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RESUMEN 
Estudios epidemiológicos indican que el aumento en la incidencia de 

cáncer de colon está relacionado directamente con la baja ingesta de frutas, 

verduras y leguminosas. El frijol es una leguminosa que contiene diversos 

agentes bioactivos en su mayoría carbohidratos, a los que se les ha atribuido 

diferentes actividades biológicas, un ejemplo de éstas es la actividad 

anticancerígena, y que se ha sugerido que mayoritariamente se atribuye a su 

fermentación en el colon produciendo ácidos grasos de cadena corta (AGCC). 

Considerando que el frijol a pesar de ser parte de la dieta del mexicano, su 

consumo ha disminuido considerablemente, tratando de rescatar dicho consumo 

y conocer más acerca de algunas de las propiedades biológicas de esta 

leguminosa, se planteó como objetivo evaluar el efecto del extracto de 

polisacáridos del frijol común (Phaseolus vulgaris L.) variedad negro 8025 

cocido, sobre el estadio temprano de cáncer de colon. Se cuantificó y caracterizó 

parcialmente los componentes de interés biológico en frijol cocido y en el 

extracto de polisacáridos (EP). Se obtuvo el 57.5% de polisacáridos en frijol 

cocido. Los oligosacáridos representaron: 6.8 y 10 mg eq de rafinosa; para frijol 

cocido y EP, respectivamente, así como 15.11 y 9.11 mg eq de (+)-catequina; 

1.8 y 1.6 mg eq de rutina; 30.8 y 39.3 de almidón resistente; 20 y 53.1% de fibra 

total para frijol cocido y EP, respectivamente. Se evaluó la expresión de genes y 

proteínas en las zonas colónicas (proximal y distal), así como el efecto de los 

tratamientos sobre el ciclo celular por citometría de flujo y la inducción de 

apoptosis por el método de TUNEL y el número de fosas crípticas aberrantes 

(FCA) por técnicas histológicas. El frijol y el EP inhibieron la expresión de genes 

involucrados en proliferación celular (rb y β-catenina), incrementaron la 

expresión de proteínas relacionadas con arresto celular (p21) y por consiguiente 

mayor número de células en fase G1, aumentaron la expresión caspasa 3 e 

incrementa el número de núcleos apoptóticos y disminuyen el número de FCA.  
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corta., Fosas crípticas aberrantes 
 



ABSTRACT 
Epidemiological studies have shown a good relationship between high 

incidence of colon cancer and low intake of fruits, vegetables and legumes. The 

common bean is a legume that contains several bioactive components, 

carbohydrates, major component with different biological activities, such as 

anticancer activity and it has been related to colonic fermentation to produce 

short-chain fatty acids (SCFA). In Mexico, common beans are part of diet 

however its consumption decreased considerably. The objective of this study 

was to determine the chemopreventive effect of polysaccharides extract (PE) 

from cooked common bean (Phaseolus vulgaris L.) seeds of cv. Negro 8025 on 

ACF development by histology analysis, quantification of SCFA and the 

evaluation of gene and protein expression (distal colon zone). The yield of PE 

was 57.5%, the concentration of oligosaccharides was 6.8 and 10 mg of eq 

raffinose for beans and PE, respectively; for condensed tannins 15.11 and 9.11 

mg of eq (+)-catechin; for flavonoids 1.8 and 1.6 mg eq rutin; for resistant starch 

30.8 and 39.3 of resistant starch, and for fiber 20 and 53.1% for cooked beans 

and PE, respectively. We evaluated the expression of genes and proteins in 

colonic zone (proximal and distal), as well as the effect of treatments on the cell 

cycle by flow cytometry, induction of apoptosis by TUNEL and the number of 

aberrant crypt foci (ACF) by histological techniques. The beans and PE inhibit 

the expression of genes involved in cell proliferation (rb and β-catenin), increase 

the expression of proteins associated with cellular arrest (p21) and therefore 

greater number of cells in G1 phase, increases the expression caspase-3 and 

increases the number of apoptotic nuclei and reduce the number of ACF. 

 

Keywords: Phaseolus vulgaris L, Polysaccharide, Short chain fatty acid, 

Aberrant crypt foci.  
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I. INTRODUCCIÓN 
Dentro de la dieta del mexicano se encuentran una gran cantidad de 

alimentos a los que se les han atribuido propiedades nutraceúticas. El término 

alimento nutraceútico se refiere al alimento completo o parte del mismo que presenta 

beneficios a la salud, incluyendo la prevención y el tratamiento de enfermedades, 

además de las funciones nutricionales básicas (Morrissey, 2002). 

 

Entre los alimentos de mayor consumo para los mexicanos, destacan el maíz 

y el frijol (Guzmán-Maldonado et al., 2002). Al frijol se le han atribuido propiedades 

quimioprotectoras ya que contiene compuestos como: fibra dietaria, oligosacáridos y 

fenoles (taninos condensados, flavonoides), inhibidores de tripsina, lectinas, entre 

otros. A estos compuestos se les han demostrado propiedades antimutagénicas y 

anticarcinogénica, y que al ser ingeridos en la dieta reducen el riesgo de desarrollar 

enfermedades crónico-degenerativas (Sandberg, 2000; Bourdon et al., 2001; Serrano 

y Goñi, 2004). Además, se ha informado que existe una relación directa entre el 

consumo de frijol (incorporando el 0.4% en la dieta) y una menor incidencia de 

cáncer de colon (Ríos et al., 2007) y ésto se ha atribuido principalmente a su 

contenido de carbohidratos, los que constituyen del 55 al 65% del peso total del 

grano (Bravo et al., 1998). Dentro de éstos, se encuentran la fibra soluble e insoluble, 

el almidón resistente y los oligosacáridos (Bravo et al., 1998), que pasan al tracto 

colónico sin sufrir una degradación enzimática, y que ahí pueden ser fermentados 

por la flora asociada. Como resultado de esta fermentación se tiene la producción de 

ácidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato principalmente), con 

funciones importantes a nivel del colon como lo es la disminución del pH, la 

aportación de energía a los entericitos (García-Peris et al., 2002; Kles y Chang, 

2006). 

 

De estos ácidos grasos de cadena corta producidos por las bacterias a nivel 

del colon, al ácido butírico se le han atribuido propiedades anticarcinogénica 

considerándose el principal componente protector. Estudios han demostrado que el 

ácido butírico inhibe la proliferación celular bloqueando la célula en puntos de 
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restricción a lo largo del ciclo celular, induciendo diferenciación y apoptosis, así como 

modulación de la expresión genética como oncogenes y genes supresores de 

tumores (p21 y Rb) (Bravo et al., 2000). Además, este ácido también induce enzimas 

destoxificantes como la glutatión S-transferasa y disminuye la expresión de enzimas 

colónicas como la β-glucuronidasa (Pool-Zobel et al., 2005), evitando la inducción de 

células cancerosas.  

 

Por otro lado, cabe resaltar que el cáncer representa un problema de salud 

pública. A nivel mundial, constituye una de las principales causas de muerte. En los 

Estados Unidos de Norte América es la segunda causa de muerte; se presenta con 

mayor frecuencia en el hombre, y el 90% de los casos se diagnostica despúes de los 

50 años de edad (Murillo et al., 2004). En México, el cáncer representa la tercera 

causa de muerte, y, a pesar del gran esfuerzo por mejorar el tratamiento y encontrar 

una cura, la mortalidad debida a esta enfermedad no ha disminuido. Dentro de los 

diversos tipos de cáncer, el cáncer de colon representa el 5 y 4.6% de muertes en 

México, para hombres y mujeres respectivamente (INEGI, 2008). 

 

Debido al incremento de muertes por cáncer de colon en México y 

considerando los informes en la literatura de que las leguminosas contienen agentes 

con propiedades quimioprotectoras y que dentro de estas leguminosas se encuentra 

el frijol, se consideró importante evaluar la capacidad anticarcinogénica de frijol y 

algunos de sus componentes involucrados. Los resultados de esta investigación 

permitirán conocer la relación existente entre el consumo de esta leguminosa sobre 

la incidencia del cáncer, específicamente el de colon, por medio de modelos 

experimentales que permitan establecer el posible mecanismo de acción y su 

implementación en el tratamiento y prevención en estadios tempranos de esta 

patología. 
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II. ANTECEDENTES 
1. Frijol común 
1.1 Generalidades 

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una planta originaria de América Latina, 

específicamente de las regiones mesoamericanas (desde el norte de México hasta 

Costa Rica) y andina (del norte de Perú al noroeste de Argentina). Su uso con 

características domésticas data de hace siete mil años aproximadamente (Guzmán-

Maldonado y Paredes-López, 1998; Paredes-López et al., 2006). 

 

En nuestro país, existe una gran diversidad de variedades de frijol; dicha 

diversidad responde a la geografía del consumo del mismo. Por ejemplo: en la zona 

norte se prefieren las variedades bayo, pinto y azufrados; en la zona centro del país 

consumen frijoles de todos los tipos, colores y tamaños, y en el sureste prefiere los 

frijoles negros (Lepiz y Navarro, 1983; Castellanos et al., 1997). 

 
1.2 Composición química 

El frijol, junto con el maíz, es un alimento básico en la dieta del mexicano, 

aportándo la mayoría de sus proteínas y carbohidratos. Los carbohidratos 

constituyen la fracción principal de estos granos (del 55 al 65% del peso seco en 

promedio). De ellos, los polisacáridos (fibra dietética) son los principales 

constituyentes, con cantidades pequeñas pero significativas de oligosacáridos (Bravo 

et al., 1998). El frijol es rico en fibra y se le considera una buena fuente de vitaminas 

(tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6 y ácido fólico) así como de algunos 

minerales (calcio, magnesio, hierro, fósforo, potasio y zinc) y de grasas insaturadas 

(Reyes-Moreno y Paredes-López, 1993). Compuestos como la fibra y oligosacáridos 

son componentes con propiedades antioxidantes fuertemente relacionadas con 

beneficios a la salud (Cuadro 1). 
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Cuadro 1. Componentes presentes en el frijol  

 
COMPONENTES 

 
CONTENIDO 

 
COMPONENTES 

 
CONTENIDO 

Proteína (%) 14-33 Lípidos (%) 
 
Ácidos Grasos (%) 
Linoleico 
Linolénico 

1.5-6.2 
 
 

21-28 
37-54 

Carbohidratos (%) 52-76 Cenizas (%) 2.9-4.5 
Fibra total(%) 
 
Frijol crudo 
  Fibra insoluble 
  Fibra soluble 
 
Frijol cocinado 
  Fibra insoluble 
  Fibra soluble 

14-19 
 
 

10.1-13.4 
3.1-7.6 

 
 

13.4-22.9 
3.1-7.0 

 

Vitaminas (mg/100g) 
 
Ácido Fólico 
Tiamina (B1) 
Riboflavina (B2) 
Niacina (B3) 
Piridoxina (B6) 
 

 
 

0.17-0.58 
0.86-1.14 
0.14-0.27 
1.16-2.68 
0.34-0.64 

 

Oligosacáridos (%) 
Rafinosa 
Estaquiosa 

 
0.19-0.22 
1.84-2.45 

Otros componentes 
 
Ácido Fítico (%) 
Taninos (mg eq cat /g) 
Inhibidores de Tripsina 
(UIT/mg) 

 
 

0.6-2.7 
9.6-131.4 

13-29 

Miligramos equivalentes de catequina por gramo (mg eq cat/g) 
Unidades de inhibición de tripsina por miligramo (UIT/mg) 
(Modificado de: Guzmán-Maldonado y Paredes-López, 1998; Paredes-López et al., 
2006) 
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A pesar de que el frijol es una fuente de aminoácidos aromáticos (lisina, 

leucina, e isoleucina), es deficiente en aminoácidos azufrados (metionina y cisteina), 

valina, triptofano y treonina (Blanco y Bressani, 1991; Serrano y Goñi, 2004; 

Paredes-López et al., 2006). Sin embargo, debido a que el frijol se consume 

habitualmente con tortillas de maíz (ración diaria: 30 g de frijol con 100 g de maíz), 

se obtiene con ello una complementación proteínica para el humano, ya que la 

ingesta diaria de proteínas recomendada es de 1.2 g/kg de peso para un adulto 

(Torun et al., 1996). Por otra parte, el frijol aporta el 34.4%, 19.1% y 15.9% de las 

cantidades diarias recomendadas de ácido fólico, hierro y zinc respectivamente, 

nutrientes que generalmente se encuentran deficientes entre la población (Serrano y 

Goñi, 2004). 

 
1.3 Compuestos biológicamente activos en frijol 

El frijol es también una fuente rica de numerosos fitonutrientes que 

actualmente han despertado mayor interés debido a sus propiedades biológicas y 

que se reflejan en beneficios a la salud. Entre las propiedades biológicas se pueden 

citar: antioxidantes, antimutagénicas y anticarcinogénicas (Cardador-Martínez et al., 

2002a, 2002b; Hangen y Bennink, 2002; Aparicio-Fernández et al., 2005; Heimler et 

al., 2005). 

 
1.3.1 Compuestos fenólicos 

El término compuesto fenólico se usa para designar a un grupo de 

sustancias que poseen uno o más sustituyentes hidroxilo (OH) enlazados a un anillo 

bencénico. A los compuestos que tienen varios anillos aromáticos hidroxilados se les 

conoce como polifenoles. Por sus características se puede clasificar a los fenoles en 

distintos subgrupos entre los que podemos destacar: ácidos fenólicos, ligninas, 

flavonoides, auronas, cumarinas y taninos (Ho, 1992; Shahidi y Naczk, 1995). 

 
1.3.1.1 Fenoles 

Los fenoles se encuentran ampliamente distribuidos en los alimentos, 

principalmente los de origen vegetal. Datos de la literatura indican que los fenoles se 



 6

encuentran en su mayor parte en las semillas de ciertos cultivos pigmentados, como 

sorgo y algunas leguminosas, como el frijol (Deshpande y Cheryan, 1987; Guzmán-

Maldonado y Paredes-López, 1998). 

 

González de Mejía et al. (1999) informaron que los compuestos fenólicos 

presentes en la cascarilla de frijol común (Phaseolus vulgaris L.), variedad Flor de 

Mayo, inhibieron la mutagenicidad inducida por los mutágenos 1-nitropireno (1-NP) y 

benzo (a)-pireno (B(a)P) mediante el ensayo de Ames. Estos autores sugieren que la 

inhibición podría ser interactuando directamente con los agentes fenólicos, con el 

metabolito mutagénico o formando un complejo compuesto fenólico-B(a)P y/o sus 

metabolitos. Cardador-Martínez et al. (2002a, b) demostraron la actividad 

antimutagénica contra la mutagenisidad inducida por aflatoxina B1 (AFB1) en el 

ensayo de microsuspención y la capacidad antioxidante de compuestos fenólicos 

presentes en la cascarilla de frijol común (P. vulgaris L). También se ha informado 

que el almacenamiento y tratamiento térmico de frijol disminuyen la concentración de 

compuestos fenólicos, debido a que éstos se pueden acomplejar con proteínas u 

otros constituyentes, sin embargo, conservan en aproximadamente un 30% su 

propiedad antimutagénica (Aparicio-Fernández et al., 2005). 

 

Otro ejemplo de los compuestos biológicamente activos presentes en el frijol 

son las antocianinas, las cuales tienen un interés médico. Se ha propuesto que 

inducen el arresto al ciclo celular e iducen apoptosis en líneas celulares de cáncer de 

colon humano (Zhao et al., 2004); además presentan propiedades antioxidantes 

contra radicales peroxilo (Takeoka et al., 1997; Wang et al., 1997). Estos oxidantes 

podrían ser un factor importante en el desarrollo de un gran número de 

enfermedades incluyendo el cáncer (Ames et al., 1993). Los antioxidantes pueden 

neutralizar radicales libres, por lo tanto son de importantcia central en la prevención 

de estas enfermedades (Wang et al., 1997). 
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1.3.1.2 Flavonoides 

Los flavonoides son pigmentos de las plantas sintetizados a partir de la 

fenilalanina (Harborne y Turner, 1984) y que generalmente producen un color 

llamativo en las partes florecientes de las plantas (Clifford y Cuppett, 2000).  

 

Entre los compuestos fenólicos, los flavonoides (ej. catequina, epicatequina. 

etc.) son los más comunes. Comprenden mas de 3000 compuestos, incluyendo 

antocianinas (255), isoflavonoides (630), y flavonas y flavonoles (1660) (Aherne y 

O´Brien, 2002). Han sido referidos como un componente semi-esencial de los 

alimentos. En años recientes, han recibido atención considerable debido a sus 

habilidades para inhibir el ciclo celular, la proliferación celular, y el estrés oxidativo, e 

inducir la destoxificación de enzimas, la apoptosis, y la activación del sistema inmune 

(Birt et al., 1999). 

 

Son compuestos protectores o defensores de la planta, protegiéndola de 

insectos y ataques patógenos, o radiaciones UV, proveyendo protección 

antioxidante, o guiando a los polinizadores (Wildman, 2001; Havsteen, 2002). No 

pueden ser sintetizados por los humanos ni por los animales (Cook y Samman, 

1996), por lo que son parte integral de la dieta (Harborne y Turner, 1984; Clifford y 

Cuppett, 2000).  

 

Los flavonoles son los flavonoides más abundantes en los alimentos, y de 

éstos, los más comunes son la quercetina, el kaempferol y miricetina. (Marchand, 

2002). 

 

La actividad biológica de los flavonoides presentes en el frijol común incluye la 

antimutagenicidad en contra de la aflotoxina B1 (González de Mejía et al., 1999; 

Cardador-Martínez et al., 2002a), actividad antioxidante (Oomah et al., 2005; Galvez-

Ranilla et al., 2007), y un efecto antiproliferativo en líneas de células cancerígenas 

(Dong et al., 2007).  
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1.3.1.3 Taninos 

Los taninos son compuestos polifenólicos de peso molecular entre 400 y 

3,000 Da (Bravo, 1998) y son solubles en agua. Estos difieren de otros compuestos 

por algunas características especiales, tales como la capacidad de precipitar 

proteínas en solución y también pueden formar complejos con ciertos tipos de 

polisacáridos, ácidos nucléicos y alcaloides (Shahidi y Nackz, 1995., Gu et al., 2003).  

 

La importancia de los taninos en relación con las plantas, radica en su 

efectividad como compuestos repelentes contra predadores, ya sea insectos o 

microorganismos; ya que debido a ésto se impide que los depredadores (como: 

ácaros) invadan los tejidos vegetales por precipitación de proteínas salivales al 

acomplejarse con los compuestos polifenólicos, lo mismo ocurre con los 

microorganismos, puesto que estos compuestos inmovilizan sus enzimas 

extracelulares impidiendo la invasión (Yoque, 1969). 

 

Los taninos, desde el punto de vista estructural, han sido clasificados para su 

mejor estudio en 4 grupos (Khanbabaee, 2001; Santana et al., 2002), que 

comprenden: 1) Hidrolizables, 2) Complejos, 3) Florotaninos y 4) Condensados que 

son de interés en el presente trabajo. 

 

Esta clasificación basada en consideraciones estructurales, también presenta 

una subdivisión basada en su origen biogenético; las proantocianinas son el 

producto de la vía de biosíntesis de flavonoides (cinaniato) y los galotaninos y 

elagitaninos derivados ambos de la vía del shikmato (Shahidi y Nackz, 1995; 

Santos-Buelga y Scalbert, 2000). 
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1.3.1.2.1 Taninos condensados 

Los taninos condensados estan compuestos por un polímero cuyo núcleo es un 

Flavan-3-ol en el que las ligaduras interflavonas se encuentran generalmente de C-4 

a C-8 o de C-4 a C-6 (Figura 1). 

 

Los taninos condensados son los más difundidos de la naturaleza y su diversidad 

y complejidad estructural es la mayor entre todos los grupos conocidos. 

 

                          

(Catechin moiety)

OOH

OH

OH

OH

OH

OOH

OH
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OH

OH

(Catechin moiety)
n

n

 

Figura 1. Representación de un tanino condensado. 

 

1.3.2 Fibra dietaria  
El frijol está ubicado entre las principales fuentes conocidas de fibra dietaria, 

y contiene cantidades significativas tanto de fibra soluble como insoluble. El frijol 

cocido contiene en promedio un 4.5% y 22.6% de fibra dietaria soluble e insoluble, 

respectivamente (Hunghes et al., 1996; Herrera et al., 1998). En la fracción de fibra 

están incluidos los componentes propios de la fibra (polisacáridos no amiláceos y 

lignina) y otros compuestos asociados como por ejemplo los taninos. Todos estos 

(Unidad de Catequina) 

(Unidad de Catequina) 
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componentes, junto con almidón resistente, oligosacáridos no digeribles y otros 

componentes del frijol que no son digeridos en el intestino delgado, constituyen la 

fracción indigestible del alimento, los cuales pueden ser fermentados por la 

microflora colónica (Saura-Calixto et al., 2000), originándose ácidos grasos de 

cadena corta (AGCC). 

 

El consumo de frijol como fuente de fibra produce una mayor saciedad, 

debido a varias causas: mayor volumen de alimentos, mayor tiempo de digestión. Lo 

anterior conlleva una mayor sensación de plenitud intestinal, niveles elevados de 

fibra, y esta última se ha relacionado con disminución en los niveles plasmáticos de 

glucosa e insulina (Bourdon et al., 2001). Recientemente, hallazgos científicos 

sugieren que altos niveles de insulina en la sangre (Giovannucci, 1995; Shandu et 

al., 2002) inducidos por los niveles de glucosa en sangre (McKeown-Eyssen, 1994) 

promueven el cáncer de colon. Estos estudios sugieren que la ingesta de frijol 

disminuye los niveles de insulina y glucosa en sangre y que éste podría ser el 

mecanismo por el cual el frijol disminuye a su vez el cáncer de colon.  

 

1.3.3 Ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 
El proceso de fermentación de la fibra en el colon es fundamental para los 

enterocitos. Gracias a dicho proceso se produce el mantenimiento y el desarrollo de 

la flora bacteriana, así como de las células epiteliales. El resultado de esta 

fermentación bacteriana, es la producción de hidrógeno, dióxido de carbono, metano 

y los ácidos grasos de cadena corta (AGCC): acético, propiónico y butírico, en una 

proporción molar casi constante 60:25:15 (Millar y Wolin, 1979; Nordgaard y 

Mortensen, 1995; Mateu de Antonio, 2004). 

 

Los AGCC se generan en el metabolismo del ácido pirúvico producido por la 

oxidación de la glucosa a través de la vía glucolítica de Embden-Meyerhof (Wolin y 

Millar, 1983). Existen dos vías para la metabolización del piruvato. En una de ellas se 

genera propionato a través del succinato. En la otra vía se convierte el piruvato en 
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acetil CoA que posteriormente es hidrolizado para formar acetato o reducido para 

producir butirato (Figura 2) (García-Peris et al., 2002). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Fermentación bacteriana (García-Perris et al., 2002) 

 

Los principales AGCC obtenidos en la fermentación colónica de la fibra 

representan el sustrato energético fundamental del enterocito. Las concentraciones 

luminares de los mismos son altas en el ciego y el colon ascendente, donde las 

concentraciones de la microflora también son altas, siendo los niveles de pH bajos en 

esta zona (5.4 – 5.9), niveles que se van incrementando distalmente de 6.6 a 6.9 

(Velázquez et al., 1996b). 

 

El ácido butírico y los otros AGCC contribuyen en un 80% a los 

requerimientos energéticos del enterocito y en un 5-10% al total de los requerimentos 

energéticos del individuo (McNeil, 1984). 

 

Una vez absorbidos los AGCC, son metabolizados por el epitelio colónico. 

Diversos estudios han demostrado que el orden de utilización de los AGCC por el 

enterocito es butírico>acético>propiónico (Roediger, 1982; Henningsson et al., 2001). 
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La mayoría del butírico (aproximadamente el 90%) y entre el 10-15% del 

propiónico es metabolizado por la mucosa colónica. El remanente del propiónico y el 

acético alcanzan el hígado. El propiónico será utilizado como sustrato para la 

gluconeogénesis y el acético será metabolizado, dando lugar a glutamina y los 

cuerpos cetónicos acetoacetato y β-hidroxibutirato (Rombeau y Kriple, 1990). Éstos 

alcanzarán el intestino delgado, siendo los principales sustratos energéticos del 

enterocito, fundamentalmente, la glutamina. Sin embargo, el orden de utilización de 

todos estos sustratos por el enterocito, según se ha demostrado en estudios in vitro, 

es butírico>acetoacetato>glutamina>glucosa (Lupton y Kurtz, 1993; Inan et al., 2000; 

Cumming et al., 2001). 

 

De los tres AGCC, el butírico es el que tiene mayor efecto sobre la mucosa. 

Los mecanismos por los cuales tiene lugar este efecto son: aporte directo de energía, 

aumento del flujo sanguineo del colon, incremento de la secreción pancreática y de 

otras hormonas gastrointestinales y estimulación del sistema nervioso autónomo 

(Gee et al., 1996). 

 

El principal papel del butírico en relación con su propiedad antitumoral radica 

en sus efectos sobre el crecimiento, la diferenciación y el proceso de apoptosis de 

los enterocitos. Detiene el crecimiento de los enterocitos neoplásicos en una gran 

variedad de lineas celulares derivadas de cáncer de colon (Bravo et al., 2000). 

 

Por otro lado, el epitelio colónico es un sistema dinámico con células madre 

localizadas en la base de la cripta colónica que proliferan y migran hacia la superficie 

de la misma, donde se diferencian, hasta la muerte celular por apoptosis. El proceso 

de la carcinogénesis rompe esta migración ordenada, de manera que las células 

continuan la proliferación y migración hacia la superficie de las criptas, no 

presentando las características de diferenciación normal y, ocasionalmente, 

invadiendo la membrana basal (Higgins, 1989; Batlle et al., 2002). 
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Los mecanismos que regulan la proliferación, la diferenciación y la apoptosis 

están intrínsecamente programados. Sin embargo, estos procesos también están 

sujetos a la modulación por factores externos como los AGCC. El ácido butírico a 

concentraciones fisiológicas de 1-10 mmol/mL, detiene el crecimiento de los 

enterocitos neoplásicos en la fase G1 del ciclo celular en múltiples lineas celulares en 

cultivo e in vivo, donde el estudio es más limitado (Young y Gibson, 1994; Velázquez 

et al., 1996a, 1996b; Rouet-Benzineb et al., 2004; Young-Ho et al., 2004; Li y 

Elsasser, 2005). Así mismo, el ácido butírico induce la expresión de marcadores de 

diferenciación tanto in vitro como in vivo. Este compuesto aumenta la actividad de 

enzimas de la membrana plasmática, como la fosfatasa alcalina y la dipeptidil 

peptidasa IV (Heerdt et al., 1994; Rouet-Benzineb et al., 2004; Young-Ho et al., 

2004). 

 

También se ha informado que el ácido butírico bloquea la proliferación celular 

neoplásica al modificar la expresión de algunos genes implicados en el proceso de 

transmisión de señales: inhibe los protooncogenes ras, src y c-myc e induce la 

expresión de los protooncogenes c-fos y c jun (Hague et al., 1993; Souleiman y 

Asselin, 1993; Rouet-Benzineb et al., 2004). 

 

Por otra parte, se ha informado que el ácido butírico induce apoptosis, un 

acontecimiento importante para la detención del proceso de carcinogénesis del 

colon. Esta apoptosis es independiente de p53 y existen evidencias de que ocurre 

como etapa final del proceso de diferenciación. El ácido butírico aumenta la 

expresión de Bax en alguna líneas celulares, mientras que en otras disminuye los 

valores de Bcl-2, lo cual produce una disminución de la relación Bcl-2/Bax que puede 

estar implicada en la promoción de la apoptosis (Hague et al., 1993; Hague et al., 

1997). 

 

En lo que respecta a los AGCC aportados por el frijol, Bednar et al. (2001) 

informan que cada gramo materia fermentable de frijol produce 7.24 mmol de AGCC, 

con un perfíl de fermentación acético:propiónico:butírico de 71:12:17. Estos AGCC, 
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como ya se mencionó, ejercen efectos fisiológicos sistémicos y locales que 

repercuten sobre el metabolismo lipídico y colónico (Goñi y Martín-Carron, 2001). El 

ácido propiónico se relaciona con la disminución de colesterol plasmático debido a la 

inibición de la colesterogénesis. El ácido butírico como ya se mencionó aporta 

energía a los enterocitos, induce apoptosis e inhibición del crecimiento de las células 

cancerígenas (Meyer y Tunland, 2001), así como diferenciación de células colónicas 

tumorales (Siavosian et al., 2000). También, genera inhibición de la proliferación 

celular por arresto de la fase G1 del ciclo celular, además de modular la expresión de 

múltiples genes, incluidos algunos de los oncogenes y genes supresores implicados 

en la carcinogénesis colorectal, considerándose un componente protector de las 

dietas ricas en fibra (Bravo et al., 2000). Por otra parte, Pool-Zobel et al., (2005) han 

reportado que el ácido butírico induce enzimas de detoxificacion, contribuyendo a la 

inducción del sistema de defensa toxicológico en procesos carcinogénicos.  

 

Debido a que los AGCC son generados a nivel del colon por las bacterias de 

esta zona, una medida indirecta de la formación de éstos es el pH en el contenido 

colónico o bien en las heces. Al generarse la fermentación de los compuestos, el pH 

disminuye, generando acidificación del medio; estas condiciones son apropiadas 

para aumentar el desarrollo de bacterias como las Bifidobacterias y Lactobacterias 

(Kulkarni y Reddy, 1994). Además se ha informado que en las condiciones 

acidificadas en el medio, se genera inhibición de ciertas enzimas como la β-

glucuronidasa (enzima indispensable para la desconjugación del ácido glucurónico 

en el colon), evitando de esa manera la formación de algunos metabolitos 

genotóxicos (Mc Bain y Macfarlane, 1998; Andlauer et al., 2000). 

 

1.3.4 Almidón resistente 
Los carbohidratos constituyen la fracción principal en los granos del frijol, 55 

a 65% del peso seco en promedio. De ellos, el almidón y otros polisacáridos (fibra 

dietética) son los principales constituyentes, con cantidades significativas de 

oligosacáridos (Bravo et al., 1998). El almidón es el carbohidrato disponible en la 

dieta humana (Bjorck et al., 1994; Skrabanja et al., 1999) que es absorbido en el 
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intestino delgado. Sin embargo, una fracción del almidón resiste la hidrólisis por las 

enzimas digestivas humanas, sigue su tránsito y llega al intestino grueso donde 

puede ser fermentado por la microflora del colon. Esta fracción llamada almidón 

resistente (AR), se define como la suma del almidón y los productos de la 

degradación del almidón no absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos 

(Asp, 1992). AR se puede clasificar en: AR1 que corresponde a los almidones 

inaccesibles (Englyst et al., 1992; Tovar et al., 1992a), AR2 que está integrado por 

gránulos nativos de almidón cuya cristalinidad los hace menos susceptibles a la 

hidrólisis enzimática (Englyst y Cummings, 1987; Faisant et al., 1995) y AR3 que son 

fracciones de almidón retrogrado, formadas en alimentos cocinados y almacenadas o 

a temperatura ambiente o baja (Noah et al., 1998). Las leguminosas entre las que se 

encuentran el frijol contienen cantidades considerables de AR1 y AR3 (Englyst et al., 

1992; Tovar et al., 1992a). 

 

La velocidad y tasa de digestión del almidón, así como el contenido de AR en 

el alimento, afectan diversas funciones fisiológicas como lo son: retraso en el 

vaciamiento gástrico y disminución de los niveles de glucosa en sangre, lo que 

repercute en efectos benéficos en la salud como anticancerígeno, hipoglucémico, 

hipocolesterolémico (Jenkins et al., 1987; Cassidy et al., 1994; De Deckere et al., 

1995; Asp et al., 1992). 

 

El frijol cocido contiene cantidades significativas de AR en comparación con 

los cereales, tubérculos y frutas inmaduras, independientemente del procesamiento 

(Jenkins et al., 1982; Tovar y Melito, 1996; Velasco et al., 1997). Por tanto, la 

velocidad de digestión del almidón y la liberación de glucosa a la sangre es lenta 

después de ingerir el frijol, lo que a su vez reduce la respuesta glucémica e 

insulinémica después de comer (Jenkins et al., 1982, 1987; Tovar et al., 1992b). 

 

1.3.5 Oligosacáridos 
Los oligosacáridos son polímeros de hasta 20 unidades de monosacáridos. 

La unión de los monosacáridos tiene lugar mediante enlaces glicosídicos. Los más 
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abundantes son los disacáridos (oligosacáridos formados por dos monosacáridos, 

iguales o distintos). Los oligosacáridos son parte de los glicolípidos y glicoproteínas 

que se encuentran en la superficie externa de la membrana plasmática y, por lo 

tanto, tienen una gran importancia en las funciones de reconocimiento en superficie 

(Carlsson et al., 1992; Albert et al., 2000). 

 

Los oligosacáridos no son digeribles por las enzimas intestinales presentes 

en la superficie luminal del intestino delgado, por lo que alcanzan en forma intacta el 

colon (Coon et al., 1990). En esta categoría se encuentran los fructo-oligosacáridos 

(FOS), que son oligosacáridos naturales (fibra soluble) que contienen fructosa y se 

encuentran en una gran variedad de plantas y frutos como el puerro, la cebolla, la 

achicoria (col), el espárrago, el ajo, la alcachofa, el tomate, la alfalfa, el frijol, el 

plátano, entre otros (Saini, 1989). 

 

Los oligosacáridos se pueden clasificar en: 

• Fructo-oligosacáridos (FOS): kestosa, nistosa, fructofuranosilinistosa 

• Galacto-oligosacáridos (GOS) 

 

Los oligosacáridos de la familia de la rafinosa, también conocidos como α-

galactósidos, están formados por residuos α-D-galactopiranosil unidos por la unidad 

glucosa de la sacarosa (Figura 3). Estos compuestos no son digeridos por el hombre 

debido a la ausencia de la enzima α-1,6-galactosidasa en la mucosa intestinal (Irish 

et al., 1995). Estos oligosacáridos de la rafinosa pasan al colon y son fermentados 

por las bacterias intestinales produciendo gran cantidad de gases. A estos 

compuestos en los noventas se les definió como antinutricios, debido a que reducen 

la digestibilidad de las proteínas (Vidal-Valverde et al., 1993; Costa de Oliveira et al., 

2001). 

 

 

 

 



 17

 
Figura 3. Estructuras de los oligosacáridos (www.cellscience.com) 

 

De acuerdo con Carlsson et al. (1992), los α-galactósidos tienen un efecto 

favorable sobre el metabolismo de lípidos y carbohidratos similar al de la fibra 

ingerida en la dieta. Sin embargo su efecto fisiológico ha sido poco estudiado. 

 

Actualmente algunos oligosacáridos están siendo muy utilizados como 

ingredientes alimentarios en formulación de alimentos nutracéuticos y concretamente 

como ingredientes prebióticos. Estos oligosacáridos con efectos beneficiosos para la 

salud tienen características específicas en relación con los procesos de digestión, 

absorción, fermentación y metabolismo:  

1.  No se digieren y/o absorben en el intestino delgado. 

Sucrosa 

Rafinosa

Estaquiosa 

Verbascosa 
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2.  Alcanzan el intestino grueso donde llegan disponibles para ser degradados por 

las bacterias del colon (Howlard et al., 1995; Meyer y Tungland, 2001). 

 

Oligosacáridos, como los fructo-oligosacáridos (FOS), los oligosacáridos de 

soya (que contienen rafinosa y estaquiosa), los xilooligosacáridos, los 

galactooligosacáridos y la lactulosa tienen la propiedad de no ser digeridos por lo que 

alcanzan el intestino grueso donde tienen efecto sobre la microflora intestinal 

(Rumnery y Rowland, 1995).  

 

Las bacterias intestinales metabolizan estos oligosacáridos rápidamente y 

producen ácidos grasos de cadena corta (AGCC), como el ácido acético, ácido 

propiónico y ácido butírico, bióxido de carbono (CO2), metano (CH4) e hidrógeno (H2). 

Los AGCC son absorbidos por el intestino grueso y posteriormente metabolizados, 

ocasionando una baja del pH en el lumen del intestino grueso hasta valores más 

ácidos (Treviño et al., 1990). Este cambio de pH favorece el desarrollo y/o la 

proliferación de bacterias benéficas, como las especies Bifidobacterias y 

Lactobacillus, que son resistentes al medio ácido, mientras que las bacterias 

perjudiciales, como el Clostridium, son sensibles a las condiciones ácidas. Por lo 

tanto, la proliferación de Bifidobacterias y otras bacterias es estimulada y las de las 

bacterias perjudiciales se vé alterada (Treviño et al., 1990). 

 

Por otra parte, varios estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que 

la ingestión de carbohidratos no digeribles (FOS y/o inulina) mejoran la absorción de 

calcio y magnesio (Leske et al., 1993). De acuerdo con los estudios de Wargovich et 

al. (1990) y Pereira et al. (1994), la absorción de minerales como el calcio y el 

magnesio, se asocia con la disminución del pH en el intestino grueso, lo que ayuda a 

disminuir la formación de fosas crípticas aberrantes (FCA) y tumores en ratas. 

 

Aunque existen investigaciones relacionadas con los beneficios que aportan 

los oligosacáridos, son escasos los trabajos enfocados a la relación existente entre 

los oligosacáridos provenientes del frijol (que corresponden aproximadamente al 30% 
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del total de fibra insoluble) y el cáncer de colon. Por consiguiente hay un 

considerable interés en conocer la potencialidad de los oligosacáridos para conferir 

protección contra el cáncer de colon, debido a que estos compuestos incrementan la 

fermentación de bacterias a lo largo del intestino grueso y con ello generan 

beneficios contra el cáncer. Es por ello de gran importancia conocer los mecanismos 

de acción por medio de los cuales estos fitonutrientes presentes en el frijol pueden 

estar actuando sobre el cáncer de colon.  

 

2. Cáncer 
Al cáncer se le puede definir como el trastorno de los mecanismos que 

controlan la proliferación y la diferenciación de las células en los organismos 

pluricelulares (Torroella y Villa-Treviño, 1998, Clayson, 2000). 

 

El término cáncer ampara más de 100 formas de la enfermedad, de acuerdo 

al tejido afectado; incluso dentro de un mismo tejido podemos encontrar diversas 

variedades de cáncer con distinta morfología y grado de malignidad (Gariglio y 

Orozco, 2000). 

 

Las células cancerosas están definidas por dos propiedades hereditarias: 1) 

se reproducen a pesar de las restricciones normales, y 2) invaden y colonizan 

territorios normalmente reservados para otras células. Una célula anormal aislada 

que no prolifere más que sus vecinas normales, no produce daño significativo, pero 

si su proliferación está fuera de control producirá un tumor o neoplasma. Si las 

células neoplásicas permanecen agrupadas se dice que el tumor es benigno, cuando 

las células neoplásicas invaden el tejido circundante se considera maligno. La 

capacidad de invadir implica la habilidad de liberarse, entrar en el torrente sanguíneo 

o en los vasos linfáticos y formar tumores secundarios o generar metástasis en otros 

lugares (Folkman y Hanahan, 1991; Behrens et al., 1992; Hanahan y Weinberg, 

2000; Folkman, 2002). 
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2.1 Clasificación del cáncer 
El cáncer se clasifica de acuerdo con el tejido y el tipo de células de donde 

se origina: carcinomas de las células epiteliales, sarcomas de las células musculares, 

leucemias de las células hematopoyéticas, linfomas de las células del sistema 

inmunitario y gliomas de las células del sistema nervioso central (Albert et al., 2000). 

 

Las mutaciones que afectan la expresión genética se consideran como un 

razgo común de todos los cánceres, dando lugar a la existencia de dos tipos de 

casos: a) los hereditarios si la mutación incide en la línea germinal y se hereda, y b) 

los esporádicos si la mutación aparece en las células somáticas. 

 

Una única mutación no es suficiente para convertir una célula sana típica en 

una célula cancerosa que prolifere sin restricciones, porque en realidad la génesis 

del cáncer requiere que se produzcan en la misma célula varios accidentes 

independientes y raros. En la mayoría de los tipos de cáncer, la incidencia se 

incrementa abruptamente con la edad, de modo que conforme el promedio de vida 

de las personas se incrementa, un mayor número de tumores cancerígenos se 

desarrollan (Klein, 1998; Chau y Wang, 2003). 

 

El cáncer por consiguiente es un proceso multifase que requiere de varios 

eventos mutacionales independientes para que suceda una transformación 

neoplásica (Díaz et al., 1998). Hanahan y Weinberg (2000) consideran que las 

células cancerosas tienen seis características: ignoran las señales que controlan la 

proliferación celular, así como las que promueven la diferenciación, adquieren 

capacidad para sostener la proliferación celular, evaden la apoptosis, poseen 

capacidad invasiva y angiogénica. Estas características dan como resultado los 

siguentes eventos: a) iniciación, b) promoción, c) progresión, e d) invasión y 

metastasis, que son los pasos del proceso de carcinogénesis (Barrera et al., 2003).  
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2.2 Proceso de carcinogénesis 
La carcinogénesis es un proceso complejo de varios pasos, presumiblemente 

involucrando una gran cantidad de eventos que ocurren a nivel celular, molecular y 

morfológico. El proceso entero puede ser dividido en varias etapas principales: 

iniciación, promoción, progresión, invasión y metástasis. La definición exacta de cada 

etapa podrá ser posible sólo cuando se conozca precisamente los puntos clave que 

abarca cada etapa. La velocidad con que el proceso de carcinogénesis se desarrolla 

está dada por los agentes mutagénicos (iniciadores tumorales), así como por ciertos 

agentes no mutagénicos (promotores tumorales), los cuales afectan a la expresión 

génica, estimulan la proliferación celular y alteran el equilibrio homeostático de las 

células mutadas y no mutadas (Sherr, 2000; Mathers, 2002). 

 

Los promotores tumorales pueden ocasionar cáncer con una frecuencia alta, 

sólo si se aplican después de un tratamiento con un iniciador mutagénico. Los 

cambios producidos por un iniciador tumoral son irreversibles en la mayoría de los 

casos y se pueden poner de manifiesto mediante tratamiento con un promotor 

tumoral incluso después de un largo intervalo de tiempo. Por otra parte, el efecto 

inmediato del promotor es: a) estimular la división celular; b) la exposición previa al 

iniciador provoca el crecimiento a partir de una célula mutada. Los promotores 

pueden ser exógenos como el humo del cigarro o endógenos como ciertas 

hormonas; la progresión abarca varias etapas en el proceso de carcinogénesis: 

conversión, invasión y metastasis; c) conversión celular: convierte a las células hasta 

entonces premalignas en malignas a través de un proceso multifocal donde unas se 

transforman mas rápido que otras; d) estimulación de la angiogénesis, a través de la 

inducción de la formación de nuevos vasos sanguíneos, para la obtención de los 

nutrientes y el oxígeno necesarios; e) invasión y metástasis: la célula de un tumor es 

capaz de debilitar la adhesión a sus vecinas originarias, escapar del tejido de origen 

y invadir otros tejidos (Díaz et al., 1998, Díaz, 1999; Hodgson y Smart, 2001; 

Mathers, 2002).  
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La metástasis es la formación de un tumor secundario que se inicia cuando 

la célula transformada cruza la lámina basal y el revestimiento endotelial del vaso, 

entrando así a la circulación sanguínea, a su salida puede alojarse en un nuevo 

ambiente donde sobrevive y prolifera. Así, en el desarrollo de un cáncer en particular, 

contribuyen una gran variedad de factores, algunos de estos son característicos del 

entorno y del estilo de vida (Reddy y Fialkow, 1988; Díaz et al., 1998). En la Figura 4 

se puede observar un esquema que representa de manera general el proceso de 

carcinogénesis (www.livercancer.com). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Proceso general de carcinogénesis (www.livercancer.com) 

 

2.3 Genética molecular del cáncer 
El cáncer se produce por numerosas alteraciones cromosómicas, 

generalmente a lo largo de los años. La mayoría de las mutaciones pueden ser 

translocaciones cromosómicas, deleciones, inversiones, amplificaciones o 

mutaciones puntuales. Las mutaciones que determinan una nueva función pueden 

activar a los oncogenes, que son efectores positivos de la transformación. Los 

productos de los genes de supresión tumoral son reguladores negativos del 
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crecimiento y la pérdida de su función promueve la carcinogénesis (Perkins y Stern, 

2000; Plancarte y Mayer, 2003). 

 

Los genes reguladores normales pueden clasificarse, de forma simple en 

aquellos cuyos productos ayudan a estimular la proliferación celular y aquellos cuyos 

productos ayudan a inhibirla. Por lo tanto existen dos caminos en la proliferación 

celular de células mutadas: la incontrolada y la invasividad, ambas son 

características del cáncer. En la primera forma, un gen estimulador se vuelve 

hiperactivo; este tipo de mutación tiene un efecto dominante, es suficiente con que el 

cambio afecte a una de las dos copias del gen en la célula; el gen alterado se 

denomina un oncogén (siendo un alelo normal un proto-oncogen). La segunda forma 

inactiva un gen inhibidor; este tipo de mutación tiene un efecto recesivo y para que la 

célula quede libre de la inhibición es necesario que las dos copias del gen en la 

célula estén inactivadas o deleccionadas; llamándose gen supresor de tumores 

(Hesketh, 1997; Hunter, 1997; Clark et al., 2002; Van´t Veer, et al., 2002). 

 

2.3.1 Protooncogenes y oncogenes 
Los protooncogenes actúan como importantes reguladores de los procesos 

biológicos. Por ejemplo estos genes codifican para factores de crecimiento, 

receptores a dichos factores, transductores de señales y proteínas nucleares que 

actúan como factores de replicación o de transcripción, activando genes importantes 

en el crecimiento normal de la célula (Perkins y Stern, 2000). 

 

Cuando existen alteraciones moleculares en los protooncogenes, éstos se 

transforman en oncogenes activados. Las alteraciones más frecuentes que activan a 

los protooncogenes son: mutación, rearreglo génico y amplificación genética; 

frecuentemente un protooncogen puede presentar más de una de estas alteraciones 

genéticas (Gariglio y Orozco, 2000). 
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Los oncogenes son versiones mutadas de genes, llamados protooncogenes. 

Los oncogenes son dominantes pues generalmente se requiere la alteración de sólo 

uno de los alelos de una célula diploide para inducir transformación celular. 

 

En las mutaciones oncogénicas se produce un desacoplamiento entre la 

oncoproteína mutante y el proceso de regulación encargado de su activación, 

provocando la expresión descontrolada y continua de la oncoproteína (Griffiths et al., 

2000). Se han identificado aproximadamente 100 oncogenes diferentes en humanos 

y sus homólogos en animales, de los cuales podemos ver algunos ejemplos en el 

Cuadro 2 (Griffiths et al., 2000; Martínez et al., 2003). 
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Cuadro 2. Ejemplo de oncogenes, función de su proteína y tipo de neoplasia 

 
ONCOGENES 

 
FUNCIÓN DE LA PROTEÍNA 

 
NEOPLASIA 

sis 
int-2 
trk 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
Factor de crecimiento de fibroblastos 

Factor de crecimiento de nervios 

Fibrosarcoma 
Mama 

Neuroblastoma 
erb-B1 

 
erb-B2/HER2/neu 

fms 
ros 

Receptor de factor de crecimiento epidermal 
 

Heregulina 
Factor estimulante de colonias hematopoyetica 

Receptor de insulina 

Carcinoma de células 
escamosas 

Carcinoma de mama 
Sarcoma 

Astrocitoma 
bcr-abl 

scr 
lck 

Cinasa de tirosina 
Cinasa de tirosina 
Cinasa de tirosina 

Leucemia 
Colon 
Colon 

raf 
mos 

Cinasa de serina-treonina 
Cinasa de serina-treonina 

Sarcoma 
Sarcoma 

H-ras 
 

K-ras 
 

N-ras 

GTPasa 
 

GTPasa 
 

GTPasa 

Melanoma,pulmón, 
pancréas 

Leucemias, colon, 
pulmón, pancréas 

Carcinoma de tracto 
genitourinario y 

tiroides; melanoma 
bcl-2 Proteína antiapoptótica Linfoma no Hodgkin  

de células B 
myc 
jun 
fos 

Factor de transcripción 
Factor de transcripción (AP-1) 
Factor de transcripción (AP-1) 

Linfoma de Burkitt 
Osteosarcoma 

Sarcoma 
(Martínez et al., 2003) 
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2.3.1.1 β-Catenina 
En 1997 se describió por primera vez que β-catenina podía ser considerada 

una oncoproteína, puesto que las mutaciones heterocigotas en su gen tienen un 

efecto similar a la inactivación de APC en el desarrollo del carcinoma de colon (Morin 

et al., 1997).  

 

β-Catenina, producto del gen CTNNB1; es una proteína de 782 aminoácidos 

(92 kDa) cuya estructura primaria consta de un extremo amino terminal de unos 149 

aminoácidos, un cuerpo central de unos 525 aminoácidos que contiene 12 

repeticiones de 42 aminoácidos, conocidas como repeticiones armadillo, y una zona 

carboxilo terminal de unos 108 aminoácidos (Daniels et al., 2001). 

 

Cada una de las repeticiones armadillo forma tres hélices α que a su vez 

constituyen una gran superhélice cilíndrica confiriendo al conjunto una estructura de 

gran rigidez como se puede ver en la Figura 5. Las cargas están distribuidas dejando 

un surco de potencial positivo por donde β-catenina se une a otras proteínas como E-

cadherina, APC o hTcf-4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estructura de doce repeticiones armadillo de β-catenina. Cada repetición 

armadillo (de 42 aa) forma tres hélices α que se presentan en rojo, verde y 

azul (Daniels et al., 2001). 

 



 27

Hasta el momento β-catenina ha sido encontrada en tres compartimentos 

celulares distintos: en membrana (formando parte del complejo de adhesión celular 

cadherina-cateninas), en el citoplasma (en forma libre o asociada a otras proteínas 

como APC, axina y GSK3β) o en el núcleo (unida a factores de transcripción de la 

familia Tcf/Lef) (Novak y Dedhar, 1999).  

 

La primera función atribuida a β-catenina fue la de proteína estructural 

constituyente de las uniones adherentes. En estas uniones, interacciona por la región 

central de repeticiones armadillo con el dominio citosólico de E-cadherina; el dominio 

N-terminal de β-catenina interacciona a su vez con α-catenina. En esta unión 

interviene una secuencia de 31 aminoácidos, del 120 al 151, de β-catenina (Daniels 

et al., 2001). 

 

Por otro lado, β-catenina también actúa como activador transcripcional de 

genes implicados en el desarrollo tumoral y como componente de la vía de 

señalización Wnt (wingless). La capacidad de β-catenina de translocarse al núcleo 

depende de los niveles de está, en estado libre en el citosol, no asociados a E-

cadherina. El control, de los niveles citosólicos de la β-catenina está finamente 

regulado. Así en una célula normal de colon, la β-catenina que no se encuentra unida 

a α-catenina y E-cadherina (en los complejos de adhesión celular) se localiza en el 

citosol formando un complejo con la axina, APC y las Ser/Thr cinasas CKIα (cinasa 

caseína I alfa) y GSK3β (cinasa de la sintasa de glucógeno), entre otros factores. En 

estas condiciones, cuatro residuos del extremo N-terminal de la β-catenina (serinas 

33, 37 y 45 y treonina 41) son fosforilados, lo que induce su rápida degradación por 

el sistema ubiquitin-proteosoma (Novak y Dedhar, 1999; Polakis, 1999; Hecht y 

Kemler, 2000). 

 

Recientemente se ha descrito otro mecanismo paralelo de degradación de la 

β-catenina que depende de la actividad del producto del gen Siah-1. Esta proteína, 

cuya expresión es activada por p53, interacciona con el extremo carboxilo terminal 

de APC y promueve la degradación de β-catenina independientemente de la 
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fosforilación de β-catenina por GSK3β y sin requerir la interacción de β-catenina con 

β-TrCP (Liu et al., 2001). 

 

Cuando este sistema de regulación se altera, la β-catenina no puede ser 

degradada y se transloca al núcleo por un mecanismo independiente a la acción de 

importunas/carioferinas que son los clásicos receptores de sustratos con secuencias 

de localización nuclear (NLS). La β-catenina, que carece de estas secuencias, 

parece que se une directamente por las repeticiones armadillo a los poros de la 

membrana. En el núcleo interacciona con factores de transcripción de la familia 

Tcf/Lef. La interacción de β-catenina con estos factores los convierte en activadores 

transcripcionales, estimulando la transcripción de genes que contienen secuencias 

diana para Tcf-4 en sus promotores, tales como c-myc, ciclina D1, c-jun, fra-1, 

MMP7, etc (Daniels et al., 2001). 

 

La mutación del gen CTNNB1 tienen como resultado una falla en un gran 

número de funciones celulares y esto puede ser importante en el desarrollo del tumor 

(Ilyas et al., 1997). 

 

En ausencia de una señal extracelular producida por miembros de la familia 

Wnt (wingless), β-catenina libre en el citoplasma (no unida a los complejos 

cadherina/cateninas) es fosforilada en residuos de serina-treonina por cinasa de la 

sintasa de glucógeno (GSK-3β) que forma un complejo con APC y axina a los cuales 

también fosforila. La proteína fosforilada es ubiquitinada y degradada en el 

proteosoma. La unión de factores Wnt sobre receptores específicos inhibe el 

complejo APC/axina/GSK-3β, conduce a la acumulación de β-catenina en el 

citoplasma, favorece su traslocación al núcleo y su unión a factores de transcripción 

de la familia Tcf/Lef (factor de células T/factor potenciador linfoide) (Kolligs et al., 

2002).  

 

La importancia de este nuevo papel de la β-catenina como coactivador 

transcripcional se atribuye al hecho de que niveles elevados de β-catenina en el 
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núcleo son una de las alteraciones más habituales en cáncer de colon, cualquiera 

que sea su estadio. Mutaciones en la proteína acopladora APC, que impide que la β-

catenina sea fosforilada y, por tanto, degradada, se detectan en más del 85% de los 

tumores de colon (Kolligs et al., 2002). En un amplio porcentaje de los tumores 

restantes, en los que no se han detectado lesión en APC, aparecen mutaciones en β-

catenina que impiden que la proteína pueda ser fosforilada en Ser/Thr y, por lo tanto, 

degradada. Alteraciones en APC o β-catenina que conduce a niveles elevados de 

esta proteína en el núcleo son detectados también en la práctica de líneas celulares 

derivadas de tumores de colon (Morin et al., 1997). 

 

Las mutaciones ocurren normalmente en el exón 3 y afectan a los 

aminoácidos implicados en la fosforilación por GSK-3β, que son las serinas 

localizadas en las posiciones 33, 37 y 45 y la treonina 41 (Porción N-terminal de la 

proteína) (Koesters et al., 1999). Estas mutaciones están asociadas con el desarrollo 

de una variedad de cánceres entre los que destacan el de piel, hígado, cerebro y 

colon. Estos cambios se han encontrado en alrededor de 50% de los tumores 

humanos de colon en los cuales el gen APC no presenta ninguna mutación (Sparks 

et al., 1998). 

 

Un estudio reportado por Koesters et al. (2001) indica la presencia de 

mutaciones puntuales en el codon 41 (ACC→ATC) de β-catenina en el 99% de los 

tumores de ratas inducidos químicamente con 1,2-dimetilhidrazina (1,2-DMH), 

precursor del azoximentano (AOM). Estos hallazgos sugieren que la vía de 

señalización Wnt al sufrir mutaciones en sus genes contribuye en la carcinogénesis 

de colon en ratas. 

 
2.3.2 Genes supresores de tumores o antioncogenes 

Los genes de regulación negativa del crecimiento se llaman genes 

supresores de tumor o antioncogenes. A diferencia de los oncogenes, estos genes 

son recesivos ya que se requiere de la inactivación de ambos alelos para que se 
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manifieste el efecto transformante (Santana y García-Carrancá, 1997; Hodgson y 

Smart, 2001; Mendelsohn et al., 2001).  

 

Las funciones de los genes supresores de tumores pueden clasificarse en 

categorías complementarias a la de los protooncogenes. Algunos determinan la 

síntesis de elementos reguladores negativos del ciclo celular, tal como la proteína Rb 

(retinoblastoma) o los elementos de la ruta TGFβ (factor de crecimiento 

transformante beta) de transducción de señales. Otros determinan la síntesis de 

factores reguladores positivos de la apoptosis, mientras que otros actúan 

indirectamente (Griffiths et al., 2000). En el Cuadro 3 se presentan los genes 

supresores de tumores, la función de la(s) proteína(s) y el tipo de neoplasia que 

puede ocasionar.  
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Cuadro 3. Ejemplo de genes supresores de tumores, función de su proteína y tipo de 

neoplasia 

 
GEN  

 
FUNCIÓN DE LA PROTEÍNA 

 
NEOPLASIA 

APC Adhesión celular Colon 
BRCA1 Factor de transcripción Mama y ovario 
BRCA2 Reparación de  AND Mama y ovario 
CDK4 Cinasa dependiente de ciclina Melanoma 
hMLH1 Reparación de errores de 

apareamiento de bases de ADN 
HNPCCa 

hMSH2 Reparación de errores de 
apareamiento de bases de ADN 

HNPCC 

hPMS1 Reparación de errores de 
apareamiento de bases de ADN 

HNPCC 

hPMS2 Reparación de errores de 
apareamiento de bases de ADN 

HNPCC 

MEN1b Receptor Ret  Tiroides 
NF1 GTPasa Neuroblastoma 
p53 Factor de transcripción Colon, pulmón, mama
rb Control del ciclo celular Retinoblastoma 

WT-1 Factor de transcripción Riñón infantil 
a Cáncer de colon hereditario no polipoide. b Neoplasia endocrina múltiple 
(Peralta-Zaragza et al., 1997; Martínez et al., 2003) 
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2.3.2.1 Gen retinoblastoma (rb) 
El producto del gen rb es una fosfoproteína nuclear de 105 – 110 kDa (pRb) 

que controla negativamente el ciclo celular. Al fosforilarse Rb inactiva factores de 

transcripción tales como E2F, que participa en la transcripción de varios genes 

requeridos en el ciclo celular. La transcripción de estos genes controla la expresión 

de numerosos genes involucrados en proliferación celular. La actividad de pRb está 

también regulada negativamente por fosforilaciones inducidas por cinasas 

dependientes de ciclinas (cdks) (Peralta-Zaragoza et al., 1997; Rios-Hernández y 

Hernández-Menéndez, 2001). 

 

Este gen (rb), originalmente alterado en individuos con retinoblastoma, es un 

gen que inhibe la proliferación celular. Esto se ha demostrado en células tumorales 

que carecen de este gen, y al momento de transfectarlas con pRb, se observa una 

supresión del potencial tumorigénico (Ookawa et al., 1993). Además, se ha 

observado que un exceso de pRb puede inhibir la proliferación celular en células 

normales (Fung et al., 1993). El pRb se expresa constitutivamente en células en 

división o en estado de reposo. Por lo tanto, la regulación de rb ocurre a nivel 

postranscripcional, por fosforilación de la proteína (pRb). La fosforilación de esta 

proteína es crucial para su unión con otras proteínas involucradas en la transcripción 

y en la regulación del ciclo celular (Figura 6) (Zhang et al., 2000). 

 

 
Figura 6. Esquema general de la función de pRb. (Fu et al., 2004) 

Punto de restricción 

Activación CDK4 

Ciclina E 

Ciclina D1
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En las fases G0 y G1 del ciclo celular, pRb se encuentra hipofosforilada 

(forma activa) y asociada al factor transcripcional E2F. La fosforilación de pRb ocurre 

entre las fases G1 y S, y aumenta en las fases G2 y M (forma inactiva). Cuando la 

célula termina la mitosis, pRb se desfosforila. La actividad de pRb está 

principalmente asociada a la inhibición en la proliferación celular por contacto célula-

célula, por falta de estímulos proliferativos o por la presencia de estímulos 

antiproliferativos como factor de crecimiento transformante (TGF-β1 o TNF-α) (Luo et 

al., 1998).  

 
En células con daño genético, la transfección con pRb induce interrupción de 

la proliferación celular en la fase G1; sin embargo, al realizar una cotransfección con 

las ciclinas A o E, se libera el arresto celular inducido por pRb y se produce 

hiperfosforilación de pRb (Luo et al., 1998; Hanai et al., 2002). 

 
En tumores humanos donde pRb está mutada, ésta se hiperfosforila y pierde 

la capacidad de suprimir la proliferación celular, por lo que pRb puede actuar como 

un precursor de tumores al no inducir la interrupción del ciclo celular (Wang et al., 

2004).  

 
Además de controlar el ciclo celular, pRb participa en diferenciación celular 

en tejidos del adulto y durante el desarrollo embrionario; también recientemente se 

ha observado que pRb puede aumentar la inmunogenicidad de las células tumorales, 

disminuir la angiogénesis y suprimir la invasividad del tumor. La pérdida de función 

del gen rb se ha relacionado con la progresión de varios cánceres humanos 

comunes, tales como vejiga, pulmón, próstata y mamario (Gariglio y Orozco, 2000). 

 
2.3.2.2 Gen p21 

La familia CIP/KIP incluye a p21CIP1, p27KIP1, y p57KIP2. Estas proteínas 

contienen un dominio inhibidor N-terminal, el cual es necesario y suficiente para unir 

e inactivar los complejos formados por CDK4 y CDK2 con sus respectivas ciclinas, 

actuando como inhibidores estequiométricos del ciclo celular. Aún cuando in vitro 
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pueden inhibir todos los complejos de la fase G1, y en menor extensión, el complejo 

CDK1-ciclina B, estudios in vivo muestran la unión preferencial al complejo CDK2-

ciclina E (Vidal y Koff, 2003). 

 

Tanto en respuesta a señales anti-mitogénicas como a daño en el ADN, 

p21CIP1 y p27KIP1 se unen a los complejos CDKs-ciclinas inhibiendo su actividad 

catalítica e induciendo un arresto del ciclo celular. El p21CIP1 fue el primer gen 

supresor de tumores identificado, y se describió como una proteína asociada a CDK2 

en un sistema de doble híbrido (Harper et al., 1993), unida al complejo CDK2-ciclina 

(Xiong et al., 1993), como inhibidor del crecimiento en células senescentes (Noda et 

al., 1994), o como inhibidor en células donde está activada la vía de p53 (el-Deiry et 

al., 1995). La regulación de la expresión de p21CIP1 es básicamente a nivel 

transcripcional aunque pueden estar implicados también mecanismos de estabilidad 

del ARN mensajero (Vidal y Koff, 2003).  

 

La proteína p21CIP1 está implicada en el arresto del ciclo celular mediado por 

p53 en respuesta a daño en el ADN, y se sabe que su promotor posee sitios de unión 

a p53 implicados en la inducción transcripcional de este inhibidor (el-Deiry et al., 

1995). Además, p21CIP1 es capaz de asociarse con PCNA, la subunidad delta de la 

ADN polimerasa, en un mecanismo adicional por el cual puede inhibir la síntesis de 

ADN (Zhang et al., 2000). 

 
Tanto por su implicación en el punto de restricción de daño al ADN como en 

su posible papel en la inactivación de PCNA, se plantea como posible papel de 

p21CIP1 el control de la replicación del ADN, siendo este hecho consistente con la 

observación de que la expresión de este inhibidor se induce con la entrada en el ciclo 

celular en numerosos tipos celulares (Vidal y Koff, 2003). Entre otras funciones 

p21CIP1 es un regulador positivo del ciclo celular, función que comparte con p27KIP1. 

Estos inhibidores también facilitán el ensamblaje y la localización nuclear de 

complejos CDK4-ciclina D, así como el incremento en la estabilidad de las ciclinas D 

(Sherr y Roberts, 1999). 
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2.3.2.3 Gen p53 

El antioncogén p53 está localizado en el brazo corto del cromosoma 17. Se 

ha clasificado como supresor de tumores ya que detiene o revierte la transformación 

y el crecimiento de una célula blanco. La proteína p53 es una fosfoproteína nuclear 

capaz de reconocer una secuencia específica de ADN y actuar como factor de 

transcripción. 

 

La proteína p53 participa en la respuesta celular al daño genético, al menos 

de dos formas diferentes: 1) deteniendo el ciclo celular en la fase G1, lo cual permite 

que se repare el ADN antes de la división celular; 2) causando apoptosis cuando el 

daño genético ha sido muy importante y no se puede reparar: en este caso la 

concentración de p53 se mantiene elevada para inducir otras vías de regulación 

como por ejemplo la apoptosis. Además, la proteína p53 participa directamente en 

mantener la estabilidad genómica; su función como “guardián del genoma” es 

inhibida o destruida por deleciones, inserciones y mutaciones puntuales, así como 

por la formación de complejos inactivos con proteínas endógenas o con 

oncoproteínas virales (Peralta-Zaragoza et al., 1997). 

 

Algunos estudios señalan que en más del 50% de todos los cánceres 

humanos, la proteína p53 no es funcional como resultado de mutaciones en el gen 

(Levine, 1997; Vogelstein et al., 2000). 

 
3. El ciclo celular 

El ciclo celular es el conjunto ordenado de procesos que tienen lugar en la 

célula con la finalidad de dividirse. A pesar de que es un proceso continuo, se puede 

considerar que consta de diversas fases, siendo las principales la fase S o de 

replicación del ADN y mitosis o fase M. Entre estas fases hay espacios que se 

denominan G1 y G2, puntos importantes en la regulación del ciclo celular (Figura 7).  
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Figura 7. Esquema de las diferentes fases del ciclo celular. En la figura se muestran 

los diferentes puntos de control del ciclo celular (Muñoz, 1997). 

 

La transición de una fase a otra del ciclo celular es el resultado de la 

integración de diferentes señales. Por una parte, señales externas que llegan desde 

el entorno celular como son los factores de crecimiento, citoquinas y hormonas, los 

contactos intercelulares y la adhesión a la matriz extracelular, y por otra parte, las 

señales intracelulares, que constituyen los mecanismos de control o vigilancia 

(checkpoints por sus siglas en ingles) de que dispone la célula para evitar el iniciar 

Nueva célula hija 

MMiittoossiiss  
((ddiivviissiióónn  cceelluullaarr))  

SSíínntteessiiss  
((dduupplliiccaacciióónn  

ddeell  AADDNN))  

PPuunnttoo  ddee  rreessttrriicccciióónn  
  ((ppuunnttoo  ddee  nnoo  rreettoorrnnoo))  

CCoommiieennzzoo  ddeell  cciicclloo  

 

PPuunnttoo  ddee  ccoonnttrrooll  
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una fase si la anterior está incompleta o mal realizada. Estas señales externas, en 

general, son las que activan las diversas rutas de transducción que, ya sea por 

cambios en la expresión de ciertos genes o por modificación de moléculas, 

determinan la entrada/permanencia o salida del ciclo celular (Murray, 1992; Hengst et 

al., 1994). 

 
La fase G1 es un período de duración variable que sigue a una división 

celular y es previo a la síntesis o replicación del ADN. Ésta es la única fase del ciclo 

celular que esta influenciada por señales externas. Durante esta fase, hay una 

intensa actividad de síntesis de proteínas y ARN, lo que permite a la célula producir 

toda la “información” necesaria para la síntesis del ADN. Antes de la transición hacia 

la fase S existe un punto de control llamado el punto de restricción (R), considerado 

por muchos investigadores como el más importante del ciclo celular. En el punto R, la 

célula valora el entorno celular y, si éste es adecuado, reconoce a R como un punto 

"de no retorno" a partir del cual la progresión del ciclo ocurrirá independientemente 

de la estimulación por factores de crecimiento extracelulares. En la mayoría de los 

organismos pluricelulares, las células que están en G1, antes de comprometerse 

hacia la replicación del ADN (o sea, antes de pasar el punto de restricción) entran en 

un estado de reposo llamado quiescencia o G0, en el cual no proliferan; G0 coincide 

normalmente con el estado de diferenciación celular en los tejidos (Enoch y Nurse, 

1990; Albert et al., 2000).  

 

Existen determinados tipos celulares como las neuronas o las células del 

músculo estriado, que siempre se encuentran en G0 de manera irreversible, lo que se 

ha dado en llamar diferenciación terminal. Otras células como los hepatocitos, de 

recambio lento, son mayoritariamente quiescentes, pero pueden re-entrar en el ciclo 

celular en respuesta a determinados estímulos (por ejemplo, durante la regeneración 

hepática, daño que pudiera ser consecuencia de una cirugía). Finalmente, existen 

tejidos con poblaciones mixtas, por ejemplo el epitelio intestinal, donde un 

compartimento proliferante contiene células progenitoras, que se diferencian y salen 

del ciclo hacia otro compartimento terminalmente diferenciado; la homeostasis celular 
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se matiene mediante un proceso de pérdida celular en el compartimento diferenciado 

(Enoch y Nurse, 1990; Albert et al., 2000). 

 
La fase S (de síntesis del ADN) corresponde al tiempo durante el cual tiene 

lugar la replicación del ADN. Cada cromosoma pasa a tener dos cromátidas, es 

decir, dos moléculas de ADN de cadena doble, que son copia una de la otra. El 

período comprendido entre la finalización de la replicación del ADN y el inicio de la 

mitosis es la fase G2. Durante esta fase, las células se preparan para la escisión en 

dos células hijas. En esta fase, además, existe un punto de control (control G2-M), 

donde la célula debe comprobar, como mínimo, dos condiciones antes de dividirse: 

que ha completado la replicación del ADN y sólo lo ha hecho una vez, y que en el 

ADN no se han producido errores estructurales (Albert et al., 2000). 

 

Finalmente, las células entran en la fase de mitosis: los cromosomas se 

condensan haciendose visibles al microscopio óptico como entidades individuales, y 

los microtúbulos se organizan a partir de dos cuerpos polares que se sitúan en 

ambos extremos de la célula y forman el huso acromático que va a servir de guía a 

los cromosomas. En la profase, primera fase de la mitosis, desaparece la membrana 

nuclear. A continuación, los cromosomas se unen por los cinetócoros a los 

microtúbulos en la zona media celular formando la placa ecuatorial (metafase). En 

este momento otro punto de control (del huso mitótico) permite que se siga adelante 

sólo si todos los cromosomas están alineados sobre el huso. Si es así, las 

cromátidas hermanas se separan desplazándose cada una hacia un polo de la célula 

(anafase). Cuando llegan a los extremos (telofase), la célula comienza a escindirse 

por la zona media, dando lugar a dos células hijas, proceso conocido como 

citocinesis. La membrana nuclear vuelve a formarse y los cromosomas a 

descondensarse, originándose dos células hijas idénticas en principio a la 

progenitora (Stillman, 1996; Albert et al., 2000). 

 
Los puntos de control del ciclo celular aseguran la fidelidad e integridad de la 

replicación y segregación genómica. Si estos puntos de control están dañados 
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(alteración frecuente en células tumorales), las células prosiguen el ciclo celular aún 

cuando existan errores en la progresión del ciclo (daño en el ADN, por ejemplo), 

pudiendo originar de esta forma mutaciones que favorecen la evolución de un 

proceso neoplásico. A este fenómeno se le denomina inestabilidad genómica. El gen 

supresor tumoral p53, regulador negativo del ciclo celular, se ha considerado por 

muchos investigadores como el “guardián del genoma”, por su importante papel en la 

reparación del ADN (Lane, 1992; Biggs et al., 2000; Geoffrey, 2000).  

 

En respuesta a un daño en el ADN hay una activación de p53, que induce el 

bloqueo del ciclo celular en la fase G1 y posiblemente en la fase G2, permitiendo que 

la reparación del material genético tenga lugar antes del comienzo de la síntesis de 

ADN y de la mitosis, promoviendo también apoptosis, si el daño ocasionado es muy 

severo. Se han descrito alteraciones en este gen en diversos tipos de neoplasias, 

entre ellos en tumores colorrectales, donde más del 50% de estos tumores presentan 

p53 mutado (Vogelstein, et al., 1989; Iacopetta, 2003). 

 
4. Apoptosis 

La apoptosis o muerte celular programada es una forma de suicidio celular 

genéticamente definida, que ocurre de manera fisiológica durante la morfogénesis, la 

renovación tisular y en la regulación del sistema inmunitario. Se caracteriza por daño 

mitocondrial, ruptura de la membrana, lisis celular y formación de cuerpos 

apoptóticos (Hodgson y Smart, 2001; Mendelsohn et al., 2001; Lee et al., 2004). 

 

La apoptosis es un proceso activo que implica síntesis proteica, en el cual la 

célula sufre una condensación nuclear y citoplasmática. Sus características 

morfológicas revelan condensación de la cromatina nuclear, desintegración 

nucleolar, disminución del tamaño nuclear, compactación del citoplasma y de 

organelo (excepto mitocondrias y ribosomas), alteraciones del citoesqueleto y 

aspecto de burbuja de la membrana, aunque no se rompa.  
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Durante el proceso final, ocurre fragmentación del ADN, así como formación 

de fragmentos recubiertos de membrana (cuerpos apoptóticos), que son fagocitados 

sin evidencia de reacción inflamatoria (Figura 8) (Cohen, 1993; Arango et al., 1997; 

de la Rosa et al., 2000). Por otro lado, la necrosis es un proceso que lleva a cabo la 

célula en situaciones patológicas. Una célula necrótica se hincha, explota y libera su 

contenido citoplásmico, lo que produce una respuesta inflamatoria al atraer células 

del sistema inmune (de la Rosa et al., 2000) y se puede observar en la figura 8. 

 

 

 
 

Figura 8. Esquema de los procesos de necrosis y apoptosis de la célula 

(www.celldeath) 
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4.1 Receptores de membrana celular que median apoptosis 
En la Figura 9, se muestra el proceso de apoptosis y las proteínas 

involucradas. El proceso de apoptosis puede ser activado por dos vías en células de 

mamíferos: la vía extrínseca y la vía intrínseca.  

 

 
 
Figura 9. Esquema representativo de las proteinas que intervienen en el proceso de 

apoptosis (Cecconi y Gruss, 2001). 

Factor de Necrosis Tumoral (TNF)., Citocromo C (Cyt C)., Regulador pro-

apoptótico (Bax/Bak); Protooncogen apoptótico (Bcl-2). 

 

La vía extrínseca (activada por receptores de muerte en la membrana 

celular), es activada por receptores como: Fas o Apo-1 que es una proteína 

transmembranal tipo II glicosilada, es miembro de la superfamilia de los Factores de 

Necrosis Tumoral (TNF), entre los que se encuentran los receptores TNF tipo I y II, el 

TNF EXTRACELULAR 

CITOSOL 
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receptor del factor de crecimiento neuronal (NGF), CD40 y CD27 (Itoh et al., 1991; 

Cecconi, 1999).  

 

El ligando del Fas/Apo-1 es una proteína de membrana tipo II de 40 kD 

miembro del TNF que está altamente expresado en linfocitos activados. La unión de 

Fas/Apo-1 con su ligando y con anticuerpos antagonistas, es una de las vías de inicio 

de señales para la apoptosis (Suda et al., 1993; Cecconi y Gruss, 2001). 

 

El papel de la interacción Fas/Apo-1 y su ligando en cáncer no está bien 

establecido; sin embargo, su papel en la apoptosis sugiere su participación como 

supresores de tumores. Por ejemplo, la inactivación de las señales vía Fas debido a 

la baja expresión de este, puede llevar a la célula a una supervivencia anormal y 

contribuir al desarrollo y progresión de malignidades (Owen-Schaud et al., 1995). La 

activación de la vía extrínseca se puede apreciar principalmente en condiciones 

patológicas, predominantemente con inflamación (Vila y Przedborski, 2003).  

 

La vía intrínseca (vía mitocondrial) es activada por la translocación de 

moléculas pro-apoptóticas (por ejemplo Bax) a la mitocondria, induciendo cambios 

conformacionales en la membrana mitocondrial, generados por la detección del 

daño al ADN principalmente, dando como resultado la liberación de factores 

apoptogénicos mitocondriales (citocromo C) al citosol. El citocromo C una vez en el 

citosol, interacciona con el complejo apoptosómico compuesto por Apaf1-

Procaspasa 9, está interación da como resultado la activación de la caspasa 

iniciadora 9 y posteriormente la vía efectora o de ejecución (caspasas 2, 3, y 7). El 

estrés del retículo endoplásmico, incluyendo la alteración de la homeostasis del 

calcio y la acumulación de proteínas mal plegadas, también puede inducir la muerte 

programada a través de la activación de la caspasa 12 (Vila y Przedborski, 2003). 

 

La activación de la vía extrínseca o de la vía intrínseca genera la activación 

río abajo de caspasas ejecutoras y la muerte de la célula (Rommy, 2004). 
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4.2 Mecanismos involucrados en la apoptosis 
4.2.1 Gen bcl-2 

El gen bcl-2 (por sus siglas en inglés para gen del linfoma de célula B) fue el 

primer protooncogen detectado y fue asociado con procesos malignos de las células 

B. Se ha demostrado que la sobreexpresión del gen bcl-2, se asocia con la 

proliferación neoplásica por los efectos inhibitorios de Bcl-2 sobre las vías de 

apoptosis (Munn et al., 1995). Este gen facilita el aumento de la supervivencia de la 

célula transformada y de este modo aumenta la posibilidad de futuras aberraciones 

genéticas que pueden conducir a la progresión maligna (Binder et al., 1995).  

 

La familia Bcl-2 esta integrada por: Bcl-2, Bax, Bad, Bcl-X1, Bcl-Xs, Mcl-1. El 

destino de una célula de morir o sobrevivir está determinado por las diferencias en la 

expresión de estas proteínas, actuando algunas como promotoras y otras como 

inhibidoras de las señales de apoptosis (Boise et al., 1993; Boise et al., 1995; Yang 

et al., 1995). Por lo tanto, algunos miembros de la familia inhiben la muerte celular 

(Bcl-2, Bcl-XL) y otros la activan (Bax, Bad, Bid). Puesto que ambos tipos pueden 

heterodimerizar, sus concentraciones relativas pueden regular el balance entre 

muerte y supervivencia celular (Oltvai et al., 1993). 

 

Miembros de la familia bcl2 pueden preservar o alterar la integridad 

mitocondrial al regular la liberación de factores apoptogénicos como citocromo C, 

smac/diablo o factores de inducción de apoptosis (Vila y Przedborski, 2003). Esta 

liberación de factores apoptogénicos es debido a que muchas de estas proteínas 

presentan un dominio c-terminal hidrofóbico que les permite anclarse a la cara 

citoplasmática de las membranas de la mitocondria, retículo endoplásmico y 

envuelta nuclear, de forma que pueden registrar daños en dichos orgánulos (Green 

y Reed, 1998). El siguiente nivel de regulación se produce en factor activador de 

proteasa apoptótica 1 (Apaf-1) (Vila y Przedborski, 2003). Bcl-2 impide la activación 

del complejo Apaf-1/procaspasa-9 (Hu et al., 1998; Vila y Przedborski, 2003), 

además de impedir directa o indirectamente la liberación de citocromo C de la 

mitocondria, lo que a su vez parece ser responsable de un cambio conformacional 
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en Apaf-1 que le permite procesar a la procaspasa-9 (Li et al., 1997; Zou et al., 

1997; Green y Reed, 1998). Aún no está claro si la liberación de citocromo C forma 

parte del mecanismo inicial de activación de las caspasas o es un paso de 

amplificación de la respueta apoptótica (Adams y Cory, 1998). 

 

Por consiguiente la proteína Bcl-2 forma parte de un sistema complejo de 

señalamiento que controla la apoptosis; el papel primordial de Bcl-2 es prevenir la 

apoptosis. Una elevada expresión de la proteína Bcl-2 puede prevenir la apoptosis 

en células dañadas. La elevada expresión lleva a una división continua de las 

células mutadas y eventualmente al desarrollo y metástasis de ciertos cánceres 

(Fernández et al., 2002). 

 
4.2.2 Gen bax  

El primer regulador pro-apoptótico identificado, denominado Bax, se 

encontró asociado a Bcl-2 en extractos de células que expresaban niveles altos de 

Bcl-2. El análisis de secuencia demostró que la secuencia de Bax se relaciona con 

el determinante de muerte celular 9 (Ced-9) y Bcl-2, pero la expresión excesiva de 

Bax induce muerte celular en lugar de proteger a las células de la apoptosis, como 

ocurre con Ced-9 y Bcl-2. En consecuencia esta familia de proteínas reguladoras 

homólogas comprende a miembros anti-apoptóticos (Ced-9 y Bcl-2) y pro-

apoptóticos (Bax) (Lodish et al., 2002). 

 

Bax es requerida para la inducción de la apoptosis, localizándose en el 

citosol de las células sanas. Un posible cambio conformacional de Bax, junto con su 

inserción en la membrana mitocondrial, conduce a la formación de poros que 

permiten la salida de citocromo C de la mitocondria (Perfettini et al., 2004). 

 
4.2.3 Caspasas 

El mecanismo central de la maquinaria de muerte en cualquier célula está 

constituido por una familia de proteasas, a las que se han denominado caspasas 

(Alnemri et al., 1996), por ser cistein-proteasas que hidrolizan a su sustrato junto a un 



 45

residuo de ácido aspártico. Las caspasas responden al estímulo apoptótico mediante 

activación de una cascada intracelular proteolítica que ocasiona la activación o 

inactivación de diferentes sustratos celulares y provoca la muerte celular (Thornberry, 

1999; Leist y Jaattela, 2001). 

 

Las caspasas son sintetizadas como proenzimas inactivas, denominadas 

procaspasas, que, una vez activadas por proteólisis limitada y asociación de 

subunidades (Stennicke y Salvesen, 1998), adquieren la actividad catalítica para 

proteolizar a su vez a sus sustratos junto a un residuo de aspártico. Sin embargo, 

son capaces de reconocer diferentes tetrapeptídicos, lo cual les confiere cierta 

especificidad de sustrato. Las caspasas inactivas pueden ser sustrato a su vez de las 

activas, de manera que unas caspasas activan a otras siguiendo un orden jerárquico 

y una actuación en cascada (Salvesen y Dixit, 1997). 

 

Su activación involucra la fragmentación proteolítica para liberar las 

subunidades que constituyen una caspasa heterodimérica activa. Las caspasas son 

activadas en orden jerárquico, las caspasas iniciadoras (por ejemplo: caspasas 6, 8, 

9 y 10) son usualmente activadas primero. Las caspasas iniciadoras activan río 

abajo a las caspasas efectoras (por ejemplo: caspasas 2, 3, y 7), que propagan la 

cascada de caspasas que conduce a la muerte celular, como se ilustra en la figura 4 

(Holcik y Korneluk, 2001). 

 

Las caspasas que participan en apoptosis pueden dividirse en dos grandes 

grupos: caspasas iniciadoras (8 y 9, y quizás 2 y 10), que se activan en respuesta a 

señales apoptóticas y activan a las caspasas efectoras (3, 6 y 7), las cuales 

proteolizan sustratos celulares provocando la desorganización de la célula y los 

cambios morfológicos típicos de la apoptosis (Thornberry, 1999; Vila y Przedborski, 

2003). 

 

Se conocen unos 40 sustratos celulares para las caspasas (Cryns y Yuan, 

1998). Entre éstos, se encuentran proteínas que inhiben muerte celular, como Bcl-2 
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(Cheng et al., 1997), proteínas que participan en la reparación del ADN o en la 

organización de la cromatina (Kaufmann et al., 1993; Casciola-Rosen et al., 1996), y 

proteínas implicadas en la regulación del citoesqueleto (Rudel y Bokoch, 1997) 

 

4.2.3.1 Caspasa 3 
Las caspasas ejecutoras actúan principalmente río abajo en la cascada y 

son activadas en parte por caspasas iniciadoras. En la fase de ejecución, la 

activación de caspasa 3 representa uno de los puntos clave en la transmisión de la 

señal apoptótica debido a que el rompimiento de caspasa 3 provoca una gran 

variedad de cambios morfológicos y bioquímicos que se presentan en la apoptosis. 

Además, la caspasa 3 es capaz de activar otras caspasas ejecutoras del proceso y 

adicionalmente amplificar la respuesta apoptótica. La caspasa 3 es activada durante 

la mayoría de los procesos apoptóticos y se cree que es el principal ejecutor de este 

mecanismo de muerte celular. Se ha demostrado que su activación es esencial para 

la fragmentación del ADN, así como de la condensación de la cromatina y la 

formación de burbujas en la membrana celular (Köhler et al., 2002). 

 

Hay dos vías principales por las cuales la procaspasa 3 puede activarse. La 

primera de ellas es a través de la activación directa de caspasa 8 y la segunda por la 

activación de caspasa 9 proveniente del complejo conocido como apoptosoma. La 

caspasa 3 activada se genera a partir de un zimógeno de 32 kDa el cual sufre dos 

cortes, el primero produce dos fragmentos conocidos como el fragmento pequeño 

p12 y el péptido p20, el cual es posteriormente procesado generando la subunidad 

grande madura p17. La enzima activa está compuesta de dos heterodímeros de las 

subunidades p12 y p17 (Meergans et al., 2000). 

 

5. Métodos utilizados para el análisis del ciclo celular y apoptosis  
Existen diversos métodos que permiten el análisis de las diferentes fases del 

ciclo celular y la apoptosis, entre los que se encuentran la citometría de flujo que 

permite detectar el contenido de ADN en las difentes fases del ciclo celular y el 
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método de TUNEL que por medio de una tinción visualiza los fragmentos de ADN en 

estado apoptótico. 

 

5.1 Citometría de flujo 
La citometría de flujo (CMF) representa un método rápido objetivo y 

cuantitativo de análisis de células, núcleos, cromosomas, mitocondrias, contenido de 

ADN (ploidía) u otras partículas en suspensión. El principio en el que se basa esta 

tecnología es simple: hacer pasar células u otras partículas en suspensión alineadas 

y de una en una por delante de un haz luminoso. La información producida puede 

agruparse en dos tipos fundamentales: la generada por la dispersión de la luz y la 

relacionada con la emisión de luz por los fluorocromos presentes en la célula o 

partícula al ser excitados por el rayo luminoso. Las señales luminosas detectadas se 

transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en señales 

digitales que son procesadas por una computadora (Barrera-Ramírez et al., 2004) 

 

La suspensión celular, convenientemente procesada y teñida, se inyecta en 

la cámara de flujo del citómetro, que está hidrodinámicamente enfocada para que las 

células atraviesen de forma individual y sucesiva un punto en el que interaccionan 

fisicamente con un haz de luz monocromática, dispersándola en todas las 

direcciones. La luz dispersada hacia delante (llamada “forward scatter ó 0 grados”) 

esta relacionada con el tamaño celular. La luz dispersada a 90º del eje del haz 

luminosa (“light scatter a 90º) se relaciona con la estructura interna y la complejidad 

citoplasmática de la suspensión celular (Shapiro, 2003).  

 

La excitación de los fluorocromos se produce en el punto de interacción entre 

la célula y el haz lumínico, dando como resultado la emisión de una luz de longitud 

de onda superior ala incidente. Dicha luz es recogida a 90º. Las longitudes de onda 

seleccionadas para su estudio son dirigidas mediante espejos (dicroicos) adecuados 

a detectores fotomultiplicadores. Las longitudes de onda no deseadas son 

bloqueadas por filtros ópticos. Si se dispone de múltiples fluorocromos, excitables 

con la fuente de luz única, pueden unirse a las células permitiendo de este modo 
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medidas fluorescentes simultáneas de varios parámetros en una sola célula 

(Longobardi, 1992) 

 

Las señales eléctricas analógicas son convertidas en señales digitales y 

procesadas por un software, con el fin de generar histogramas correlacionados con 

los parámetros deseados y efectuar el análisis de los mismos. 

 

Las ventajas que proporciona CMF frente a otros métodos que emplean 

fluorocromos incluyen la objetividad, elevada sensibilidad y velocidad de análisis, 

posibilidad de realizar mediciones simultáneas sobre una sola célula y separación 

celular en los “sorters”, es por ello que CMF ha sido en el monitoreo del contenido de 

ADN (Asbury et al., 1996), expresión fenotípica, transporte de drogas, flujo de calcio 

(Krishan, 1975), proliferación y apoptosis (McCloskey et al., 1994). Las desventajas y 

limitaciones son los altos costos de instrumentación y la incapacidad de visualizar las 

células que estamos analizando (Barrera-Ramírez et al., 2004).  

 

5.1.1 Caracteristicas generales de los citómetros de flujo 
Un citómetro de flujo está integrado por cuatro componentes como se muestra en la 

figura 10. 

1. compartimento fluídico o sistema hidráulico 

2. fuente luminosa 

3. sistema óptico 

4. soporte informático para el análisis de datos 
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Figura 10. Esquema general de los componentes de la citometria de flujo 

(www.cnb.csic.es) 

 
5.2 TUNEL 

El método de TUNEL (por sus siglas en inglés: Terminal deoxynucleotidyl 

transferasa (TdT)- mediated dUTP nick end-labeling) se basa en la marcación de los 

extremos cortados de ADN genómico por dUTP marcado por la acción de la enzima 

desoxinucleotidil-transferasa terminal. La enzima transferasa terminal es utilizada 

para agregar dUTP que se encuentra conjugado con una molécula de detección (tal 

como biotina, digoxigenina o fluoresceína) al extremo 3' terminal de un ADN simple, 

fragmentado por el proceso de apoptosis. El ADN fragmentado se detecta 

exponiendo la marca con un anticuerpo anti-biotina o antidigoxigenina o por 

exposición fluorescente de la fluoresceína. Este método permite la detección 

específica e inequívoca de células cuyo ADN nuclear se encuentra segmentado por 

el proceso de apoptosis (Figura 11). 
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Figura 11. Cortes histológicos de colon tratados con el método de TUNEL, células 

apoptóticas indicadas por las flechas (Magnificación X630) (Sträter et al., 

1995). 

 

6. Cáncer colon-rectal 
6.1 Epitelio colónico 

La región inferior del tracto gastrointestinal (colon y recto) tiene como 

principal función la reabsorción de sales y agua, posteriormente a la absorción de la 

mayor parte de los nutrientes en el intestino delgado. En este proceso, las células del 

epitelio colónico juegan un papel fundamental (Albert et al., 2000). La pared del 

colon, (Figura 12A), está compuesta por diferentes capas: mucosa, submucosa, 

muscular, subserosa y serosa. 
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Figura 12. Histología del colon. A: Representación de las diferentes capas presentes 

en la pared del colon (tinción hematoxilina-eosina): mucosa (M), submucosa 

(SM), capa circular interna (CM) y una capa longitudinal externa (LM) y por 

último, la serosa (S) (Wheater, 1987) 

 

El epitelio de la mucosa del colon (Figura 13), es un epitelio columnar simple 

que forma un gran número de profundas invaginaciones hacia el interior de la lámina 

propia (formada por tejido conectivo laxo) denominadas criptas de Lieberkühn. Este 

epitelio es renovado cada 3-4 días aproximadamente, lo que supone un proceso 

constante de regeneración de las células que constituyen las criptas (Wheater, 1987; 

Aloysius-Lambertus, 2001). 

 

Las células absortivas o enterocíticas son, junto con las células caliciformes, 

las más abundantes en el epitelio colónico, están polarizadas y se caracterizan por la 

presencia en la membrana apical de microvellosidades que forman un borde en 

cepillo, y donde se localizan hidrolasas como la sucrasa-isomaltasa (SI), la lactasa, la 

aminopeptidasa N (APN), la dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV) y la fosfatasa alcalina 

(AP), las cuales se utilizan como marcadores moleculares propios de este tipo 

celular. 
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Figura 13. Corte transversal de la mucosa colónica humana donde se observan las 

criptas de Lieberkühn (tinción hematoxilina-PAS) (Modificado de Wheater, 

1987; Aloysius-Lambertus, 2001) 

 

Las células mucosecretoras o células caliciformes, al igual que las 

absortivas, son células polarizadas con un núcleo basal. Sin embargo, se 

caracterizan por la secreción del moco lubrificante y protector del epitelio. Este moco 

está compuesto fundamentalmente por mucinas, siendo MUC2 la mucina 

predominante del moco secretado por estas células en el colon. 

 

Se postula que en el fondo de la cripta se encuentran las células 

pluripotentes, células indiferenciadas capaces de dividirse y responsables de la 

constante renovación del epitelio del colon. 

 

Una de las características que diferencia el epitelio colónico del intestino 

delgado es la ausencia de células de Paneth (a excepción del colon ascendente), la 

poca representación de células enteroendócrinas, y su abundancia en células 

mucosecretoras (Wright, 2000). 

 

Células 
iniciales 
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6.2. Fosas crípticas 
A lo largo del eje basal-apical de las criptas (referido a la posición apical de la 

luz intestinal), existen dos compartimentos celulares principales: un compartimiento 

proliferativo que contiene, a su vez: (1) las células madre (llamadas células iniciales) 

del epitelio en el fondo de la cripta, y (2) las células proliferantes precursoras de los 

tipos celulares diferenciados, y un compartimiento no proliferativo terminalmente 

diferenciado conteniendo las células absortivas y mucosecretoras maduras en la 

mitad apical de la cripta (Figura 13, inserto) (Aloysius-Lambertus, 2001). 

 

La homeostasis celular del epitelio colónico es mantenida por un balance 

dinámico entre la división celular continua y la renovación de células en la superficie 

de las criptas colónicas: las células precursoras proliferan en la parte baja de la cripta 

y van migrando de manera continua hacia las zonas más apicales. Durante esta 

migración tiene lugar una salida del ciclo celular, en paralelo a la activación de 

programas de expresión génica propios de cada tipo celular diferenciado. El final de 

este trayecto culmina con la muerte celular por apoptosis y/o desprendimiento de las 

células hacia el lumen (Kyoung-Mee et al., 2002; Lamprecht y Lipkin, 2002) 

 
6.3 Carcinogéneis del cáncer de colon rectal 
6.3.1. Generalidades 

El cáncer colon-rectal es una enfermedad maligna que en países 

desarrollados tiene mayor incidencia debido al tipo de dieta que ingieren (pobre en 

fibra y rica en grasas) (Casimiro, 2002). En los Estados Unidos de Norte América se 

diagnostican 142,000 nuevos pacientes de cáncer de colon cada año y genera 

57,000 muertes anuales, lo que representa la tercera causa más común de cánceres 

y ocupa la segunda causa de muerte en el norte de América (Michels, 2005). En 

México existe un claro ascenso, con marcada diferencia entre los estados del norte 

de la República donde la tasa de mortalidad estandarizada oscila entre 1.11 y 1.7 por 

cada 100,000 habitantes y en el 2008 el INEGI reportó que el cáncer de colon 

representa el 5 y 4.6% de muertes por cáncer en México, para hombres y mujeres 

respectivamente (Duran et al., 2000; INEGI, 2008). 
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La carcinogénesis colorrectal (CCR) es un proceso multifactorial influenciado 

por factores ambientales, genéticos y epigenéticos (Duran et al., 2000; Won et al., 

2004). Aunque todavía se conoce poco sobre los mecanismos de control de la 

diferenciación celular y la homeostasis a lo largo de las criptas colónicas, se cree que 

las alteraciones que tienen lugar durante la transformación neoplásica ocurren en 

estadios del proceso de diferenciación donde las células deben decidir su destino en 

el tejido: continuar en el compartimiento proliferativo versus transitar hacia el 

compartimiento terminalmente diferenciado. 

 

Se conocen dos formas fundamentales de cáncer colorrectal: esporádico y 

hereditario. La mayoría de tumores colorrectales son considerados como tumores 

esporádicos, lo cual demuestra que existe un riesgo ambiental muy elevado que 

incide directamente sobre el desarrollo de este tipo de cáncer (Potter, 1999). Las 

formas hereditarias de CCR más conocidas son la Poliposis Adenomatosa Familiar 

(FAP) y el cáncer colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC), debidas a 

alteraciones genéticas transmitidas por la línea germinal. 

 

La transformación tumoral se inicia en la mucosa colónica a nivel de las 

criptas. Durante la progresión tumoral, las células neoplásicas atraviesan la 

membrana basal e infiltran la capa muscular propia y la serosa. El CCR tiene escasa 

tendencia al crecimiento longitudinal, excepto si existe infiltración perineural que 

permite la diseminación a través de la pared intestinal, en algunas ocasiones, más 

allá de 10 cm del tumor primario. En el colon, el crecimiento se produce hacia el 

mesocolon y la capa serosa peritoneal, pudiendo invadir órganos y tejidos 

adyacentes al espacio retroperitoneal. 

 

Los CCR se desarrollan a través de etapas bien definidas a nivel histológico 

que van desde lesiones en la cripta del colon a través de la formación de pólipos o 

adenomas hasta la manifestación del cáncer (Figura 14). 
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Figura 14. Representación de la carcinogénesis colorrectal, con la secuencia de 

alteraciones que tienen lugar en la mucosa del colon y que conllevan a la 

formación del tumor (Kinzler y Vogelstein, 1996). 

 

El adenoma es una neoplasia benigna que tiene lugar en las criptas 

colónicas, caracterizada por una actividad mitótica continua, donde las células no se 

diferencian, de manera que el compartimiento proliferativo puede llegar a ocupar la 

cripta completa. Por su parte, dentro de los tipos histológicos de CCR, los 

adenocarcinomas son los más frecuentes, y se pueden clasificar en tres grados: bien 

diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente diferenciados. Los 

tumores diferenciados mantienen la estructura glandular con la polaridad del núcleo 

conservada semejando el epitelio adenomatoso displásico. Los pobremente 

diferenciados, por el contrario, son estructuras sólidas con pérdida de la polaridad y 

gran pleomorfismo del núcleo. La división en grados histológicos tiene como principal 

limitación la subjetividad, ya que dicha clasificación depende, en gran medida, del 

criterio específico del patólogo. Los adenocarcinomas mucinosos representan el 17% 

de los tipos de CCR y están caracterizados por la acumulación de mucinas en el 

espacio extracelular. Normalmente este tipo de tumores tienen un peor pronóstico 

que los no mucinosos. Un subtipo especialmente agresivo, aunque poco frecuente, 

es el adenocarcinoma de células en “anillo de sello”, caracterizado por la típica 

acumulación de mucinas intracitoplasmáticas que desplazan el núcleo a un extremo 

de la célula. Otros tipos de CCR más infrecuentes son el carcinoma de célula 
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pequeña (mucho más agresivo que el adenocarcinoma y con tendencia a generar 

metástasis linfáticas y hepáticas) y el carcinoma adenoescamoso (Duval y Hamelin, 

2002). 

 
La secuencia adenoma-carcinoma se caracteriza por la acumulación de 

múltiples mutaciones que afectan a tres tipos diferentes de genes: a) los proto-

oncogenes, cuya función es regular positivamente la proliferación celular y cuya 

activación constitutiva promueve la transformación tumoral; b) los genes supresores 

tumorales, que regulan negativamente la proliferación celular y cuya pérdida de 

función también promueve la carcinogénesis; y c) los genes reparadores del ADN, 

responsables de corregir los errores producidos durante la replicación del ADN y 

reparar las alteraciones inducidas en esta molécula por agentes mutagénicos 

externos (radiaciones UV, agentes químicos, etc). Las alteraciones en este tipo de 

genes conducen a la aparición de múltiples mutaciones en el genoma (lo que se 

conoce como fenotipo mutador) (Loeb, 2001; Duval y Hamelin, 2002), y acaba 

afectando a los oncogenes y genes supresores tumorales, contribuyendo a la 

carcinogénesis. A esta última categoría de genes, podría añadirse los genes 

implicados en puntos de control del ciclo celular, cuyo estudio ha revelado que 

desempeñan un papel fundamental en el mantenimiento de la estabilidad genómica 

(Nigg, 2001). Cada uno de estos eventos mutacionales confiere a las células del 

tumor una ventaja de crecimiento de forma consecutiva, que trae como resultado la 

expansión clonal en múltiples etapas y al final, la progresión del tumor (Figura 14). 

 

Los avances de la biología molecular, y en concreto el estudio de las 

neoplasias, ha permitido establecer posibles vías moleculares por las que se produce 

la oncogénesis colorrectal (Grife et al., 1998). 

 

Una de estas vias se ha desarrollado apartir de los estudios realizados en los 

tumores benignos llamados pólipos, que se consideran son los precursores del 

cáncer de colon-rectal. Estos pólipos forman una masa protuberante que emerge 

hacia la luz intestinal. Su progresión resulta un proceso en etapas, con alteraciones 
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en genes supresores y oncogenes, desarrollado lentamente durante varios años 

(Sasaki et al., 2000). 

 

7. Modelos experimentales de carcinógenos 
Una forma de estimar la etiología, el tratamiento y la prevención del cáncer 

es mediante los modelos experimentales en animales empleando carcinógenos 

conocidos. Estos modelos permiten al investigador analizar el papel de los factores 

ambientales, la dieta y algunos parámetros inmunológicos que son importantes en la 

etiología del cáncer de colon (Bird y Good, 2000; Montenegro et al., 2003). 

 

7.1 Carcinógenos 
Los tumores inducidos químicamente en los roedores deben seguir ciertos 

criterios en su utilización como modelos para su posterior aplicacion en estudios 

epidemiológicos y quimioterapéuticos. Los carcinógenos químicos colónicos pueden 

clasificarse en siete grupos, basándonos en su estructura química (Cuadro 4) 

(Piñols-Felis, 1995). 

 

En estudios de carcinogénesis se han identificado varios compuestos 

(carcinógenos) que son capaces de desarrollar tumores en el colon. El más 

comúnmente usado ha sido la 1,2-Dimetilhidracina Dihidrocloruro (1,2-DMH) o su 

metabolito el azoximetano (AOM), ya que son capaces de inducir tumores en el 80 a 

100% de los roedores entre 5 y 7 semanas posteriores al inicio del tratamiento (Bland 

y Britton, 1981; Deasy et al., 1983; Paulsen, 2000; Tao et al., 2004). 
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Cuadro 4. Clasificación de acuerdo a la estrucutrua química de los carcinógenos 

colónicos como lo sugiere la Unión Europea (UE) y la Agencia 

Internacional para Investigación sobre el cáncer 

 
FAMILIA QUÍMICA 

 
CARCINÓGENO 

1,1-Dimetilhidracina (1,1-DMH) 
1,2-Dimetilhidracina dihidrocloruro (1,2-
DMH) 
Metilhidracina (MH) 
Acido fórmico 2-4-(5-nitro-2-furil)-2-
tiazolilhidracina (FAH) 
Dihidrocloruro 1-Metil-2-butilhidracina 
(MBH) 

 
 
 

Hidrazina 

Hidrocloruro trimetilhidracina (TMH) 
Azoximetano (AOM) 
ONN-Metilazxibutano (MAB) 
Metilazoximetanol glucósido, cicasina 
(MAMG) 

 
 

Compuestos azoxi 

Metilazoximetanol (MAM) 

N-Metil-N´-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)
N-Metilnitrosourea (NMU) 
N-Nitrosobis (2-hidroxipropil) amina (BHP) 

 
 

Compuestos N-Nitrosos 
N-Nitrosobis (2-oxopropil) amina (BOP) 

Dextrano sulfato y polisacáridos 
relacionados 

Asbestos 

3,2´-Dimetil-4-aminobifenilo (DMAD) Aminas aromáticas y herocíclicas 
2-amino-3-Metilmidazolquinolina 

Hidrocarburos aromáticos 
policíclicos 

3-Metilcolantreno 

(IARC, 1999) 
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7.1.1 Azoximetano (AOM) 
El azoximetano (AOM) es un agente químico que induce una alta incidencia 

de adenomas y adenocarcinomas en intestino grueso y delgado administrado 

subcutáneamente o por infusión rectal (Toth, 1982). Así mismo, el AOM a una dosis 

de 10-20 mg/kg produce carcinoma intestinal en el 100% de ratas por vías 

subcutánea o intramuscular (Williamson et al., 1980). Ratas inyectadas con una dosis 

relativamente alta (≥ 20 mg/kg) de AOM desarrollan más tumores en duodeno y el 

colon distal, y aquellas inyectadas con dosis bajas (≤ 10 mg/kg) tienen más tumores 

en ciego y colon proximal (King y Vorasdi, 1959); mientras que en ratones son más 

frecuentes las lesiones rectales. El AOM produce una toxicidad hepática de hasta un 

20% y los animales fallecen durante el periodo de inducción debido a necrosis 

hepática (Ward et al., 1974). 

 

El mecanismo de acción del AOM es mediante el proceso de N-hidroxilación 

convirtiendose en metilazoximetanol por varios sistemas enzimáticos en el hígado. El 

metilazoximetanol es inestable a temperatura corporal e in vitro, por lo que se 

descompone y forma el agente alquilante metildiazonio, llamado carcinógeno final. 

Este último es una sustancia altamente reactiva que forma iones metil-carbonio, los 

cuales son los responsables de las mutaciones en el ADN tanto in vitro como in vivo 

(Figura 15). Por lo tanto, después de la adminstració el AOM es adsorbido por los 

capilares y llega al torrente sanguíneo, de esta manera por vía vena porta llega al 

hígado donde puede conjugarse con ácido glucorónico (enzima de fase II) y de ahí 

eliminarse vía orina o intestinal. Al ser eliminado por vía intestinal, el conjugado llega 

al intestino donde puede ser biotransformado por la enzima β-glucoronidasa y 

generar metilazoximetano y, por su reactividad, producir nuevamente el ión 

metilcarbonio, causando mutaciones en el ADN de los enterocitos y en consecuencia 

las fosas crípticas aberrantes (FCA). La alteración de las propiedades de las 

macromoléculas críticas como ADN, ARN y proteínas, por alquilación y otras 

reacciones, es un paso esencial en la carcinogénesis química; en el caso del colon la 

macromolécula que se altera es el ADN de las células epiteliales (Celik et al., 1983; 

Parkinson, 1996; Negrete et al., 1999; Corpet y Tache, 2002). La activación de este 
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carcinógeno por el mecanismo previamente descrito lleva a la aparición de tumores 

de colon en ratas o ratones, muy parecidos a los tumores de colon en humanos 

(Fiala et al., 1978; Maskens, 1981; Kinzler y Vogelstein, 1996; Sasaki et al., 2000). 

Por lo tanto, el mejor carcinógeno para la inducción de FCA en modelos animales in 

vivo es el AOM, en tiempos experimentales relativamente cortos (Olivo y Wargovich, 

1998).  

 

 

 
Figura 15. Metabolismo del azoximetano (AOM) (Negrete et al., 1999; Corpet y 

Tache, 2002). 
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III. JUSTIFICACION 
En México, se consumen una gran variedad de alimentos a los que se les 

atribuyen propiedades nutraceúticas. Dentro de los alimentos que conforman la dieta 

del mexicano se encuentran el maíz y el frijol. En este último, el consumo per capita 

ha disminuido en años recientes, disminución que se ve reflejada en un incremento 

en la incidencia de enfermedades crónico-degenerativas, lo que genera un problema 

de salud importante en México. Dentro de las enfermedades crónico-degenerativas 

se encuentra el cáncer y más puntualmente, el cáncer de colon. Las muertes por 

este cáncer en particular van en aumento a pesar de los esfuerzos del sector salud. 

La incidencia del cáncer de colon se ha vinculado con la baja ingesta de vegetales, 

frutas y leguminosas, que aportan diversos nutrientes como proteínas, azúcares y 

carbohidratos, así como algunos otros compuestos relacionados con efectos 

benéficos a la salud. Los carbohidratos están conformados por fibra, almidón 

resistente y oligosacáridos, compuestos que en la dieta del mexicano se consumen 

al menos en el frijol y que muy seguramente aportan beneficios a la salud. Por otro 

lado, se ha informado que México cuenta con una gran diversidad de especies de 

frijol, sin embargo, aun se desconoce los posibles efectos benéficos de esta 

leguminosa sobre el cáncer, especificamente en el cáncer de colon. Por lo tanto, es 

importante conocer la relación existente entre el consumo de esta leguminosa, así 

como un extracto crudo de polisacáridos totales (fibra insoluble, oligosacáridos y 

almidón resistente), sobre la incidencia del cáncer de colon en modelos 

experimentales in vivo para establecer el posible mecanismo de acción y su posible 

papel de quimioprotección en esta patología.  

 

IV. HIPÓTESIS 
Los polisacáridos presentes en el frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido 

inhiben el desarrollo de cáncer de colon en el estadio temprano mediante 

mecanismos que inducen el arresto celular y/o la apoptosis. 
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V. OBJETIVOS 
A. GENERAL 

Evaluar el efecto protector de los polisacáridos del frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) variedad Negro 8025 cocido sobre el estadio temprano de cáncer de 

colon 

 
B. PARTICULARES 

1. Caracterizar químicamente el extracto de polisacáridos (EP) de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L.) cocido de la variedad Negro 8025 

1.1 Extraer y cuantificar la fibra dietaria total (fracción soluble e insoluble) 

1.2 Caracterizar la fracción insoluble (oligosacáridos y almidón resistente) 

1.3 Determinar el contenido total de taninos condensados y flavonoides 

 

2. Evaluar el efecto del extracto de polisacáridos (EP) y frijol sobre la formación de 

fosas crípticas aberrantes (FCA) inducidas químicamente con azoximetano (AOM) 

 

3. Elucidar el mecanismo de acción involucrado en la prevención y tratamiento de 

los estadios tempranos de cáncer de colon (FCA) 

3.1 Medir la expresión de las proteínas Caspasa 3, Bcl-2, Bax, p21, p53, Rb como 

indicadores de apoptosis y proliferación celular 

3.2 Cuantificar a nivel transcripcional la expresión de caspasa 3, bax, bcl-2, p21, 

p53, rb, β-catenina y gadph 

3.3 Cuantificar el efecto del extracto de polisacáridos (EP) sobre la inducción del 

arresto al ciclo celular por citometría de flujo 

3.4 Determinar el efecto del extracto de polisacáridos (EP) sobre el índice de 

apoptosis por método de TUNEL 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 
A. MATERIALES 
1. Compuestos Químicos 

La α-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, dimetil sulfóxido, ácido tánico, 

estándares de rafinosa y estaquiosa, la tripcita, Hepes, ortovanodato de sodio, 

PMSF, leupeptina, el reactivo Folin-Ciocalteu y la estaurosporina, así como el 

carcinógeno azoximetano (AOM) fueron adquiridos de Sigma Chemical Co., (USA). 

 

La Acrilamida, bis-acrilamida, tris, SDS, TEMED, persulfato de amonio, 

mercaptoetanol, azul de Coomassie R-250, glicina, azul de bromofenol, se 

adquirieron de Bio Rad. El kit de quimioluminiscencia y solución bloqueadora fueron 

comprados de Roche. El glicerol fue suministrado por la marca Promega. El tween 

20 fue adquirido de la marca Hycel de México. El nonidet P-40 de la marca Fluka y, 

el NaCl, la sacarasa, Tris-HCl, MgCl2, KCl, acetona, etanol, ácido clorhídrico, 

acetonitrilo grado HPLC, cloroformo y metanol fueron de la marca J.T. Baker. Por 

último los anticuerpos para p21, p53, Bax, Bcl-2, Rb-P, Caspasa 3 y Actina fueron 

adquiridos de la marca Santa Cruz y las películas y soluciones de revelado de la 

marca Kodak. 

 
2. Material Biológico 

Se usaron ratas macho Sprague-Dawley de 4 semanas de edad de la misma 

linea genética, que fueron adquiridos en el bioterio del Instituto de Neurobiología de 

la UNAM. Los animales se aclimataron por una semana en cajas de acrílico, con 

ciclo de luz-oscuridad 12/12 con libre acceso a agua y alimento (ad libitum). 

 

Se utilizó frijol común (P. vulgaris L.) de la variedad Negro 8025, el cual fue 

proporcionado por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y 

Pecuarias, Centro Experimental Bajío (INIFAP). 
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B. MÉTODOS 
1. Cocción 

El frijol fue tratado térmicamente siguiendo el protocolo reportado por 

Aparicio-Fernández et al. (2005). Brevemente, se colocaron cincuenta gramos de 

frijol en 250 mL de agua destilada. La cocción se llevó a cabo por 2.5 horas a 90 + 

10C. Con la muestra se formó un homogenado el cual se liofilizó y almacenó a 4oC 

hasta su uso. 

 

2. Extracción de polisacáridos 
La extracción de polisacáridos se realizó con la técnica de Kurtzman y 

Halbrook (1970). A Trecientos gramos de muestra molida se le adicionaron 1500 mL 

de agua y se agitó por 1 minuto. Se centrifugó y al precipitado se le adicionó 100 mL 

de ácido tánico 10% ajustándose el pH a 4. Se sometió a agitación durante 5 minutos 

y se centrifugó a 9,000 g por 10 minutos. Al precipitado se le adicionó un total de 300 

mL de acetona en 3 lavados cada uno de 100 mL, se homogenizó la muestra y se 

centrifugó a 9,000 g por 10 minutos en una centrifuga Hermle Z 323 K (Hermle 

Labortechnik, Alemania). El precipitado obtenido son los polisacáridos. El precipitado 

fue extendido en bandejas y se colocó en la estufa por 24 horas para eliminar los 

rastros de acetona.  

 

3. Análisis químico proximal 
Este análisis incluyó la determinación de cenizas, humedad, proteína y fibra 

dietética total. Estos análisis se realizaron empleando las metodologías descritas por 

la Asociación Americana de Químicos Analistas (AOAC, 2002). 

 

3.1 Determinación de cenizas 
Las cenizas de la muestra se determinaron siguiendo el método descrito por 

la AOAC, 2002, con la técnica No. 945.46. Se pesaron 2 g de muestra en un crisol de 

porcelana a peso constante, se calcinó durante 3 horas en una mufla precalentada a 

550-600oC. Se enfrió el crisol en desecador y se pesó para calcular el porcentaje de 

cenizas hasta la primera cifra decimal.  
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CÁLCULOS: 

[(W1 + M1) – (M2 – W1)] X 100 = % Cenizas. 

Donde:  

W1 = Peso del crisol; M1 = Peso de la muestra; M2 = Peso de la muestra calcinada 

 
3.2 Determinación de humedad 

La humedad se determinó de acuerdo a la técnica No. 925.23, descrita por la 

AOAC (2002). Brevemente, se pesaron exactamente 5 g de muestra, en una cápsula 

de humedad previamente colocada a peso constante. Se colocó la muestra en la 

estufa por 30 minutos a 100oC, se secó y enfrió en un desecador a temperatura 

ambiente y se pesó. 

 

CÁLCULOS: 

% de humedad y material volátil = (W2 – W1) X 100/ W Muestra 

Donde: 

W2 = Peso de la cápsula + muestra; W1 = Peso de la cápsula + muestra (después 

de secado). 

 

3.3 Determinación de proteína total 
La proteína total se determinó utilizando el método 920.105 (Kjeldhal), 

descrito por la AOAC (2002). Se colocaron 1-2 g de muestra en un matraz de 

digestión Kjeldhal. Se agregaron 3.5 g de sulfato de sodio y 0.4 g de sulfato de cobre, 

más 10 mL de ácido sulfúrico. Se colocó en el digestor durante aproximadamente 

una hora, a que el contenido tomará un color verde claro, se dejó enfriar un poco y se 

colocó el tubo en el destilador, donde se le adicionaron agua destilada e hidróxido de 

sodio al 40%. El destilado se recibió en un matraz que contenía 25 mL de ácido 

bórico y como indicador rojo de metilo y verde de bromocresol. Posteriormente, se 

tituló con ácido clorhídrico 0.08 N. Se determinó nitrógeno (N) total multiplicado por 

un factor de conversión equivalente al % de proteína presente en el alimento. 
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CÁLCULOS: 

% N = (A – B) * C * D * 100 

% P = % N (6.25) 

Donde: 

A = mL solución gastados en la muestra problema; B = mL solución gastados del 

blanco; C = meq N2 0.014; D = Normalidad del ácido; M = Peso de la muestra 

 
3.4 Determinación de fibra total 

La fibra total se determinó siguiendo la técnica No. 991.43, descrita por la 

AOAC (2002). A 2 g de muestra desgrasada con hexano se le añadieron 200 mL de 

ácido sulfúrico al 1.25%, se cubrió con un vidrio de reloj y se dejó hervir por 30 

minutos, compensando las pérdidas de volumen que se produjeron durante la 

ebullición con agua destilada. Se filtró la solución a través de un papel filtro No. 1 y 

se lavó el residuo con agua destilada. El residuo se arrastró a un vaso con ayuda de 

un total de 100 mL de agua destilada caliente, se añadieron 100 mL de hidróxido de 

sodio al 2.5%, se hirvió por 30 minutos reponiendo las pérdidas de volumen con agua 

destilada. Se filtró en papel Whatman No. 1, para posteriormente pasarlo a una 

cápsula, se desecó por 3 horas a 115oC y finalmente se pesó. 

 

CALCULOS: 

% Fibra total = W4 – (W1 + W2 + W3) * 100/W3 

Donde: 

W1 = Cápsula 115oC; W2 = Papel filtro a peso constante; W3 = Muestra; W4 = Crisol 

+ muestra + papel después de la calcinación 

 
4. Extracción de fibra insoluble 

La extracción de fibra insoluble se realizó siguiendo el método descrito por 

Shiga et al. (2003). Por cada gramo de frijol previamente cocido, liofilizado y 

pulverizado, se adicionaron 50 mL de solución amortiguadora de fosfato 0.08 mM a 

pH 6, (50 mL de hidróxido de Na 0.275 N y/o 50 mL de solución de HCl 0.375 N), 

seguida de 100 µL α-amilasa (0.1 mL) tapando el frasco y protegiendo de la luz. Se 
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incubó en baño María a 95oC por 30 minutos, agitando cada 5 minutos, se atemperó 

y se ajustó el pH a 7.5 con NaOH 0.275N.  

 

Posteriormente, se adicionaron 0.1 mL de proteasa (5 mg/mL) y se incubó en 

baño María a 60oC por 30 minutos con agitación continua, la muestra se atemperó y 

se ajustó el pH a 4-4.6 con HCl. Se adicionaron 0.3 mL de amiloglucosidasa, 

incubandose nuevamente en baño María por 30 minutos a 60oC con agitación 

continua. Al término de la incubación, la muestra se centrifugó a 9500 g por 20 

minutos, en una centrífuga Hermle Z 323 K (Hermle Labortechnik, Alemania), se 

realizaron dos lavados con agua a 60ºC (10 mL por lavado) y se agitó la muestra en 

vortex. Se volvió a centrifugar la muestra a 9500 g por 10 minutos, en una centrífuga 

Hermle Z 323 K (Hermle Labortechnik, Alemania), se decantó el sobrenadante y se 

almacenó a -70oC. Por último, la muestra se sometió al proceso de liofilización, se 

pesó y almacenó hasta su uso. 

 
5. Cuantificación de oligosacáridos  
5.1 Extracción etanólica 

Siguiendo la metodología descrita por Gulewicz et al., (2000) y Brenes et al., 

(2003) se pesaron 10 g de muestra (polisacáridos y/o harina de frijol), se adicionaron 

50 mL de etanol al 80% y la muestra se colocó en un plato caliente con agitación 

para someterse a flujo en un soxleth por 1 hora. Posteriormente, la muestra se 

atemperó, se centrifugo a 5000 g por 5 minutos, en una centrífuga Hermle Z 323 K 

(Hermle Labortechnik, Alemania) y al sobrenadante se le eliminó el etanol por 

rotoevaporación a 45oC; se liofilizó y se almacenó hasta su análisis. 

 

5.1 Cuantificación de oligosacáridos  
La cuantificación se realizó de acuerdo a las modificaciones hechas por 

Dubois et al., (1956). Brevemente, partiendo de la extracción realizada en el inciso 5, 

se mezcló 10 mg del homogenado de la muestra más 10 mL de etanol al 80%. Se 

agitó por 5 minutos e inmediatamente después se centrifugó a 5000 g por 5 minutos, 

en una centrífuga Hermle Z 323 K (Hermle Labortechnik, Alemania) y el 
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sobrenadante se separó. Se tomó 1 mL del sobrenadante (por triplicado) y se colocó 

en un tubo de ensayo al cual se le adicionaron 25 µL de fenol al 80% y se agitó. 

Inmediatamente después se adicionaron 2.5 mL de H2SO4 concentrado sobre la 

muestra y se agitó. La muestra se dejó interaccionar por 10 min, y se incubó en baño 

María a 25-35oC por 15 minutos. Se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro a 

490 nm comparando contra una curva estándar en un intervalo de 10 a 100 µL de los 

oligosacáridos de interés (rafinosa). 

 

6. Cuantificación de fenoles 
6.1 Extracción metanólica 

La extracción se realizó de acuerdo a la metodología descrita por Cardador-

Martínez et al., (2002). Brevemente, 200 g de muestra liofilizada se colocaron en un 

matraz y se mezcló con 50 mL de metanol. El matraz se protegió de la luz y se 

mantuvo en agitación (HAAKE modelo SWB20 a 40 rpm) por 24 horas a 25ºC. 

Después se centrifugó a 4000 g por 10 minutos, en una centrífuga Hermle Z 323 K 

(Hermle Labortechnik, Alemania), mientras que el metanol se removió por 

rotaevaporación. Las muestras fueron liofilizadas y almacenadas en la oscuridad a -

70°C hastá su análisis.  

 
6.2 Cuantificación de taninos condensados 

Los taninos condensados se cuantificaron de acuerdo a la metodología 

descrita por Desphanden y Cheryan (1985, 1987) con algunas modificaciones para 

su adaptación a microplaca. Se expresaron como mg equivalentes de (+)-catequina 

por gramo de muestra. Brevemente, 250 µL de reactivo de vainillina-HCL (1:1) 

(vainillina 1% : HCl 4%) se adicionaron a 50 µL del extracto metanólico (inciso 

anterior 6.1) y se analizaron en microplata, las muestras se evaluaron por triplicado. 

Los taninos condensados se cuantificaron en microplaca a una absorbancia de 495 y 

540 nm en Multiskan (Thermo Electron Corporation, Multiskan AscentR, Model 

51118307) comparando contra una curva estándar de (+)-catequina con un intervalo 

de 0 a 1 mg/mL del estandar de referencía.  
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6.3 Cuantificación de flavonoides 
El contenido de flavonoides se cuantificaron por el método sugerido por 

Oomah et al. (2005). El método consiste en mezclar 50 µL del extracto metanólico 

(inciso 6.1) con 180 µL de agua destilada y 20 µL de solución de 2-

aminoetildifenilborato (10%) en los pozos de la microplaca. Los pozos se leyeron a 

una absorbancia de 404 nm en el Multiskan (Thermo Electron Corporation, Multiskan 

AscentR, Model 51118307). El estándar de rutina se preparó en metanol 80%, la 

absorbancia del extracto se comparó con una curva estándar de rutina con un 

intervalo de 0 a 50 µg/mL. Los flavonoides se expresaron como mg equivalentes de 

rutina por gramo de muestra. 

 

7. Extracción y cuantificación de almidón resistente. 
Se partió de la fración insoluble de la muestra y de acuerdo con el protocolo 

descrito por Shiga et al. (2003) y Saura-Calixto et al. (1993), a 100 mg de muestra se 

le adicionaron 6 mL de una solución de KOH (2 M) con agitación continua por 30 

minutos a una temperatura de 25°C. Se adicionaron 3 mL de solución amortiguadora 

de acetatos (0.4 M, pH 4.75) y 5 mL de HCl (2 N). El pH se ajustó a 4.74 y 

posteriormente se adicionó 60 µL de amiloglucosidasa, se homogenizó e incubó por 

30 minutos a 60°C en baño María con agitación continua. Las muestras se 

centrifugaron a 3000 g por 15 minutos en una centrífuga Hermle Z 323 K (Hermle 

Labortechnik, Alemania) y se colectó el sobrenadante. El residuo remanente se 

resuspendió con 10 mL de agua destilada y se repitió la centrifugación. El residuo 

obtenido es el almidón resistente, la muestra se liofilizó y pesó. La cuantificación se 

realizó por diferencia de pesos con respecto a la fracción insoluble de la muestra.  

 

8. Bioensayo  
8.1. Estrategia general 

Se extrajerón los polisacáridos presentes en el frijol común (P. vulgaris L.) 

como se describe en el inciso 2, al que se denominó extracto de polisacáridos (EP). 

El EP se caracterizó en cuanto a su contenido de fibra dietética total, así como de 

oligosacáridos, taninos condensados, flavonoides y almidón resistente de acuerdo a 
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lo descrito en los incisos 4, 5, 6 y 7 respectivamente. El efecto del EP se analizó en 

dos bioensayos por separado: 1) realizado en la Universidad Autónoma de 

Querétaro, Posgrado en Ciencia de los Alimentos (PROPAC), Fac. de Química y 2) 

realizado en la Universidad de Lleida, Cataluña, España, como parte del programa 

de estancias en el extranjero para la formación de Doctores promovido por el 

CONACYT.  

 

8.1.1. Primer bioensayo 
En el bioensayo se utilizaron ratas macho Sprague Dawley de cuatro 

semanas de edad los cuales se mantuvieron en jaulas metálicas, con ciclos de luz-

oscuridad de 12 horas y temperatura de 25oC. Se les suministró agua y alimento 

(2018S Harlan Tekland) ad libitum y semanalmente se monitoreó su peso y consumo 

de alimento. El frijol cocido, el EP y NaBu (como control anticancerígeno) se 

administó diariamente en una sola toma vía sonda intragástrica. El azoximetano 

(AOM) se administró vía subcutánea a una dosis de 15 mg/Kg por dos semanas 

(primera y segunda semana de tratamiento). Después de una semana de 

aclimatación, las ratas se dividieron en 8 grupos (n = 10). 1) Grupo control, dieta 

basal y agua ad libitum; 2) Grupo de frijol, dieta basal más el frijol cocido (3.2 g/Kg de 

peso corporal); 3) Grupo de EP, dieta basal más el EP (1.84 g/Kg de peso corporal); 

4) Grupo AOM, dieta basal más AOM; 5) y 6) Grupos de Frijol cocido y EP más AOM, 

respectivamente; 7) Grupo NaBu, dieta basal más NaBu (1.2 mM) y 8) Grupo NaBu 

más AOM, dieta basal mas NaBu y AOM. (Figura 16). El tratamiento tuvo duración de 

siete semanas, recolectandose semanalmente las heces de cada uno de los 

tratamientos, para determinar la concentración de ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC). Los animales se sacrificaron, se disectó el colon y se recolectó el contenido 

cecal, colónico y heces, para determinar en cada uno de ellos la concentración de 

AGCC. El colon se dividió en zona proximal y distal, se fijó y congeló el tejido para 

análisis histológicos y la expresión de genes y proteínas.  
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Figura 16. Estrategia general del modelo in vivo 

 

8.1.2. Segundo bioensayo 
De igual manera que en el inciso anterior, se utilizaron ratas macho Sprague 

Dawley con las mismas caracteristicas de edad y condición de manutención. Se 

siguió el diseño experimental descrito anteriormente para evaluar el efecto 

quimioprotector del EP con algunas modificaciones. Los animales se dividieron en 4 

grupos (n = 15). 1) Grupo Control, dieta basal y agua ad libitum; 2) Grupo EP, dieta 

basal más el EP 1.84 g/Kg de peso corporal); 3) Grupo AOM, dieta basal más AOM 

una vez a la semana durante dos semanas vía subcutanea (15 mg/Kg de peso 

corporal) y 4) Grupo EP más AOM, dieta basal más EP y AOM. Al final del periodo 

experimental de 7 semanas los animales se sacrificaron y se disectó el colon 

Semanas 
0 1 2 3 4 5 6 

FFrriijjooll  ccoocciiddoo  ((33..22  gg//KKgg))  oo    
EEPP  ((11..88  gg//KKgg)),,  oo  
NNaaBBuu ((11..22  mmMM))  

VVííaa  ssoonnddaa  iinnttrraaggáássttrriiccaa  

FFrriijjooll  ccoocciiccoo//EEPP//NNaaBBuu  

DDiieettaa  bbaassaall  

nn==  1100//1155  rraattaass  ppoorr  ggrruuppoo  

AAOOMM  ((1155  mmgg//KKgg))  VVííaa  ssuubbccuuttáánneeaa  

DDiieettaa  bbaassaall  AAOOMM  AAOOMM  

AAOOMM  AAOOMM  FFrriijjooll  ccoocciiddoo//EEPP//NNaaBBuu  

7 
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9. Medición del pH  
Como una medida indirecta del contenido de ácidos grasos de cadena en el 

contenido cecal, colónico y heces, se midió el pH de acuerdo a procedimiento 

descrito por Nakanishi et al. (2003). Un gramo de contenido cecal, ó contenido 

colónico ó heces (cada una de la muestras por tres repeticiones) se resuspendió en 

agua (5 veces su volumen), se homogenizó y midió el pH.  

 

10. Concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 
La concentración de ácidos grasos de cadena corta en el contenido cecal, 

colónico y heces, se llevó a cabo de acuerdo a la técnica descrita por Zhao et al. 

(2006) con modificaciones. Un gramo de contenido cecal, colónico y heces, se 

suspendieron en agua (5 veces su volumen), y se homogenizaron. La suspensión se 

centrifugó a 8,000 g por 10 minutos a 4oC en una centrífuga Hermle Z 323 K (Hermle 

Labortechnik, Alemania) y se ajustó el pH (2-3) con HCl 0.1 M. El sobrenadante se 

filtró con una membrana (0.45 µm) y se inyectó para su análisis en el cromatógrafo 

de gases (CG). 

 

Se inyectó 1.5 µL de la muestra en un equipo Hp 6890 Plus acoplado a un 

detector de flama (Hp 30 M, CARBOWAX 30 M, columna capillary 25.0 m x 320 µm 

x 0.30 µm nominal). Se empleó como gas acarreador helio a un flujo de 0.5 mL/min. 

La temperatura inicial del horno fue de 95oC, la cual se mantuvó por 2 minutos y se 

elevó a 140oC a 20oC/min. Los ácidos acético, propiónico y butírico fueron 

empleados como estándares externos (0-100 mM/mL) para cuantificar los AGCC en 

los productos de la fermentación. 

 

En la figura 17 se muestran los cromatogramas representativos de la mezcla 

de estándares y de una muestra. 
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A 

 
B 

 
 

Figura 17. Identicación de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) por cromatografía 

de gases. A. Mezcla de estándares de AGCC. B. Muestra de heces de 

rata alimentadas con polisacáridos de frijol. Tiempos de retención: Ácido 

acético (1.3 a 1.4 minutos), ácido propiónico (2 a 2.1 minutos) y ácido 

butírico (2.9 a 3 minutos). 
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11. Determinación de fosas crípticas aberrantes (FCA) 
La frecuencia de FCA se llevó a cabo siguiendo el método descrito por Bird 

(1987), así como mediante las tinciones de Dapi (Tanaka et al., 1997) con algunas 

modificaciones, y hematoxilina y eosina. Brevemente, los animales una vez 

sacrificados se les disectó el colon, se abrió longitudinalmente y se lavó con solución 

amortiguadora de fosfatos de potasio (20 mM) estéril y fría. El colón se dividió en la 

zona proximal (3 a 5 cm a partir de la base ciego-colon) y zona distal (7 cm a partir 

de la base anal), la parte entre la zona proximal y distal se consideró la zona media 

del colon (Figura 18). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Fotografía representativa de las diferentes zonas de colon de rata. A. 

Zona proximal (ciego y parte del colon ascendente), B. Zona media (colon 

ascendente y porción del colon descendente) y C. Zona distal (colon 

descendente hasta el ano). 

 

11.1 Azul de metileno 
Una vez obtenidas las zonas colónicas de interés (proximal y distal), estas se 

fijaron en paraformaldehído 10% por 24 horas. Después de la fijación el colon se tiñó 

con azul de metileno 0.2% por 10 minutos y posteriormente se lavó con solución 

amortiguadora de fosfatos de potasio (20 mM) y agua destilada para quitar el 

excedente de azul de metileno. Las zonas se analizó con un estéreomicroscopio. Las 

A

B

C

A

B

C
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FCA se distinguen del tejido normal por su deformidad en el tamaño y forma, 

agrandamiento hacía la superficial mucosa, agrupamiento de núcleos en la zona 

apical de la cripta colónica de acuerdo al método usado por Bird (1987).  

 

11.2 Tinción con Dapi y/o hematoxilina y eosina (H&E) 
La zona colónica fue fijada con paraformaldehído al 4% amortiguado y se 

realizaron cortes en criostato (12 micras) se montaron y tiñeron con Dapi, se 

observaron al microscopio 20X (Magnificación 200).  

 

En el caso de H&E, posterior a la fijación, las muestras se deshidrataron con 

gradientes de alcohol-xilol y se parafinaron. Se realizaron cortes en microtomo (5 µm) 

(con orientación de tejido vertical y horizontal), se tiñeron con H&E. Las muestras se 

observaron al microscopio 20X y 40X (Magnificación 200 y 400). 

 
12. Expresión de genes por RT-PCR 
12.1 Extracción de ARN.  

La extracción de ARN se realizó de acuerdo a las instrucciones propuestas 

en el manual RNeasy; (QIAGEN, 2001). Para la extracción de ARN total del tejido 

proximal y distal se eligió este método por que tener la propiedad de poder aislar 

mayor cantidad de ARNm, debido a que combina la tecnología micro-spin en la cual 

una de las propiedades es la unión selectiva de la membrana de sílica gel de la 

columna provista en el protocolo y la velocidad de centrifugación. Con este 

procedimiento todas las moléculas ≥ 200 nucleótidos pueden ser aisladas, es decir 

los ARNm, que son necesarios para la síntesis de ADNc de cadena sencilla, ya que 

contienen en su extremo 3´ una secuencia poli A por lo que pueden ser 

seleccionados con un oligo dT y empleados como templados para dicha síntesis. 

 

1. Se pesaron 100 mg de tejido congelado, por separado tanto de la zona proximal 

como de la zona distal del colon.  
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2. Enseguida se colocó la muestra en un mortero estéril previamente congelado, y 

se le adicionó nitrógeno líquido para pulverizar completamente el tejido, teniendo 

especial cuidado en no dejar que éste se descongelara. 

3. Se decantó el polvo en un tubo de microcentrífuga de 2 mL libre de ARNasas y 

se congeló en nitrógeno líquido, permitiendo que el nitrógeno se evaporara pero 

que el tejido no se descongelara. 

4. Inmediatamente se adicionaron 500 µL de regulador (solución amortiguadora de 

lisis) RLT (por cada mL se adicionan 10 µL de mercapto etanol), se agitó en 

aparato vortex vigurosamente durante 1 min.  

5. Se incubaron los tubos por 3 minutos a 65oC. 

6. El lisado se pasó directamente en la columna lila (QIAShedder Mini Column) la 

cual se colocó sobre un tubo colector de 2 mL y se centrifugó a 12,000 g por 2 

minutos. Cuidadosamente se transfirió el filtrado a un nuevo tubo de 1.5 mL sin 

tocar la pastilla formada en el fondo del tubo colector. 

7. Se adicionaron 225 µL de etanol (96-100%) frío para limpiar el lisado y se 

mezcló lentamente por pipeteo. 

8. La muestra, incluyendo el precipitado en caso de que se haya formado, se pasó 

a una columna rosa (RNeasy Mini Column) conectada a un tubo colector de 2 

mL, la columna se cerró suavemente para centrifugar a 10,000 g por 15 

segundos y posteriormente se descartó el filtrado. 

9. Se adicionó 700 µL del regulador (solución amortiguadora de lavado 1) RW1 a la 

columna rosa (Rneasy Mini Column) y se centrifugó a 10,000 g por 15 segundos 

y se descartó el filtrado. 

10. Se preparó en un tubo por separado la siguiente mezcla de: 4 µL de ADNasa I 

solución stock y 70 µL de regulador (solución amortiguadora de resuspensión) 

RDD, se mezcló con precaución para evitar la desnaturalización de ADNasa I, 

por lo que el mezclado se realizó por inversión del tubo únicamente. 

11. Se adicionó la mezcla de ADNasa I (74 µL) directamente sobre la membrana de 

sílica-gel de la columna rosa y se incubó de 20-30ºC por 15 minutos, teniendo 

especial cuidado en que la mezcla cayera sobre la membrana y no en las 

paredes. 
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12. Se adicionó 350 µL de regulador (solución amortiguadora de lavado 1) RW1 en 

la columna rosa y se centrifugó a 10,000 g por 15 segundos, y se descartó el 

filtrado. 

13. La columna rosa se transfirió a un nuevo tubo colector limpio de 2 mL y se 

adicionaron 500 µL de regulador (solución amortiguadora de lavado PE) RPE 

directamente a la columna; se cerró suavemente y se centrifugó a 10, 000 g 15 

segundos para lavar la columna se descartó el fluido. 

14. Se adicionaron otros 500 µL de regulador RPE a la columna, para un segundo 

lavado, y se centrifugó a 10,000 g por 2 minutos para secar la membrana de 

sílica gel. 

15. Se transfirió la columna rosa a un tubo colector nuevo de 2 mL y centrifugó a 

12,000 g por 1 minuto (para eliminar posibles trazas de regulador RPE).  

16. Para la elución del ARN, se transfirió la columna a un nuevo tubo colector de 1.5 

mL y se adicionó 50 µL de agua libre de ARNasas directamente a la membrana 

de silica gel, se cerró el tubo y se centrifugó a 12000 g por 1 minuto para fluir. 

17. Como el rendimiento esperado de ARN fue >20 µg, se repitió el paso de elución 

(paso 16); adicionando un segundo volumen de agua libre de ARNasa. Se fluyó 

en el mismo tubo colector. 

18. Para obtener una mayor concentración de ARN total, ésta segunda elusión se 

realizó empleando el primer eluido del paso 1, el rendimiento fue del 15 al 30% 

menos que el rendimiento obtenido usando un segundo volumen de agua libre 

de ARNasa, pero la concentración final fue mayor. 

 

Para corroborar la extracción de ARN total se realizó una electroforesis del 

producto de la extracción en gel de agarosa desnaturalizante, el cual se preparó de 

la siguiente forma: 
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12.2 Detección y evaluación de la calidad del ARN 
La agarosa desnaturalizante se preparó mezclando:  

 0.96 g agarosa 

 8 mL de MOPS 10X 

 2.4 mL Formaldehído 37% 

 69.6 mL agua destilada estéril con DEPC 

 

El procedimiento fue: 

            1. Se fundió la agarosa en el agua con DEPC 

            2. Se enfrió hasta aproximadamente 42°C. 

            3. Se adicionó MOPS 10X 

            4. Se adicionó formaldehído 

            5. Se adicionó 1µL de bromuro de etidio. 

 

Se vació la agarosa en la cámara de electroforesis colocando el peine con el 

tamaño de pozo adecuado para el volumen de nuestras muestras, se esperó a que  

se solidificará, se retiró el peine y se adicionó a la cámara el regulador de corrida 

MOPS 1X, el cual se preparó a partir de MOPS 10X para la dilución se utilizó agua 

tratada con DEPC hasta alcanzar la concentración 1X. El volumen del regulador de 

corrida en la cámara de electroforesis fue tal que cubrió la superficie del gel, 

posteriormente se cargaron las muestras de ARN mezcladas con el regulador de 

carga el cual proporciona mayor densidad a las muestras para que éstas 

permanezcan dentro del pozo y además para observar el avance de la electroforesis. 

 
12.3 Cuantificación de ARN 

El ARN se cuantificó utilizando dos métodos: 

1) Biofotómetro Marca eppendorf. Este método nos permite cuantificar el ARN 

adicionando a una pequeña cantidad de muestra (2 µL) agua grado HPLC. Es 

uno de los métodos más exactos y permite un análisis rápido y sencillo. 

2) Fluorómetro TBS-380, Marca Turner Biosystems. Es un método a microescala 

permite la cuantificación de muestras con poca cantidad (1 µL), utilizando 
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soluciones especiales de fluorescencia (TE 1X, Ribogreen), es un método 

exacto, con alta sencibilidad, rápido y sencillo. 

 
12.4. Obtención de ADNc 
12.4.1 Síntesis de ADNc de cadena sencilla 

La síntesis de ADNc de cadena sencilla se llevó a cabo de acuerdo con el 

manual SMART PCR cDNA síntesis y la enzima SUPER SCRIPT II, para 

posteriormente emplearlo en la técnica de hibridación substractiva.  

 

La enzima SUPER SCRIPT II (Life Technologies), tiene la capacidad de 

aumentar la probabilidad de que los mensajes sean transcritos completamente, 

debido  a que posee  actividad de transferasa terminal, la cual añade algunos 

nucleótidos de deoxicitidina al extremo 3’ del ADNc, lo que permite que el 

oligonuclótido SMART II A, se acople creando un templado extendido, asegurando 

así la transcripción del mensaje completo (Clontech, 2001). Además, está enzima 

esta genéticamente diseñada mediante la introducción de mutaciones puntuales, en 

lugar de la deleción del centro activo de la ARNasa H, por lo que reduce de 106  a 107 

veces la actividad ARNasa H y las mutaciones selectivas producidas en el centro 

activo mantienen completa la actividad polimerasa. Esto permitie mejorar la calidad y 

rendimiento de la síntesis de ADNc de cadena sencilla. 

 

A partir de una concentración de 185.13 ng se realizaron alícuotas en cada 

una de las muestras para utilizar 3 µL de ARN total como templado para la síntesis 

de ADNc de cadena sencilla.  

 

1. Para cada muestra control y problema de ARN de estudio se mezclaron los 

siguientes reactivos en un tubo eppendorf estériles de 0.5 mL respectivamente: 

               3 µL   de ARN Total  

       +      1 µL   3´ oligonucleótido II A SMART CDS (10 µM) 

    1 µL   Oligonucleótido SMART II A (10 µM) 

     5 µL Volumen Total 
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2. Se mezcló y centrifugó brevemente a velocidad máxima por 5-6 segundos en una 

microcentrífuga de mesa.  

3. Se incubó la reacción a 70°C en un termociclador por 2 minutos. 

4. Se centrifugó brevemente para colectar los contenidos en la tapa.  

5. Se añadieron los siguientes reactivos a cada tubo de reacción: 

     2 µL Regulador de primera cadena 5X 

     1 µL DTT (20 mM) 

     1 µL dNTP 50X (10 mM) 

     1 µL Transcriptasa reversa SuperScript II. 

6. Se mezcló en vortex y se centrifugaron los tubos brevemente.  

7. Se incubaron los tubos a 42°C por 1 hora en un termociclador. 

8. Se diluyó el producto de la reacción de primera cadena adicionando 40 µL de 

regulador TE (10 mM Tris [pH 7.6], 1 mM EDTA).  

9. Se calentaron los tubos a 72°C por 7 min. 

10. Las muestras pueden almacenarse hasta por tres meses a –20°C. 

 
12.4.2 Síntesis de ADNc de doble cadena  

El ADNc de cadena sencilla tiene en sus extremos secuencias que sirven 

como sitios de reconocimiento para que el oligonucleótido PCR se una y se inicie con 

la amplificación por PCR, por lo cual es necesario determinar el número de ciclos 

óptimo de PCR necesarios para obtener un ADNc de doble cadena que mejor 

represente los ARNm presentes en cada condición. La optimización del número de 

ciclos óptimo para la amplificación de la segunda cadena es importante debido a que 

esto asegura que los ADNc se encuentran en su fase exponencial de amplificación; 

es decir todos los ADNc provenientes de los ARNm se encuentran expresados.  

 

Se llevó a cabo un barrido de ciclos de PCR: 15, 18, 21, 24, 27 y 30 como se 

muestra a continuación: 

 

Para cada muestra control y problema, se adicionó un tubo extra de reacción 

para determinar el número óptimo de ciclos de PCR, debido a que es necesario llevar 
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la amplificación de ADNc de doble cadena a la fase exponencial. El protocolo se llevó 

a cabo de la siguiente manera:   

1. Se calentó el termociclador a 95°C. 

2. Para cada reacción, se empleó 4µL de ADNc de cadena sencilla 

3. Se preparó la mezcla de reacción para todos los tubos, más un tubo adicional, se 

mezclaron los siguientes componentes en el orden en que se enlistan a 

continuación: 

Para cada reacción: 

             78.5 µL  Agua desionizada  

               0.5 µL  Taq Platinum  

             10.0 µL  Regulador 10X  Minus Advantage 2 PCR  

       +      2.0 µL  dNTP 50X (10 mM) 

               2.0 µL  Oligonucleótido 5´ PCR Primer II A (10 µM) 

               3.0 µL  Mezcla Advantage  MgCl2  

             96.0 µL  Volumen total 

4. Se mezcló en vortex y se centrifugó brevemente a velocidad máxima por 5-6 

segundos en una centrífuga de mesa. 

5. Se colocaron 96 µL de la mezcla anterior y se adicionaron al tubo del paso 2 

6. La mezcla se dividió en dos tubos uno con 75 µL y otro con 25 µL, se cerraron los 

tubos y se colocarón en el termociclador precalentado.  

7. Se inició la amplificación por PCR utilizando el programa para el termociclador 

PE9700: el paquete proporciona las condiciones adecuadas dependiendo del 

termociclador con que se cuente. 

                     PE9700 

 95°C   1 min 

 x ciclos 

 95°C   5 s 

 65°C   5 s 

 68°C   6 min 
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Se llevaron todos los tubos a 15 ciclos y el tubo con 75 µL se almacenó a 

4°C. Para determinar el número óptimo de ciclos de PCR, como se describe a 

continuación: 

8. Para cada tubo extra (25 µL) se determinó el número óptimo de ciclos de PCR  

a. Se transfirieron 5 µL de cada tubo a los 15 ciclos en tubo nuevo. 

b. Se corrieron tres ciclos adicionales para un total de 18 ciclos con los 25 µL de 

cada tubo extra. 

c. Se transfirieron 5 µL del tubo de los 18 ciclos a un tubo nuevo 

d. Se corrieron tres ciclos adicionales para un total de 21 ciclos con los 20 µL 

restantes de la mezcla de PCR. 

e. Se transfirieron 5 µL de los 21 ciclos a un tubo nuevo 

f. Se corrieron tres ciclos adicionales para un total de 24 ciclos con los 15 µL 

restantes de la mezcla de PCR. 

g. Se transfirieron 5 µL de los 24 ciclos a un tubo nuevo  

h. Se corrieron tres ciclos adicionales para un total de 27 con los 10 µL restantes 

de la mezcla de PCR. 

i. Se transfirieron 5 µL de los 27 ciclos a un tubo nuevo 

j. Se corrieron tres ciclos adicionales para un total de 30 con los 5 µL restantes de 

la mezcla de PCR. 

9. Se llevó a cabo una electroforesis de 5 µL de cada tubo de reacción de PCR junto 

a 0.1 µL de marcador de ADN de 1.0 kb en un gel de agarosa al 1.2%/EtBr en 

solución reguladora TAE 1X. 

10. Los tubos de 15 ciclos de PCR almacenados a 4°C fse colocaron en el 

termociclador, para llevar a cabo los ciclos adicionales, hasta que se alcanzó el 

número óptimo de ciclos. 

11. Cuando el número de ciclos se completó, se analizaron 5 µL de la muestra junto 

a 0.1 µL de marcador de tamaño 1 kb en un gel de agarosa al 1.2%/EtBr en 

solución reguladora TAE 1X. 

12. Se adicionaron 2 µL de EDTA 0.5 M a cada tubo para terminar la reacción. 

13. Los productos de PCR para cada una de las muestras se almacenaron a –20°C. 
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12.4.3 Detección de ADNc de doble cadena sintetizado 
Para iniciar con el análisis de la síntesis de ADNc de doble cadena fue 

necesario llevar a cabo una electroforesis en gel de agarosa como se indica (Cuadro 

23, Anexos): 

 

Se pesaron 1.2 g de agarosa y se adicionaron 2 mL de TAE 50X más 98 ml 

de agua destilada estéril en un matraz, después se mezcló y se calentó en horno de 

microondas 1.5 minutos, se dejó enfriar y se adicionó 1 µL de bromuro de etidio. 

 

1. Se vació la agarosa dentro del molde de la cámara de electroforesis, colocando un 

separador en un extremo del molde para generar pozos, se esperó a que 

solidificase la agarosa, con precaución el separador fue retirado y se adicionó 

regulador de corrida TAE 1X hasta cubrir la superficie del gel perfectamente. 

2. Se adicionaron 3 µL de marcador de tamaño molecular 1.0 kb al carril 1. 

3. Empleando una punta estéril se tomaron 5 µL de ADNc de doble cadena y 2 µL de 

regulador de carga, se mezclaron por pipeteo y se depositaron los 7 µL en el 

siguiente pozo del gel. 

4. Se aplicaron 86 volts durante 45 minutos ó hasta antes que las bandas del 

regulador de carga alcanzaran el final del gel.  

5. Se observó el gel con una lámpara de luz ultravioleta, empleando el software 

BioCaptMW Versión 10.02, la imagen se guardó en formato TIF o JPG. 

 

12.5 RT-PCR 
Para la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa 

reversa (RT-PCR) se utilizó la formulación indicada en el cuadro 24 (Anexos) y los 

productos de la amplificación pueden ser visualizados en el gel de agarosa y la 

expresión de genes en el software (Larrick y Siebert, 1995). 

 

En la reacción en cadena RT-PCR, se utilizarón oligonucleótidos específicos 

que permiten visualizar la expresión de los genes involucrados en la carcinogénesis y 
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poder comparar con un control y los tratamientos. Los oligonucleótidos fueron 

sintetizados por la compañía Invitrogen (Cuadro 5).  

 
Una vez mezclados los reactivos para la amplificación del gene por RT-PCR se 

siguieron los siguientes pasos: 

1. Los reactivos, se colocaron en un tubo de centrifugación de 500 µL. 

2. Se agregó 1 µL del ADNc  

3. Se colocaron en el termociclador y se ejecutaron por separado los programas de 

corrida para cada uno de los genes de interés. 

 

Ejemplo de las condiciones de corrida para RT-PCR de cada uno de los 

genes de interés. 

 

Para gadph 
      1  ciclo                       40 ciclos                   1 ciclo 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

95.0 ºC 95.0 ºC 

4 min 30 seg 

60.0 ºC* 

 45 seg 

72.0 ºC 72.0 ºC 

 2.0 ºC  7.0 ºC 
 4.0 ºC 

*Condiciones de 
Alineamiento: 

bcl-2 56ºC 
caspasa 3 50ºC 
p53 58ºC 
p21 61ºC 
rb 60ºC 
bax 55ºC 
β-catenina 57ºC 
gadph 60ºC 
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Cuadro 5. Oligonucleotidos de los diferentes genes involucrados en el proceso de 

carcinogénesis de colon 

GEN NO. ACCESO SECUENCIA (pb) 
 
Caspasa 3 

 
XR_009516 

Sentido: 
TTCATCATTCAGACCTGC 
Anti-sentido: 
ACGGGTAAGGATGTGCATGAAT 

 
247pb 

 
p21 

 
U24174 

Sentido: 
GGACAGTGAGCAGTTGAGC 
Anti-sentido: 
GAGTGCAAGACAGCGACAAGG 

 
288pb 

 
p53 

 
NM_030989 

Sentido: 
GCAGCACAGGAACCTGGAACT 
Anti-sentido: 
ATGATGGTAAGGATGGGC 

 
582pb 

 
bcl-2 

 
NM_016993 

Sentido: 
GGGAGAACAGGGTATGATAAC 
Anti-sentido: 
GCAGATGCCGGTTCAGGTACT 

 
540pb 

 
bax 

 
NM_017059 

Sentido: 
GGCCCACCAGCTCTGAACAGT 
Anti-sentido: 
TCAGCTCGGGCACTTTAG 

 
370pb 

 
rb 

 
L07126 

Sentido: 
CAGATTTCATACCTCAGACCCTCT 
Anti-sentido: 
ACACTTGTATGAGGGAAAAC 

 
364pb 

 
β-Catenina 

 
XM_001137591.1 

Sentido: 
GCTGACGTCGTACTCAGGCA 
Anti-sentido: 
TCCACATCCTCTTCCTCAGG 

 
211pb 

 
gadph 

 
NM_017008 

Sentido: 
GCTCCTACCATTCATGCTGACA 
Anti-sentido: 
TCAAGACGAATAAACTCATCG 

 
291pb 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) 
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12.5.1 Detección de los productos de RT-PCR 
Se pesaron 1.2 g de agarosa y se adicionaron 100 mL de TAE 1X en un 

matraz, después se mezcló y se calentó en horno de microondas 1.5 minutos, se 

dejo enfriar y se adicionó 1 µL de bromuro de etidio. 

 

El procedimiento paso a paso fue: 

1. Se vació la agarosa dentro del molde de la cámara de electroforesis, colocando un 

separador en un extremo del molde para generar pozos, se esperó a que 

solidificara la agarosa. El separador fue retirado con precaución y se adicionó 

regulador de corrida TAE 1X hasta cubrir la superficie del gel perfectamente.   

2. Se adicionaron 0.5 µL y 1 µL de marcador de tamaño molecular 1.0 kb al carril 1 y 

9, respectivamente 

3. Empleando una punta estéril se tomaron 5 µL de los productos de RT-PCR y 2 µL 

de regulador de carga, se mezclaron por pipeteo y se depositaron los 7 µL en el 

siguiente pozo del gel. 

4. Se aplicaron 86 volts durante 45 minutos ó hasta antes que las bandas del 

regulador de carga alcanzaran el final del gel.  

5. Se observó el gel con una lámpara de luz ultravioleta, empleando el software 

BioCaptMW Versión 10.02, la imagen se guardó en formato TIF o JPG. 

6. Se llevó a cabo la cuantificación de la expresión de cada uno de los genes con los 

diferentes tratamientos, mediante el software de análisis Quantity One Marca Bio-

Rad. 

 
13. Expresión de proteínas involucradas en arresto al ciclo celular y apoptosis  
13.1 Extracción de proteína 

Se tomaron 500 mg de tejido congelado (zona proximal y distal del colon) y 

se trituraron en mortero previamente congelado y en presencia de nitrógeno líquido. 

Las muestras se colocaron en tubos cónicos y se adicionaron cuatro volúmenes de 

solución amortiguadora pH 7.5. Posteriormente, las muestras se homogenizaron con 

un politrón (Cinemática, Suiza) hasta que no fue visible ningún grumo de tejido. Los 

homogenizados se incubaron por 45 minutos a 4ºC con agitación y se centrifugaron 



 86

por 15 minutos a 10,000 g a 4°C en una centrífuga Hermle Z 323 K (Hermle 

Labortechnik, Alemania). Al término, se removió el sobrenandante con la ayuda de 

una pipeta pasteur y se transfirió en tubos, los cuales se centrifugaron por una hora 

a 100,000 g a 4°C en una ultracentrífuga Beckman Optima L-90K (Beckman, EUA). 

La fracción microsomal se encuentra en la pastilla y el citosol se removió con la 

ayuda de una pipeta pasteur. Los extractos citosólicos (proteína) se almacenaron en 

tubos eppendorf a -70°C hasta su análisis.  

 

13.2 Cuantificación de proteínas totales 
La cuantificación de proteínas de los extractos citosólicos se realizó por el 

método Lowry, utilizando albúmina bovina como estándar (curva de calibración 0 a 

100 µg). Se realizó una dilución 1:1 de los extractos citosólicos de la zona proximal y 

distal del colon, con solución digestora. Posteriormente, se colocaron 200 µL de cada 

una de las muestras y se les agregó 1 mL de la solución C (Mezcla de la solución A y 

B de Lowry 1:20). Se adicionó 100 µL de reactivo de Folin (1:1) y se mezcló en vortex 

por 5-15 segundos. Se dejó incubar durante 45 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente se leyó a una longitud de onda de 660 nm en un espectrofotometro y se 

calculó la concentración de proteínas. 

 
13.3 Análisis de Western Blot 

El análisis de Western blot se utilizó para medir los niveles de expresión de 

las proteínas: p53, p21, Rb, Bax, Bcl-2 y caspasa 3, de acuerdo a lo descrito por 

Lakshman et al. (2004). Estas proteínas se separaron por electroforesis de acuerdo a 

su peso molecular en una matriz desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE), 

después se transfirió a una membrana y finalmente se incubó con el anticuerpo que 

reconoce la proteína de interés. 

 
13.3.1 Electroforesis SDS-PAGE 

Los tejidos de la zona proximal y distal del colon se disectaron para obtener 

los extractos de proteínas. Las muestras se desnaturalizaron con solución digestora 

que contiene β-mercaptoetanol en baño maría a 60°C por 20 minutos. Las muestras 
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se cargaron (100 µg de proteína) en un gel al 10% (SDS-PAGE) con un espesor de 1 

mm (Cuadro 26, Anexos) y se separaron a través de un sistema Mini-Protean 3 Cell 

(Bio-Rad Laboratories) durante 95 minutos a 120 Volts con una temperatura de 4°C 

(Figura 19) 

 
 
 

 
 
Figura 19. Ejemplo representativo del corrimiento de las proteínas por electroforesis 

SDS-PAGE 
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13.3.2 Inmunoblot 
Una vez separadas las proteínas, se transfirieron a una membrana de 

difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando una cámara semiseca (Trans-Blot SD 

de Bio-Rad Laboratories), durante 20 minutos a 15 Volts. Se verificó la transferencia 

de las mismas tiñiendo la membrana con azul de coomassie. 

 

Los sitios no específicos de la membrana se bloqueron con una solución de 

proteínas al 10% (blocking reagent, Roche Molecular Biochemicals) durante toda la 

noche a 4°C, sin agitación. 

 

La membrana se incubó durante 3 horas con el anticuerpo monoclonal de 

interés (1:2000) a temperatura ambiente con agitación constante. Los anticuerpos se 

disolvieron en solución bloqueante al 5%. Transcurrido este tiempo, la membrana se 

lavó con un esquema de 6 lavados con TTBS de 5 minutos, 2 lavados con TTBS de 

10 minutos y 2 lavados con solución bloqueante al 5% de 10 minutos. 

 

Posteriormente, la membrana se incubó con un segundo anticuerpo de 

interes (1:2000) durante 45 minutos a temperatura ambiente y con agitación. Se lavó 

nuevamente la membrana 6 veces con TTBS durante 5 minutos y 1 lavado con TTBS 

de 10 minutos. 

 

Finalmente, la membrana se incubó con la solución de quimioluminiscencia 

(Roche Molecular Biochemicals) en la oscuridad y se expuso a una película 

fotográfica Kodak BioMax Light (Eastman Kodak Company, Rochester, NY) a 

diferentes tiempos. Para el revelado y fijación de la película se emplearon soluciones 

comerciales (Kodak). Las bandas se cuantificaron con software ImagenJ versión 

1.39, los valores se expresaron como porcentaje de intensidad de pixeles.  

 

14. Citometría de flujo 
Una vez sacrificados los animales, el colon se disectó y limpió con solución 

amortiguadora de fosfatos de potasio (20 mM) estéril y fría, se tomaron muestras de 
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aproximadamente 1.5 cm de las zonas de interés (proximal y distal) y se siguió el 

siguiente procedimiento: 

1.- Se limpió la mucosa del colon con bisturí raspado el tejido con una solución de 

PBS. 

2.- Posteriormente, se realizó una disgregación tisular hasta obtener una suspensión 

celular monodispersa pasando el fluido a traves de una aguja intramuscular de 21 G, 

ajustando la concentración a 1x106 células/mL de acuerdo con la densidad de la 

solución. 

3.- Se procedió seguidamente a su filtrado con malla de nylon de 50 µm de poro y 

centrifugado a temperatura ambiente durante 10 minutos a 2,000 g. en centrífuga 

clínica. 

4.- Se decantó el sobrenadante y el pastilla se resuspendió en 100 µL de solución de 

lísis (DNA-prep, Coulter®) durante 8 segundos. 

5.- Se tomaron 100 µL de la suspensión y se incubaron con una solución de yoduro 

de propidio añadiendo ARNasa comercial (DNA-prep, Coulter®) durante 15-20 

minutos en oscuridad y después se procedió a su lectura con citómetro de flujo EPIC 

PROFILE. 

6.- El análisis de los resultados se realizó mediante el software CYTOWIN, Multicycle 

y para visualización de los histogramas se empleó el software WINDI 2.9 

 

15. Determinación de núcleos apoptóticos (TUNEL) 
Se trabajó con muestras embebidas en parafina de las zonas colónicas de 

interés (proximal y distal) que fueron cortadas en microtomo a 5 µm. 

1.- Se llevó a cabo la desparafinación de la muestra e hidratación de la misma con 

ayuda de estufa a 60oC y solventes xilol-alcohol-agua-H2O2 

2.-Se sumergieron las muestras en solución TdT por 5 minutos (TdT-Frag Kit de 

detección de la fragmentación del ADN (Oncogene Research Products, San Diego, 

CA) 

3. Se adicionaron 1.2 mL de la solución de reacción de TUNEL a las muestras y se 

dejó actuar por 1 hora a 37oC en cámara húmeda. 
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La reacción contenía: 

 1060 µL de Agua bidestilada              125 µL de Solución stock de TdT  

 12.5 µL de Bio-dUTP                         3.75 µL de Terminal transferasa (TdT) 

4.- La reacción se detuvó sumergiendo las muestras en solución stop durante 15 

minutos. La solución stop contiene: (300 mM de CINa y 30 mM de citrato sódico) 

5.- Se realizaron lavados con PBS 0.1 M durante 5 minutos. 

6.- Se realizó un lavado con PBS suplementado con 1% de albúmina bovina durante 

10 minutos. 

7.- Las muestras se hicieron reaccionar con el kit de detección de la fragmentaión del 

ADN TdT Fragel durante 30 minutos en oscuridad (Kit comercial QIA33, Oncogene 

Research Products, San Diego, CA) 

8.- Se lavaron las muetras dos veces con PBS. 

9.- Las muestras interaccionaron con DAB (Diaminobencidina) en PBS. 

10.- Posteriormente, se realizaron lavados con agua bidestilada y se tiñeron las 

muestras con Hematoxilina Mayer por 2 minutos. 

11.- Se lavaron las muestras con alcohol ácido por 5 segundos y agua destilada 

corriente por 10 minutos. 

12.- Se deshidrataron las muestras con gradientes de alcohol-xilol-eucaliptol y se 

montaron. 

 

16. Análisis estadístico 
Los valores se expresaron como la media ± error estándar seguido de la la 

prueba de Tukey y Dunnett con el programa JMP5.1.1 

 

El análisis bromatológico, la cuantificación de azúcares, fenoles totales, 

polisacáridos, fibra total, contenido de oligosacáridos y ácidos grasos de cadena 

corta se realizó tres réplicas con dos repeticiones cada una, obteniéndose la media y 

el error estándar como medida de dispersión de los datos. 
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES 
1. FRIJOL 
1.1 Análisis bromatológico del frijol común (Phaseolus vulgaris L.) variedad 
Negro 8025 

Con la finalidad de conocer las características de la variedad de prueba se 

realizó el análisis bromatológico (proteínas, carbohidratos, fibra, grasa, humedad, 

cenizas y sodio) en el frijol común (P. vulgaris L.) variedad Negro 8025 crudo y 

cocido (cocimiento tradicional reportado por Aparicio-Fernández et al., 2005). Los 

resultados del análisis de las muestras se presentan en el cuadro 6.  

 
El análisis estadístico muestra que los tratamientos influyen directamente 

sobre la concentración de diferentes compuestos, presentando diferencia 

significativa, entre éstos. Sin embargo, algunos parámetros como la humedad y 

cenizas se mantienen constantes entre la muestra de harina de frijol crudo y cocido.  

 

Por consiguiente, el contenido de humedad de las muestras analizadas varió 

de 10% a 4.25% en la muestra liofilizada; estos resultados nos indican que el 

proceso cumple con su objetivo, que es eliminar el mayor contenido de agua 

presente en la muestra. Sin embargo, la humedad reportada en este trabajo para la 

muestra liofilizada (4.25%) difiere de la reportada por Costa de Oliveira et al. (2001), 

donde reportan una humedad para muestra liofilizada de frijol común de 1.5%, 

diferencia que se le puede atribuir a que se llevaron a cabo a diferentes altitudes a 

nivel del mar, tiempo de liofilización así como el tiempo de congelamiento previo a la 

muestra. 
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Cuadro 6. Análisis bromatológico de muestras de harina de frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) variedad Negro 8025 

  
FRIJOL 
CRUDO 

 
FRIJOL  
COCIDO 

 

 
FRIJOL COCIDO Y 

LIOFILIZADO 
 

 
Proteína  

 
Carbohidrato 

 
Fibra Cruda 

 
Grasas  

 
Humedad 

 
Cenizas  

 
Sodio  

 
20.99 ± 0.43a 

 
59.83 ± 0.27a 

 
3.01 ± 0.06a 

 
1.54 ± 0.06a 

 
10.30 ± 0.17a 

 
4.32 ± 0.005a 

 
0.005 ± 0.41a 

 
23.96 ± 0.38b 

 
52.80 ± 0.13b 

 
6.31 ± 0.04b 

 
1.59 ± 0.04b 

 
10.06 ± 0.10a 

 
4.41 ± 0.05a 

 
0.003 ± 0.0006b 

 
23.15 ± 0.07b 

 
71.85 ± 0.22c 

 
5.95 ± 2.4c 

 
1.41 ± 0.01a 

 
4.25 ± 0.07b 

 
4.14 ± 0.15b 

 
0.01 ± 0.0008c 

Los resultados representan la media de dos réplicas con tres repeticiones ± error estándar, y se 
expresan en porcentaje. Letras diferentes por renglón expresan diferencia significativa mediante la 
prueba de Tukey (α=0.05). 
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En cuanto al contenido de proteína, las muestras liofilizada y cocida 

muestran valores similares (23.15% y 23.96%, respectivamente), mientras que en el 

frijol crudo fue de 20.99%. Estos valores se encuentran dentro de los intervalos ya 

reportados por otros autores, por ejemplo, Reyes-Moreno y Paredes-López (1993) 

reportan una concentración de 20.3 a 29%, De Almeida Costa et al. (2006) reporta un 

intervalo de 20.9 a 22.1% para proteína tanto para frijol crudo como cocido, y Costa 

de Oliveira et al. (2001) mencionan una concentración de 19.8% para proteína en la 

muestras de frijol liofilizada.  

 

La cantidad de grasa presente en el frijol es importante y se relaciona con los 

complejos almidón-lípidos que pueden formar, fenómeno que disminuye el proceso 

de retrogradación y la formación de almidón resistente (AR). En este estudio se 

encontraron valores de 1.59 y 1.41% para las muestras cocida y liofilizada, 

respectivamente. Diversos autores reportan una concentración de 2.09 a 2.21% (De 

Almeida Costa et al., 2006). Mientras que Costa de Oliveira et al. (2001) reportan una 

concentración de 2.5% para muestras liofilizadas. 

 

El porcentaje de carbohidratos muestra un incremento de la muestra de frijol 

crudo (59.83%) y cocido (52.8%) a 71.85% en la muestra de frijol liofilizado. Éste 

resultado es mayor al reportado por Costa de Oliveira et al. (2001) (69.2%) para los 

carbohidratos de una muestra de frijol liofilizado. Sin embargo, este incremento (frijol 

crudo a frijol liofilizado) en el valor de los carbohidratos ya ha sido reportado por 

varios autores, entre ellos Ratnayake et al., (2001), Osório-Díaz et al., (2003) y 

Tharanathan y Mahadevamma, (2003), quienes atribuyen al proceso térmico el 

incremento en los valores de almidón resistente generado por la amilasa retrógrada. 

Por otra parte, la molienda de los frijoles antes de secarse o deshidratarse puede 

incrementar la exposición física de la amilasa y la amilopectina para interactuar con 

otros constituyentes y de esta manera incrementar el contenido de los carbohidratos 

(Preston, 1998; Osorio-Díaz et al., 2003). 
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Por último, en lo que se refiere a la fibra, observamos que el valor 

encontrado de 5.95% en la muestra liofilizada se sitúa dentro de los valores 

reportados por otros autores. Por ejemplo, Costa de Oliveira et al. (2001) reportan un 

valor de 5.7% y De Almeida Costa et al. (2006) reportan 6.26% para muestras 

liofilizadas de frijol.  

 
1.2 Contenido de polisacáridos y oligosacáridos totales presentes en frijol 
común (Phaseolus vulgaris L.) variedad Negro 8025 

El frijol contiene una gran cantidad de compuestos entre los que destacan los 

carbohidratos, representando del 55 al 65% del peso seco del grano y que de 

acuerdo con diversos estudios, aportan beneficios hacia la salud, principalmente 

como preventivos de enfermedades crónico degenerativas (Hunges et al., 1997; 

Hangen y Benkini, 2002). En el cuadro 7, se muestra el rendimiento de polisacáridos 

y oligosacáridos totales de frijol después del tratamiento térmico.  

 
Cabe destacar que los resultados obtenidos en el presente estudio 

representan el primer reporte en la literatura acerca del rendimiento de los 

polisacáridos presentes en el frijol variedad Negro 8025.  

 

Los oligosacáridos se cuantificaron por interpolación en una curva de 

estándar de rafinosa (Figura 49, Anexos). El objetivo de extraer y cuantificar los 

oligosacáridos es debió a que diversos autores hacen referencia que éstos 

compuestos no sufren una degradación en el tracto gastrointestinal, por lo cual llegan 

intactos al colon donde pueden ser fermentados por la microflora colónica, 

originándose ácidos grasos de cadena corta (AGCC) como: el acético, propiónico y 

butírico, entre otros (Cummings, 1984; Mateu de Antonio, 2004; Kles y Chang, 2006). 

Los AGCC se ha relacionado con la prevención de enfermedades crónico-

degenerativas, entre ellas el cáncer de colon (Bravo et al., 2000).  
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En el cuadro 7, se muestra la concentración de oligosacáridos totales en el 

extracto de polisacáridos obtenido a partir de frijol común cocido variedad Negro 

8025 

 
Del frijol y extracto de polisacáridos se obtuvieron 6.8 y 10 mg eq de rafinosa, 

respectivamente, diferencia considerable del contenido de oligosacáridos que han 

informado otros autores, por ejemplo Granito et al. (2001), reportan una 

concentración de 17 mg por gramo de muestra seca para una variedad de frijol 

negro; mientras que la concentración obtenida para el frijol cocido es ligeramente 

superior a lo reportado por Guillon y Champ (2002), quienes informan un intervalo de 

2.6 a 6.6 mg/g muestra seca para fríjol común. Las diferencias pueden atribuirse a 

diversos factores, entre ellos el origen del frijol y el método de extracción. 
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Cuadro 7. Rendimiento de polisacáridos totales y contenido de oligosacáridos en el 

extracto de polisacáridos (EP) de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

cocido variedad Negro 8025. 

  
POLISACÁRIDOS 

(%) 
 

 
OLIGOSACÁRIDOS 
(mg equivalentes de 

Rafinosa/g mtra) 
 

FRIJOL 
 

 
57.5 ± 0.05 

 
6.8 ± 0.05 

 
EP 

  
10.0 ± 0.48 

EP = Extracto de polisacáridos 
Cada valor representa la media de tres réplicas con tres repeticiones ± error estándar. 
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1.3 Cuantificación de fibra total 
El porcentaje obtenido de fibra dietética total para el frijol en estudio, así 

como los porcentajes de fibra soluble e insoluble, se muestran en el cuadro 8.  

 

El incremento en la fracción soluble de la fibra dietaria total de frijol crudo a 

cocido fue de 1.8 veces. Estos resultados coinciden con los reportados por Granito et 

al. (2001) para frijol negro con tratamiento térmico proveniente de Venezuela.  

 

Por otra parte, la fracción insoluble también coincide con lo informado por 

Alfonso-González (2000), quien reporta una concentración de 20% para esta 

fracción. Este punto es de gran interés debido a que la fracción insoluble de fibra 

dietaria contiene compuestos como el almidón resistente y los oligosacáridos que 

son indigeribles por las enzimas del tracto digestivo. A estos compuestos en conjunto 

se les han atribuido beneficios hacia la salud por servir como sustrato a las bacterias 

colónicas y de esa forma generar AGCC. Por otra parte, los datos mostrados en este 

trabajo se encuentran dentro del intervalo de concentración de 19.9 – 22.6%, 

reportado por De Almeida Costa et al. (2006) para esta misma fracción. 

 

Estos resultados sugieren que el frijol común de la variedad Negro 8025 es 

una buena alternativa como fuente de fibra. 

 

1.4 Cuantificación de almidón resistente (AR) 
Otro de los componentes de la fracción insoluble de los polisacáridos 

presentes en el frijol común (P vulgaris L.) es el almidón resistente (AR) que se 

define como el almidón y productos de la degradación del almidón no absorbidos en 

el intestino delgado (Asp, 1996). Este componente adquiere relevancia por 

considerarse uno de los sustratos principales para la producción de AGCC por las 

bacterias colónicas (Osorio-Díaz et al., 2005). Las leguminosas contienen cantidades 

considerables de almidón resistente principalmente tipo 1 (AR1) y tipo 3 (AR2) (Tovar 

et al., 1992; Noah et al., 1998). 
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Cuadro 8. Proporción de fibra dietética total en frijol común (Phaseolus vulgaris L.) de 

la variedad Negro 8025 

 
NEGRO 8025 

 

 
FIBRA DIETÉTICA TOTAL (%) 

     FI                               FS                             FT 
 

Crudo 
 

25.1 ± 0.03a 
 

3.3 ± 0.29a 
 

28.4 ± 0.31a 
 

Cocido 
 

20.0 ± 0.03b 
 

6.0 ± 0.01b 
 

26.0 ± 0.04b 

Fibra Insoluble (FI), Fibra Soluble (FS) y Fibra Total (FT). Cada valor representa la media de 3 réplicas 
con tres repeticiones ± error estándar. Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa 
con α=0.05 prueba de Tukey. 
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Los resultados obtenidos en este estudio con respecto al almidón resistente 

(Cuadro 9) en frijol crudo y cocido (33 y 30%, respectivamente) no presentan 

diferencia estadística; por efecto del tratamiento. Estos porcentajes son muy 

similares a lo reportado por otros autores como por ejemplo Shiga et al. (2003), 

quienes reportan un intervalo de 33 a 35%, mismo intervalo que es reportado por 

Guillon y Champ (2002) tanto para muestras crudas como cocidas. Otros autores 

como Rehman et al. (2004) reportan un 30.9% para una variedad negra de frijol 

cocido. Osorio-Díaz et al. (2003) extrajeron y cuantificaron almidón resistente 

utilizando también el método de Saura-Calixto et al. (1993), reportando una 

concentración de 30.2%, muy semejante a los datos obtenidos en este trabajo.  

 

El contenido de AR no fue estadísticamente diferente entre frijol crudo y 

cocido. En el extracto de polisacáridos, el contenido de AR fue de 39.32%. El 

incremento en el contenido de AR presentado en el extracto de polisacáridos puede 

ser atribuido a un efecto de retrogradación, mismo que se ha sido observado por 

autores como Osorio Diáz et al. (2003), quienes informaron que niveles de almidón 

resistente en una variedad negra incrementan por el tratamiento térmico. Otros 

autores como Guillon y Champ (2002), han observado un aumento en la 

concentración de AR al incrementar los procesos de cocción ya sea en tiempo o bien 

al proceso de cocer-enfriar-rehidratar. Estos cambios generan redes de cristalización 

que dan por consiguiente un aumento en la cantidad de AR total lo cual se ha 

comprobado por difracción de rayos X. Este efecto también es reportado por Rehman 

et al. (2001) para procesos de sancochado, con tiempos largos de cocción y cocción 

a presión del frijol común rojo y blanco de la variedad Kidney. 
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Cuadro 9. Contenido de almidón resistente total en frijol común (Phaseolus vulgaris 

L.) de la variedad Negro 8025 

 
Negro 8025 

ALMIDÓN RESISTENTE 
(%) 

 
Frijol Crudo 

 
Frijol Cocido 

 
33.0 ± 0.01a 

 
30.8 ± 0.02a 

 
EP 

 
39.3 ± 0.15b 

EP = Extracto de polisacáridos 
Cada valor representa la media de 3 réplicas con tres repeticiones ± error estándar. Letras diferentes 
por columna expresan diferencia significativa con α=0.05 prueba de Tukey. 
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1.5 Cuantificación de compuestos fenólicos 
1.5.1 Taninos condensados 

Dado la pigmentación que presentó el extracto de polisacáridos se determinó 

el contenido de taninos condensados (TC) en dicho extracto, en frijol crudo y cocido, 

así como en un extracto metanólico de la testa de frijol crudo (Aparicio-Fernández et 

al., 2005), en microplaca de 96 pozos (Cuadro 10), extrapolando los resultados a una 

curva de (+)-catequina (Figura 50 de Anexos). De acuerdo al porcentaje de 

recuperación se logró la validación del método en microplaca.  

 

Los datos indican una disminución en el contenido de taninos condensados 

una vez que el frijol común se ha sometido a cocimiento. La disminución puede 

atribuirse al acoplejamiento entre taninos y proteínas y/o carbohidratos. 

Posiblemente debido a los diversos procesos de obtención ya que primero se coció 

el frijol, después se llevó a cabo la extracción de polisacáridos y de éstos a su vez se 

extrajeron los taninos, sin embargo, las muetras sin enriquecer no muestran 

diferencia estadística entre ellas, a excepción del extracto metabólico, mientras que 

en las muestras enriquecidas con (+)-catequina, sí hay diferencia estadística.  

 

Guzmán-Maldonado et al. (1996) informan una concentración de 26.5 mg eq. 

(+)-catequina por gramo de frijol entero en la variedad Feb174 cultivada en 

Aguascalientes, cantidad ligeramente mayor a la reportada por nosotros para la 

harina de frijol crudo de la variedad Negro 8025 (21.04 ± 1.89 mg eq (+)-catequina. 

Por otra parte, Manzo-Bonilla (2001) reporta una concentración de taninos 

condensados de 13.76 ± 1.16 mg eq (+)-catequina por gramo de muestra en el frijol 

entero de la variedad Negro Jamapa; mientras que Oomah et al. (2005) informan una 

concentración de 3.38 mg eq (+)-catequina para una variedad negra de frijol. Las 

diferencias se pueden atribuir a las condiciones climáticas, al tipo de suelo donde se 

cultivaron y al tipo que a pesar de ser negro, la variedad es diferente. Hasta donde 

tenemos conocimiento nuestros datos serían los primeros que informan la 

concentración de taninos condensados en un extracto de polisacáridos. 
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Cuadro 10 Cuantificación y validación de fenoles totales en diferentes extractos de 

frijol común (Phaseolus vulgaris L.) variedad Negro 8025 

 
TANINOS CONDENSADOS 

 

 

SIN ENRIQUECER ENRIQUECIDO RECUPERACIÓN 
(%) 

 
Frijol Crudo1 

 
21.04 ± 1.89b 

 
48.18 ± 2.51b 

 
80c 

 
Frijol Cocido2 

 
15.15 ± 1.53c 

 
42.78 ± 1.31c 

 
79d 

 
EP3 

 
9.11 ± 0.27d 

 
14.43 ± 2.32d 

 
80.4b 

 
Extracto 

Metanólico4 

 
858 .25 ± 37.63a 

 
887.82 ± 4.89a 

 
94.79a 

EP = Extracto de polisacáridos., Extracto metanólico de cascarilla de frijol negro Jamapa crudo 
Los valores son expresados como mg eq (+)-catequina/ g mtra 
Las muestras fueron enriquecidas con: 1 39.18, 2 39.01, 3 8.84, 4 78.37 mg eq de (+)-catequina. Cada 
valor representa la media de cuatro réplicas con tres repeticiones ± error estándar. Letras diferentes 
por columna expresan diferencia significativa con α=0.05 prueba de Tukey. 
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1.5.2 Flavonoides totales 
Los flavonoides totales también se cuantificaron utilizando la metodología 

descrita por Hairi et al. (1991) y modificaciones realizadas por Oomah et al. (2005) en 

su implementación en microplaca, utilizando una curva estandarizada de rutina 

(Figura 51 de Anexos). El cuadro 11, se muestra la concentración y validación de 

flavonoides. No hubo diferencia estadística entre las muestras. Sin embargo, los 

flavonoides totales obtenidos para harina de frijol crudo son mayores a los reportados 

por Oomah et al. (2005) para una variedad negra. Diferencia que también puede 

atribuirse al tipo de cultivo (variedad), condiciones ambientales, así como al tiempo 

de almacenamiento. 
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Cuadro 11. Cuantificación y validación del método de flavonoides totales en 

diferentes muestras de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) variedad 

Negro 8025 

 
FLAVONOIDES TOTALES 

 

 

SIN 
ENRIQUECER 

ENRIQUECIDO RECUPERACIÓN 
(%) 

 
*Harina Frijol Crudo 

 
1.9 ± 0.5a 

 
35.4 ± 1.6a 

 
94.0a 

 
*Harina Frijol Cocidoa 

 
1.8 ± 0.1a 

 
35.4 ± 1.7a 

 
94.1a 

 
Extractos de 

Polisacáridos* 

 
1.6 ± 0.4a 

 
34.6 ± 1.2a 

 
92.6a 

Los valores expresados como mg eq de rutina/ g de mtra 
* Las muestras fueron enriquecidas con 35.8 mg eq de rutina en cada uno de los casos. Cada valor 
representa la media de cuadro réplicas con tres repeticiones ± error estándar. Letras diferentes por 
columna expresan diferencia significativa con α=0.05 por la prueba de Tukey. 
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2. Inducción de fosas crípticas aberrantes (FCA) 
2.1 Estandarización de la inducción de fosas crípticas aberrantes (FCA) por 
azoximetano (AOM) en ratas macho Sprague Dawley 

Con la finalidad de emplear al butirato de sodio (NaBu) como control de 

anticarcinogénesis se evaluó el efecto de éste sobre la inducción de FCA a 2.4 y 7.2 

mM de acuerdo a lo informado por Li y Elsasser (2005). Dosis aproximada producida 

por los compuestos indigeribles del frijol en base al promedio de lo reportado para el 

consumo per capita de la zona rural por Del Razo et al. (2002) (234 Kg por año) y el 

Consejo Mexicano del Frijol (2005) (146 Kg por año) considerándose un promedio de 

190 Kg por año. El efecto del azoximetano (AOM) sobre la inducción de FCA y el 

efecto del NaBu, se muestran en el cuadro 12. 

 

La inducción de FCA por el AOM administrado una vez a la semana durante 

dos semanas a una concentración de 15 mg/Kg de peso, fue eficaz por lo que se 

podría considerar un buen modelo para el estudio de los estadios tempranos del 

cáncer de colon. En este estudio se puede observar que la formación de FCA fue 

tanto en la zona proximal como en la distal. La zona exacta de localización de 

formación de las FCA ha generado controversia como se ha observado en estudios 

reportados por Ghirardi et al. (1999) y Hata et al. (2004), quienes han informado que 

existe una mayor formación de FCA en la bolsa cecal y zona proximal del colon, 

mientras que autores como McLellan y Bird (1988), y Verghese et al. (2002) informan 

que las FCA son predominantes del segmento distal del colon. Por otra parte, Alrawi 

et al. (2006) y Humphries y Wright (2008) mencionan que las FCA se localizan a todo 

lo largo del colon y que el incremento en su manifestación se debe principalmente a 

cambios en el pH, alteración de la población bacteraiana del colon, acumulación de 

alteraciones bioquímicas y mutaciones, mismas alteraciones que se han reportado al 

administrarse AOM a una concentración de 10 a 20 mg/Kg de peso. Debido a la 

controversia de la localización de las FCA, se decidió analizar ambas zonas del 

colon. Por otra parte, se observó que a administración de NaBu (compuesto con 

caracteristicas anticarcinógenicas) en presencia del AOM a la concentración de 2.4 

mM disminuye el número de FCA en ambas zonas colónicas (Cuadro 12). 
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Cuadro 12. Análisis de la inducción de fosas crípticas aberrantes (FCA) con 

azoximetano (AOM) y el efecto del butirato de sodio (NaBu) sobre estas. 

 
         FCA 

  

AZUL DE METILENO HISTOLÓGICA 

 
GRUPO 

 
n 

 
PROXIMAL 

 
DISTAL 

 
PROXIMAL 

 
DISTAL

Control negativo 
AOM 
NaBu 2.4 + AOM 
NaBu 7.2 + AOM 

2 
4 
3 
3 

--- 
+++ 

+ 
+ 

--- 
+ 
+ 
+ 

---- 
+++ 

+ 
++ 

--- 
--- 
--- 
--- 

(-) Control negativo (Solución salina donde se disolvió el carcinógeno), Azoximetano (AOM), Butirato 
de Sodio (NaBu) 
--- Fosas crípticas normales 
+ Muy poca presencia de Fosas Crípticas Aberrantes (FCA) 
++ Presencia de FCA (lesión celular presente sin deformidad) 
+++ Gran cantidad de FCA (daño celular muy manifestado con abultamiento y deformidad de núleo) 
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El consumo de alimento y agua, así como el peso corporal, se evaluó y los 

datos se muestran en los cuadros 13 y 14, respectivamente. El consumo de alimento 

varió dependiendo del tratamiento y como era de esperarse en el grupo de animales 

del control de carcinogénesis (AOM) fue el de menor consumo, seguido por el 

tratamiento de NaBu + AOM a la mayor concentración de NaBu (7.2 mM), 

atribuyendo este menor consumo al proceso toxicológico provocado por el AOM. Por 

otra parte, el consumo de agua se manifiesta a la inversa, es decir el tratamiento de 

AOM es aquel que consume mayor cantidad de agua, comportamiento que se podría 

explicar ya que existen procesos de detoxificación generados por el mismo 

organismo; dentro de estos procesos se lleva a cabo la eliminación de toxinas 

generadas por el individuo, así como aquellas sustancias que son introducidas al 

organismo por diferentes vías (alimentos, aire, agua, etc.) son eliminadas por el 

sudor, las heces, la orina e incluso en casos extremos el vómito. Cada uno de estos 

procesos de eliminación principalmente el sudor, la orina y el vómito provoca una 

descompensación electrolítica en el organismo, generando mayor requerimiento de 

agua para compensar estas necesidades.  
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Cuadro 13. Consumo de agua y alimento de los grupos experimentales de butirato de 

sodio (NaBu) inducidos químicamente con azoximentano (AOM). 

 
 

GRUPO 

 
 

n 
 

 
 

AOM 

 
 

ADMINISTRACIÓN 

 
1CONSUMO 

DE 
ALIMENTO 

g/día 

 
1CONSUMO 
DE AGUA 

mL/día 

Control 2 - Solución salina 30.51 ±0.9ac 38.20 ± 2.0d 

AOM 4 + --------------- 24.17 ± 0.3b 67.20 ± 0.9a 

NaBu 2.4 + AOM 3 + NaBu 2.4 mM 27.38 ± 0.7c 25.19 ± 0.7b 

NaBu 7.2 + AOM 3 + NaBu 7.2 mM 25.38 ± 0.4bc 22.31 ± 0.9b 

Butirato de Sodio (NaBu) y Azoximetano (AOM). 1Delta representativa del promedio de cada grupo ± 
error estándar. Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica. Análisis con α=0.05 por la 
prueba de Tukey. 
 

 

 

Cuadro 14. Ganancia de peso en los grupos experimentales de butirato de sodio 

(NaBu) inducidos químicamente con azoximentano (AOM). 

 
GRUPO 

 
n 

 
AOM 

 
ADMINISTRACIÓN 

 
GANANCIA DE PESO

g/5 semanas 
Control 

OAOM 
NaBu 2.4 + AOM 
NaBu 7.2 + AOM 

2 

4 

3 

3 

- 

+ 

+ 

+ 

Solución salina 

------- 

NaBu 2.4 mM 

NaBu 7.2 mM 

210.96 ± 10.45b 

192.92 ± 24.12b 

175.15 ± 2.19b 

132.3 ± 19.57a 

Butirato de sodio (NaBu) y Azoximetano (AOM). La ganancia de peso se representa por la diferencia 
en gramos ± desviación estándar. Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica. Análisis 
estadístico con α=0.05 prueba de Tukey. 
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Los datos mostrados en el cuadro 14 indican que no existe diferencia 

significativa entre los tratamientos en relación a la ganancia de peso a excepción del 

grupo con administración de Butirato de Sodio (NaBu) (7.2 mM) y presencia del 

carcinógeno. Esta disminución en el peso probablemente se deba a que NaBu tiene 

un olor y sabor característicos que genera repulsión por el alimento, fenómeno que 

también fue reportado por Deschner et al. (1990). 

 
3. Butirato de sodio (NaBu) 
3.1 Curva dosis-respuesta de butirato de sodio (NaBu) 

Debido a que los resultados de este estudio muestran que la mayor 

concentración de NaBu (7.2 mM) causó la formación de FCA y daño morfológico 

(datos no mostrados) similares a los presentados por el tratamiento con AOM se 

procedió a llevar a cabo una curva dosis respuesta de NaBu (1.2, 2.4, 4.8, 7.2 y 10 

mM) y poder establecer la máxima concentración de este compuesto que no genere 

daño al tejido o inducción de FCA. Midiendo también el consumo de alimento y agua, 

así como la ganancia de peso (Cuadro 15 y 16, respectivamente). 

 

En el consumo de alimento el contro negativo presentó diferencia estadística 

con respecto a todas las concentraciones NaBu y dicho efecto fue inversamente 

proporcional a la concentración de NaBu. Mientras que el consumo de agua no se vio 

afectado por el tratamiento. 
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Cuadro 15. Consumo de agua y alimento de los diferentes tratamientos de butirato 

de sodio (NaBu) 

 
 

GRUPO 

 
 

n 

 
 

ADMINISTRACIÓN

 

1CONSUMO DE 
ALIMENTO 

g/día 

 

1CONSUMO DE 
AGUA 
mL/día 

Control  2 Solución salina 30.3 ± 1.37a 24. 7 ± 1.17a 

NaBu 1.2 mM 4 NaBu 21.3 ± 0.70bc 23.8 ± 0.77a 

NaBu 2.4 mM 4 NaBu 22.6 ± 0.79b 24.7 ± 0.67a 

NaBu 4.8 mM 4 NaBu 20.3 ± 0.52bc 24.5 ± 0.98a 

NaBu 7.2 mM 4 NaBu 18.7 ± 0.54c 21.9 ± 0.55a 

NaBu 10 mM 4 NaBu 18.5 ± 0.71c 23.8 ± 0.77a 

Butirato de Sodio (NaBu) 1Delta representativa del promedio de cada grupo ± error estándar. Letras 
diferentes por columna indican diferencia estadistica. Todos los análisis con α=0.05 por la prueba de 
Tukey 
 

 

Cuadro 16. Ganancia de peso de las ratas con tratamiento de NaBu a diferentes 

concentraciones 

 
GRUPO 

 
N 

 
ADMINISTRACIÓN 

 
1GANANCIA DE PESO 

g/5 semanas 
Control  2 Solución salina 205 ± 15.0a 

NaBu 1.2 mM 4 NaBu 200 ± 12.2a 

NaBu 2.4 mM 4 NaBu 200 ± 8.2a 

NaBu 4.8 mM 4 NaBu 202 ± 6.3a 

NaBu 7.2 mM 4 NaBu 187 ± 14.4a 

NaBu 10 mM 4 NaBu 190 ± 14.7a 

Butirato de Sodio (NaBu) 1Delta representativa del promedio de cada grupo ± error estándar. Letras 
diferentes por columna indican diferencia estadistica. Análisis estadístico con α=0.05 por la prueba de 
Tukey 
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Los resultados indican que no existe diferencia estadística respecto a la 

ganancia de peso en los diferentes tratamientos, a pesar de que se aprecia una 

ligera disminución en el peso de los animales tratados con las dos concentraciones 

más altas de NaBu (7.2 y 10 mM respectivamente). Estos datos sugieren que el 

butirato de sodio no afecta el desarrollo normal de los animales de igual manera 

como lo menciona Lupton (2004) que indica que el butirato de sodio tiene un efecto 

preventivo en la carcinogénesis y que éste no afecta los procesos fisiológicos del 

animal. Ohkawara et al. (2005) informan que la administración de butirato no produce 

ninguna alteración en el crecimiento y ganancia de peso, así como, en las funciones 

motoras de los animales.  

 

Se ha informado que el pH en heces fecales es una medida indirecta de la 

formación de AGCC. Por lo que se midió el pH en heces, contenido cecal y colónico 

(Cuadro 17). Los resultados indican que no existe diferencia estadística entre los 

diferentes tratamientos en cada tipo de muestra; éstos datos concuerdan con los 

datos reportados por Nakanishi et al. (2003), quienes reportan que los diferentes 

tratamientos: esporas de bacterias ácido lácticas y una dieta rica en fibra que 

asemeja las condiciones a las cuales sometimos a los animales por la cantidad de 

butirato administrada, no presentan diferencias estadísticas en el pH de las 

diferentes zonas (cecal, colónico y heces) entre los tratamientos. Por otra parte, el 

pH del tratamiento de 10 mM, fue el único que presentó diferencia estadística entre el 

pH del contenido colónico y el pH de heces. 
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Cuadro 17. Efecto del NaBu sobre el pH del contenido colónico, cecal y heces de 

ratas Sprague Dawley 

 
 

GRUPO 

 

 

n 

 
 

CONTENIDO 
CECAL 

pH 
 

CONTENIDO 
COLÓNICO 

 
 

HECES 

Control  2 6.40 ± 0.09aA 6.37 ± 0.14aA 6.87 ± 0.14aA 

NaBu 1.2 mM 4 6.82 ± 0.19aA 6.85 ± 0.25aA 6.76 ± 0.23aA 

NaBu 2.4 mM 4 6.73 ± 0.12aA 6.93 ± 0.17aA 6.93 ± 0.11aA 

NaBu 4.8 mM 4 6.80 ± 0.05aA 7.16 ± 0.21aA 6.99 ± 0.21aA 

NaBu 7.2 mM 4 7.00 ± 0.19aA 7.11 ± 0.06aA 7.33 ± 0.15aA 

NaBu 10 mM 4 6.81 ± 0.03aAB 6.42 ± 0.08aB 7.22 ± 0.18aA 

Butirato de Sodio (NaBu) Los datos representan el promedio de tres mediciones independientes ± 
error estándar. Letras minúsculas diferentes por columna expresan diferencia significativa con α=0.05 
prueba de Tukey. Letras mayúsculas diferentes por renglón expresan diferencia significativa con 
α=0.05 prueba de Tukey. 
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Los resultados histológicos indican diferencias morfológicas entre los 

tratamientos, mismas que se muestran en la figura 20. 

 

 
 

Figura 20. Cortes histológicos de la zona proximal de colon. En el recuadro se 

delimitan las fosas crípticas de cada uno de los grupos. A) Grupo control, B) 

Concentración de 1.2 mM de NaBu y C) Concentración de 10 mM de NaBu.  

 

Visualización de las fosas crípticas de la porción colónica con diferentes 

tratamientos (Figura 20). En la sección A se puede observar las características 

morfológicas de una fosa críptica normal ya que esta corresponde a un control 

negativo, las fosas crípticas se caracterizan por tener una forma completamente 

delimitada, sin alteraciones en el núcleo o en la membrana celular, tienden a ser 

circulares con ligeras alteraciones ovoidales y no forman abultamientos en el lumen 

(Bird et al., 1989). En el recuadro B, podemos observar que a la concentración de 1.2 

mM de NaBu, no se induce alteración morfológica sobre las fosas crípticas de la 

zona colónica, ya que conservan su forma circular delimitada y no se aprecia daño a 

nivel nuclear. Sin embargo en el recuadro C, la forma de la cripta es irregular, con 

alteraciones en la membrana celular, el núcleo no se encuentra definido por lo que se 

podría considerar como una fosa críptica aberrante, ya que esta descripción forma 

parte de las características morfológicas que presentan las fosas crípticas aberrantes 

,además de que estas presentan abultamiento hacía el lumen de la cavidad colónica, 

múltiples núcleos dentro de una misma cripta, así como aperturas o ausencia de 

A B C 
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pared celular (Bird et al., 1989; Bird, 1995; Bird y Good, 2000; Papanikolaou et al., 

2000). 

 

Apartir de estos resultados se eligió la concentración de 1.2 mM de NaBu, 

como control de anticarcinogénesis.  

 

3.2 Cuantificación de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en la 
administración de NaBu a diferentes concentraciones 

En el cuadro 18, se presenta la producción de ácidos grasos de cadena corta 

durante la administración de NaBu a diferentes concentraciones, expresados como 

mM de ácido acético, propiónico y butírico, respectivamente por gramo de heces, 

estos datos se obtuvieron por interpolación a una curva de calibración para cada uno 

de los ácidos grasos (Figura 52 de Anexos). 

 

El análisis estadístico indica una producción de ácido acético no 

estadísticamente diferente en las concentraciones (0, 1.2 mM, 10 mM) en las tres 

zonas estudiadas, con excepción de la porción cecal. En el ácido propiónico se 

muestra una clara diferencia estadística entre los grupos control y 10 mM en las 

porciones colónica y heces, no mostrando está tendencia en el contenido cecal. Este 

mismo comportamiento se observó en el ácido butírico donde es superior la 

concentración de este ácido en el tratamiento de 10 mM con respecto al control en el 

contenido colónico y heces, no así en la porción cecal. Efecto posiblemente 

generado por las diferentes caracteristicas de absorción e interacción bacteriana a lo 

largo del colon. Hasta el momento no se tienen estudios referentes a la producción 

de AGCC durante la administración de NaBu. 



 
 
 
 

Cuadro 18. Concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) producidos por la administración de NaBu a diferentes 

concentraciones. 

Valores expresados como mM/g de muestra 
Cada valor representa la media de tres réplicas con tres repeticiones ± error estándar. Letras diferentes por columna expresan diferencia 
significativa con α=0.05 prueba de Tukey. 
Ácido acético = C2H4O2 ; ácido propiónico = C3H6O2 y ácido butírico = C4H8O2 

 

  
CONCENTRACIÓN ÁCIDOS GRASOS DE CADENA CORTA (AGCC)  

(mM /g de muestra) 
 

CECAL                                                   COLÓNICO                                        HECES  
 

GRUPO 
    Acético          Propiónico         Butírico           Acético         Propiónico        Butírico          Acético         Propiónico      Butírico    

 
Control 

 

31.2 ± 1.27a 

 

6.9 ± 0.17a 

 

6.6 ± 0.10a 

 

29.2 ± 0.51a 

 

5.7 ± 0.04a 

 

4.0 ± 0.01a  

 

30.2 ± 3.5a  

 

4.4 ± 0.63a 

 

3.9 ± 0.19a 

 
1.2 mM 

 

24.9 ± 0.40b 

 

4.4 ± 0.02b 

 

4.4 ± 0.01b 

 

24.3 ± 0.99a 

 

4.2 ± 0.05b 

 

3.9 ± 0.02a 

 

23.2 ± 0.6a 

 

4.7 ± 0.11a 

 

3.7 ± 0.05a 

 
10 mM 

 

28.5 ± 2.10c 

 

6.9 ± 0.13a  

 

4.8 ±0.08c 

 

28.9 ± 2.1a 

 

6.9 ± 0.13c 

 

4.8 ± 0.08b 

 

32.7 ± 1.3a 

 

6.7 ± 0.26b 

 

4.8 ± 0.16b 
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4. Efecto del extracto de polisacáridos (EP) y frijol común variedad Negro 8025 
sobre el estadio temprano de cáncer de colon 
4.1 Consumo de agua y alimento  

Se evaluaron los efectos de frijol cocido, el EP (ambos en base al consumo 

de frijol de una persona de 70 Kg de la zona rural (190 Kg anuales 

aproximadamente) y un compuesto anticancerígeno (NaBu 1.2 mM) sobre el estadio 

temprano de cáncer de colon medido como número de FCA. Se registró el consumo 

de agua, alimento y ganancia de peso semanalmente a todos los grupos de 

tratamientos. Además, se cuantificaron los AGCC de contenido cecal, colónico y 

heces. 

 

En el cuadro 19, se muestra el consumo de alimento y agua, para los 

diferentes tratamientos. 

 

Se obsevó que el grupo de EP presenta menor consumo de alimento con 

respecto al grupo control. Mientras que en el consumo de agua, el grupo control 

muestra diferencia significativa con todos los grupos a excepción del grupo de AOM. 

Sin embargo, cabe destacar que el grupo de AOM  fue el que presentó mayor 

consumo tanto en alimento como en agua (228.1 g/día y 566.67 mL/día, 

respectivamente), lo que sugiere un mayor gasto de energía por parte del animal y 

por consiguiente un aumento en el requerimiento calórico por la presencía de 

sustacias o agentes potencialmente tóxicos en esté caso AOM.  
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Cuadro 19. Consumo de agua y alimento de los diferentes tratamientos de frijol, 

extracto de polisacáridos (EP) y NaBu con y sin AOM 

 
 

GRUPO 

 
 
n 

 
 
AOM 

 
 
ADMINISTRACIÓN 

 
1CONSUMO  

DE 
 ALIMENTO 

g/día 

 
1CONSUMO  

DE  
AGUA 
mL/día 

Control  10 -- Solución salina 206.58 ± 29.54ab 613.33 ± 6.66a 

Frijol 10 -- Frijol 146.66 ± 24.56ab 490.0 ± 20.0bc 

EP 10 -- EP 107.0 ± 17.35b 330.0 ± 11.54de 

NaBu 10 -- NaBu 1.2 mM 120.0 ± 30.43ab 240.0 ± 10.0e 

AOM 10 ++ ---------- 228.1 ± 26.12a 566.67 ± 17.63ab 

Frijol + AOM 10 ++ Frijol 124.66 ± 22.4ab 450.0 ± 11.55c 

EP + AOM 10 ++ EP 130.0 ± 20.81ab 396.66 ± 52.38cd 

NaBu + AOM 10 ++ NaBu 1.2 mM 130.23 ± 9.07ab 380.0 ± 20.0cd 

Butirato de Sodio (NaBu), Azoximetano (AOM) y Extracto de Polisacáridos (EP). 1Delta representativa 
del promedio de cada grupo ± error estándar. Letras diferentes por columna indican diferencia 
estadística con α=0.05 prueba de Tukey. 
 

 
 
 
 
 
 
 



 118

4.2 Ganancía de peso  
En el cuadro 20, se observa la ganancia de peso de los diferentes 

tratamientos evaluados. El grupo de AOM es el que obtuvo mayor ganancia de peso 

(208 ± 7.42 g/5 semana), seguido del grupo control (194 ± 6.53 g/5 semana), no 

presentando diferencia estadística entre ellos. Este fenómeno ha sido reportado por 

autores como Verghese et al. (2002) quienes no encontraron diferencia estadística 

entre el grupo control y el tratamiento de AOM a una dosis similar (16 mg/Kg de 

peso) a la utilizada en este trabajo. Mientras que, el grupo que presenta menor 

ganancia de peso al término del experimento fue el del tratamiento con frijol + AOM 

(145 ± 3.75 g/5 semana). Esta disminución en el peso puede deberse a la 

consistencia del frijol al ser administrado ya que este tratamiento (frijol + AOM) no 

presenta diferencia estadistica con respecto al tratamiento de frijol (166 ± 6.18 g/5 

semana); sin embargo ambos tratamientos (frijol + AOM y frijol) son estadísticamente 

diferentes del grupo control. Estos datos concuerdan con lo reportado por Hangen y 

Bennink (2002) quienes informan que al incorporar un alto porcentaje (75%) de frijol 

Negro y/o Blanco a la dieta, las ratas ganan menos peso que puede ser atribuido a 

menor consumo de alimento. Celleno et al. (2007), sugieren que el frijol puede 

disminuir el peso corporal de un individuo al ser administrado en la dieta como 

suplemento de la misma por inhibición de la actividad de la enzima digestiva α-

amilasa, lo que da como resultado una menor disponibilidad de los carbohidratos y 

por consiguiente una menor adsorción, así como una mayor saciedad. 

 

4.3 pH 
Se ha informado que los compuestos insolubles al ser fermentados por las 

bacterias colónicas generan acidificación del medio, por lo que el pH es una medida 

indirecta de la producción de AGCC (Kulkarni y Reddy, 1994). En el cuadro 21, se 

muestra el efecto de los diferentes tratamientos sobre el pH de heces, contenido 

colónico y cecal.  
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Cuadro 20. Ganancia de peso de las ratas con tratamiento de frijol, extracto de 

polisacáridos (EP), NaBu con y sin azoximentano (AOM)  

 
GRUPO 

 
n 

 
AOM 

 
ADMINISTRACIÓN 

 
1GANANCIA 
 DE PESO 

g/5 semana 

Control 10 -- Solución salina 194.0 ± 6.53ab 

Frijol 10 -- Frijol 166.0 ± 6.18cd 

EP 10 -- EP 173.0 ± 8.69bc 

NaBu 10 -- NaBu 1.2 mM 174.0 ± 4.54bc 

AOM 10 ++ ---------- 208.0 ± 7.42a 

Frijol + AOM 10 ++ Frijol 145.0 ± 3.75d 

EP + AOM 10 ++ EP 162.0 ± 4.16cd 

NaBu + AOM 10 ++ NaBu 1.2 mM 171.0 ± 6.90bcd 

Extracto de Polisacáridos (EP), Butirato de Sodio (NaBu) y Azoximetano (AOM) Letras diferentes 
indican diferencia estadística. 1Delta representativa del promedio de cada grupo ± error estándar. 
Análisis con α=0.05 prueba de Tukey. 
 

Cuadro 21. Efecto del frijol, extracto de polisacáridos (EP) y NaBu sobre el pH de 

contenido cecal, colónico y heces de ratas Sprague Dawley. 

 
 

GRUPO 

 
 

n 

 
 

CONTENIDO 
CECAL 

pH 
 

CONTENIDO 
COLONICO 

 
 

HECES 

Control  10 6.60 ± 0.003d 6.50 ± 0.005b 8.92 ± 0.01b 

Frijol 10 6.59 ± 0.003d 6.87 ± 0.005a 9.26 ± 0.008a 

EP 10 6.64 ± 0.03cd 6.51 ± 0.003bc 8.89 ± 0.02b 

NaBu 1.2 mM 10 6.99 ± 0.04a 6.42 ± 0.03d 6.46 ± 0.02f 

AOM 10 6.85 ± 0.008ab 6.67 ± 0.005cd 8.33 ± 0.01d 

Frijol + AOM 10 5.61 ± 0.09e 6.60 ± 0.05bc 8.51 ± 0.008c 

EP + AOM 10 6.80 ± 0.02abc 6.61 ± 0.003bc 7.57 ± 0.01e 

NaBu + AOM 10 6.73 ± 0.01bcd 5.95 ± 0.05e 8.31 ± 0.005d 

Extracto de Polisacáridos (EP), Butirato de Sodio (NaBu) y Azoximetano (AOM). Los datos 
representan el promedio de tres réplicas ± error estándar. Letras diferentes por columna expresan 
diferencia significativa con α=0.05 prueba de Tukey.  
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Los resultados indican que el pH del contenido cecal, colónico y heces varía 

con respecto a lo descrito por Smith (1965), quien reportó un pH de 6.8, 6.6 y 6.9 

para el contenido cecal, colónico y de heces, respectivamente. Otros investigadores 

informan que el pH en modelos in vivo puede variar en las diversas zonas del colon 

de forma dependiente de la producción de AGCC (Jacobs y Lupton, 1982; Newmark 

y Lupton, 1990; Lupton, 2004). El pH en heces para el grupo de frijol fue el que 

presentó un valor más alto (9.26) con respecto a los otros grupos, mientras que el 

menor valor lo presenta el grupo de NaBu (6.42). El valor de pH en las heces del 

grupo control difiere de lo encontrado por otros autores como por ejemplo Le-Leu et 

al. (2005), quienes reportan un valor de 7.5 para heces, mientras que el valor en esta 

investigación fue más alto (8.92).  

 

El pH del contenido cecal presenta diferencia estadística para el grupo de 

frijol + AOM con respecto a los otros tratamientos. Los valores de pH para los grupos 

de frijol y EP, se encuentran dentro del intervalo reportado por Le-Leu et al. (2003) 

para una dieta adicionada con almidón resistente de maíz al 10%. Lo que sugiere 

que en los resultados obtenidos en este trabajo para esta zona, el AR pudiera 

contribuir en las modificaciones del pH, ya que el frijol y el EP presentaron 

concentraciones de 30.8 ± 0.02 y 39.3 ± 0.15% de AR, respectivamente. El grupo de 

frijol es estadísticamente diferente a los otros grupos, presentando mayor valor de pH 

(6.87) mientras que el grupo de NaBu + AOM es el grupo que tiene el menor valor de 

pH (5.95). Los valores obtenidos para el grupo de frijol y polisacáridos del frijol 

difieren de los valores de pH reportados para almidón resistente de maíz (6.4) para 

esta zona (Nakanishi et al., 2003). Hasta el momento no se tienen informes sobre el 

efecto del frijol y el EP en el pH de las diferentes zonas del colon, por lo que este 

trabajo sería de los pioneros al respecto. 

 

4.4 Histología de las fosas crípticas aberrantes (FCA) obtenidas de los 
tratamientos con frijol, extracto de polisacáridos (EP) y NaBu 

Para evaluar el efecto de frijol, EP y NaBu sobre las FCA inducidas 

químicamente con AOM en la región colónica, se utilizaron técnicas histológicas 
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como lo es la tinción con azul de metileno que proporcionan parámetros 

macroscópicos de las posibles lesiones en las diferentes regiones del colon (Bird, 

1987). Una vez disectado el colon, se dividió en dos porciones, la porción proximal 

situada cerca del ciego y la porción distal que incluye el ano. Tanto la zona proximal 

como la distal se tiñieron con azul de metileno. Los tejidos fueron visualizados al 

microscopio invertido y se cuantificó el número de lesiones o criptas aberrantes 

localizados en la región evaluada (Figura 21). 

 

Como se ha mencionado con anterioridad, existe controversia con respecto a 

la región colónica donde existe mayor predominancia a la formación de FCA, por 

ejemplo Guidardi et al. (1999) aseguran mayor formación de FCA en la zona 

proximal, mientras que Rodríguez et al. (2002) en la región distal. En el presente 

estudio se puede apreciar mayor número de FCA inducidas con AOM (Control 

positivo) en la región distal (35 FCA/región colónica) que en la porción proximal (22 

FCA/región colónica), sin embargo no existe diferencia estadística entre ambas 

regiones. Resultados que concuerdan con los de Rodríguez et al. (2002) quienes 

informan, un aumento en el número de FCA en la porción distal con respecto a la 

proximal en tiempos cortos (4-5 semanas) sin considerarse estadísticamente 

significativo, diferencia que va en aumento a tiempos largos (30 semanas) de 

exposición del carcinógeno. 

 

Los resultados de la porción colónica proximal indican que existe un mayor 

número de fosas crípticas aberrantes en el tratamiento de frijol + AOM (88 

criptas/región colónica) presentando diferencia estadística con el resto de los 

tratamientos, aumento generado posiblemente por la diversidad de compuestos 

presentes en el frijol como por ejemplo el ácido fítico y componentes de la fibra que 

se han relacionado con proliferación celular, y que puede generar un efecto 

sinergístico con el carcinógeno (AOM) induciendo de esta manera un aumento de 

FCA. Sin embargo también se ha reportado que la regeneración de esta zona 

colónica (proximal) está relacionada con una alta proliferación y por consiguiente las 



 122

FCA generadas en la zona proximal tienen un bajo porcentaje (<25%) de desarrollo a 

cáncer (Wong y Gibson, 2003; Zhang et al., 2005), 
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Figura 21. Número de fosas crípticas aberrantes (FCA) en las diferentes zonas 

colónicas. A. Zona proximal y B. Zona distal, con azul de metileno.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. Cada 

valor representa la media de 5 muestras de colon independientes ± Desviación estándar. 
Letras minúsculas diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 prueba de Tukey. 
Letras mayuscúlas diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 prueba de 
Dunnett´s 
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También es posible apreciar que los tratamientos de frijol cocido, EP y NaBu 

no presentan FCA. El tratamiento de EP + AOM disminuye el número de FCA (10 

criptas/ región evaluada) en comparación con el control positivo (AOM) (22 criptas/ 

región evaluada). Efecto similar al reportado por Verghese et al. (2002), quienes 

administraron inulina (oligosacárido no digerible que estimula selectivamente el 

crecimiento de bifidobacterias) a diferentes concentraciones (2.5%, 5% y 10%) 

inhibiendo en mayor proporción el número de FCA en la zona proximal (29.8, 19.3 y 

14.3 FCA, respectivamente) con respecto al control (43.8 FCA) que la zona distal. 

 

En la porción distal se aprecia la misma tendencia para los tratamientos de 

frijol cocido, EP y NaBu que en la zona proximal. Mientras, los tratamientos de EP + 

AOM, NaBu + AOM, frijol + AOM y AOM no presentan diferencia estadística entre 

ellos. Sin embargo, sí existe diferencia estadística entre el control positivo y el control 

negativo (35 y 1.2 criptas/ región evaluada). 

 

La presencia de fosas crípticas aberrantes ha generado controversia en 

varios estudios si se considera como un marcador temprano del cáncer de colon 

(Kinzler y Vogelstein, 1996; Duval y Hamelin, 2002, Luo et al., 2006), asumiendo que 

esta lesión puede proliferar a cáncer de colon. Sin embargo, también existen 

investigadores que indican que si bien existe un gran porcentaje de fosas crípticas 

aberrantes que evolucionan a neoplasia, también existen fosas crípticas aberrantes 

que se pueden considerar como benignas ya que éstas son generadas por diversos 

factores de la dieta que inducen proliferación celular en la cripta pero que no llegan a 

inducir una neoplasia (Park et al., 1997; McCullough et al., 1998; Wong y Gibson, 

2003). Cabe señalar que en esta parte, los estudios solo se enfocan a nivel 

morfológico sin tomar en cuenta el daño del núcleo o la presencia de mutaciones que 

puedan llevar a generar la presencia de cáncer de colon  

 

Ejemplos representativos de la visualización de las fosas crípticas aberrantes 

con azul de metileno se muestran en la figura 22. Es posible apreciar que las fosas 

crípticas normales no presentan cúmulos celulares, mientras la exposición al agente 
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carcinogénico (AOM) induce la formación de cúmulos celulares de mayor proporción 

en la zona proximal que en la zona distal, mismos que son fácilmente localizados y 

visualizados al microscopio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Visualización de fosas crípticas aberrantes (FCA) con azul de metileno. A. 

Fosa críptica normal del grupo control, B. Fosa críptica aberrante de la zona 

proximal inducida con AOM y C. Fosa críptica aberrante de la zona distal 

inducida con AOM  

 

La figura 23 muestra la evaluación realizada a la zona proximal con la tinción 

de Dapi, donde se puede apreciar que tanto el frijol como el EP no presentan efecto 

protector sobre esta zona. El extracto de frijol y EP en presencía de AOM (3 y 2.2 

FCA totales respectivamente) no presenta diferencia estadística con respecto al 

número de FCA que presenta el control positivo (1.8 FCA totales). El control negativo 

presenta un menor número de FCA con respecto del grupo AOM (1.2 y 1.8 FCA 

totales, respectivamente). Los diferentes grupos no presentan diferencia estadística 

entre ellos con excepción del grupo control. 

 

La presencia de FCA en los tratamientos de frijol y EP pudiera deberse a la 

presencia de diversos compuestos propios de la fibra ya que de acuerdo con un 

estudio realizado por Wong y Gibson (2003), quienes sugieren que diferentes 

componentes de la fibra al ser incorporados a la dieta inducen un aumento en la 

hiperproliferación celular dando por consiguiente mayor número de fosas crípticas 
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que pudieran asemejar fosas crípticas aberrantes sin llegar éstas a desarrollar 

cáncer de colon.  
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Figura 23. Efecto del frijol común (P vulgaris L.) cocido variedad Negro 8025, extracto 

de polisacáridos (EP) y NaBu sobre fosas crípticas aberrantes (FCA) 

inducidas químicamente con azoximetano (AOM) en la zona proximal de 

colon.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. Cada 

valor representa la media de 5 muestras de colon independientes con 20 cortes cada uno 
± Desviación estándar. Letras minúsculas diferentes indican diferencia estadística con 
α=0.05 prueba de Tukey. Letras mayusculas diferentes indican diferencia estadística con 
α=0.05 prueba de Dunnett´s 

 

Mientras, en la región distal (Figura 24), el control positivo presenta mayor 

número de FCA (4.2 FCA totales) presentando diferencia estadística con respecto al 

control negativo (0.6 FCA totales), EP (1.2 FCA totales), frijol (1.2 FCA totales) y 

NaBu en presencia y ausencia de AOM (1.0 y 1.2 FCA totales). Sugiriendo que el 

frijol y EP en presencia de AOM disminuyen el número de FCA en esta porción 

colónica, cuantificados mediante este método de tinción. Estos resultados 

concuerdan con algunos estudios donde se sugiere que la mayor producción de 

ácidos grasos de cadena corta e interacción de estos compuestos con el colon se da 

en la porción distal (Goodlad, 2001, Sengupta et al., 2001). A pesar de que no se 
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tienen informes hasta el momento sobre el efecto del frijol y sus polisacáridos sobre 

las FCA inducidas con agentes químicos (AOM), si se tienen informes de que la 

adición de frijol negro a la dieta disminuye hasta en un 54% el número total de 

tumores en colon distal de ratas inducidas químicamente con AOM (Hangen y 

Bennink, 2002). Estos datos sugieren que el efecto protector del frijol negro 8025 es 

en la región distal del colon y que es probable que su mecanismo protector pueda 

actuar en etapas tempranas del cáncer de colon. 
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Figura 24. Efecto del frijol común (P vulgaris L.) variedad Negro 8025 cocido, extracto 

de polisacáridos (EP) y NaBu sobre fosas crípticas aberrantes (FCA) 

inducidas químicamente con azoximetano (AOM), en la porción distal de 

colon.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. Cada 

valor representa la media de 5 muestras de colon independientes con 20 cortes cada uno 
± Desviación estándar. Letras diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 prueba 
de Tukey. Letras mayusculas diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 prueba 
de Dunnett´s 

 

Cabe destacar que tampoco se tienen informes con respecto al efecto de los 

polisacáridos sobre las FCA, pero sí se tienen estudios con respecto a algunos 

componentes que forman parte de los polisacáridos como por ejemplo oligosacáridos 

que de acuerdo con Buecher et al. (2003) al ser adicionados a la dieta disminuyen el 

número de FCA hasta en un 20%. Nakanishi et al. (2003) informan una disminución 
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en el número de FCA al adicionar almidón resistente de maíz a la dieta en tiempos 

cortos de experimentación (5 semanas). Tomando en consideración estos reportes 

se puede sugerir que los resultados obtenidos para el EP concuerdan con la 

literatura, ya que como se mencionó anteriormente tanto los oligosacáridos, la fibra y 

el almidón resistente conforman a los polisacáridos evaluados en este trabajo. 

 

En la figura 25 se muestran los tratamientos de frijol, EP y NaBu de la región 

colónica proximal y distal con tinción de Dapi, donde es posible apreciar las 

características morfológicas de una fosa críptica normal con una forma 

completamente delimitada, sin alteraciones en el núcleo o en la membrana celular, 

tendiendo a ser circulares con ligeras alteraciones ovoidales (Bird et al., 1989). 

Mientras que en la fosa críptica aberrante se puede apreciar alteraciones en la 

membrana celular, con un núcleo no bien definido, pueden presentar abultamiento 

hacía el lumen de la cavidad colónica, diversos núcleos dentro de una misma cripta, 

así como aperturas o ausencia de pared celular (Bird et al., 1989; Bird, 1995; Bird y 

Good, 2000; Papanikolaou et al., 2000).  

 

Los cortes histológicos indican que cada uno de los tratamientos influye en la 

disminución o formación de fosas crípticas aberrantes según sea el caso de forma 

diferente para la zona proximal y la zona distal. Esta diferencia es interesante ya que 

cada una de estas regiones colónicas cumple con funciones biológicas diferentes, 

por ejemplo la porción proximal del colon tiene como principal función la absorción de 

agua y de ciertos electrolitos, así como la fermentación de compuestos insolubles por 

la microflora colónica (Atuma et al., 2001; Musch et al., 2002; Tyagi et al., 2002), 

mientras que en la porción distal, la principal función es la de formación del bolo 

fecal, así como la interacción de AGCC con los colonocitos (Charney et al., 1998). 

También se sabe que en la porción distal es donde se encuentra en mayor 

concentración la enzima β-glucuronidasa que se encarga de reactivar al 

metilazoximetano para obtener el carcinógeno final, el ión metilcarbonio principal 

responsable de la formación de aductos en el ADN (Corpet y Tache, 2002) 
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 A. Zona colónica proximal 

 

 
 

B. Zona colónica distal 

 

 
Figura 25. Visualización de fosas cripticas aberrantes (FCA) con tinción de Dapi. En 

el recuadro se marcan las fosas crípticas aberrantes de cada grupo evaluado 

A) Cortes histológicos de la zona proximal, B) Cortes histológicos de la zona 

distal. Fosa críptica de la zona proximal inducida con AOM y C) Fosa críptica 

de la zona distal inducida con AOM  

Control EP+AOM EP 

NaBu NaBu+AOM Frijol Frijol+AOM 

Control AOM EP+AOM EP 

NaBu+AOM NaBu Frijol Frijol+AO

AOM 
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4.5 Concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) con el tratamiento 
de frijol, extracto de polisacáridos (EP) y NaBu  
La producción de AGCC generados por la administración de frijol, EP y NaBu por 

sonda gástrica en los diferentes tratamientos se obtuvo por interpolación a una curva 

de calibración para cada uno de los ácidos grasos (Figura 52 de Anexos). 

 

En la figura 26, se muestra la producción de AGCC durante el periodo experimental. 

Podemos observar que la concentración de cada uno de los ácidos fue aumentando 

con respecto al tiempo de experimentación; estos resultados concuerdan con lo 

reportado por otros autores donde se explica que a mayor tiempo, la presencia de 

compuestos indigeribles en el colon (como: fibra insoluble, almidón resistente y 

oligosacáridos), genera un incremento en la población bacteriana benéfica 

(bifidobacterias ácido lácticas) y/o regeneración de la misma, produciendo por 

consiguiente un aumento en la producción de AGCC (Campbell et al., 1997; Martin et 

al., 1998; Bird et al., 2000).  

 

En el cuadro 22, se muestra la producción de AGCC de los diferentes tratamientos al 

momento del sacrificio en contenido cecal, contenido colónico y heces. 
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CONCENTRACIÓN DE ACÉTICO

0
5

10
15
20
25
30
35

CONTROL AOM ECP ECP + AOM NaBu NaBu +
AOM

FRIJOL FRIJOL +
AOM

1A SEMANA 2A SEMANA 3A SEMANA 4A SEMANA  

CONCENTRACIÓN DE PROPIÓNICO

0
1
2
3
4
5
6
7

CONTROL AOM ECP ECP + AOM NaBu NaBu +
AOM

FRIJOL FRIJOL +
AOM

1A SEMANA 2A SEMANA 3A SEMANA 4A SEMANA
 

CONCENTRACIÓN DE BUTÍRICO

0
1
2
3
4
5
6
7

CONTROL AOM ECP ECP + AOM NaBu NaBu +
AOM

FRIJOL FRIJOL +
AOM

1A SEMANA 2A SEMANA 3A SEMANA 4A SEMANA
 

Figura 26. Producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en heces durante el 

periodo experimental. Descripción de las muestras: A. Concentración del 

ácido acético, B. Concentración del ácido propiónico, C. Concentración de 

ácido butírico 

A 

B 

C 
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Cuadro 22. Concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) en el contenido cecal, colónico y heces de los 

tratamientos de frijol, extracto de polisacáridos (EP) y NaBu. 

Valores expresados como mM de ácido acético, ácido propiónico y ácido butírico, respectivamente / g de muestra 
Extracto de Polisacáridos (EP), Butirato de Sodio (NaBu), Azoximetano (AOM). Cada valor representa la media de tres réplicas con tres 
repeticiones ± error estándar. Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa con α=0.05 prueba de Tukey. Ácido acético = 
C2H4O2 ; ácido propiónico = C3H6O2 y ácido butírico = C4H8O2          

 
CONCENTRACIÓN ÁCIDOS GRASOS DE CADENA CORTA (AGCC) 

(mM/ g de Mtra) 
 
 

CECAL                                                       COLÓNICO                                              HECES 

 
 
 
 
 

GRUPO 
Acético Propiónico Butírico Acético Propiónico Butírico Acético Propiónico Butírico 

 
Control 

 
29.5 ± 1.1d 

 
6.3 ± 0.1ab 

 
6.5 ± 0.1a 

 
32.3 ± 1.3a 

 
6.3 ± 0.09bc 

 
5.4 ± 0.03a 

 
35.2 ± 0.4ab 

 
3.07 ± 0.01e 

 
3.6 ± 0.01g 

 
AOM 

 
36.0 ± 1.2abc 

 
6.7 ± 0.1ab 

 
6.1 ± 0.1ab 

 
33.8 ± 1.8a 

 
6.1 ± 0.02cd 

 
4.9 ± 0.03bc 

 
32.9 ± 0.7bc 

 
5.0 ± 0.03c 

 
3.7 ± 0.04fg 

 
NaBu  

 
33.5 ± 0.1bcd 

 
6.6 ± 0.1ab 

 
5.4 ± 0.1c 

 
36.2 ± 0.4a 

 
7.6 ± 0.06a 

 
5.4 ± 0.05a 

 
38.7 ± 0.1a 

 
6.3 ± 0.11b 

 
4.3 ± 0.01c 

 
NaBu + 
AOM 

 
34.5 ± 0.2bc 

 
6.2 ± 0.02ab 

 
5.7 ± 0.01bc 

 
36.1 ± 1.0a 

 
6.8 ± 0.07b 

 
4.7 ± 0.01c 

 
37.4 ± 0.2a 

 
5.9 ± 0.03b 

 
5.2 ± 0.05b 

 
EP 

 
35.2 ± 0.1bc 

 
6.9 ± 0.08a 

 
6.7 ± 0.06a 

 
31.1 ± 0.4a 

 
4.9 ± 0.11e 

 
5.3 ± 0.09ab 

 
32.8 ± 0.3bc 

 
3.9 ± 0.18d 

 
4.0 ± 0.05de 

 
EP + AOM

 
32.1 ± 1.8cd 

 
6.7 ± 0.4ab 

 
5.3 ± 0.24c 

 
36.5 ± 0.9a 

 
4.9 ± 0.10e 

 
4.7 ± 0.03c 

 
38.0 ± 0.2a 

 
7.0 ± 0.14a 

 
5.5 ± 0.07a 

 
Frijol 

 
37.1 ± 0.7ab 

 
6.7 ± 0.3ab 

 
6.2 ± 0.05ab 

 
31.7 ± 1.6a 

 
5.8 ± 0.14d 

 
4.7 ± 0.05c 

 
33.1 ± 0.4bc 

 
4.9 ± 0.03c 

 
3.8 ± 0.01ef 

 
Frijol + 
AOM 

 
40.4 ± 1.8a 

 
5.6 ± 0.1a 

 
5.4 ± 0.21c 

 
34.2 ± 1.1a 

 
7.9 ± 0.03a 

 
4.6 ± 0.03c 

 
30.8 ± 1.8c 

 
5.1 ± 0.14c 

 
4.0 ± 0.02d 

136 
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Se puede observar que los diferentes tratamientos influyen sobre la 

producción de AGCC en las diferentes zonas evaluadas. Los resultados aún 

cuando no son comparables con lo de la literatura en el sentido extricto, sí se 

pueden coparar con otros que al menos presentan un componente que está 

presente en el EP (fibra, AR, oligosacáridos, compuestos fenólicos). Por 

ejemplo, Le-Leu et al. (2003, 2005) reportan diferente concentración de AGCC 

dependiendo de la dieta administrada, en su caso específico, dieta de almidón 

resistente y enriquecida con Bifidobacterium lactis. Mientras, Nakanishi et al. 

(2003) administran almidón resistente y esporas de Clostridium butyricum 

concluyendo que los diferentes tratamientos influyen en la producción de AGCC 

en las diversas zonas del colon. La producción de ácido acético en la porción 

cecal fue de 40.39 mM/g de muestra, siendo ésta la mayor producción de este 

ácido y la menor producción se observa en el grupo control (29.54 mM/g de 

muestra). La mayor producción de ácido acético se puede explicar de la 

siguiente manera: en el colon se adsorben sustancias como son minerales 

(Sodio y Calcio), así como algunos carbohidratos como lo es la glucosa; ésta es 

utilizada por las bacterias colónicas para producir acético lo que genera 

disminución en el pH, esto se refleja en un incremento en la población de 

bacterias acidófilas y por consiguiente mayor producción de AGCC (McBain y 

Macfarlane, 1998), este efecto crea un agonismo con los sustratos insolubles 

presentes en el frijol lo que conlleva a una mayor producción de ácido acético, 

precursor del ácido propiónico y del ácido butírico. La concentración de ácido 

propiónico en el grupo de EP fue mayor (6.92 mM/g de muestra) así como el 

ácido butírico (6.70 mM/g de muestra), resultados que coinciden con los 

reportados por diversos autores, quienes reportan que la producción de ácido 

butírico se incrementa en esta zona del colon al adicionar a la dieta compuestos 

insolubles tanto en humanos (Cummings et al., 1996), puercos (Govers et al., 

1999) como en (Le Blay et al., 1999). 

 

En la porción colónica la producción de acético no presenta diferencia 

significativa en ninguno de los tratamientos. El ácido propiónico es mayormente 
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producido en el grupo de frijol + AOM con una concentración de 7.96 mM/g de 

muestra, resultado que difiere de lo informado por Nackanishi et al. (2003) de 8.8 

mM/g, quienes evaluaron la adición de esporas de C. butyricum a la dieta. La 

diferencia podría sugerirse por tratarse de diferentes tratamientos. El grupo de 

NaBu + AOM es el que presenta diferencia estadística con respecto a los otros 

grupos en la producción de ácido butírico.  

 

En las heces, se observó una mayor producción de ácido acético en el 

grupo de NaBu (38.71 mM/g de muestra), mientras que menor producción de 

este ácido se observó en el tratamiento de frijol + AOM (30.8 mM/g de muestra). 

El grupo de EP + AOM presenta una mayor producción de ácido propiónico (7.02 

mM/g de muestra), mientras que el tratamiento control es el que presenta menor 

producción de propióico (3.07 mM/g de muestra). Estos datos concuerdan con lo 

reportado en otros estudios donde se observa que sustratos diferentes al 

almidón resistente presente en diversos alimentos incrementan la producción de 

ácido propiónico (Berggren et al., 1993). En la producción de ácido butírico se 

observó diferencia estadística en los tratamientos de NaBu, NaBu + AOM y EP + 

AOM con respecto al resto de los tratamientos, siendo este último tratamiento el 

que presenta una mayor producción de este ácido (5.49 mM/g de muestra).  

 

Los datos mostrados en este trabajo no concuerdan con lo descrito por 

Henningsson et al. (2001) en frijol cocido, quienes reportan una producción en 

promedio de 72.5, 9.5 y 18% para ácido acético, propiónico y butírico 

respectivamente en una dieta adicionada con 120 g de carbohidratos indigeribles 

(oligosacáridos y AR). Sin embargo, las diferencias se pueden atribuir al tipo y 

variedad de fríjol empleado, a la porción analizada ya que ellos solo analizan el 

almidón resistente y los oligosacáridos, sin tomar en cuenta la fracción de fibra 

insoluble, que se incluye en los polisacáridos de este trabajo. 
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5. Análisis molecular de genes y proteínas involucrados en el estadio 
temprano de cáncer de colon  

Se eligió medir la expresión de genes implicados en cáncer de colon: 

p53, p21, rb, bcl-2, bax y β-catenina, empleando como control de carga 

Gliceraldehido 3-Fosfato Deshidrogenasa (gadph), así como la expresión de las 

proteínas: Bcl-2, Bax, p21, p53, Rb-P, Caspasa 3 y como control de carga 

Actina. 

 
5.1 Obtención de ARN 

La presencía y purificación de ARN para cada tratamiento de la zona 

proximal y distal se muestra en la figura 49 (Anexos). El ARN de cada condición 

fue empleado como templado para la síntesis de la primera cadena de ADNc 

mediante la acción de enzima transcriptasa reversa Superscript II. 

 

La determinación del contenido de ARN se llevó a cabo biofotométrica y 

fluorométricamente en cada uno de los tratamientos (Cuadro 25, Anexos). 

 
Las concentraciones a utilizadas en nuestro estudio fueron las 

calculadas por el método del fluorómetro por su sensibilidad, debido a que es un 

equipo con mayor sensibilidad que el Biofotómetro y permite cuantificar de forma 

más exacta la cantidad de ARN de las muestras. 

 

5.2 Síntesis de ADNc 
Con el propósito de obtener un ADNc que represente la mayor parte de 

los ARNm, en todas las muestras se determinó el número óptimo de ciclos de 

PCR (Figura 50, Anexos). 

 

A cada una las muestras se les optimizó el número de ciclos óptimos 

necesarios, que oscilaron entre los 27 y 30 ciclos (Figura 51, Anexos). 
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5.3 RT-PCR 
Una vez obtenido el ADNc, se analizaron los genes involucrados en el 

proceso de carcinogénesis de colon. 

 

Para la expresión de los diferentes genes evaluados en cada uno de los 

tratamientos, se utilizó la misma concentración de ARN (61.17 ng/µL) tanto para 

la zona proximal como la zona distal del colon. Dicha concentración se visualiza 

en geles de agarosa en la figura 52 (Anexos), donde es posible apreciar que la 

concentración de ARN para cada uno de los diferentes tratamientos se 

encuentra bajo las mismas condiciones. 

 

La expresión de los genes p53 y β-catenina se muestra en la figura 27. 

Se puede observar que en el caso del gen p53, éste presenta una expresión 

superior en el tratamiento de NaBu, con respecto al tratamiento de AOM, sin 

embargo la expresión de este gen es similar entre los tratamientos AOM y 

control respectivamente. Cabe recalcar que este gen es el guardian del genoma 

por lo que cualquier estímulo que induzca daño al ADN activara la expresión del 

mismo, por otra parte este gen tambien se encuentra relacionado con 

proliferación celular de igual manera que β-catenina (Yu et al., 2002) 
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Figura 27. Expresión y normalización de los genes β-catenina y p53 en la zona proximal del colon. Cada valor representa 

el promedio de tres lecturas por tratamiento de tres réplicas 
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto 

al tratamiento de AOM) indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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La expresión de β-catenina solo se puede observar en los tratamientos 

de Frijol, NaBu+AOM y AOM, siendo este último el que presenta una mayor 

expresión con respecto a los otros tratamientos. Cabe recalcar que β-catenina, 

es un gen involucrado en la proliferación celular y que niveles elevados de β-

catenina en el núcleo son una de las alteraciones más habituales en cáncer de 

colon, cualquiera que sea su estadio. Las mutaciones ocurren normalmente en el 

exón 3 y afectan a los aminoácidos implicados en la fosforilación por GSK-3β, 

que son las serinas localizadas en las posiciones 33, 37 y 45 y la treonina 41 

(Porción N-terminal de la proteína) (Koesters et al., 1999; Yamada et al., 2000). 

Estas mutaciones están asociadas con una variedad de cánceres entre los que 

destacan el de piel, hígado, cerebro y colon. Estos cambios han sido 

encontrados en alrededor de 50% de los tumores humanos de colon en los 

cuales el gen APC no presenta ninguna mutación (Sparks et al., 1998; Hirose et 

al., 2003). 

 

En un estudio reportado por Koesters et al. (2001), se indica que se 

encontraron mutaciones puntuales en el codon 41 (ACC→ATC) de β-catenina en 

el 99% de los tumores de ratas inducidos químicamente con 1,2-DMH, precursor 

del Azoximentano (AOM). Estos hallazgos sugieren que la vía de señalización 

Wnt al sufrir mutaciones en sus genes contribuye en la carcinogénesis de colon 

en ratas. 

 

Otro gen que de manera indirecta se encuentra relacionado con la vía de 

señalización Wnt es p21 es el primer gen supresor de tumores identificado por lo 

que se encuentra relacionado con inducción de arresto al ciclo celular. Los 

diferentes tratamientos de la zona colónica proximal muestran expresión de p21 

(Figura 28). La expresión de p21 es básicamente a nivel transcripcional aunque 

pueden estar implicados también mecanismos de estabilidad del ARN mensajero 

(Vidal y Koff, 2003). 
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Figura 28. Expresión y normalización de los genes p21 y rb en la zona proximal del colon. Cada valor representa el 

promedio de tres lecturas por tratamiento de tres réplicas 
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto 

al tratamiento de AOM) indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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Con respecto al gen de retinoblastoma (rb), es un gen que inhibe la 

proliferación celular. Los tratamientos con AOM (AOM, NaBu+AOM, Frijol+AOM 

y EP+AOM), son los que presentan una mayor expresión de rb (Figura 28) a 

pesar de que la regulación de rb en condiciones normales ocurre a nivel 

postranscripcional principalmente, por fosforilación de la proteína (pRb) (Zhang 

et al., 2000), los resultados obtenidos para p21 y rb para el tratamiento de 

EP+AOM (baja expresión de p21 y una expresión considerable de rb), sugieren 

que los polisacáridos no inducen arresto al ciclo celular en la zona proximal del 

colon, sin embargo características similares de expresión se han observado en 

tratamientos con AGCC en modelos in vitro que sugieren un estado de 

diferenciación celular inducido principalmente por el ácido propiónico y el ácido 

butírico. 

 

Por otra parte el análisis de la expresión de genes anti y pro apoptóticos 

(bcl-2 y bax, respectivamente) indicó que solo los tratamientos Control y EP 

muestra expresión del gen anti apoptótico (bcl-2) y ninguno de los tratamientos 

expresa bax (gen pro apoptótico), al evaluar la expresión de un gen rio abajo 

involucrado en la fragmentación al ADN (caspasa 3) se observo expresión en el 

tratamiento de AOM, Frijol, NaBu+AOM, NaBu y Control (Figura 29) lo que 

sugiere un estado apoptótico independiente de la vía mitocondrial que puede 

ser consecuencia de la regeneración epitelial del colon la cual ocurre cada 2-3 

dias.  

 

Recapitulando en la zona proximal por efecto de frijol y EP en presencía 

de AOM disminuye la proliferación celular como lo indica la menor expresión de 

p53 y β-catenina, mientras que una baja expresión de p21 y una alta expresión 

de rb similar a la expresión de AOM sugieren un proceso de diferenciación 

celular, mismo que ha sido reportado en tratamientos con AGCC en modelos in 

vitro. Además no induce apoptosis vía mitocondrial por la no expresión de bcl-2 

(anti-apoptótico), bax (pro-apoptótico) y caspasa 3. 
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Figura 29. Expresión y normalización de los genes bcl-2, bax y caspasa 3 en la zona proximal del colon Cada valor 

representa el promedio de tres lecturas por tratamiento de tres réplicas 
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto 

al tratamiento de AOM) indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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La expresión de genes de la zona colónica distal se muestra en las 

figuras 34, 35 y 36. En la figura 30, se apreció que solo los tratamientos AOM y 

Frijol+AOM presentaron expresión de p53 y β-catenina genes relacionados con 

proliferación celular, lo cual concuerda con los resultados obtenidos para la 

histología con Dapi, ya que estos dos tratamientos (AOM y Frijol+AOM) son los 

que presentaron mayor número de FCA en esta zona colónica y que como se 

mencionó anteriormente mas del 80% de los tumores de rata inducidos 

químicamente tienen mutaciones puntuales en β-catenina (Koesters et al., 2001).  

 

También fue posible apreciar que el tratamiento de EP+AOM no 

presenta expresión de p53 y tampoco de β-catenina. EP contiene compuestos 

indigeribles por el tracto gastrointestinal por lo que llegan en forma casi intacta al 

colon donde pueden ser utilizados como sustrato por las bacterias colónicas 

generando entre otros compuestos AGCC, dentro de éstos se encuentra el ácido 

butírico que se ha relaciodo como inducción de genes relacionados con arresto 

al ciclo celular y apoptosis. 

 

Al ácido butírico también se le ha relacinado en la modulación de la 

transcripción de varios genes como la β-catenina. Por alteración en los 

elementos cis a trans que actúan en la acetilación de histonas es que el butirato 

puede actuar como un factor de transcripción reduciendo la expresión de β-

catenina (Bordonaro et al., 1999).  
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Figura 30. Expresión y normalización de los genes p53 y β-catenina en la zona distal del colon. Cada valor representa el 

promedio de tres lecturas por tratamiento de tres réplicas 
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto 

al tratamiento de AOM) indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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Por otra parte el tratamiento de NaBu + AOM no induce la expresión de 

p53, sin embargo al evaluar la expresión de p21 este tratamiento muestra una 

mayor expresión de este gen (p21) con respecto al tratamiento de AOM, 

siguiendo la misma tendencía el tratamiento EP + AOM (Figura 31). Mariadason 

et al. (2000) han reportado estudios de micro-arreglos para investigar los efectos 

del butirato sobre genes involucrados en cáncer de colon como p53, p21, rb, y 

diferentes ciclinas entre otros. En células tratadas con butirato hubo la expresión 

de p21 de forma independiente de la expresión de p53 (Mallar-Roemer y 

Roemer, 2001). 

 

En el caso de rb (Figura 31), solo se mayor expresión en el tratamiento 

de AOM lo que sugiere que el carcinógeno pudiera generar mutación en el gen y 

de está manera asegurar la transcripción de los genes necesarios para la 

proliferación celular. Los tratamientos EP + AOM y NaBu + AOM no presentaron 

expresión del gen rb lo que sugiere un estado hipofosforilado de p-RB que da 

lugar a la inducción de arresto al ciclo celular, sin embargo y como se mencionó 

anteriormente la regulación del retinoblastoma se da a nivel postranscripcional. 
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Figura 31. Expresión y normalización de los genes p21 y rb en la zona distal del colon. Cada valor representa el 

promedio de tres lecturas por tratamiento de tres réplicas 
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto 

al tratamiento de AOM) indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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Otra forma de regulación del butirato es por inducción de apoptosis vía 

mitocondrial, en la figura 32, se aprecia que el tratamiento EP + AOM inhibe la 

expresión de bcl-2 e incrementa la expresión de bax. En estudios con 

colonocitos en presencia de butirato se observó una diferencia en los niveles de 

transcripción de bcl-2 (decremento) y bax (incremento) (Hass et al. 1997). 

Ruemmele et al. (2005), han demostrado que el butirato disminuye la expresión 

de Bcl-2 y aumenta los niveles de Bax translocando el citocromo C de la 

mitocondria al citosol en células Caco 2 induciendo apoptosis vía mitocondrial. 

Tambien se ha demostrado que la sobreexpresión del gen bcl-2, se asocia con la 

proliferación neoplásica por los efectos inhibitorios de Bcl-2 sobre las vías de 

apoptosis (Munn et al., 1995; Adams y Cory, 1998). Mientras que la sobre 

expresión de otro miembro de la familia bcl-2 un regulador pro-apoptótico 

denominado bax, genera un efecto inhibitorio sobre Bcl-2 induciendo con ello la 

apoptosis (Lodish et al., 2002).  

 

Los tratamientos NaBu + AOM y EP + AOM incrementan la expresión de 

caspasa 3 con respecto al tratamiento AOM (Figura 32). Se ha demostrado que 

tratamientos con bacterias productoras de AGCC inducen signos típicos 

apoptosis como los es la pérdida de potencial de la membrana mitocondrial, 

generación de especies reactivas del oxígeno, presencía de caspasa 3 en 

núcleo, condensación de la cromatina (Jan et al., 2002) Lo que sugiere que el 

butirato es un inductor de la apoptotis vía mitocondrial. 
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Figura 32. Expresión y normalización de los genes bcl-2, bax y caspasa 3 en la zona distal del colon. Cada valor 

representa el promedio de tres lecturas por tratamiento de tres réplicas 
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto 

al tratamiento de AOM) indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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Resumiendo los resultados de la zona distal del colon se sugiere que el 

EP en presencia de AOM disminuye la proliferación celular dada la menor 

expresión de p53 y β-catenina, así como un aumento en la expresión de p21 y 

una baja expresión de rb lo cual nos habla de un posible mecanismo de arresto 

al ciclo celular. Por otra parte, el EP + AOM no induce la expresión de bcl-2 e 

induce la expresión de bax y caspasa 3, lo que sugiere además un proceso 

apoptótico por vía mitocondrial. Es decir que el efecto del EP sobre la inhibición 

del número de FCA considerado como el estadio temprano de cáncer de colon, 

es a través de la inhibición de la proliferación celular, sugiriendo mecanismos 

como el arresto al ciclo celular y/o inducción de apoptosis. 

 

5.4 Expresión de proteínas involucradas en el estadio temprano de colon 
por Western Blot 

Como se ha mencionado con anterioridad no solo es necesario que un 

gen se exprese, sino que también este se transcriba a proteína, la cual realiza 

las funciones biológicas correspondientes, teniendo en consideración está 

información se realizo el análisis de la expresión de las proteínas Bcl-2, Bax, 

p53, p21, Rb-P y Caspasa 3 en la zona proximal y distal del colon. 

 
5.4.1 Obtención de proteínas 

La cuantificación de proteína para cada tratamiento de la zona proximal 

y distal se muestra en el cuadro 27 (Anexos). Los valores se obtuvieron 

interpolando la absorbancia a una curva de calibración de albúmina (Figura 53 

de Anexos).  

 

Para determinar la expresión de proteínas (p53, p21, Rb-P, Bcl-2, Bax, 

Caspasa 3 y Actina como control de carga), se cargó en el gel una concentración 

de 100 µg de proteína para cada uno de los tratamientos de las zonas colónicas 

evaluadas por carril. 

 

 



 153

En las figuras 33 y 34 se muestra la influencia de los diferentes 

tratamientos sobre la expresión de las proteínas Bcl-2, Bax, Caspasa 3, p53, 

p21, Rb-P, utilizado como control de carga Actina en la zona proximal del colon.  

 

En la figura 33, se observa que todos los tratamientos no influyen en la 

expresión de p53, mientras que el tratamiento de EP + AOM presenta una mayor 

concentración de p21 (136 ± 4.0) con respecto al tratamiento de AOM y el 

Control (4 ± 0.3 y 99 ± 3.0, respectivamente), así como una menor expresión de 

Rb-P (68 ± 3.0) con respecto al tratamiento de AOM y el Control (130 ± 5.0 y 90 

± 7.0, respectivamente) lo que sugiere un posible efecto de arresto al ciclo 

celular inducido probablemente por los compuestos generados de la 

fermentación a nivel del colon como lo son los AGCC, provenientes de los 

compuestos no digeribles y compuestos fenólicos presentes en el EP.  

 

Los tratamientos no influyen sobre la expresión de Bcl-2 (Figura 34) lo 

que sugiere que la dosis empleada no es suficiente para la inducción a nivel de 

genes y/o de proteína. En general todos los tratamientos presentan una mayor 

expresión de Bax con respecto al tratamiento de AOM, sin embargo solo los 

tratamientos de NaBu, NaBu + AOM, Frijol + AOM y EP + AOM presentan un 

incremento en la expresión de caspasa 3 (90 ± 2.0, 100 ± 2.0, 124 ± 1.0, 129 ± 

2.0, respectivamente) (Figura 34). Estos datos sugieren un estado apoptótico por 

vía mitocondrial, que podría ser a través de la activación directa del ácido 

butírico con p21 de forma independiente de p53. Este fenómeno ha sido 

reportado en modelos in vitro en presencia de NaBu a diferentes 

concentraciones (Coradini et al., 2000). Mahyar-Roemer y Roemer (2001) en 

células de carcinoma de colon humano tratadas con n-butirato (2 mM) a 

diferentes tiempos (horas), reportan que n-butirato es capaz de inducir la 

expresión de p21 de forma independiente de p53 y que es un efectivo modulador 

de la apoptosis.  
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Por otra parte se ha demostrado que un aumento en la expresión de p21 

inducida por el ácido butírico puede generar señales de diferenciación en células 

colónicas (Litvak et al., 1998; Barshishat et al., 2000) y que esta diferenciación 

puede estar acompañada de eventos apoptóticos (Heerdt et al., 1994; Litvak et 

al., 1998).  

 

 
Figura 33. Efecto de los tratamientos sobre la expresión de las proteínas p53, 

p21 y Rb-P, en la porción proximal del colon.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. 

Cada valor representa la media de 5 muestras de colon independientes ± Desviación 
estándar. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto al control positivo) 
indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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Figura 34. Efecto de los tratamientos sobre la expresión de las proteinas Bcl-2, 

Bax y Caspasa 3, en la porción proximal del colon.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. 

Cada valor representa la media de 5 muestras de colon independientes ± Desviación 
estándar. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto al control positivo) 
indican diferencia estadística con α=0.05 por la prueba de Dunnett´s 
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Las figuras 35 y 36 muestran la concentración de las proteínas 

evaluadas para la porción distal del colon.  

 

El tratamiento de AOM es el que presenta mayor expresión de p53 (130 

± 5.0) (Figura 35), lo cual sugiere que el tejido contenía daño al DNA. Diversos 

autores entre los que se encuentra Dorszewska y Adamczewska-Goncerzwiz 

(2004), indican que al detectarse daño al DNA se incrementa la expresión de 

p53 a nivel transcripcional y postranscripcional. Sin embargo, es importante 

destacar que al realizar el análisis de pixeles, los diferentes tratamientos no 

presentaron gran variación entre ellos con excepción del tratamiento de NaBu. 

 

Los tratamientos de NaBu + AOM (104 ± 3.0), Frijol + AOM (108 ± 6.0), y 

EP + AOM (117 ± 3.0) fueron los que presentaron la mayor expresión de la 

proteína p21. Los mismos tratamientos (NaBu + AOM, Fríjol + AOM y EP + 

AOM) fueron los que presentaron menor expresión de Rb-P, (75 ± 3.0, 65 ± 1.0 y 

60 ± 1.0, respectivamente) (Figura 35). Estos resultados sugieren inducción de 

arresto al ciclo celular ya que p21 es un inhibidor del complejo CDKs-ciclina 

evitando con ello la fosforilación de Rb y por consiguiente inhibición de la 

liberación del factor de transcripción E2F necesario para el seguimiento del ciclo 

celular (Zhang et al., 2000). Por otra parte, Gope y Gope (1993) demostraron en 

células HT29 que la proteína Rb se mantiene en estado hiperfosforilado en 

presencia de butirato por inducción de p21, sin embargo, existen mecanismos 

alternos que utiliza el butirato para inducir arresto al ciclo celular (independientes 

de p21) como lo son la activación de miembros de la familia antiproliferativa 

APRO (Tob1), inhibición de c-myc, y de NF-kB (Blottière et al., 2003). 
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Figura 35. Efecto de los tratamientos sobre la expresión de las proteínas p53, 

p21 y Rb-P en la porción distal del colon.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. 

Cada valor representa la media de 5 muestras de colon independientes ± Desviación 
estándar. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto al control positivo) 
indican diferencia estadística con α=0.05 po la prueba de Dunnett´s 
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concentración de proteínas antiapoptóticas y un incremento en la concentración 

de proteínas proapoptóticas en modelos in vitro (Ruemmele et al., 2003). 

 

 
Figura 36. Efecto de los tratamientos sobre la expresión de las proteínas Bcl-2, 

Bax y Caspasa 3 en la porción distal del colon.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos, NaBu = Butirato de Sodio. 

Cada valor representa la media de 5 muestras de colon independientes ± Desviación 
estándar. *(con respecto al control negativo) y **(con respecto al control positivo) 
indican diferencia estadística con α=0.05 prueba de Dunnett´s 
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reportados en la literatura para modelos in vitro. Cabe destacar que estos serían 

los primeros datos del efecto de los polisacáridos de frijol sobre la expresión de 

las proteínas evaluadas.  

 

6. Segundo bioensayo 
Se analizó el efecto del extracto de polisacáridos (EP) de frijol comun 

(Phaseolus vulgaris L.) (se empleó la misma concentración que en el primer 

bioensayo), sobre el ciclo celular y la apoptosis. Una vez concluido el periodo 

experimental (7 semanas) los animales fueron sacrificados y se analizó la 

incidencia de FCA por técnicas histológicas (azul de metileno y Hematoxilina & 

Eosina), el efecto de los EP sobre el ciclo celular por citometría de flujo y el 

número de núcleos apoptóticos por técnica de TUNEL, respectivamente. 

 

6.1 Análisis de la incidencia de fosas crípticas aberrantes (FCA) por azul de 
metileno y hematoxilina & eosina (H&E) 

En la figura 37, se muestra el efecto del EP sobre la incidencía de FCA, 

se observa que el tratamiento de AOM presentó un mayor número de FCA en 

ambas zonas colónicas (12.42 ± 2.8 y 21.0 ± 3.25 proximal y distal 

respectivamente), con la tinción de azul de metileno (Figura 38). Cabe destacar 

que el EP a las condiciones probadas no induce FCA y que dicho extracto en 

combinación con AOM disminuyó el número de FCA de 12.42 ± 2.8 a 7 ± 2.16 

para la zona proximal y de 21.0 ± 3.25 a 7.2 ± 2.95 para la zona distal. 

 

Como se ha discutido anteriormente existen diversos trabajos que hablan 

acerca de los diversos compuestos presentes en los polisacáridos con efecto 

biológico como por ejemplo la fibra y el almidón resistente, ya que éstos han sido 

evaluados como sustancía pura, disminuyendo el número de FCA (Nakanishi et 

al., 2003; Le-Leu et al., 2003). Sin embargo, hasta donde se tiene conocimiento 

no hay informes de polisacáridos provenientes de frijol común cocido y su 

influencia sobre las FCA, por lo que este trabajo sería considerado como un 

pionero al respecto. 
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Figura 37. Efecto del extracto de polisacáridos (EP) sobre la inducción de fosas 

crípticas aberrantes (FCA) por análisis histológico con azul de 

metileno para ambas zonas colónicas. A. Zona colónica proximal, B. 

Zona colónica distal.  

 
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos. Cada valor representa la 

media de 5 muestras de colon independientes ± desviación estándar. Letras 
diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 para la prueba de Tukey. Letras 
mayúsculas diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 para la prueba de 
Dunnett´s 
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Figura 38. Fotografías represetativas de fosas crípticas aberrantes (FCA) con azul 

de metileno. A. Control, B. AOM, C. EP + AOM 

 

Otra técnica histológica para la identificación de las FCA fue la tinción con 

H&E que permite la visualización del núcleo y el citoplasma de las células 

colónicas (Figura 39). En la figura 40, se puede observar el efecto de los 

polisacáridos sobre las FCA con tinción de H&E, para ambas zonas colónicas 

mostrándose el promedio de los cortes horizontales y longitudinales por cada 

tratamiento. 

 

 

           
 

 

Figura 39. Fotografías representativas de fosas crípticas aberrantes (FCA) con 

hematoxilina & eosina (H & E). A. Corte horizontal con tejido normal y 

fosas crípticas aberrantes, B. Corte longitudinal con tejido normal, C. 

Corte longitudinal con fosas crípticas aberrantes. 
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Figura 40. Efecto del extracto de polisacáridos (EP) sobre la inducción de fosas 

crípticas aberrantes (FCA) por análisis histológico con Hematoxilina & 

Eosina (H & E) para ambas zonas colónicas. A. Zona colónica proximal 

B. zona colónica distal.  
AOM = Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos. Cada valor representa la media 
de 5 muestras de colon independientes con 20 cortes cada uno ± Desviación 
estándar. Letras diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 para la prueba 
de Tukey. Letras mayúsculas diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 
para la prueba de Dunnett´s 
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distal fue estadísticamente diferente con respecto al control de AOM (de 24 ± 1.6 

a 12 ± 7.2), misma tendencía que se observó con la tinción de azul de metileno, 

lo cual concuerda con los datos obtenidos en el primer bioensayo, donde se 

observó que la incidencia de FCA en la zona distal del colon disminuye en 

comparación del tratamiento de AOM.  

 

Estos datos sugieren que el EP tiene un efecto inhibitorio sobre la 

formación de FCA principalmente en la zona distal del colon, posiblemente 

resultado de la fermentación de los compuestos presentes en el EP por las 

bacterias colónicas, ya que se ha demostrado que en la zona distal existe un 

mayor tiempo de interacción de estos compuestos (AGCC) con los colonocitos 

de la zona (Nugent et al., 2001). Por otra parte es importante recalcar que el EP 

contiene compuestos fenólicos a los que les ha antribuido por ejemplo 

propiedades antimutagénicas (Aparicio-Fernández et al., 2005), además de ser 

sustratos para las bacterias colónicas ya que gran parte de estos compuestos 

fenólicos llegan al colon donde pueden ser fermentado generando un aporte de 

AGCC. Dentro de los compuestos fenólicos presentes en el frijol y, por 

consiguiente en el EP, se encuentran los flavonoides como la quercetina a la que 

se ha relacionado con apoptosis y reducción de FCA (Volate et al., 2005), esta 

serie de compuestos pueden estar participando en el efecto quimioprotector. 

 

6.2. Efecto de los polisacáridos de frijol común sobre el ciclo celular por 
citometría de flujo 

El cáncer de colon se caracteriza por un aumento en la proliferación 

celular en las etapas tempranas de dicho cáncer, este grado de proliferación 

celular puede cuantificarse por el número de células que se encuentran en la 

fase de replicación utilizando el recuento por citometría de flujo (CMF) o bien 

determinar el contenido de ADN en los diferentes grupos celulares utilizando la 

misma técnica.  
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En la figura 41, se muestra los diferentes fases del ciclo celular, así como 

el índice de proliferación determinado por la sumatoria de la fase S + la fase G2.  

de los tejidos de las zonas proximal y distal. 
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Figura 41. Efecto del extracto de polisacáridos (EP) sobre las fases del ciclo 

celular e índice de proliferación celular por citometría de flujo. A. Zona 

proximal, B. Zona distal. 

 
Promedio de las diferentes fases del ciclo celular e índice de proliferación celular (IPC= 
S + G2) ± Error estándar. EP = Extracto de Polisacáridos, AOM = Azoximetano 
Letras diferentes indican diferencia estadística en base a prueba de Tukey α= 0.05 
* Diferencia significativa prueba de Dunnett´s α= 0.05 
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En la zona proximal no se observó diferencia estadística entre los 

tratamientos en ninguna de las diferentes fases del ciclo celular, así como en el 

índice de proliferación. En la zona distal se observó diferencia estadística en el 

tratamiento de EP + AOM con respecto al control positivo de AOM en las 

diferentes fases del ciclo celular. En la fase S, el tratamiento de EP + AOM 

presenta un incremento en el número de células en fase G1 (91.17 ± 0.27) con 

respecto a AOM (88.47 ± 0.36), mientras que en el resto de las fases es posible 

apreciar una disminución del número de células en fase S y G2, así como en el 

índice de proliferación celular (de 11.52 ± 0.36 a 8.82 ± 0.28 para AOM y EP + 

AOM, respectivamente).  

 

Recapitulando y de acuerdo a lo descrito en los incisos 5.3 y 5.4.1, el frijol 

común y sus polisacáridos pueden ser utilizados como sustrato por las bacterias 

del colon generando AGCC de los cuales al ácido butírico principalmente se le 

ha relacionado con arresto al ciclo celular principalmente en modelos in vitro. Por 

ejemplo Blottière et al. (2003) demostrarón que concentraciones de 5 mM de 

butirato de sodio (NaBu) inducen arresto al ciclo celular en la fase G1 en células 

HT-29, por otra parte Hatayama et al. (2007) demostraron que una 

concentración de 1-2 mM de NaBu inhibe la proliferación de células LS174T 

(células de cancer de colon humanas) por detección del 90% en la fase G1 del 

ciclo celular. En células HeLa, el NaBu a concentraciones de 5 mM induce un 

aumento en la fase G2 (Derjuga et al., 2001). Sin embargo, el ácido butírico no 

es el único AGCC que puede inducir arresto al ciclo celular, el ácido acético y el 

ácido propiónico modifican el pH y de esta manera pueden inducir arresto al ciclo 

celular principalmente en la fase G2/M en células HT-29 (Lan et al., 2007).  

 

6.3 Análisis de núcleos apoptóticos por TUNEL 
En la figura 42, se muestra el efecto del EP sobre el número de núcleos 

apoptóticos de cortes horizontales y verticales de ambas zonas colónicas por la 

técnica de TUNEL, mismo que se ejemplifica en la figura 43. 
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El tratamiento de EP + AOM presenta mayor número de núcleos 

apoptóticos en ambas zonas colónicas comparados con el tratamiento de AOM 

(Figura 42). Por otra parte el tratamiento de AOM presenta un ligero incremento 

en el número de núcleos apoptóticos con respecto a los tratamientos Control y 

EP sin presentar diferencia estadística. Es importante recordar que el epitelio 

colónico se regenera cada 2 o 3 días y que la zona distal sufre un proceso de 

descamación mayor que la zona proximal este es posiblemente la razón de la 

presencia de núcleos apoptóticos en ambas zonas del colon. Además, los 

resultados obtenidos en esta parte experimental concuerdan con los resultados 

observados en el análisis molecular (expresión de genes y proteínas), donde se 

apreció un aumento en la concentración de la proteína caspasa 3 en ambas 

zonas del colon, lo que sugiere que el EP en presencia de AOM induce 

apoptosis a nivel del colon. 

 

Como se ha venido mencionando, el EP contiene compuestos que llegan 

al colon sin ser completamente degradados, estos inlcuyen los compuestos 

fenólicos, fibra, almidón resistente y oligosacáridos, que pueden ser fermentados 

por las bacterias del colon generando AGCC entre ellos el ácido butírico que se 

ha elacionado con apoptosis (Chen et al., 2003). Investigadores como Li and 

Elsasser (2005) han demostrado que al tratar células epiteliales de riñón de 

bovino Madin-Darby (MDBK) con 10 mM de NaBu después de 24 horas de 

tratamiento se obtiene un 38% de células apoptóticas por el método de TUNEL, 

sugiriendo que el proceso de inducción de muerte es dependiente de la 

inhibición de la acetilación de histonas y la síntesis de nuevas proteínas como lo 

ha reportado Chen et al. (2003). 

 

Recapitulando los datos obtenidos se puede sugerir que el EP disminuye 

el número de FCA utilizando diversos mecanismos de acción entre los que se 

encuentran inducción de arresto al ciclo celular y apoptosis (Figura 44). 
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Figura 42. Efecto del extracto de polisacáridos (EP) sobre el número de núcleos 

apoptóticos por la técnica de TUNEL. A Zona proximal, B Zona distal. 

 
Promedio de los diferentes cortes horizontal y vertical ± Error estándar. AOM = 

Azoximetano, EP = Extracto de Polisacáridos. Cada valor representa la media de 5 
muestras de colon independientes con 20 cortes cada uno Letras diferentes indican 
diferencia estadística con α=0.05 para la prueba de Tukey. Letras mayúsculas 
diferentes indican diferencia estadística con α=0.05 para la prueba de Dunnett´s 
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Figura 43. Fotografías representativas de núcleos apoptóticos por técnica de 

TUNEL. 1) Cortes longitudinales: A. Control B. AOM C. EP + AOM. 2) 

Cortes horizontales: A. Control B. AOM C. EP + AOM. 
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Figura 44. Esquema del posible mecanismo de acción del extracto de 

polisacáridos (EP) sobre el estadio temprano de cáncer de colon. 

                    Representa una disminución en la expresión 

                       Representa un incremento en la expresión 
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VIII. CONCLUSIONES 
1. El frijol común (Phaseolus vulgarisL.) variedad Negro 8025 es una buena 

fuente de polisacáridos y compuestos fenólicos. 

2. Los polisacáridos y compuestos fenólicos del frijol común (P vulgaris L) 

variedad Negro 8025 cocido son un buen sustrato para las bacterias 

colónicas generadoras de ácidos grasos de cadena corta. 

3. El EP disminuye el número de FCA principalmente en la zona distal del 

colon. 

4. Los resultados obtenidos permiten sugerir que el mecanismo de acción 

del EP sobre el estadio temprano de cancer de colon es una combinación 

de arresto al ciclo celular e inducción de apoptosis, lo cual se sustenta 

por:  

• Induce la expresión del gen p21 de forma independiente de p53, e induce 

la expresión de genes apoptóticos como bax y caspasa 3. 

• Influye sobre la concentración de proteínas involucradas en arresto al 

ciclo celular generando mayor y menor expresión de p21 y Rb-P 

respectivamente, y apoptosis por un aumento en la expresión de Bax y 

Caspasa 3 

• Genera arresto al ciclo celular en la fase G1 y decrece el índice de 

proliferación celular. 

• Presenta un mayor número de núcleos apoptóticos en presencia de AOM. 

 
Los resultados obtenidos sugieren que el EP es una buena fuente de 
componentes bioactivos (fibra total dietética y compuestos fenólicos), 
implicados en la prevención de cáncer de colon. El mecanismo de acción 
del EP sobre el estadio temprano de cáncer de colon resultó ser una 
combinación de arresto al ciclo celular e inducción de apoptosis. 
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XI. ANEXOS 
La figura 45, muestra la curva de calibración de mg de rafinasa, donde 

se obtuvo un coeficiente de correlación de R2= 0.9997. La ecuación obtenida fue 

de y = 0.0101x – 0.0988 con una α= 0.005.  

y = 0.0101x - 0.0988
R2 = 0.9997
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Figura 45. Curva de calibración mg equivalentes de rafinosa. Cada punto 

representa el promedio de 3 experimentos independientes con tres 

réplicas ± error estándar. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 



 206

En la figura 46, la ecuación que se obtuvo es la siguiente y = 0.4919x + 

0.0011, con un coeficiente de correlación de R2 = 0.9977 y α = 0.005, para la 

curva de calibración de mg (+) Catequina.  
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Figura 46. Curva de calibración de mg (+)-catequina. Cada punto representa el 

promedio de 3 experimentos independientes con tres réplicas ± error 

estándar. 

 

 
 

 

 

 



 207

La figura 47, muestra la curva de calibración de flavonoides totales, 

donde se obtuvo la siguiente ecuación, un coeficiente de correlación de R2 = 

0.9994., y = 0.0066x + 0.0585 con α = 0.005.  
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Figura 47. Curva de calibración de flavonoides totales, expresado en µg 

equivalentes de rutina. Cada punto representa el promedio de 3 

experimentos independientes con tres réplicas ± error estándar. 
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Se cuantificaron los AGCC utilizando una curva estandarizada para cada 

uno de los ácidos de interés que se muestra en la figura 48. La ecuación que se 

obtuvo para el ácido acético es la siguiente y = 20.356x + 82.641, con un 

coeficiente de correlación de R2 = 0.9929., en el caso del ácido propiónico se 

obtuvo una ecuación y = 30.67x + 72.614 con R2 = 0.9926 y por último para el 

ácido butírico la ecuación es de y = 35.353x + 70.875, con un coeficiente de 

correlación de R2 = 0.9937, en todos los casos con α = 0.005.  
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Figura 48. Curva de calibración de ácidos grasos de cadena corta. Cada punto 

representa el promedio de 3 experimentos independientes con tres 

réplicas ± error estándar. 
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Cuadro 23. Utilidad del gel de agarosa respecto a su concentración 

GEL % AGAROSA PESO DE AGAROSA (g) UTILIDAD 

0.8 0.8 ADN genómico 

1 1 Para productos digestión 

1.2 1.2 Para productos PCR 

(Sambrook et al., 1989). 

 

 

 
Cuadro 24. Mezcla de reactivos para amplificación de los genes de interés por 

PCR. 

REACTIVOS CANTIDAD 
(µL) 

CONCENTRACIÓN

H2O 18.15 - 

Taq Platinum 0.1  

Buffer 10 X Minus Advantage 2 PCR  2.5 10 X 

Mezcla de desoxinucleótidos (dNTP´s) 0.5 2.5 mM 

Buffer MgCl2  0.75 1 U/µL 

Primer Forward para cada gen 1.0 10µmolar 

Primer Reverse para cada gen  1.0 10µmolar 
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Figura 49. ARN de las zonas estudiadas (proximal y distal) de los tratamientos 

de frijol, EP y NaBu. A. Proximal control, B. Distal control, C. Proximal 

AOM, D. Distal AOM, E. Proximal EP + AOM, F. Distal EP + AOM, G. 

Proximal EP, H. Distal EP, I. Proximal NaBu, J. Distal NaBu, K. 

Proximal NaBu + AOM, L. Distal NaBu + AOM, M. Proximal Frijol, N. 

Distal Frijol, O. Proximal Frijol + AOM, P. Distal Frijol + AOM. 
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Cuadro 25. Concentración de ARN de las zonas colónicas proximal y distal de 

los tratamientos de frijol, extracto de polisacáridos (EP) y NaBu por 

dos métodos de cuantificación. 

 
Muestra 

BIOFOTOMETRO 
Eppendorf 

(ng/µL) 

FLUOROMETRO 
Turner Biosystems 

(ng/µL) 

A) Proximal control 467 483.9 

B) Distal control 171 209.8 

C) Proximal AOM 977.2 1340 

D) Distal AOM 625.9 986.9 

E) Proximal EP +AOM 628.9 1076 

F) Distal EP + AOM 286.5 435.4 

G) Proximal EP 178.2 214 

H) Distal EP 92.2 61.71 

I) Proximal NaBu 754.4 1092 

J) Distal NaBu 523.2 1225 

K) Proximal NaBu + AOM 164.9 144.1 

L) Distal NaBu + AOM 713.1 1604 

M) Proximal Frijol 646.8 861.9 

N) Distal Frijol 650.5 1111 

O) Proximal Frijol + AOM 512.3 475 

P) Distal Frijol + AOM 142.7 302.6 

Cada valor representa la media de tres réplicas con tres repeticones  
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Figura 50. Ejemplo de la optimización de ciclos para ADNc. 

 

En la siguiente figura (51), se muestran los ciclos óptimos para cada una 

de las muestras.  

 

 
Figura 51. Optimización de ciclos para ADNc en cada una de las muestras. A. 

Proximal control, B. Distal control, C. Proximal AOM, D. Distal AOM, E. 

Proximal EP + AOM, F. Distal EP + AOM, G. Proximal EP, H. Distal EP, 

I. Proximal NaBu, J. Distal NaBu, K. Proximal NaBu + AOM, L. Distal 

 

 

 

 1 Kd                                 NÚMERO DE CICLOS 
                     15          18           21           24            27           30          

1 Kd A B C D E F G H I J K L M N O P
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CONCENTRACION DE ARN (61.17 ng/µL) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52. Visualización de la concentración de ARN utilizado de los diferentes 

tratamientos de frijol, extracto de polisacáridos (EP) y NaBu tanto de la 

zona proximal como de la zona distal. A = Control., B = AOM., C = 

EP+AOM., D = EP., E = NaBu., F = NaBu+AOM., G = Frijol., H = 

Frijol+AOM. 

 
A. Soluciones para Western Blot 
A.I Solución Amortiguadora para Extracció de Proteínas 
a) Reactivos 
             pH  7.5 
 Hepes  500 mM 
 NaCl  1500 mM 
 NaPP  100 mM 
 Na3VO4  200 mM 
 MgCl2  10 mM 

             NaF  500 mM 
 EDTA  20 mM 
 PMSF  60 mM 
 NP-40  1% 
 Glicerol  10% 
 CaCl2  25 mM 

 

ZONA 
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Marcador A        B         C         D          E         F          G  H
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b) Activación de Na3VO4 

Se realizan los calculos para la concentración deseada, se ajusta el pH 

a 10, usando NaOH 1N o HCl 1 N (la solución se torna amarilla). Esta solución 

se calienta a ebullición hasta obtener una solución transparente, se enfria y 

reajusta el pH a 10, se repite esta operación hasta que la solución sea 

totalmente transparente y el pH estable. Finalmente se alicuota y congela.  

 

c) Preparación de la Solución Amortiguadora  
En un matraz aforado se agregaron 100 µL de solución HEPES 500 

mM, 100 µL de NaCl 1500 mM, 100 µL de NaPP 100 mM, 100 µL de MgCl2 10 

mM 40 µL de CaCl2 25 mM, 20 µL de NaF 500 mM, 100 µL de EDTA 20 mM, 

66.60 µL de solución PMsF 60 mM, 10 µL de solución NP40 1%, 10 µL de 

Na3VO4 200 mM y 100 µL de glicerol 10% el volumen restante es completado 

con agua HPLC (estos calculos son para 1 mL de solución amortiguadora). La 

solución amortiguadora debe mantenerse en hielo durante su uso. 

 

Cuadro 26. Concentración de los geles para electroforesis 

 Gel separador 
10% 

Gel condensador 
3% 

Acrilamida-bisacrilamida 2.49 mL --------- 

Acrilamida --------- 0.6 mL 

Tris-HCl-SDS 2.5 mL 1.5 mL 

Glicerol  1.0 mL --------- 

H2O ºHPLC 1.5 mL 3.9 mL 

Persulfato de amonio 25 µL 40 µL 

Temed 2.5 µL 4 µL 

 

A.2 Cuantificación de Proteínas 
a) Curva de Calibración de Proteínas 

Preparar albúmina a una concentración de 1 mg/mL en un tubo de 1 – 

1.5 mL de acuerdo a las siguientes concentraciones: 
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Concentración 
(µg) 

Vol de Albúmina 
(µL) 

Vol de H2O HPLC (800 µl) 
(µL) 

2 2 798 
5 5 795 
8 8 792 
11 11 789 
14 14 786 
17 17 783 
20 20 780 

 

La concentración de proteína se calculó extrapolando los resultados a 

una curva de albúmina (Figura 53) 

C U R V A  D E  A L B U M IN A
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Figura 53. Curva de calibración de albúmina sérica bovina para proteína. Cada 

punto representa el promedio de 3 experimentos independientes con 

tres réplicas ± error estándar. 
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Cuadro 27. Concentración de proteína en la zona proximal y distal del colon de 

los tratamientos de frijol, extracto de polisacáridos (EP) y NaBu por 

el método de Lowry. 

 
Muestra 

 
Zona Proximal 

 
Zona Distal 

Control 34.34 65.25 

NaBu 95.0 22.08 

Frijol 35.95 81.16 

EP 58.37 78.4 

AOM 54.15 73.85 

NaBu + AOM 20.95 22.88 

Frijol + AOM 25.32 72.24 

EP + AOM 84.23 74.28 

La concentración de proteína expresada en µg/µL 
Cada valor representa la media de tres réplicas con tres repeticiones por espectrofotometria  
 

A.3 Electroforesis SDS-PAGE 
a) Reactivos 
Acrilamida 30% Persulfato de amonio 10% 

Bis-acrilamida 0.938% Solución Digestora 

Tris 3 M – HCL 1 M – SDS 0.3% Mercaptoetanol 

Glicerol 79.5% (v/v) Azul de Bromofenol 

Solución de electroforésis inferior Solución de eletroforésis superior 

 
b) Gel Separador 10% 

Se mezclan los reactivos: Acrilamida 30%, Bis-acrilamida 0.938%, Tris 3 

M – HCl 1 M – SDS 0.3%, Glicerrol 79.5%, H2O HPLC, Persulfato de amonio 

10% y Temed, la mezcla debe mantenerse en hielo. 
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c) Gel de Condensación 
Se mezclan los reactivos: Acrilamida 30%, Bis-acrilamida 0.938%, Tris 3 

M – HCl 1 M – SDS 0.3%, H2O HPLC, Persulfato de amonio 10% y Temed, la 

mezcla debe mantenerse en hielo. 

 

b) Reactivos y Preparación de la Solución Digestora 
SDS  10% Azul de bromofenol 0.02%  

Glicerol  30% Mercaptoetanol 4% 

Tris-HCl  100 mM  

Mezclar los reactivos en el siguiente orden: SDS 10%, Glicerol 30%, tris-

HCL 100 mM, Mercaptoetanol 4% y Azul de Bromofenol 002%. Alas muestras se 

les agrega la solución digestera a la misma proporción (v/v), se colocan en baño 

María por 20 minutos a 60ºC. Posteriormente se colocan en hielo.  

 

d) Electroforesis 
Se monta la cámara para hacer geles y se comprueba que no existan 

fugas, se coloca primero el gel separador y se deja solidificar por 

aproximadamente 20 minutos. Ya solidificado se agrega el gel de condensación, 

se coloca el peine y se marcan los pozos. Ya solidificado, se lavan los pozos con 

la solución de electroforesis superior y se dejan llenos con éste. Se cargan las 

muestras en el gel (15 a 25 µL). Se debe colocar 4 µL del marcador o estándar 

para verificar el peso molecular de la proteína de interés. Se corre el gel a 120 

volts por 180 minutos a 4ºC.  

 

A.4 Transferencia Semi Seca 
a) Reactivos 
Solución de transferencía Solución para desteñir 

Solución para teñir membrana Metanol 

 

b) Procedimiento 
Una vez terminada la electroforesis se despego el gel y se lavó dos 

veces con solución de transferencía por 10 minutos. Se activo la membrana de 
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PVF en metanol y se coloco en solución de transferencía. Terminados los 

lavados se coloca el gel y la membrana en la cámara de transferencia en el 

siguiente orden: 

1.- Tres papeles filtro humedos con solución de transferencía 

2.- Membrana activada 

3.- Gel 

4.- Tres papeles filtro humedos con solución de transferencía 

Se cerró la cámara y se programa a 15 volts por 20 minutos. Al terminó 

se marcó la membrana y se tiño con rojo de ponsuo 

 
A.4 Western Blot 
a) Reactivos 
Tris – HCl pH 8 1 M Solución Bloqueadora 5, 7, 10% 

TBS / TTBS Solución de Quimioluminiscencia 

 
b) Procedimiento 

La membrana se activo con metanol y H2O HPLC, se bloqueo toda la 

noche con solución bloqueadora 10%, posteriormente fue incubada con el primer 

anticuerpo por 3 horas en agitación constante a temperatura ambiente. Al 

termino de la incubación se realizarón 6 lavados de 5 minutos con TTBS y 2 

lavados de 10 minutos cada uno. Finalmente se realizaron 2 lavados con 

solución bloqueadora 5% de 10 minutos. Se incubo el segundo anticuerpo por 1 

hora a temperatura ambiente con agitación constante, se realizó la misma serie 

de lavados con excepción de la solución bloqueadora. Se preparó la solución de 

quimioluminiscencia y se procedio al revelado en el cuarto oscuro. La exposición 

de la película con la membrana en presencía de la solución de 

quimioluminiscencia vario de proteína a proteína evaluada.  
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Common beans (Phaseolus vulgaris L.) contain a high proportion of undigested carbohydrates (NDC)
that can be fermented in the large intestine to produce short-chain fatty acids (SCFA) such as acetate,
propionate, and butyrate. The objective of the present study was to evaluate the composition and
chemopreventive effect of a polysaccharide extract (PE) from cooked common beans (P. vulgaris L)
cv. Negro 8025 on azoxymethane (AOM) induced colon cancer in rats. The PE induced SCFA
production with the highest butyrate concentrated in the cecum zone: 6.7 ( 0.06 mmol/g of sample
for PE treatment and 5.29 ( 0.24 mmol/g of sample for PE + AOM treatment. The number of aberrant
crypt foci (ACF) and the transcriptional expression of bax and caspase-3 were increased, and rb
expression was decreased. The data suggest that PE decreased ACF and had an influence on the
expression of genes involved in colon cancer for the action of butyrate concentration.

KEYWORDS: Polysaccharide; Phaseolus vulgaris; short-chain fatty acid; aberrant crypt foci

INTRODUCTION

Considerable variability exists in common beans for seed
characteristics, and consumers have developed specific prefer-
ences for various combinations of size, shape, and color of the
dry seeds (1). Common beans are a good source of protein,
some vitamins, minerals, and complex carbohydrates (2). In
addition to these nutritional compounds, common bean seeds
contain a number of bioactive substances including enzyme
inhibitors, lectins, phytates, polyphenolic compounds (such as
condensed tannins and flavonoids), and polysaccharides. Polysac-
charides reaching the colon include mainly resistant starch (RS),
soluble and insoluble fiber, and nondigestible oligosaccharides
(NDO) that play metabolic roles in humans or animals that
frequently consume these foods (3). For example, polysaccha-
rides can be fermented in the colon to produce short-chain fatty
acids (SCFA) such as acetic, propionic, and butyric acids, and

these SCFA have been shown to decrease the incidence of colon
cancer induced by azoxymethane (AOM) (4). Aberrant crypt
foci (ACF) are being used as a short-term assay to identify
modulators of colon carcinogenesis (5). Several studies reported
that SCFA, mainly butyrate, inhibited colon cancer through
modulation of genes involved in cellular proliferation and
induced cell cycle arrest or even apoptosis of colonocytes (6).
Butyrate up-regulates B-catenin signaling (7), increases the
expression of the p21 cell cycle independent of the expression
of p53 (8), and up-regulates expression of the active subunits
of caspase-3. Butyrate also causes a concomitant decrease in
bcl-2 expression and an increase in bax gene expression via
mitochondrial protein (9). In addition, many researchers have
reported that polyphenols from dry beans may act as antioxidants
to inhibit the formation of damaging free radicals (10).
Furthermore, flavonoids such as condensed tannins and antho-
cyanins have been reported as antioxidant and antimutagenic
agents (10, 11). The presence of these bioactive compounds in
common beans (Phaseolus Vulgaris) is related to the decrease
of chronically degenerative diseases.

The objective of this research was to determine the composi-
tion of bioactive substances including nondigested carbohydrates
and polyphenolics by a rapid method adapted to a 96-well
microplate and to evaluate the chemopreventive effect of a
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polysaccharide extract (PE) from cooked common beans (P.
Vulgaris L.) cv. Negro 8025 on colon cancer induced by
azoxymethane.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material and Standards. Common beans (P. Vulgaris L.)
cv. Negro 8025, grown and harvested in 2005, were kindly provided
by the Bean Project of the Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP, Mexico). The beans were
stored at room temperature until processing. (+)-Catechin, vanillin,
D-(+)-raffinose, rutin, tannic acid, and AOM were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO).

Sample Processing. Beans were cooked according to the method
of Aparicio-Fernández et al. (10). Fifty grams of beans was placed in
a beaker with 250 mL of HPLC-grade water and boiled for 2.5 h.
Cooked beans were lyophilized and stored in amber flasks at 4 °C for
further analyses.

Analytical Methods. Moisture, protein, fat, carbohydrate, sodium,
crude fiber, dietary fiber, and ash contents of raw and cooked beans
were analyzed according to methods of the Association of Official
Analytical Chemists (12). All measurements were performed in
triplicate.

Extraction of Polysaccharides. The extraction of polysaccharides
was performed following the method of Kurtzman and Halbrook (13).
Three hundred grams of the cooked beans (beans and cooking water)
was ground and sieved through a 0.05 cm mesh screen, 1.5 L of water
was added, and this was shaken for 1 min and centrifuged (Hermel
Z323K USA) at 9000g for 10 min. The pellet from the first centrifuga-
tion was dissolved in 100 mL of 10% tannic acid, and the pH was
adjusted to 4.0; then the sample was centrifuged at 9000g for 10 min,
and the pellet was washed three times with 100 mL of acetone,
centrifuged for 10 min between each of the washings to obtain the
polysaccharide extract (PE). PE samples were lyophilized and stored
in amber flasks at 4 °C until further analyses.

Extraction and Quantification of Oligosaccharides. The extraction
and quantification were done according to the methods of Gulewicz et
al. (14) and Brenes et al. (15) with modifications. Briefly, 10 mg of
raw and cooked beans was extracted with 80% v/v aqueous ethanol
(10 mL) for 5 min using a magnetic stirrer at room temperature and
centrifuged (Hermel Z323K USA) at 50003g for 5 min. The recovered

Figure 1. Experimental protocol for animal treatment. The animals were sacrificed 5 weeks after the last injection. Groups: (1) basal diet; (2, 3) basal
diet cooked common bean (3.2 g) and PE (1.84 g) per kg of weight, respectively; (4) basal diet plus AOM; (5, 6) basal diet plus AOM with common bean
and PE, respectively.

Table 1. Sequence of Primer Sets Used during This Study

gene sense and antisense
amplified fragment

size (bp)

caspase-3 5′-TTCATCATTCAGACCTGC-3′ 247
3′-ACGGGTAAGGATGTGCATGAAT-5′

p21 5′-GGACAGTGAGCAGTTGAGC-3′ 288
3′-GAGTGCAAGACAGCGACAAGG-5′

p53 5′-GCAGCACAGGAACCTGGAACT-3′ 582
3′-ATGATGGTAAGGATGGGC-5′

bcl-2 5′-GGGAGAACAGGGTATGATAAC-3′ 540
3′-GCAGATGCCGGTTCAGGTACT-5′

bax 5′-GGCCCACCAGCTCTGAACAGT-3′ 370
3′-TCAGCTCGGGCACTTTAG-5′

rb 5′-CAGATTTCATACCTCAGACCCTCT-3′ 364
3′-ACACTTGTATGAGGGAAAAC-5′

�-catenina 5′-GCTGACGTCGTACTCAGGCA-3′ 211
3′-TCCACATCCTCTTCCTCAGG-5′

gadph 5′-GCTCCTACCATTCATGCTGACA-3′ 291
3′-TCAAGACGAATAAACTCATCG-5′

Table 2. Protein, Carbohydrate, Dietary Fiber, Polysaccharides,
Oligosaccharides, Fat, and Ash Contents of Raw and Cooked Common
Beans (P. vulgaris L.) Cv. Negro 8025a

raw bean cooked bean

fat 1.54 ( 0.06 a 1.41 ( 0.01 a
ash 4.32 ( 0.005 a 4.14 ( 0.15 b
proteinb 20.99 ( 0.43 a 23.15 ( 0.07 a
carbohydrateb 59.83 ( 0.27 b 71.85 ( 0.22 a
polysaccharidesb 63.7 ( 0.02 a 57.5 ( 0.05 b
dietary fiberb

total fiberb 28.41 ( 0.31 a 26 ( 0.4 b
soluble fiberb 3.34 ( 0.29 b 6.00 ( 0.01 a
insoluble fiberb 25.07 ( 0.03 a 20 ( 0.03 b
resistant starch 33.0 ( 0.01 a 30.8 ( 0.02 a
oligosaccharidesc 5.00 ( 0.06 b 6.8 ( 0.48 a

a The results represent the average of two independent experiments by triplicate
( standard error, expressed as mg/g of lyophilized sample. Different letters by
row express significant differences R ) 0.05, Tukey test. b Percentage per gram
of sample lyophilized. c Milligram equivalent of raffinose per gram of sample
lyophilized.
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supernatant was stored in the dark at -20 °C until further analyses
were performed. One milliliter of the supernatant was added to 25 µL
of phenol (80% v/v) and mixed. This was followed by the addition of
2.5 mL of concentrated H2SO4 and vigorous mixing by shaking
(Vortex-2 Genie) for 1 min. The sample was left for 10 min at room
temperature and incubated in a water bath (25-35 °C) for 15 min.
The absorbance of the solution was monitored at 490 nm with a
spectrophotometer and compared to a standard curve (1-100 mg of
raffinose). Results are expressed as milligrams of raffinose equivalents
per gram of sample.

Extraction of Resistant Starch. The resistant starch was extracted
according to the procedure described in Shiga et al. (16) and Saura-
Calixto et al. (17) with modifications. Six milliliters of 2 M KOH was
added to 100 mg of insoluble fiber from lyophilized raw or cooked
beans or PE with continuous agitation (HAAKE model SWB20 at 40
rpm) for 30 min at 25 °C. Three milliliters of acetate buffer (0.4 M,
pH 4.75) was added, and the pH was adjusted to 4.7 with 5 mL of HCl
(2 N). Sixty microliters of amyloglucosidase was then added, and the
mixture was homogenized and incubated for 30 min at 60 °C with
continuous agitation (HAAKE model SWB20 at 40 rpm). The samples

were centrifuged (Hermel Z323K USA) at 3000g for 15 min. The pellet
was resuspended in 10 mL of distilled water, and the centrifugation
was repeated to obtain the resistant starch. The resulting samples were
lyophilized, and the amount was calculated by difference with respect
to the insoluble fiber of the samples.

Extraction of Condensed Tannins. The extraction of phenolic
compounds from raw bean seed coats, cooked beans, and cooking water
was performed as previously described by Cardador-Martı́nez et al.
(11). A lyophilized sample (200 mg) was placed in a 50 mL flask and
mixed with 10 mL of methanol. The flask was protected from light
and shaken (HAAKE model SWB20) at 40 rpm for 24 h at 25 °C.
After incubation, the samples were centrifuged at 4000g for 10 min,
the methanol was removed by rotary evaporation, and the samples were
lyophilized and stored in the dark at -70 °C until analysis.

Quantification of Condensed Tannins. Condensed tannins ex-
pressed as milligrams of (+)-catechin equivalents per gram of sample
(mg of condensed tannins/g) were quantified according to the procedure
of Deshpande and Cheryan (18) modified for use with a 96-well plate
(microplate). Briefly, 200 µL of vanillin reagent (0.5% vanillin, 4%
HCl in methanol) was added to 50 µL of methanolic extract and placed
in a 96-well plate; each sample was tested in triplicate. Condensed
tannins were quantified at 495 and 540 nm in a microplate reader
(Thermo Electron Corp., Multiskan Ascent, model 51118307) using
(+)-catechin (up to 0.2 mg/mL) as a reference standard. To correct for
potential interference from natural pigments in bean, a blank sample
was prepared by subjecting the original extract to the same conditions
of reaction without the vanillin reagent.

Flavonoid Content. The spectrophotometric assay for the determi-
nation of flavonoid content was quantified according to the method
suggested by Oomah et al. (19). Briefly, the method consisted of mixing
50 µL of the methanolic extract with 180 µL of distilled water and 20
µL of a solution of 10 g/L 2-aminoethyldiphenylborate in a 96-well
plate. The absorbance of the solution was monitored at 404 nm with a
microplate reader (Thermo Electron Corp., Multiskan Ascent model
51118307). A rutin standard was prepared in 80% methanol. Extract
absorption was compared with that of a rutin standard curve (0-50 µg
mL-1). Flavonoid content was expressed as milligrams of rutin
equivalent per gram of sample.

Recovery and Reproducibility Test. The validation of the micro-
plate assay methods was performed using both recovery and reproduc-
ibility tests. For the recovery test, the internal standard [(+)-catechin
or rutin] was added to the samples from condensed tannins and

Table 3. Quantification and Validation of Condensed Tannins and Total Flavonoids in Different Extracts from Common Bean (P. vulgaris) Cv. Negro 8025a

condensed tannins total flavonoidsb

samplec not fortified fortified recovery (%) not fortified fortified recovery (%)

raw bean1 21.04 ( 1.89 b 48.18 ( 2.51 b 80 c 1.9 ( 0.5 a 35.44 ( 1.6 a 94.0 a
cooked bean2 15.15 ( 1.53 c 42.78 ( 1.31 c 79 d 1.8 ( 0.1 a 35.38 ( 1.7 a 94.1 a
PE3 9.11 ( 0.27 d 14.43 ( 2.32 d 80.4 b 1.6 ( 0.4 a 34.63 ( 1.2 a 92.6 a
ME4 858.25 ( 37.63 a 887.82 ( 4.89 a 94.79 a ND ND ND

a PE, polysaccharides extract; ME, methanolic extract of common bean; ND, not determined. Each value is the mean of four independent experiments in triplicate (
standard error. Different letters in each column express significant difference (R ) 0.05) by Tukey test. b Samples were fortified with 35.8 mg of rutin. Total flavonoids are
expressed as mg equiv of rutin/g of lyophilized sample. c Samples were fortified with 139.18, 239.01, 38.84, or 478.37 mg of (+)-catechin. The condensed tannins are
expressed as mg equiv of (+)-catechin/g of lyophilized sample.

Table 4. SCFA in Cecum, Colon, and Fecesa

SCFA (mM/g of sample)

cecum colonic feces

group acetate propionate butyrate acetate propionate butyrate acetate propionate butyrate

control 29.54 ( 1.1 d 6.34 ( 0.1 ab 6.52 ( 0.1 a 32.31 ( 1.3 a 6.33 ( 0.09 bc 5.45 ( 0.03 a 35.24 ( 0.4 ab 3.07 ( 0.01 d 3.56 ( 0.01 e
bean 37.10 ( 0.71 ab 6.36 ( 0.3 ab 6.20 ( 0.07 ab 31.70 ( 1.6 a 5.80 ( 0.14 d 4.73 ( 0.05 c 33.14 ( 0.4 bc 4.89 ( 0.03 b 3.80 ( 0.01 cd
PE 35.25 ( 0.1 bc 6.92 ( 0.08 a 6.70 ( 0.09 a 31.15 ( 0.4 a 4.92 ( 0.11 e 5.30 ( 0.09 ab 32.84 ( 0.3 bc 3.92 ( 0.18 c 3.99 ( 0.05 bc
AOM 35.97 ( 1.2 abc 6.69 ( 0.1 ab 6.12 ( 0.1 ab 33.85 ( 1.8 a 6.15 ( 0.02 cd 4.87 ( 0.03 bc 32.91 ( 0.7 bc 4.97 ( 0.03 b 3.66 ( 0.04 de
bean + AOM 40.36 ( 1.80 a 5.61 ( 0.1 b 5.40 ( 0.3 c 34.17 ( 1.1 a 7.96 ( 0.03 a 4.60 ( 0.03 c 30.80 ( 1.8 c 5.13 ( 0.14 b 4.02 ( 0.02 b
PE + AOM 32.11 ( 1.77 cd 6.68 ( 0.4 ab 5.29 ( 0.34 c 36.55 ( 0.9 a 4.90 ( 0.10 e 4.72 ( 0.3 c 38.01 ( 0.2 a 7.02 ( 0.14 a 5.49 ( 0.07 a

a PE, polysaccharides extract; AOM, azoxymethane. Each value is the mean of four independent experiments in triplicate ( standard error. Different letters in each
column express significant difference (R ) 0.05) by Tukey’s test.

Figure 2. Analysis of aberrant crypt foci (ACF) with methylene blue and
Dapi: (A) distal zone stained with methylene blue; (B) distal zone stained
with Dapi.
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flavonoid, respectively. The absorbance was monitored in each sample
test and determined as the percentage of recuperation of the standard
[(+)-catechin or rutin]. For the reproduction tests, both intra-assay and
interassay reproducibility of standard and sample were determined. The
intra-assay reproducibility was obtained by analyzing the same sample
four times in the same day. The interassay test results were determined

by analyzing different samples up to four times. Raw bean, cooked
bean, PE samples, and ME were fortified with 39.18, 39.01, 8.84, and
78.37 mg of (+)-catechin, respectively. For the total flavonoid
determination, all samples were fortified with 35.8 mg of rutin.

Animal Studies. Sprague-Dawley rats with an initial weight of 79
( 5 g at 4 weeks of age were used in this study. The rats were

Figure 3. Expression and normalization of genes involved in cellular arrest and apoptosis in distal zone.

Figure 4. Expression and normalization of genes involved in apoptosis in distal zone.
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maintained in an air-conditioned animal room with an ambient
temperature of 21 °C, 55% humidity, and 12-12 h light-dark cycle.
The animals were given free access to a basal diet (2018S Harlan
Tekland) and regular tap water. Both cooked beans and PE were
administered intragastrically once a day during the experimental period.
One week after the acclimation, the rats were randomly placed into
six groups (n ) 10): (1) control, basal diet and water ad libitum; (2)
bean, basal diet plus cooked bean (3.2 g/kg of body weight); (3) PE,
basal diet plus PE (1.84 g/kg of body weight); (4) AOM, basal diet
plus subcutaneous injection of AOM (15 mg/kg of body weight,
dissolved in 1 mL of physiological saline) once a week for 2 weeks;
(5) bean + AOM, basal diet plus AOM and common bean; and (6) PE
+ AOM, basal diet plus AOM and PE (Figure 1). All of the animals
were sacrificed 5 weeks after the last injection, and the colons were
removed from the cecum to the anus. Cecal and colonic contents
(midcolon and distal colon) and feces samples were collected at the
time the animals were sacrificed, immediately frozen, and stored at
-20 °C until analysis. The colon was divided into ascending (proximal)
and descending (distal) zones. The distal colon was fixed in phosphate-
buffered formalin for further analyses.

SCFA Analysis. One gram of cecal or colon contents or feces
samples was suspended in 5 mL of water and homogenized for about
3 min. Each sample was centrifuged (Hermel Z323K USA) at 8000g
for 10 min at 4 °C. Eight hundred microliters of the supernatant was
adjusted to pH 2.9-3.1 with 1 M HCl, and a 750 µL portion was
transferred to a flask and mixed with 120 µL of formic acid. A 1.5 µL
aliquot of the resulting material was injected into a gas chromatograph
(HP 6890 Plus GC) system coupled to a flame detector. A chroma-
tography column HP (30M), Carbowax 30M, capillary 25.0 m × 320
µm × 0.30 µm nominal, was used. Helium was supplied as the carrier
gas at a flow rate of 1.0 mL/min. The initial oven temperature was 95
°C, maintained for 2 min, increased to 20 °C, held for 1 min, then
increased to 140 °C, and held for 20 min. The amounts of acetic,
propionic, and butyric acid were calculated by using standard curves
of acetic, propionic, and butyric acid standards, respectively.

ACF Analysis. The colon was removed, washed with PBS, opened
longitudinally, and fixed in 10% buffered formalin for at least 24 h.
After fixation, the colons were stained with 0.2% methylene blue and
examined under a stereomicroscope. ACF were distinguished from
adjacent normal crypts by their larger sizes, greater staining intensity,
elongated pericryptal area, and thickened layer of epithelial cells
according to the method used by Bird (5). Briefly, the distal colon was
dissected and embedded in paraffin (20). Paraffin-embedded sections
(5 µm) parallel to the mucosal surface were mounted on slides. The
sections were deparaffinized in xylenes and stained with Dapi (20) to
identify the ACF. The numbers of ACF were counted and reported as
the mean per colon zone.

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).
The RT-PCR analysis consisted of obtaining the first chain of cDNA
according the conditions recommended by the manufacturer (Super-
Script One-Step RT-PCR System; Invitrogen, Carlsbad, CA), and the
second chain of cDNA was obtained using the following conditions:
95 °C 1 min and then 27 cycles of 95 °C-5 s/65 °C-5 s/68 °C-6
min. Furthermore, specific PCR amplifications were carried out using
1 µL of each sample obtained above and amplified with specific primers
for each evaluated gene in the study (Table 1). RT-PCR reaction
mixtures (50 µL) contained 1 µL (61.17 ng) of total RNA, 1 µL of
gene-specific sense and antisense primers (10 µM), 1 µL of SuperScript
II RT/Platinum Taq Mix, 25 µL of 2× Reaction Mix buffer, and 21
µL of sterile deionized water. In each case, a RT-PCR analysis was
carried out for each gene from samples of colonic tissues from rats
either treated or untreated with azoxymethane.

Statistical Analysis. Results are expressed as mean ( standard error.
Statistical significance was determined using Tukey’s procedure (R )
0.05) (21).

RESULTS AND DISCUSSION

Composition of Raw and Cooked Beans. Table 2 shows
the protein, carbohydrate, fiber, polysaccharides, oligosaccha-
rides, fat, and ash contents in raw and cooked beans (P. Vulgaris

L.) cv. Negro 8025. Protein content increased with the cooking
process from 20.99 to 23.15%; these levels were in the ranges
previously reported (6.25 and 26%) (2, 22, 23). The fat contents
were similar in raw (1.54%) and cooked beans (1.41%), and
these levels were lower than those in common beans cv. Flor
de Mayo as reported by Costa de Oliveira et al.(22) (2.12%)
and González de Mejı́a et al.(1) (2.56%).

Common beans are an important source of carbohydrates and
have also been reported to be a good source of dietary fiber.
Carbohydrate content increased with cooking (from 59.83 to
71.85%). Our results agree with those reported by Ratnayake
et al. (24), Osório-Diaz et al. (25), and Tharanathan and
Mahadevamma (26), who demonstrated that the thermal process
increased total carbohydrate content including resistant starch.
The milling bean process before curing or dehydrating can
increase the physical exhibition of the amylose and the
amylopectin to interact with other components, thus increasing
the content of carbohydrate.

The content of crude fiber in lyophilized beans was 5.95%,
in agreement with Costa de Oliveira et al. (22), at 5.7%, and
De Almeida Costa et al. (23), at 6.26%. The small variations in
fiber content could be explained by the four different cultivars
used in those studies.

The concentrations of oligosaccharides in the raw and cooked
bean were 5.0 and 6.8 mg/g equiv of raffinose/g of lyophilized
sample, respectively. Guillon and Champ (27) showed an
interval of 2.6-6.6 mg/g of dry matter, whereas Granito et al.
(28) reported 1.7 mg/g of dry matter in a black bean cultivar.
The variations could also be explained by genetic differences
and environmental growing conditions.

The amounts of total polysaccharides, resistant starch, oli-
gosaccharides, and fiber contents are important due to their
implications as health benefits, through the fermentation of these
components by the colon bacteria to produce SCFA (29).

Total fiber was statistically different in raw and cooked beans
(28.41 ( 0.31 and 26.0 ( 0.4%, respectively) (Table 2). Our
results are in agreement with those reported by Granito et al.
(28) and Alfonso-González (30), whereas De Almeida Costa et
al. (23) reported a range of 19.9-22.6%.

Resistant starch (RS) in raw and cooked bean (33 and 30%,
respectively) was not statistically different (Table 2) and agrees
with data reported by Shiga et al. (16), whereas Guillon and
Champ (27) reported higher RS with a range of 33-35% in
raw and cooked bean, respectively. Rehman et al. (31) reported
30.9 and 31.8% RS for two varieties of cooked kidney beans
(red and white, respectively). Osorio-Dı́az et al. (25), using the
same extraction method (17), reported a lower RS content for
black (23.5%) and Flor de Mayo beans (24.3%). The differences
could be attributed to the different cultivars and growing
conditions used in these studies.

In the PE, the RS content was 39.32%, and to our knowledge,
this is the first time that RS content has been reported in PE
from black beans. RS levels in raw and cooked beans are
statistically different, and this could be due to retrogradation
of the starch, as was reported by Osorio Dı́az et al. (25). Guillon
and Champ (27) showed that RS concentration increases with
the boiling processes over time or after a cooking-cooling cycle.
Additionally, changes in granule structure were measured by
X-ray diffraction after soaking, prolonged cooking, and pressure
cooking of common white and red kidney beans, where the
starch granules from beans were classified as C by X-ray
diffraction pattern with 33-35% of starch.

Condensed Tannins and Total Flavonoids. To validate the
method of quantification of total phenolics and flavonoids in a
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microplate assay, the raw beans, cooked beans, and polysac-
charide extracts were fortified with (+)-catechin (in the range
8.84-78.37 mg) and rutin (35.8 mg). Samples were quantified
by interpolation of their absorptions in standard curves of (+)-
catechin and rutin.

The condensed tannins and total flavonoids in raw beans,
cooked beans, and PE are displayed in Table 3. A methanolic
extract was included as a reference, because the concentration
of condensed tannins in cooked bean ME was determined
previously (10). In general, the recovery (percent) was accept-
able and >70%, being superior for the total flavonoid assay
(92.6-94.1%).

Condensed tannins were statistically different in the raw
beans, cooked beans, and PE [21.04, 15.15, and 9.11 mg of
(+)-catechin, respectively]. Previous studies in the literature
demonstrate that total phenolic compounds are dependent on
the growing and storage conditions as well as thermal
treatment (10, 11). Barroga et al. (32) reported that thermal
treatment induced changes in the solubility of phenolic com-
pounds, thus affecting their determinations.

Our results agree with those of other researchers. For example,
Guzmán-Maldonado et al. (33) reported 26.5 mg equiv of (+)-
catechin for whole bean seeds in the cv. FEB174. Aparicio-
Fernández et al. (10) found lower values for the black beans
cv. Jamapa [13.76 ( 1.2 and 5.20 ( 0.69 mg equiv of (+)-
catechin/g in stored and newly harvested beans 1999 and 2003,
respectively]. Oomah et al. (19) reported a concentration of 3.38
mg equiv of (+)-catechin for a black bean cultivar. Those
differences can be attributed to the climatic conditions during
the growing season, or the type of soil used where the beans
were grown, as well as the bean genotype and the storage
conditions. To our knowledge, this is the first report on tannins
condensed in a PE of common bean.

Total flavonoids were similar among raw and cooked beans
and polysaccharide samples (1.9, 1.8, and 1.6 mg equiv of rutin,
respectively). Nevertheless, total flavonoid content in raw beans
was higher than the content reported by Oomah et al. (19) for
a black bean cultivar (0.86 mg of rutin). This difference can
also be attributed to the genotype, as well as to the time of
storage.

SCFA in Cecal, Colon, and Feces Contents. SCFA con-
centrations in the colon contents and feces samples from the
animals of the different treatments are shown in Table 4.
Overall, acetate, propionate, and butyrate concentrations were
higher in cecal content, followed by colon content and feces
except for the PE + AOM group, for which a higher concentra-
tion of the these SCFAs was found in feces > colonic content
> cecal content. In cecum, the control group had the lowest
acetate concentration, whereas the bean and bean + AOM
groups had the highest acetate concentrations; the bean + AOM
group presented the lowest propionate and butyrate concentra-
tions. Similar significantly elevated SCFA levels were observed
in cecum and feces of rats fed a diet with high-amylose corn
starch (34). Nakanishi et al. (35) demonstrated that rats fed high-
amylose maize starch (HAS) and Clostridium butyracum spores
strain MIYAIR1588 (CBM588) showed an increase in butyrate
concentration in the cecum, indicating that HAS and CBM588
changed the metabolism of colonic microbiota.

Propionate (6.92 mM/g of sample) and butyrate (6.70 mM/g
of sample) concentrations in the cecum of the PE group were
higher than that of the other treatments, suggesting that NDC
increase the butyrate production. The increase in butyrate was
also noted by other researchers, who showed that butyric acid

production was increased as a result of a diet rich in nondi-
gestible compounds (36, 37).

The acetate concentration in colon contents show no statistical
differences, whereas the highest propionate production (7.96
mM/g of sample) was obtained in the bean + AOM group; this
result is lower than that reported by Nakanishi et al. (35) (10.9
mM/g), who evaluated the addition of high-amylose maize starch
into the diet. The difference would be attributable to the RS
composition of diets.

In feces, we observed a lower acetic acid production in the
bean + AOM group (30.8 mM/g of sample). Group PE + AOM
presents the highest propionic acid production (7.02 mM/g
sample), whereas the control group presented the lowest
production of propionic acid (3.07 mM/g of sample). The RS
content in the PE was higher (39.32%) than in whole cooked
beans (30%). Furthermore, PE + AOM treatment showed the
highest butyric acid concentration (5.49 mM/g of sample). Le
Leu et al. (34) reported that rats fed RS (10% high-amylose
maize starch) showed a significant increase in butyrate concen-
tration in the distal colon zone (feces). To our knowledge, this
is the first report on the production of SCFA from polysaccha-
rides of common beans.

ACF Analysis. The number of ACF obtained from both
histological analyses (methylene blue or Dapi stain) is shown
in Figure 2. For the methylene blue stain, bean and PE groups
did not show positive ACF, whereas PE + AOM treatment
decreased the ACF number (24.5 ( 8.2 per colonic zone)
compared to AOM treatment (35.0 ( 18.9 per colonic zone).
On the other hand, in the histological analysis by Dapi, the bean
+ AOM and PE + AOM groups showed lower ACF numbers
(2.2 ( 0.6 and 2.0 ( 0.8 ACF per colonic zone, respectively)
compared with AOM (4.2 ( 0.6 ACF per colonic zone). Our
results indicate that cooked beans and PE are rich in insoluble
fiber, RS, and oligosaccharides, which, after fermentation by
the colonic bacteria, produce SCFA in cecal and colonic contents
and feces, where the butyrate concentration was higher in feces
after PE + AOM treatment. Therefore, these results suggest
that SCFA, mainly butyrate, are involved in the chemoprotection
of PE against AOM.

Butyrate is an energy source for large intestinal epithelial
cells. It has been demonstrated that butyrate also induces cell
cycle arrest and apoptosis (6). Several researchers have dem-
onstrated that diets rich in nondigestible compounds increase
butyrate concentration (36, 37), such as soluble and insoluble
fiber, RS, and nondigestible oligosaccharides (NDO) (4). Le
Leu et al. (34) reported that rats fed RS (10 and 20% of high-
amylose maize starch in the diet) showed reduced numbers of
ACF and significantly increased total SCFA concentration,
mainly butyrate, in the distal colon. Nakanishi et al. (35)
demonstrated that rats fed high-amylose starch showed decreased
numbers of ACF and that the coadministration of C. butyracum
spores (CBM588) as probiotics helped to decrease the number
of ACF (from 69.1 ( 31.3 to 53.9 ( 28.2 ACF per colonic
zone, respectively). To our knowledge this the first report of
the chemopreventive effect of a PE from cooked beans on ACF
numbers.

Gene Expression Analysis. The gene expression in the distal
colon is shown in Figures 3 and 4. The PE + AOM group did
not show �-catenin and p53 expression compared with the AOM
group. Interestingly, a higher p21 expression independent of
p53 and an increased expression of bax and caspase-3 as well
as a decreased expression of rb and bcl-2 was found in the colon
of animals treated with PE + AOM. Our data suggest that
polysaccharides from common beans can induce gene expression
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involved in proliferation, cell cycle arrest, and apoptosis in vivo
in a similar way to that of in vitro studies.

Butyrate is a SCFA that has been related to the decrease in
ACF in in vivo models and acts as a physiological regulator of
colonic epithelial cell differentiation cell cycle arrest and
apoptosis. Recently, microarray studies have been used to
investigate the anticancer effects of butyrate on p53, p21, rb,
different cyclins, E2F, and histones, demonstrating a complex
cascade of reprogramming in SW620 colonic epithelial cells
upon treatment with butyrate. The reprogramming was also
characterized by the progressive recruitment of gene sets as a
function of time (7). Butyrate responsive elements have been
identified in the promoters of a number of genes and up-regulate
the �-catenin signaling (38). Therefore, altered accessibility of
cis acting elements to trans acting factors by changes in extent
of histone acetylation may all contribute to modulation of
transcription by butyrate, thus reducing the expression of
�-catenin. Furthermore, butyrate has been related to the up-
regulation of the cyclin-dependent kinase inhibitor, p21waf1/Clip1,
which induces cell cycle arrest (8). Other researchers have
shown that p21 expression can be stimulated independently of
p53. Mahyar-Roemer and Roemer (8) demonstrated that butyrate
can induce the expression of p21 with immediate-early kinetics
and independent of p53 to levels comparable to those obtained
with adriamycin treatment, the topoisomerase II inhibitor
etoposide, and the DNA- and RNA-damaging agent 5-FU
[Fluoracil (Adrucil)].

Butyrate has also been related to the induction of apoptosis
via mitochondria mechanisms, by inhibiting bcl-2 expression
and increasing the expression of bax. Hass et al. (39) showed
that colonocytes incubated with butyrate showed a difference
that was lower in the transcript levels of bcl-2 and an increased
expression of bax in colonic mucosa. Other studies demonstrated
that several SCFA-producing Propionibacteria induced typical
signs of apoptosis including a loss of mitochondria transmem-
brane potential, generation of reactive oxygen species, caspase-3
processing, and nuclear chromatin condensation (9). Here it has
been demonstrated that PE + AOM treatment decreased the
expression of bcl-2 and increased the expression of bax and
caspase-3 compared to AOM treatment. Consequently, the
results suggest an apoptotic process was induced by butyrate
via mitochondria mechanisms.

Conclusions. The common bean (P. Vulgaris L.) cv. Negro
8025 can be a reliable source of polysaccharides and phenolic
compounds. Total phenolic compounds and total flavonoids were
determined by a scaled-down method. The recovery was >70%,
validating the utility of this method.

PE contains considerable amounts of nondigested carbohy-
drates that are fermented in the large intestine to produce SCFA,
mainly butyrate, which was related to the decrease in ACF and
to the induction of the expression of genes involved in
proliferation, cellular arrest, and apoptosis (b-catenin, p53, p21,
rb, bax, and caspase-3).
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