o de lectinas a ratas ocasiona mGltiples cambios morfolégicos
a nivel de las células absortivas intestinales , comc lo demuestra
la extensa destruccién de microvellosidades, la fragmentacién y
vesiculacién del contorno del reticulo endoplismico y el incremento
en estructuras parecidas a lisosomas (73).

Del mismo modo se observa una disminucién en la actividad de

algunas enzimas intestinales como maltasa, sacarasa, lactasa y
fosfatasa alcalina (64,74).
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La absorcién de algunos nutrimentos tales como la glucosa, los
lipidos (triglicéridos y dcidos grasos), nitrégeno (proteico y no
proteico) y la vit':amina Byp, también se ve disminuida (64, 75).

Se ha propuesto que todas é&stas alteraciones morfolégicas y
metab&licas anteriormente enlistadas son debidas Gnicamente a la
propiedad que tienen las lectinas de unirse a la superficie luminal
de 1las células intestinales, ocasionando una interferencia
inespecifica en la absorcién de nutrimentos.

La inclusién de frijol crudo o de lectina en la dieta de ratas
puede ocasionar una disminucién en la absorcién de nitrégeno
proteico, aumento en el catabolismo tisular y por lo tanto un
aumento en la excrecién de nitrdgeno en heces y en orina, lo cual
genera un balance negativo de nitrégeno en los animales.

La PHA también occasiona un aumento en la colonizacién
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 alteracién de la superficie de las microvellosidades debida a
la unién de la lectina lo que permite acceso de bacterias a
superficies mucosas desprotegidas (76, 77).

También, aparecen cambios significativos en el peso de algunos
6rganos internos cuando se incorpera frijol crudo o lectinas en
dietas para ratas. Se observa una disminucién de peso en el timo y
en el bazo mientras gue el pancreas, los rifiones y el intestino
delgado aumentan de peso. En el intestino delgado se observa
ademds, un aumento en su longitud (78).

La composicién tisular del intestino delgado también es
afectada: el contenido de proteina aumenta sugiriendo un incremento
en secrecién de glicoprotefnas (mucina). El contenido de DNA
incrementa, indicando también hiperplasia mucosa (78, 79).
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Ademds se observan cambios en contenido de minerales en suero
Y en orina probablemente como un resultado de disturbios en el
metabolismo general (78).

La destruccién de lectinas (y de otros factores téxicos
presentes en el frijol) generalmente se lleva a cabo por los
métodos tradicionales de coccién. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones, no siempre es posible llevar a cabo la destruccién
completa de estos factores. Por ejemplo, una reduccién del punto
de ebullicién del agua en regiones montafiosas, puede resultar en la
eliminacién incompleta de toxicidad.

La resistencia de 1lectinas a inactivacién por calor seco
merece especial énfasis, ya que se ha reportado que la coccién 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 cocidas en agua, o tostadas.
Sin embargo, las semillas de Phaseolus v.ulgaris son una de las
excepciones ya que al parecer requiere remojo preliminar antes del
cocimiento para eliminar completamente la toxicidad del frijol
crudo (43, 80).

Comparando diferentes tipos de remojo, que incluian agua
destilada, &cido acético al 0.1% y bicarbonato de sodio al 0.1%,
antes del cocimiento de diferentes variedades de frijol, Jaffé y
Flores reportaron gue ninguno proporciona una mayor eliminacién de
la toxicidad de las lectinas comparado con los otros. (42, 62).

Asimismo observaron que las lectinas de frijol mas téxicas son

a la vez las mis resistentes al calor; después de 30 minutos de
coccidn ellas no son completamente destruidas (42).
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No existen reportes gue describan cuales son las mejores
condiciones para lograr una total, o por lo menos, una apreciable
reduccidn de la actividad de las lectinas. En general, el grado de
destrucci6n de las _lectinas efectuado por tratamiento térmico
depende de la temperatura, tiempo de coccién, y de la toxicidad de
la lectina.
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II. JUBTIFICACION

El consumo del frijol comGn (Phaseolus vulgaris) es muy
elevado tanto en México como en otros paises en desarrollo, ya que
constituye una fuente importante de proteina y de energia para gran
parte de la poblacién. Sin embargo, se sabe que contiene una gran
variedad de sustancias consideradas como "antinutricionales™.

Esto ha conducido a realizar mGltiples investigaciones de tipo
quimico, biolégico, toxicolégico y nutricional para eliminar
parcial o completamente éstas sustancias y asi mejorar la calidad
nutricional del frijol.

Como se menciond en los antecedentes, los tratamientos
térmicos empleados en la coccién de las semillas de frijol,
generalmente mejora su digestibilidad y constituye el principal
mecanismo para destruir a estos factores antinutricionales. Sin
embarge, una disminucién en el punto de ebullicién del agua, el
remojo previo de las semillas y la utilizacién de recipientes de
barro, entre otros factores, pueden interferir en la inactivacién
de dichos factores.

Desde el punto de vista de la nutricién, el principal factor
antinutricional lo representa 1la 1lectina (PHA) debido a su
resistencia a los tratamientos térmicos y a que posee una gran
cantidad de actividades biolégicas tante in vitro como in vivo,.

A pesar del conocimiento de la actividad mitogénica que posee
la PHA in vitro asi como de las mGltiples alteraciones que ccasiona
a nivel del tracto gastrointestinal, son muy escasos los estudios
respecto a 1la interaccién que ‘'normalmente" ocurre entre esta
lectina, cuando se ingiere en la dieta, y la respuesta inmune.
Ademis, 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 alimentacién 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 proteina que se
utiliza como referencia (la albtmina de huevo o la caseina de la
leche). Sin embarge, esto representa una situacién artifieial ya
que ninguna dieta est& compuesta por un solo tipo de protelna, sino
que estd constituida por la mezcla de protefnas, tanto de origen
vegetal como de origen animal.

La administracién por via oral de la lectina PHA a ratas, se
plantea como un modelo para el estudio de la interaccién que ocurre
entre las proteinas de origen dietario con la respuesta inmune.
Este estudio podria ayudar a comprender mejor el efecto que ejercen
algunas proteinas de origen dietario (en particular, la PHA) sobre
el sistema inmune de los mamiferos (incluyendo al hombre).
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III. OBJETIVOS

- General:

Determinar los efectos que produce la fitohemaglutinina (PHA)
en la morfologia y en la respuesta inmune en ratas alimentadas con
extractos salinos de una variedad de frijol comGn (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 especificos contra
la lectina, y su cinética de aparicién en el suero de ratas
alimentadas con extracto salino crudo de frijol.

3.- Determinar los posibles cambios morfolégicos en el intestino de
ratas alimentadas con extracto salino crudo de la variedad de
frijol seleccionada.

4.~ Determinar la localizacién histolbégica de la lectina a lo largo
del intestino delgado.

5.- Determinar el efecto de un tratamiento térmico (coccién en

autoclave, 121°C, 15 1b/in?, 30 minutos) sobre éstas actividades de
la lectina.
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IV. MATERIALEB Y METODOS

1. SELECCION DE LAS SEMILLAS DE FRIJOL,
Se selecciond la variedad de frijol Bayo (Phaseolus vulgaris,
L., variedad Bayo) por ser una de las de mayor consumo en México.

2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL.

La obtencién del extracto salino crudo de frijol se realizé 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
agitacién magnética a 4°C durante 18-24 horas. La suspensién
resultante se filtr$ a través de una malla de gasa para eliminar
las particulas grandes y se centrifugé a 16,000 rpm durante 2 horas
con el fin de que sedimentaran las particulas insolubles. E1l
sobrenadante se recuper6 a través de gasa para eliminar la fina
capa de particulas insolubles que se forma en la superficie.

Al extracto salino obtenido se le agregé Timerosal (Grado
reactivo, SIGMA de Mé&xico, S.A.) a una concentracién de 0.1% para
evitar contaminacién bacteriana y se conservé en congelacién (—~4°C)
hasta su utilizacién. Debido a que hasta este punto, no se aplicé
ningtn tratamiento térmico, é&ste 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 coccién en
autoclave a 121°C, 15 1lb/in2? durante 30 minutos. La coccién se
realizé de esta forma ya que en "olla express', que es actualmente
el método de coccién casero mas com(n, es dificil tener control
sobre 1la temperatura y sobre la presién., Posteriormente, el
extracto se centrifugé a 4,000 rpm durante 30 minutos para eliminar
la proteina coagulada por el calentamiento. El sobrenadante se
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racuper® en frascos viales estériles y se guardé en congelacién
(-4°C).

La concentracién total de proteinas en cada uno de los
extractos salinos, se determind por el método de Lowry (82) (ANEXO
1). La concentracién de proteina en ambos extractos se ajustd a 5
mg/ml.

3. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL.

La actividad hemaglutinante de los extractos salinos crudo y
cocido, se determiné usando eritrocitos de conejo, de vaca y de
humano (grupos A, By 0).

3.1 Suspensién de eritrocitos.

La sangre de conejo, de vaca y de humano de los grupos
sanguineos 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
solucién salina isoténica (SSI, NaCl 0.89%) ¥y se prepararon
suspensiones al 4% de cada uno en SSI.

Una porcién del paguete de eritrocitos de vaca fue tratade con
tripsina como se describe a continuacién.

3.2 Tratamiento de eritrocitos de vaca con tripsina.

La sensibilizacién de los eritrocitos de vaca se realizb de
acuerdo al método descrito por Jaffé y Brilcher (62): a 10 ml de una
suspensién de eritrocitos al 10 % se agregd 0.1 ml de una solucién
de tripsina al 0.1 % {Tripsina de pancreas bovino, cristalizada,
Tipo I, SIGMA Chem. Co.) y se dejdé por 30 minutos a 37°C con
agitacién suave y continua. Los eritrocitos se lavaron 3 veces con
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SSI y se ajusté su concentracién al 4% para ‘las. pruebas de
hemaglutinacién.

3.3 Prueba de hemaglutinacién.

La actividad hemaglutinante de los extractos salinos "crudo"
Y "cocido" de frijol, se determiné de acuerdo al método de Calderén
Y Cbrdoba (59), wutilizando placas de microtitulacién de
poliestireno de 96 pozos con fondo en "U'" (Dynatech Immulon,
U.S.A.) de la siguiente manera: se colocaron 100 pl de cada
extracto salino en los pozos de la primera columna vertical de la
placa usande una pipeta automadtica multicanal (Organon Teknika) y
se diluyd en forma seriada con 50 ul de SSI. Se afladieron 10 ul de
la suspensién de eritrocitos al 4% de cada especie y se dejé
reaccionar por 30 minutos a temperatura ambiente.

Una reaccidén positiva de aglutinacién se identificé por la
formacidn de una capa uniforme de eritrocitos en el fondo de los
pozos. Una reaccién negativa se identific6 por la formacién de un
"botén" de eritrocitos sedimentados en el fondo de los pozos.

El titulo de hemaglutinacién se definié como 1la maxima
dilucién del extracto salino que todavia era capaz de producir
aglutinacién visible de los eritrocitos, después de 30 minutos a
temperatura ambiente.

-

4. INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE POR ADICION DE
AZUCARES SENCILLOS.

Se seleccionaron diferentes azGcares sencillos para determinar
la inhibicién de 1la actividad hemaglutinante. Los azticares
seleccionados fueron: Fucosa, Manosa, Xilosa, Galactosa, Lactosa y
N-acetil-D-glucosamina ya gque cada uno de estos azflcares forman
parte del modeloc propuesto del oligosacarido especifico para la
fitohemaglutinina (PHA) (47) (figura 7).
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Figura 7. MODELC DEL RECEPTOR PARA LA PHA.
(De Lis & Sharon (47)).

Se prepararon solucicnes al 1% en SSI de cada uno de los
diferentes aczicares seleccionados. Con estas soluciones se
prepararon suspensiocnes al 4% de cada uno de los eritrocitos (de
conejo, de vaca y de humano) en cada una de estas soluciones.

La prueba de inhibicién de la hemaglutinacién se realizé de la
misma forma que la prueba de hemaglutinacidén anteriormente
descrita. Se colocaron 100 xl de cada extracto salino en los pozos
de la primera columna de la placa de microtitulacién, se diluy6 en
forma seriada con 50 ul de SSI. Se afiadieron 10 ul de las
suspensiones de eritrocitos al 4%. Los resultados se observaron
después de 30 minutos a temperatura ambiente, haciendo las mismas
consideraciones anteriormente descritas.

35



5. ENSAYOS BIOLOGICOS.

Se obtuvo un lote de 46 ratas hembra Wistar-Lewis de 2-3 meses
de edad con un peso aproximado de 250 gramos, en el bioterio del
Instituto Nacional de 1la Nutricién las cuales se colocaron en
jaulas individuales de acero inoxidable, en un cuarto a temperatura
constante, con pericdos 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 administré i1 ml de PBS
durante 14 dias (GRUPO TESTIGO)

- Grupo II: 15 ratas a las cuales se les administrd 1 mli del
extracto salino crudo de frijol (5 ratas durante 3 dias, otras
5 durante 7 dias y 5 ratas durante 14 dias).

- Grupo III: 15 ratas a las cuales se les administré 1 ml del
extracto salino cocido de frijol (5 ratas durante 3 dias,
otras 5 durante 7 dias y 5 ratas durante 14 dias).

La administracién de los extractos (crudo y cocido) y del PBS
se realizé por intubacién gastrica sin anestesia, entre las 8:00 y
las 10:00 horas todos los dias (ANEXQO 2) (83) durante el tiempo
apropiado.

Diarjamente se registré el peso de cada una de las ratas,
antes de la administracién del extracto o del PBS.

Dos grupos adicionales de 3 ratas cada uno se utilizaron para
determinar la localizacién de la unién de la lectina a lo largo del
intestino 2 horas y 1 dia después de una sola administracién. En
estas ratas no se estudiaron los demis efectos de la lectina debido
a la corta duracién de la exposicién.
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Una vez completado el esquema de administracién de los
extractos salinos de frijol, se obtuvo una muestra de sangre (3 a
5 ml) por puncién cardlaca (83) (ANEXO 3), previa anestesia con
éter. Posteriormente las ratas fueron sacrificadas por dislocacidn
cervical y se extrajo el intestino delgado en condiciones
asépticas.

Se separ6 el suero de la sangre Yy éste se almacené en
congelacién para la determinacién de proteinas totales, albGmina y
anticuerpos anti-PHA.

La concentracién de proteinas totales en el suero de las ratas
se determiné por la técnica de Biuret (84) (ANEXO 4) y 1la
determinacién de albimina se realizé por el método de enlace a
coclorantes (verde de bromocresol) {85) (ANEXO 5).

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

La deteccién de anticuerpos IgG e IgM anti~PHA en el suero de
las ratas se realizé mediante ensayos inmunoenzimiticos (ELISA
indirecto). '

El métode indirecto de ELISA es un sistema usado para 1la
deteccién y medicién de anticuerpos (ver diagrama ANEXO 6} (86). La
preparacién de todos los reactivos se describe en el ANEXO 7.

Las placas se sensibilizaron con 100 uxl de una solucién de PHA
(10 pg/ml) en amortiguador de recubrimiento (carbonato-bicarbonato,
0.1M, pH=9.6) y se incubaron a 4°C 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 afiadieron 100 ul de la solucién de carbonatos—-ASB sin
7~globulinas al 0.2% en cada pozo y las placas se incubaron durante

37



1 hora a 37°C con el fin de bloguear los sitios libres donde no se
adsorbié la PHA. Las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween, en la
forma descrita anteriormente.

Se colocaron 100 pul de los sueros diluidos 1:5 en PBS~Tween y
se incubaron a 37°C durante 1 hora. En esta etapa, todo anticuerpo
especifico anti-PHA presente en el suero de las ratas se une a la
PHA. Completado el tiempo de incubacién, las placas se lavaron
nuevamente 3 veces con PBS-Tween.

En seguida, se les adicioné 100 pl del conjugado
correspondiente, anti-Igé de rata conjugado con peroxidasa,
preparado en cabra (Peroxidase labeled. Affinity purified antibody
to rat IgG (7) goat) o anti-IgM de rata conjugado con peroxidasa,
preparado en cabra (Peroxidase labeled. Affinity purified antibody
to rat IgM (u) 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 100 pul de la solucién sustrato OPD
en amortiguador citrato-fosfato y se dejé reaccionar durante 15
minutos a temperatura ambiente protegido de la luz, La reaccién se
detuvo adicionando 50 ul de una solucién de H,S0, 2.5 M Yy se leyé
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 observacién de la morfologfia intestinal se realizé a través

de una tincién con hematoxilina-eosina y la localizacién de la PHA

en el intestino delgado se realizé mediante una técnica de tincién

inmunohistoquimica.

La preparacién de todos los reactivos se describe en el ANEXO 8.

38



7.1 Método.

Una vez completado el esquema de administracién del extracto
salino, las ratas anestesiadas fueron sacrificadas por dislocacién
cervical. El intestino delgado se extrajo y se lavé inyectando
suavemente PBS (0.1M, pH=7.4) para eliminar restos de alimento.

Con el objeto de observar la morfologia intestinal y detectar
el patrén de unién de la lectina a lo largo del intestino delgado
se obtuvieron muestras de las regiones proximal (duodeno), medial
{yeyuno) y distal (ileon) del intestino.

El duodeno se obtuvo de los primeros 3 cm después del piloro,
el yeyuno se obtuvo aproximadamente a la mitad de la longitud total
del intestino y el ifleon de los Gltimos 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 formel al 10% en
PBS. Posteriormente fueron deshidratados, clarificados e incluidos
en bloques de parafina (ANEXO 9) (87, 88).

Se realizaron series de cortes transvérsales de 7 p de grosor
(Microtomo marca American Optical). Una seccién seriada de los
cortes fue tefiida por hematoxilina-eosina para ver la morfolegia
intestinal y otra secci6bn fue tefiida por inmunoperoxidasa para
detectar la presencia de lectina unida al intestino.

7.2 Observacisn morfolégica por tincién con hematoxilina

eosina.

Los cortes de tejido se desparafinizaron a través de dos bafios
en xilol durante 5 minutos cada uno y se transfirieren a soluciones
de etanol, en orden decreciente de concentracién, 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 agreg6 el colorante de hematoxilina y se dejé reaccionar
durante 5 minutos a temperatura ambiente, se enjuagaron con agua
corriente hasta que viré el color de naranja-rojizo a azul-viocleta.
Se agregdé el segundo colorante, eosina, dejando reaccionar 5
minutos a temperatura ambiente y se transfirieron r&pidamente
{menos de 1 minuto en cada uno) a recipientes de etanol en orden
creciente de concentracién de B80%, 96% y 100%. Finalmente, se
transfirieron a xilol dejdndolos 10 minutos y se sellaron con un
cubreobjetos utilizando resina sintética como conservador.

7.3 Tincién de Inmunoperoxidasa.

Los cortes de tejido se desparafinizaron en xilol durante 10
minutos y se transfirieron a un recipiente con Metanol-H,0, al 30%
donde se dejaron durante 45 minutos para inactivar la peroxidasa
endégena 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 agitacién suave.

Se agregé el primer anticuerpo, anti-PHA desarrollado en
conejo 1:1000 en PBS (Anti-Phaseolus vulgaris 1lectin. Antibody
developed in rabitt, Sigma Chemical Company), y se incubé a 37°C
durante 45 minutos. Se lavé en PBS con agitacién suave durante 10
minutos y se agregé 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 incubd
durante 45 minutos a 37°C. Se lavé con PBS durante 10 minutos y se
agregb la solucién sustrato-revelador (3,3/~diaminobenzidina y H;0,
en Tris-HCl). La reaccién ocurrié durante 20 minutos a temperatura
ambiente, protegida de la luz. Se lavé con PBS durante 10 minutos
con agitacién suave y se enjuagd con agua destilada.
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Se hizo una tincién de contraste agregando hematoxilina
diluida (4 gotas en 2 ml de aqua destilada) y se dej6 reaccionar
durante $ minutos a temperatura ambiente. Se eliminé el exceso de
colorante con agﬁa corriente hasta observar vire de color de
naranja-rojizo a azul-violeta.

Los cortes se transfirieron a bafios rédpidos de etanol (menos
de 1 minuto en cada uno) en orden creciente de concentracién, es
declr, de 70%, B0%, 96% y 100%, y finalmente a xilecl, donde se
dejaron 10 wminutos. Los cortes se sellaron con cubreobjetos
utilizando resina sintética como conservador.

Una seccidn seriada fue tefilda en la ausencia del primer
anticuerpo, la cual sirvié como control.

7.4 Observaciones de los cortes tefiidos por inmunoperoxidasa.

Las observaciones que se realizaron en los cortes tefiidos por
inmunoperoxidasa para determinar el patrén de unién de la lectina
en el intestino delgado fueron el sitio, la distribucién y 1la
intensidad de la tincién.

a) Sitio: comprendib la regién del intestino delgado donde se
unid la lectina, es decir, el duodeno, el yeyuno y/o el ileon.
b) Distribucién: patrén de unién de la lectina en el
intestino, es decir, si comprendia a la{s) vellosidad(es)
intestinal (es) completa(s) incluyendo la regi6n de la cripta,
la mitad superior o inferior de la vellosidad, el epitelio y/o
la l&mina propia de la vellosidad, etc.

¢) Intensidad: cantidad de 1lectina unida al intestino de
acuerdo a la siguiente escala: fuerte (+++), moderada (++),
débil (+) y ausente (-).
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8. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los resultados fueron expresados como el promedio %
desviacién estandar (D.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 variacién 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. REBULTADOBS Y DISCUSION

1. ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE 10S EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL.

Los resultados de la actividad hemaglutinante de los extractos
salinos crudo Yy cocido del frijol Bayo sobre eritrocitos de coneijo,
de vaca Yy de humano de diferente grupo sanguineo, se muestran en el
cuadro 1.

CUADRO 1
ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL BAYO
ERI TR OTZ CTIT O S
EXTRACTO
HUMANOS CONEJO VACA VACA SIN
(A,B y O) TRIPSINIZADOS | 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)

* Maxima dilucién capaz de producir aglutinacién macroscépica
después de 30 minutos a temperatura ambiente.
** Cantidad de proteina (sgg/ml) en la dilucién sefialada.

El extracto salino crudo de frijol Bayo aglutiné todos los
eritrocitos probados con diferente potencia, y en el caso de los
eritrocitos humanos, sin especificidad de grupo sanguineo,

En el caso del extracto cocido de frijol Bayo, é&ste aglutiné
los gldbuloes 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 reduccidén de 1la
actividad hemaglutinante de aproximadamente 600 veces. Con base en
esto, se puede decir gue el tratamiento térmico fue suficiente para
reducir significativamente (casi 600 veces) la actividad

43



hemaglutinante de la lectina contenida en el extracto crudo del
frijol Bayo, ¥y que es necesario forzar las condiciones
experimentales aumentando el tiempo de coccién a la mnisma
temperatura si se quiere eliminar por completo 1la actividad
hemaglutinante de la lectina.

Es importante destacar que ninguno de los extractos salinos
reaccionparon con los eritrocitos de vaca gque no fueron
sensibilizados con tripsina. El tratamiento enzimdtico de los
glébulos rojos de vaca es necesario para la deteccién de 1la
actividad hemaqlutinante en extractos obtenidos de diferentes
semillas de leguminosas (62).

De acuerdo a la clasificacién hecha por 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
lectinas inespecificas, ya dque mostré actividad hemaglutinante
sobre todos los eritrocitos humanos de los diferentes grupos
sanguineos (A,B y O) y sobre los eritrocitos de conejo y de vaca.

Se ha demostrado que la capacidad de las lectinas de aglutinar
eritrocitos de diferentes especies animales est& correlacionada con
su toxicidad. Con base en la clasificacién de Jaffé y Brlcher (62),
respecte a la actividad hemaglutinante de las lectinas sobre
gl6ébulos rojos de vaca sensibilizados con tripsina, se puede
sugerir que el frijol Bayo crudo seria tdxico por su administracién
oral a ratas e intraperitoneal en ratones.

Estos resultados concuerdan con otros obtenidos previamente
{69) de la caracterizacién de 1las 1lectinas de frijol comdin
(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
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estudiada (42, 62), ya que al parecer el remojo permite una
transferencia de calor mis homogenea entre la superficie y el
interior de 1la semilla, aumentando la inactivacién de 1las
propiedades hemaglutinantes de las lectinas, ademis de disminuir el
tiempo necesarioc para su coccién.

Las semillas estudiadas no fueron sometidas a remojo previo a
la extraccién de sus componentes solubles, sin embargo, este neo
influye en estos resultados ya gque se trabajé 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 inhibicién de
la actividad hemaglutinante por la adicién de aztcares sencillos.

La actividad hemaglutinante del extracto salino crudo obtenido
de las semillas de frijol Bayo, no fue inhibida por ninguno de los
azficares sencillos que se probaron: fucosa, manosa, xilosa,
galactosa, lactosa y N-acetil-D-glucosamina.

En cada caso el titule hemaglutinante fue idéntico al control
(sin azucar), el cual fue de 1:256 para eritrocitos humanos de los
tres grupos sanguineos A,B y O y de 1:2048 para eritrocitos de
conejo y de vaca tripsinizados.

Los estudios previos (44, 48) reportaron gque el azGcar
especifico de la PHA era el monosacdrido N-acetil-D-glucosamina.
sin embargo, actualmente se ha demostrado que es un oligosacarido
tri- [ tetra-antenario que contiene unidades de
N-acetil-D-glucosamina (figura 7) (47). Esta misma estructura tri-
o tetra-antenaria del azficar especifico de la PHA se ha reportado
también para otras lectinas como la de Ricinus communis (RCA) y la
de Erythrina cristagalli (ECA) (46, 89).
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CUADRO 2
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION POR LA ADICION DE DIFERENTES

AZUCARES"
E R I TROCTITO S
.
AzUCAR HUMANOS CONEJO VACA
(A, By O) TRIPSINIZADOS
NINGUNO 1:256 1:2048 1:2048
FUCOSA 1:256 1:2048 1:2048
MANOSA 1:256 1:2048 1:2048
XILOSA 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 1:2048 1:2048
GLUCOSAMINA

* Se reporta la méxima dilucién capaz de producir aglutinacién
macroscoépica después de 30 minutos a temperatura ambiente.
** La concentracién del aztcar en cada pozo fue de 100 ug.

Los resultados obtenidos en este estudio, indican que 1la
adicién individual de los diferentes azlcares que forman parte del
oligosacarido especifico para la PHA, no inhibe la reaccién de
hemaglutinacién y que es necesaria la forma compleja del azicar
para bloguear completamente el sitio de accién de la PHA.

Asimismo, las actividades hemaglutinante y mitogénica y el
método de purificacién de la PHA a partir de extractos salinos de
frijol (81), demuestran que éste oligosacirido estd presente en la
membrana de los glébulos rojos, de los gldbulos blancos y en 1la
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 administracién intragastrica de la lectina
sobre el estado general de las ratas se determind, con la ganancia
o pérdida de peso diario y.con la determinacién de la concentracién
en suero de las proteinas totales y de la albimina.

En el cuadro 3 se muestra el cambio de peso promedic de las
ratas en cada grupo, durante el tiempo de administracién 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 administré PBS por
intubacién gastrica (grupo testigo) aumentaron 1.59 g/dia a 1o
large del estudio. En cambio, el grupo de ratas que recibié
extracto cocido y el que recibié el extracte crudo del frijol Bayo,
perdieron peso a lo largo del estudio y ésta pérdida fue
dependiente del tiempo de administracién.

Los estudios previos (64, 74, 90) han demostrado gue la
incorporacién 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 recibié el extracto crudo.

La primera es gue las ratas hayan quedado muy lastimadas

después de la administracién intragédstrica del extracto, lo cual
hubiera provocado una disminucién en el consumo del alimento.

47



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 (9) (9) (g/dia)
TESTIGO 14 243.1$18.9 | 265.4%25.6% [ +1.6:0.5
3 285.3£24.9" | 278.7424.6° | ~2.2¢0.2
EXTRACTO ; .
7 265.3%45.8" | 258.6$46.1° [ -0.920.2
cocIpo 14 258,9250.9" | 244.5452.6% | -1.0%0.1
3 280.8210.5" | 272.1#13.0° | -2.9%1.1
EXTRACTO : T
7 292.7+28.7" | 279.0%26.0° | -2.0%0.6
CRUDO 14 281.0£23.1" | 255.2$23.59 | -1.820.4

* no significativo (t-Student: ext. cocido vs testigo y
ext. crudo vs ext. cocido). a, b, c, e y £: p<0.05. d:
p<0.01. g: p<0.02. {t-pareada).

La otra explicacién es gque 1la lectina no haya sido
completamente destruida con el tratamiento térmico empleado para la
coccién del extracto crudo del frijol Bayo.

Aungque la segunda hipbtesis es m&s probable ya dgue esta
apoyada  peor los resultados obtenidos en la prueba de
hemaglutinacién, seria recomendable para estudios posteriores,
ocupar grupos de ratas con alimentacién pareada (pair-fed) para
determinar si la pérdida de peso se debid a una disminucién 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 administraria el extracto cocido del frijol Bayo y se
registraria su consumo diario de alimento, y a otro grupo de ratas

48



no se les administraria el extracto cocidoe pero se les restringiria
la cantidad de alimento de acuerdo al consumo del grupo anterior.

Algunos estudios previos (42, 62, 74, 90) han demostrado que
la disminucién de peso en los animales alimentados con lectinas
purificadas o© con dietas que contienen semillas crudas de
legumincsas se debe, en gran parte, a la interferencia inespecifica
con la absorcién de nutrimentos ocasionada por la lectina al unirse
a las células epiteliales del intestino, aungue no debe descartarse
un efecto conjunto con el inhibidor de tripsina.

La disminucién en la absorcién de nutrimentos puede ser
detectada indirectamente por métodes bioquimicos, tredicionalmente
con la determinacién de albmina en suero.

El cuadro 4 muestra los valores séricos promedio de albGmina
Y de proteinas totales de cada grupo de ratas.

La concentracién de proteinas totales y de albtmina en los
sueros del grupo que recibié el extracte crudo y del grupo gque
recibié el extracto cocido del frijol Bayo, no muestran diferencia
con respecto a los valores de las ratas del grupo testigo.

Probablemente, el corto pericdo de experimentacién fue un
factor determinante por el cual no se encontraron diferencias en la
concentracién de las proteinas séricas, ya que el tiempo de vida
media de la albGmina es de aproximadamente 3 semanas.

Con el fin de poder detectar algdn cambio en la concentracién
de 1las proteinas séricas, seria recomendable en futuros
experimentos, alargar el tiempo de exposicién a la lectina ¢ en su
defecto, emplear otro indicador bioguimico cuya vida media sea
menor, como por ejemplo prealb@mina o transferrina.
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CUADRO 4
CONCENTRACION DE ALBUMINA Y DE PROTEINAS TOTALES EN EL SUERO DE
LAS RATAS ALIMENTADAS CON LOS EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL BAYO

DIAS 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
s 3 8.12 + 0.81 | 3.88 £ 0.42 | ns

EXTRACTO
5 7 8.10 * 1.19 | 3.89 * 0.40 | ns
cocIbo 5 14 8.64 * 0.69 | 4.21 + 0.26 | ns
5 3 7.98 * 0.50 { 3.92 * 0.18 { ns

EXTRACTO
5 7 7.91 + 0.54 | 4.26 £ 0.17 | ns
CRUDO 5 14 8.16 + 0.62 | 4.12 * 0.27 | ns

+* t-student. ns= no significativo.

4. ANTICUERPOS ANTI~PHA EN SUERO.
Los resultados obtenidos en 1la deteccién 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 obtuveo el
"fondo" del sistema para ambas clases de anticuerpos anti~PHA, 1gG
e IgM. Solo aguellos valores de absorbancia que fueron superiores
al intervalo definido por el valor promedio de la absorbancia del
suero de las ratas del grupo testigo, mds una desviacién est&ndar
(%X £ 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 (% + DE) IgM (% * DE)
TESTIGO | 10 14 0.209 * 0.073 0.262 t 0.041
5 3 0.167 * 0.056 0.273 % 0.044
EXTRACTO
5 7 0.176 * 0.078 0.276 + 0.037
cocIpo 5 14 0.206 * 0.049 0.228 & 0.046
5 3 0.204 + 0.043 0.337  0.053
EXTRACTO n .
5 7 0.891 & 0.301" | 0.401 % 0.102
CRUDO [ 14 0.928 + 0.062" | 0.342 * 0.086""

Se reporta el valor promedio de absorbancia para cada
grupo. * p < 0.001 (t-student). ** P < 0.05 (t-student).

No se detectaron anticuerpos énti-PHA de ninguna de las dos
clases, a lo largo del estudio, en las ratas gque recibjeron el
extracto cocido del frijol Bayo. Como se puede observar en el
cuadro 5 y en las figuras 8 y 9, el valor promedio de absorbancia
para cada tiempo de administracién est& dentro del intervalo del
grupo testigo.

Por el contrario, las ratas que recibleron el extracto crudo
del frijol Bayo produjeron anticuerpos anti-PHA de clase IgG e IgM

de manera tiempo-dependiente.

La cinética de aparicién de éstos anticuerpos fue 1la
siguiente: para el caso de los anticuerpos anti-PHA de clase IgM,
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&stos aparecieron al tercer dia, alcanzaron su valor mdximo en el
dfa 7 y disminuyeron en el dia 14 (figura 8).

Para el caso de los anticuerpos anti-PHA de clase IdG, éstos
aparecieron al dia 7, manteniéndose hasta el dia 14 (figura 9).

La cinética de aparicién de los anticuerpos anti-PHA en las
ratas que recibieron el extracto crudo por intubacién gastrica (via
oral), es similar a la que se ha reportado para el caso de
proteinas que se administran por via sistémica, es decir, una
respuesta primaria caracterizada por la aparicién de anticuerpos de
clase IgM y una respuesta inmune secundaria, caracterizada por

anticuerpos de clase IgG.

Anticuerpos anti-PHA de clase IgM
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Figura 8. ANTICUERPOS ANTI-PHA DE CLASE IgM
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Anticuerpos anti-PHA de clase IgG
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Figura 9. ANTICUERPOS ANTI-PHA DE CLASE IgG

La administracién oral de un antigeno generalmente ocasiona la
aparicién de anticuerpos de tipo IgAs a nivel mucoso e inhibe la
aparicién de respuestas inmunes a nivel sistémico, fenémeno
conocido como Tolerancia oral (91). Sin embargo, existen evidencias
(92) de gue ciertas proteinas gue tienen la propiedad de unirse a
las células de la mucosa intestinal (por ejemplo, pilis bacterianos
y algunas lectinas) fueron capaces de inducir respuestas inmunes
tanto a nivel mucoso como a nivel sistémico. Dicha respuesta fue de
la misma magnitud a la obtenida cuando las mismas proteinas fueron
administradas por via intramuscular.

Los resultados del presente estudio demuestran que 1la
administracién oral de extracto crudo del frijol Bayo a ratas
generd 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 atravesé la barrera epitelial y entré al torrente sanguineo.

Existen dos posibles vias a través de las cuales la lectina
pudo entrar a circulacidn sanguinea.

La primera es a través de la célula M de las placas de Peyer
ya que como se mencioné en los antecedentes es la via mas comGn a
través de la cual los antigenos logran cruzar la barrera epitelial
del intestino. Sin embargo, esto no se comprobbé en el presente
estudio debido a las limitaciones de resolucién de la microscopia
Sptica.

Otra posible via de entrada de la lectina a torrente sanguineo
pudo ser a través de las células epiteliales de las vellosidades
intestinales.

Como ya se mencioné, el sistema inmune mucoso previene la
entrada de antigenos potencialmente nocivos a la circulacién via la
mucosa (exclusién inmune y barrera epitelial) evitando que el
sistema inmune sistémico se exponga a una inapropiada carga
antigénica (93).

La unién de la lectina 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 lectina a
circulacién sanguinea.

Pusztai y col. (95) demostraron en ratas que la PHA es
transportada por las células epiteliales a torrente sanguineo.
Ellos detectaron mds del 10% de una dosis intragistrica de PHA en
la sangre y en Organos periféricos tres horas después de la
administracién.
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Por otro lado, la ausencia de anticuerpos especificos contra
la PHA en el suero de las ratas a las que se les administré
extracto salino. cocido de frijol, indica que el método de coccién
utilizado destruyé efectivamente la antigenicidad de la lectina.

La induccidén de la respuesta inmune sistémica contra la
lectina debe ser a través de la activacién de macréfagos y
linfocitos a nivel de la placa de Payer los cuales migran a otros
sitios mucosos y a érganos como el bazo independientemente de que
la PHA sea un mitégeno 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 observé ninguna alteracign en la morfologia intestinal
de las ratas que recibleron extracto salino cocido, ni en las gue
recibieron extracto salino crudo (figuras 11 y 12). En general, la
forma y el tamafio de las vellosidades, asi como de las criptas fue
jidéntica al grupo testigo y no se observé infiltracién celular en
la lamina propia.

La dnica alteracién morfolégica gque 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 algunas vellosidades. Cabe destacar que ésta alteracién
finicamente se observé en la regién proximal del intestino
(duodeno) .
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Figura 10. PORCION PROXIMAL DE INTESTINC DELGADO
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO PBS POR
INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 DIAS (GRUPO TESTIGO).
TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (100X). 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 demostrb que el grado y extensién
en la alteracién morfolégica producido por las lectinas depende de
la cantidad y de la frecuencia con que se administran é&stas
proteinas.

Se ha reportado (74) un acortamiento significativo de las
vellosidades del intestino delgado en ratas alimentadas con dietas
que contenian desde 0.25% de la lectina en la dieta.

En éste estudio, la cantidad de la lectina que se administré
a las ratas, fue de aproximadamente 0.15 mg, que corresponde al 3%
del total de proteina administrada (5 mg/ml), el cual es
significativamente menor que la cantidad de lectina empleada en los
otros estudios (74). Quiz4 por esto, nc se detectd ninguna
alteracidén en la morfologia del intestino, o a que la microscopia
Sptica no permite una buena resolucién de los dafios reportados en
otros estudios.

6. LOCALIZACION DE LA LECTINA EN EL INTEST;NO.

La localizacién de la lectina (PHA) a lo largo del intestino
delgado de las ratas que recibieron los extractos cocido y crudo
del frijol Bayo, comprendié los siqguientes aspectos:

~ Sitio: se refiere a la regién del intestino donde se unié la

lectina, es decir, el duodeno, el yeyuno y/o el ileon.

- Distribucién: se refiere a el patrén de unién de la lectina

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

comprendia a la vellosidad completa incluyendo la regién de la
cripta, la mitad superior o inferior de la vellosidad, el
epitelio y/o la lamina propia de la vellosidad, etc.

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

intestino, con base en 1la intensidad de 1la tincidén con

inmunoperoxidasa, la cual se determiné de acuerdo con la

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

ausente (-).
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La tinecién con inmunoperoxidasa de los cortes de intestino
delgado (duodeno) de las ratas del grupo testigo, del grupo que
recibié el extracto coclido y del grupo que recibibé el extracto
.crudo del frijol ‘Bayo, se muestra en las figuras 13, 14 y 15
respectivamente.

No se detecté a la lectina en ninguna de las muestras de
intestino delgado en el grupo de ratas a las que se les administro
el extracto cocido del frijcl Bayo (figura 14), lo cual sugiere que
la lectina fué destruida totalmente por el procesc de coccién. Sin
embargo, los resultados de la actividad hemaglutinante del extracto
cocido difieren de esta observacién, ya que después del tratamiento
térmico, fue posible detectar dicha actividad con un titulo de 1:4
(cuadro 1}).

La aparente contradiccién 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 inactivacidén por calor, también es diferente.

En un estudio previo (69) la, coccién en autoclave por 15
minutos, fue suficiente para destruir la actividad mitogénica de la
PHA asi como la induccién de la sintesis de inmunoglobulinas in
vitro, perc no tuvoe ningtn efecto sobre la actividaad
hemaglutinante, lo cual se explicé con base en la resistencia de
las subunidades, al tratamiento térmico.

otra posible explicacién es que la cantidad de 1lectina
residual en el extracto cocido del frijol Bayo, no fue suficiente
para ser detectada por el método de detecci6tn utilizado
{inmunoperoxidasa).

El cuadro 6 resume el patrénm de unién de la lectina en las
muestras de intestino delgado del grupo de ratas gue recibieron el
extracto crudo del frijol.
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Figura 13. PORCION PROXIMAL DE INTESTINO DELGADO
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO PBS POR
INTUBACION GASTRICA DURANTE 14 DIAS (GRUPO TESTIGO).
TINCION INMUNOPEROXIDASA (400X). LI: LUZ INTESTINAL. V:
VELLOSIDAD INTESTINAL.
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Figura 14. PORCION PROXIMAL, DE INTESTINCO DELGADO
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO
COCIDO DEL FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 14
DIAS. TINCION INMUNOPEROXIDASA (400X) . LI: LuzZ
INTESTINAL. V: VELLOSIDAD INTESTINAL.

62



Figura 15. PORCION PROXIMAL DE INTESTINO DELGADO
(DUODENO) DEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO
CRUDO DEL FRIJOL BAYQ 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 e - -

1 DIA - - -

3 DIAS e - -

7 DIAS ++ - -

14 DIAS + - -

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

La tincién se 1imité a la superficie externa de la membrana de
las células epiteliales situadas en los dos tercios superiores de
las vellosidades, Gnicamente en la regién proximal del intestino
delgado (duodeno) (figura 15).

No se detectd tincién en las células de las criptas de
Lieberkiihn lo que sugiere que el receptor de la PHA se encuentra
presente Gnicamente en las células epiteliales maduras, como ha
sido indicado en estudios previos (64, 90, 96).

Tampoco se detecté la presencia de la PHA en las regicnes
medial (yeyuno) (figura 16) y distal (ileon) del intestino delgado
lo que significa que el sitio de accién de la lectina depende de la
presencia de un oligosacdrido que se encuentra Gnicamente en la
regién proximal del tracto intestinal.
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figura 16. PORCION MEDIAL DE INTESTING DELGADO (YEYUNO)
JEL GRUPO DE RATAS QUE RECIBIO EL EXTRACTO CRUDO DEL
FRIJOL BAYO POR INTUBACION GASTRICA DURANTE 3 DIAS.
CINCION INMUNOPEROXIDASA (200X). LI: LUZ INTESTINAL. V:
VELLOSIDAD INTESTINAL. C: CRIPTA.
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Estos resultados coinciden con otros reportados previamente
(74) donde se observé unién de la PHA Gnicamente a nivel de
duodeno. Sin embargo, existe una pequefia contradiccién con otros
estudios (96) donde reportan unién de la lectina también a nivel
del yeyuno.

Estas contradicciones entre los resultados de los diferentes
trabajos pueden ser debido a los diferentes sitios donde se tomd la
muestra de yeyuno. Mientras que para tomar muestras de ducdeno
existe cierto control ya que siempre se toma alrededor de los
primeros 3 cm después de la valvula pilérica, para tomar muestras
de yeyuno no existe control ya que el yeyuno no tiene limites bien
definidos y ademds su longitud es mayor.

La cantidad de lectina unida al intestino delgado (intensidad
de la tincién), varié con el tiempo de administracién., La
intensidad de la tinciétn fué mayor en el intestino de las ratas a
las que se les administré el extracto crudo durante tres dias
(figura 15), y ésta fué menor a los 14 dlas (figura 17). Estos
resultados sugieren que la expesiciétn crénica a la lectina produce
un aumentc en la exfoliacién celular, por lo que éstas células
deben ser reemplazadas a partir de las criptas de Lieberkithn.

Esto se ha explicado por un aumento en la tasa mitogénica de
la cripta (con el consiguiente aumento en la sintesis de ADN y ARN)
y al aumento en la velocidad con la que é&stas células migran hacia
la porcién de la vellosidad que ha sido dafiada. A pesar de gue el
ntmero de células epiteliales se mantiene, se ha propuesto que
estas células pueden presentar formas inmaduras de sus
glicoproteinas de membrana, debido a que la velocidad con la que
migran no permite una glicosilacién correcta de sus proteinas. Con
base en &sto, se puede explicar la disminucién observada en la
intensidad de la tincién con inmunoperoxidasa.
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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 administracién de
la 1lectina y en ausencia de una nueva exposicién la PHA se
encuentra unida en las microvellosidades del duodeno en tan solo 1
hora y en las del yeyuno en los siguientes 30 minutos. Asimismo, 1la
histologia del epitelio dafiado retornaba a la normalidad entre 10
Y 20 horas después de la administracién, lo cual también fue
explicado por la migracién celular que reemplaza a las células
dafiadas por la lectina.

Sin embargo, la reparacién de las microvellosidades también ha
sido explicada con base en procesos intrinsecos de reparacién y no
al reemplazo de 1las c¢é&lulas dafladas (97), por 1lo dque 1las
microvellosidades potencialmente pueden ser dafiadas y reparadas
repetidamente después de la administracién de las lectinas.

Con objeto de determinar si el patrén de unién de la PHA
administrada en forma aguda era similar al encontrado por su
administracién crénica, se realizé un experimento adicional, en el
cual un grupo de ratas que recibié una dosis Gnica del extracto
crudo del frijol Bayo se sacrificaron a las 2 y 24 horas
siguientes. '

La tincién con inmunoperoxidasa de los cortes de intestino de
las ratas a las 2 horas, mostrd un patroén de tincidn idéntico al
observado en los grupos de ratas que recibieron la administracién
crénica del extracto durante 3, 7 y 14 dias. La tincién se 1limitd
a la membrana externa de las células epiteliales situadas en los
dos tercios superiores de todas las vellosidades, Gnicamente en el
duodeno.

En cuanto a la intensidad de la tincién, ésta fue mas fuerte

en el grupo de ratas de 2 horas que en los grupos de 3, 7 y 14
dias.
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Estos resultados indican que el patrén de unién de la lectina
es el mismo independientemente de la cantidad y frecuencia con que
se administre, solo varia la intensidad de la tincién.

Por el otro lado, a las 24 horas no se encontré lectina unida
en pninguna regiétn del intestino. Esto parece indicar que la
velocidad con las que son reparadas las 'microvellosidades es debida
a la eliminacién 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
regién proximal del intestino (duodeno), también debe encontrarse
libre a nivel de yeyuno y de ileon. 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).

69



VI. CONCLUSBIONES

De las pruebas realizadas en el presente estudio se puede
concluir lo siguiente:

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE.

- De acuerdo con la clasificacién 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
lectinas inespecificas, ya que mostré actividad hemaglutinante
sobre todos los eritrocitos humanos de los diferentes grupos
sanguineos (A, By O) y sobre los eritrocitos de conejo y de vaca.

- En cuanto a la clasificacién hecha por Jaffé y Briicher (62)
respecto a la actividad hemaglutinante de las Panaglutininas sobre
eritrocitos de conejo y eritrocitos de vaca previamente tratados
con tripsina y su correlacién con la toxicidad de las lectinas, la
lectina del frijol Bayo pertenece al grupo A o lectinas téxicas ya
que reacciond con eritrocitos de conejo y con eritrocitos de vaca
tripsinizados. ’

- El tratamiento térmico empleado {autoclave, 121°C, 30
minutos y 15 1b/in?} 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 azficares probados fue
capaz de inhibir la actividad hemaglutinante del extracto crudo del
frijol Bayo aiGn siendo constituyentes del oligosacarido especifico
de la PHA,

EFECTO DE LA LECTINA SOBRE EL ESTADO GENERAL DE LAS RATAS.
- La administracién oral del extracto salino crudo de frijol
ocasion6 una réapida pérdida de peso en las ratas. Este efecto
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también se observé en las ratas a las cuales se les administré
extracto salino cocido de frijol lo cual indica que el tratamiento
térmico utilizado en la coccién no fué suficiente para destruir.
totalmente a la lectina; lo que explica la actividad hemaglutinante
en el extracto cocido.

- A pesar de la pérdida de peso, no hubo cambios en los
valores de protefinas totales y de albGmina en suero debido a que
éstos par&metros son regulados por mecanismos homeostaticos.
También se debe al corto tiempo de duracidn del estudio, el cual no
permite observar cambios en la concentracién plasmética de estas
proteinas.

ANTICUERPOS ANTI~PHA EN SUERO.

- La administracién oral del extracto crudo del frijol Bayo
generd 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
aparicién de ambas clases de anticuerpos fue dependiente del tiempo
de administracién.

~ No se detectaron anticuerpos anti~PHA en los sueros de las
ratas que recibieron el extracto cocido del frijol Bayo indicando
gue el tratamiento térmico empleado destruyd 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 6ptica no se detectaron cambios
morfolégicos en las muestras de intestino delgado de las ratas a
las que se les administrd extracto crude 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 detecté la presencia de lectina en las muestras de
intestino delgado de las ratas gque recibieron el extracte cocido
del frijol Bayo.

- En el intestino delgado de las ratas gque recibieron el
extracto crudo del frijol, la unién de la lectina se limitdé a la
superficie externa de la membrana de las células epiteliales
situadas en los dos tercios superiores de 1las vellosidades,
dnicamente en la regién proximal del intestinoc delgado {duodeno).
Estos resultados sugieren que el oligosacirido especifico de la PHA
no estd presente en el yeyuno ni en el fleon, asi como en las
células de las criptas de Lieberkihn.

- La intensidad de la tincién disminuy6é conforme se alargd el
tiempo de exposicién a la lectina, indicando gue la velocidad con
que son reemplazadas las células dafjadas es mayor a la velocidad
con la que migran las células de la cripta normalmente lo gue
impide la completa maduracién de &stas células.

Por Gltimo y con base en los resultados obtenidos se puede
afirmar que la administracién oral del extracto salino crudo del
frijol Bayo a ratas ocasiona pérdida de peso debido a la unién de
la lectina a las microvellosidades intestinales lo que provoca una
interferencia inespecifica con la absorcién de nutrimentos.
Asimismo, la unién de 1la 1lectina a 1las microvellosidades
intestinales debe ocasionar una desorganizacién de la membrana de
las células epiteliales lo cual puede facilitar la entrada de la
lectina a la circulacién sanguinea e inducir una respuesta inmune
a nivel sistémico.
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ANEXO 1

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES.
(Método de Lowry)

FUNDAMENTO.

La determinacién de proteinas totales por el método de Lowry
se fundamenta en la reaccién de las proteinas con el reactivo de
fenol de Folin-Ciocalteau. El color que se forma es debido a la
reaccién del cobre alcalino con la proteina, tal como sucede en el
método de Biuret, y la reduccién de fosfomolibdato y fosfotungstato
a azul de molibdeno y a azul de tungsteno respectivamente, por la
tirosina y el triptofano presentes en la protelna (82),.

REACTIVOS.
A. Na,CO, al 2% en NaOH 0.1N.
B. Cus0,.5H,0 al 0.5% en tartrato de sodio y potasio al 1%.
[sH] Solucién de cobre alcalino: 50 ml del reactivo A y 1 ml del

reactivo B (se prepara el mismo dia que se va a usar).

D. Reactivo de Folin 1N (Sigma Chemical'CDmpany).

E. Solucién estdndar: se preparan estdndares de AlbGmina Sérica
Bovina (SIGMA, Chem. Com.) en NaOH 0.1N a concentraciones de
4, 2, 1y 0.5 mg/ml.

METODO.

Se colocan 20 pl de muestra en un tubo de ensaye, se afiaden
200 ul de agua destilada y 1.0 ml de la solucién de cobre alcalino.
Se agita en vortex y se deja reaccionar 10 minutos a temperatura
ambiente., Se afaden 100 pl del reactivo de Folin, se agita, se deja
reaccionar 30 minutos y se lee la absorbancia a 660 nm en un
espectrofotbmetro.
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ANEXO 2

ADMINISTRACION INTRAGASTRICA

Para realizar la administracién intragastrica de los extractos
salinos de frijol a las ratas, se utilizé una céanula de cobre
niquelada con “punta de globo" (Ferrill & Moreland) la cual se
adapt6 a una jeringa (Figura).

La administracién 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 gue la rata reaccione con agresividad (Figura).

Una vez sujeto el animal, la c&nula se introduce por la boca
girando levemente y moviendo sobre la lengua hasta llegar al
esdfago (Figura) donde es expulsado el liquido de la jeringa.

La insercién de la cénula en el esb6fago debe realizarse con
cuidado y de manera correcta para evitar la infusién accidental del
liquido en la traquea.
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ANEXO 3

PUNCION CARDIACA

Para realizar la puncidn cardiaca, la rata anestesiada se
coloca en posicién decfibito dorsal y se palpa el latido del corazén
con los dedos pulgar e indice en la regién de la 4a. a la 6a.
costillas.

Una vez palpado el corazén se introduce la aguja de la jeringa
a través de la pared tordcica en un angulo aproximadamente de 45°
al eje horizontal del cuerpo de la rata (Figura) (83). El extremo
de la aguja llega a transmitir el palpitar del corazén.

Idealmente, la pared del ventriculo izquierdo es penetrado
usando éste método, y la fuerte pulsacién puede producir el flujo
sanguineo a la Jjeringa.
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ANEXO 4

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES SERICAS
(Método de Biuret)

FUNDAMENTO.
Este método se fundamenta en el color azul violeta producido

al reaccionar el reactivo alcalino de cobre con las proteinas (84).
El color es debido a la formacidén del siguiente complejo:

REACTIVOS.
A. Diluyente de Biuret: KI 0.5% (p/v) en NaOH 0,25N.
B. Reactivo de Biuret: Cuso,.5H,0 15.0 g
tartrato de sodio y potasio 45.0 g
Diluyente de Biuret c. b. p. 1000 ml
c. Biuret de trabajo: Reactivo de biuret diluido 1:2 con

diluyente de biuret.

SOLUCION ESTANDAR.
Se preparan soluciones de AlbGimina Sérica Bovina (SIGMA Chem.
Com.) a las concentraciones de 10, 8, 6, 4, Yy 2 g/dl en SSI (NaCl

0.89%)
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METODO.

Se colocan 20 gl de muestra en un tubo de ensaye y se agregan
2.0 nl del reactivo de biuret diluido 1:2. Se agita perfectamente
y se deja reaccionar 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente
se lee la absorbancia a 550 nm en un espectrofotfmetro.



ANEXO S

DETERMINACION DE ALBUMINA SERICA
(Verde de Bromocresol)

FUNDAMENTO.

La determinacién de albimina en suero por el método de enlace
a colorantes se fundamenta en la unién de la albGmina a colorantes
ftaleinicos como el verde de bromocresol produciendo un color cuya
intensidad es proporcional a la concentracién de albGmina presente

(85).

REACTIVOS.

NaOH 10% 26 ml
Verde de Bromocresol 500 mg
Acido l&ctico 30 ml
Tween 20 10 ml
Agua destilada 1000 ml

*Antes de aforar, se ajusta el pH a 4.0 con NaOH 10%. Queda una
solucién concentrada 5X.

SOLUCION ESTANDAR.
Se preparan soluciones de Albumina Sérica Bovina (SIGMA Chem.

Com.) a las concentraciones de 2, 3, 4, 5 y 6 g/dl en SSI.

METODO.

Se colocan 20 ul de muestra (suero, plasma o est&ndar) en un
tubo de ensaye y se agregan 5.0 ml del reactivo (dilufido 1:5 con
agua destilada), se agita y se lee la absorbancia a 630 nm en un

espectrofotémetro.
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ANEXD 6

SISTEMA ELISA INDIRECTD

ADSQRCION DEL ANTIGENO
@ A LA FASE SOLIDA
LAVADO
P ADICION DEL SUERO PROBLEMA
@ (EL ANTICUERPO ESPECIFICO SE
i UNE AL ANTIGENG)
LAVADO
s :
H € ADICION DE UNA ANTI-INMUNOGLOBULINA
@ ) CONTUGADA CON ENZIMA
LAVADO

ADICION DEL SUSTRATC

LA INTENSIDAD DEL COLOR ES PROPORCIONAL A LA
CONCENTRACION DEL ANTICUERPO.
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ANEXO 7

PREPARACION DE REACTIVOS
{Deteccién de anticuerpos anti~PHA)

Lectina de Phaseoclus vulgaris, fraccibébn eritroaglutinante

{PHA-E)} {Sigma Chemical Ca.).
Amortiguador de recubrimiento ({Carbonato~Bicarbonato,

PH=2.6) .

0.1M,

Na,Co, 1.59 g
NaHCO3 2.93 g
ANaN, 0.20 g

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

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

enzima.
Amortiguador de fosfatas salinos con Tween 20 (Polioxietilen

sorbitan monolaurato) (PBS-Tween, 0.1M, pH=7.2).

Nacl 8.0 g
Na,HPO4.12H,0 2.8 g
KH,PO, 0.2 g
Xel 0.2 g
*NaN, 0.2 g
Tween 20 0.5 m

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-albtmina libre de r-glecbulinas
al 0.2% (Carbonatos-ASB al 0.2%).
AlbGmina Sérica Bovina
libre de r-giobulinas
{Sigma Chemical Company) 0.2 g
Amortiguador de recubrimiento 100 ml

5.- Conjugados.
- Suero de cabra, anti-IgG (r} de rata, conjugado con
peroxidasa. (Peroxidase labeled. Affinity purified antibody to
rat IgG {(v) goat) (KIRKEGAARD & PERRY LABORATORIES, INC.
(kpl)) .
- Suerc de cabra, anti~IgM (s) de rata, conjugado con
peroxidasa. (Peroxidase labeled. Affinity purified antibody to
rat IgM (u) goat) (KIRKEGAARD & PERRY LABORATORIES, INC.
(kpl)) .

6.- sustrato.
Amortiguador fosfato-citrato (pH=5.0):
Acido citrico 0.1 M 24.3 ml
Na HPO, 0.2 M 25.7 ml
Agqua destilada c.b.p. 50.0 ml

Disoclver 40 mg de o-fenilendiamina (OPD, Sigma Chem. Co.} (*)
en 100 ml de amortiguador fosfato-citrato y agregar 40 sl de
H,0, al 30%. . .
La selucién sustrato o-fenilendiamina es sensible a la luz y
debe prepararse justo antes de usarse.
*Tener precaucién al pesarla ya que es un carcindgeno que
puede ser absorbido por la piel.
7.~ Fase sélida.
Se utilizan placas de poliestireno de 96 pozos con fonde
plano, NUNC-F (Dinamarca).
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ANEXO 8

PREPARACION DE REACTIVOS
(Técnicas de Tincién Histolégicas)

PBS, 0.1 M, pH=7.4

Eter . :
Formol al 10% en amortiguador salino de fosfatos T
Etanol al 70%, 80%, 96% y 100%

Xilol

Parafina histolégica (Laboratorios del Rio, S.A., Méx.)

7.- AlbGmina de Mayer:

8.~
9.~

10.~
il.-

12.-

Clara de huevo fresco 50.0 ml

Glicerina 50.0 ml
Mezclar bién y filtrar a través de gasa gruesa (a 55°C).
Agregar un cristal de fenol o de timol como conservador.
Diluir al 20% para su uso.

Hematoxilina, férmula de Delafield (Sigma de México, S.A.).
Eosina.

Solucién madre (eosina alcSholica):
Eosina Y o amarilla 1.0 g
Eosina B o azulada 1.0 g
Etanol absoluto 100 ml
Solucién de trabajo:
Eosina alcéholica 50 ml
Agua destilada 300 ml
Acetona Q.P.
Solucién Metanol-H;0,
Metanol 50 ml
H,0, 1ml
Suero de conejo anti-lectina de Phaseolus vulgaris (anti-PHA
fraceiébn eritroaglutinante) (Anti-Phaseolus vulgaris lectin.
Antibody developed in rabitt) (Sigma Chemical Company)
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13.- Suero de cabra anti~IgG, especifico para cadenas H y L de
coneje, conjugado con peroxidasa (Peroxidase labeled, Affinity
purified antibody to rabitt Ig6 (H+L} goat} (KIRKEGAARD &
PERRY LABORATORIES, INC. (kpl))

14 .-Solucibn sustrato-revelador.
3.37~diaminobenzidina (Sigma Chem. Co.) 1.0 mg
Buffer Tris~HCl 0.2 M, pH=7.6 2.0 m}

Hz0, al 30%

15.- Resina

2,0 gl
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ANEXO 9

PROCESAMIENTO DE TEJIDOS
(Microscopia Optica)

FIJACION DE 1OS TEJIDOS.

Las muestras se colocan en una solucién de formol al 10% en
PBS durante 24 horas para preservar su estructura y fijar sus
antigenos sin destruir su antigenicidad.

Transcurridas las 24 horas las muestras se lavan con agua
corriente para eliminar el formol.

DESHIDRATACION Y CLARIFICACION DE LOS TEJIDOS.

La deshidratacién de los tejidos se realiza transfiriéndolos
a recipientes con etanol al 70%, 80%, 96% y 100% en orden creciente
de concentracién, dejindolos 1 hora en cada uno.

Después del Gltimo bafio en etanol al 100% las muestras se
transfieren a xilol dejandolas 2 horas para su clarificacién.

INCLUSION EN BLOQUES DE PARAFINA.

Las muestras clarificadas son transferidas a un recipiente con
parafina histolégica fundida a 60°C e incubadas a la mnisma
temperatura durante 2 horas para su impregnaci6n, después de lo
cual se forman los bloques y se dejan solidificar.

CORTES DE TEJIDO.
Se realizan cortes transversales de 7 pg de grosor utilizando
un microtomo.

Los cortes son montados sobre portacbjetos cubierxrtos con

albGmina de Mayer y puestos en una parrilla de calentamiento hasta
la fusién de la parafina, para fijar la muestra al portaocbjeto.
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