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RESUMEN. 

Las lectinas han sido consideradas como factores antinutricionales presentes en 
alimentos como las leguminosas sin embargo, este tipo de proteínas presentan 
propiedades anticancerígenas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el 
efecto de una lectina semipura de frijol tépari (Phaseolus acutifolius) sobre la 
sobrevivencia y proliferación de células cancerígenas de colon humano CaCo2 y 
su contraparte normal. Se obtuvo una fracción rica en lectina de frijol tépari 
mediante cromatografía de exclusión molecular e intercambio iónico, con una 
actividad aglutinante específica de 1170 Unidades de aglutinación/mg de proteína. 
Las células se sembraron en placas de 24 pozos y a las 24 horas se cambiaron 
las condiciones agregando tratamientos con diferentes concentraciones de la 
fracción de lectina en medio DMEM con 0.5% de albúmina sérica de bovino (ASB). 
Posteriormente las células se incubaron a 37° C y 10% de C02 durante 24 o 72 
horas, se cosecharon con tripsina y se contaron directamente al microscopio. La 
tasa de proliferación se calculó comparando la proliferación de células tratadas 
con la fracción de lectina y células cultivadas únicamente con DMEM 0.5% ASB. 
La fracción de lectina inhibió la proliferación de las células CaCo2 en función de la 
concentración. La concentración inhibitoria del 50% de la proliferación celular 
(Clso) fue de 0.563 µg de proteína/mL a las 24 horas de tratamiento y de 0.119 µg 
de proteína/mL a las 72 horas. Lo anterior muestra que para tiempos largos de 
tratamiento se requiere menor cantidad de lectina. Para las células IEC-18, la Cl50 

a las 24 horas de tratamiento fue de 1.9 µg de proteína/mL, 3.4 veces mayor que 
para las células CaCo-2. La tasa de muerte celular se calculó comparando el 
número de células al inicio del experimento con el número obtenido después de 
los tratamientos. La concentración letal media (CL50) fue de 2.87 y 2.99 µg de 
proteína/mL para tratamientos de 24 y 72 horas, respectivamente, lo que muestra 
que el efecto citotóxico ocurre a tiempos cortos de exposición . La CL50 para las 
células IEC-18 a 24 horas de tratamiento fue de 7.94 µg de proteína, casi 3 veces 
más que para CaCo-2 . Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran 
que la lectina de frijol tépari es capaz de provocar inhibición de la proliferación y 
muerte a células de cáncer de colon de manera diferencial, ya que se requirió 
aproximadamente 3 veces más lectina para afectar al mismo nivel a células 
intestinales normales. Estudios en curso se concentran en estudiar los 
mecanismos de acción y el efecto in vivo de dicha lectina para evaluar su potencial 
como agente terapéutico contra cáncer de colon. 

Palabras clave: lectina , cáncer, proliferación, sobrevivencia. 
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l. INTRODUCCIÓN. 

Una de las principales causas de muerte a nivel mundial , según la 

Organización Mundial de la Salud , es el cáncer. Ésta es una enfermedad 

producida por cambios en los mecanismos que regulan la diferenciación, la 

prol iferación y la muerte celular, por lo que las células cancerosas prol iferan sin 

control (Flórez, 2000) . En tanto el crecimiento del tumor permanezca localizado, la 

enfermedad se puede tratar y curar por extirpación quirúrgica del tumor y el tejido 

que lo rodea . Sin embargo, una de las características prominentes de los tumores 

malignos es su tendencia a formar metástasis, es decir, las células se desprenden 

de la masa original , entran a la circulación linfática o sanguínea y se propagan a 

sitios distantes en el cuerpo , donde establecen tumores secundarios que ya no 

son susceptibles de extirpación quirúrgica (Alberts et al., 1999). 

Existen diferentes estrategias para combatir el cáncer como la 

quimioterapia y la radioterap ia, pero estos tipos de tratamientos son muy agresivos 

e inespecíficos , presentando gran cantidad de efectos secundarios adversos 

(American Cancer Society, 2007) . Por lo anterior se ha intensificado la búsqueda 

de compuestos anticancerígenos más específicos y entre ellos se encuentran las 

lectinas . Se trata de glicoproteínas de origen no inmune capaces de reconocer 

selectivamente a ol igosacáridos de membrana (González de Mejía y Prisecaru , 

2005) . Se ha observado que las lectinas son capaces de aglutinar selectivamente 

a células transformadas , pueden inducir apoptosis y disminuir el crecimiento de las 

células tumorales , características que brindan gran interés como potenciales 

armas terapéuticas en el tratam iento del cáncer humano (Hernández et al., 1999). 

Las semillas de las plantas , en especial de leguminosas, son ricas en 

lectinas (Scheerens et al. , 1983) y se ha demostrado que dichas lectinas poseen 

propiedades citostáticas y citotóxicas sobre células tumorales El frijol tépari 

(Phaseolus acutifolius) es una leguminosa comestible adaptada a condiciones 

áridas y semiáridas . Este frijol contiene una lectina de 34 kDa y se ha observado 

que una fracción concentrada de dicha proteína es capaz de afectar 



diferencialmente a fibroblastos de ratón 3T3 normales y cancerígenos ya que, para 

provocar la muerte de los últimos, se requiere aproximadamente 8 veces más 

proteína respecto a los normales (Hernández, 2005) . 

No se ha estudiado el efecto de la fracción concentrada de la lectina de frijol 

tépari sobre células de cáncer de colon . Este tipo de cáncer ha ido tomando 

importancia en los últimos años (OMS, 2006) y, debido a la localización anatómica 

de dicho órgano, es factible el contacto de lectinas con células cancerígenas. Por 

lo anterior, el presente trabajo pretende determinar si la lectina de frijol tépari es 

capaz de afectar diferencialmente el crecimiento de células de cáncer de colon 

humano CaCo2 respecto a su contraparte normal. 
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11. ANTECEDENTES. 

11.1 Cáncer 

11.1.1 Definición de Cáncer. 

El cáncer se define como una enfermedad crónico-degenerativa producida por 

cambios en la información genética de las células . Éstas proliferan sin control 

llegando a formar tumores malignos que tienden a crecer de manera invasiva , 

destruyendo tejidos y órganos normales (Cox y Sinclear, 1998). La proliferación 

celular es la base del desarrollo del organismo y es también el primer proceso que 

origina un cáncer: el crecimiento descontrolado de un grupo de células (Muñoz, 

1997). 

El crecimiento y proliferación de las células está regulado por el ciclo celular. Es 

cuando las células aumentan su contenido de moléculas y orgánulos (crecimiento 

en masa o tamaño) y duplican y segregan sus cromosomas, para posteriormente 

dividirse en dos células hijas que son genéticamente iguales. El ciclo celular 

consta de cuatro fases : G1 , S, G2 y M (Figura 1 ). La fase G1 (del inglés "Gap" o 

intervalo) es el período de 6-12 h que sigue a una división celular y es previo a la 

síntesis o replicación del ADN . Durante este tiempo, la célula dobla su tamaño y 

masa debido a la continua síntesis de todos sus componentes como resultado de 

la expresión de los genes que codifican las proteínas responsables de su fenotipo 

particular. Hay células que pueden parar su progresión hacia la división en este 

estadio y permanecer durante días, meses o años en estado de reposo sin 

aumento de masa, en lo que se ha denominado fase GO. En la fase G1 existe un 

punto de control llamado el punto de restricción R en el que la célula comprueba 

que ha generado la masa necesaria para segui r adelante y comenzar la síntesis 

de ADN (Muñoz, 1997). 

La fase S (de "Síntesis" del ADN) corresponde al tiempo durante el cual se repl ica 

el ADN (6-8 h) . Cada cromosoma pasa a tener dos cromátidas , es decir, dos 

moléculas de ADN de cadena doble, que son copia una de la otra . En esta fase 

3 
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Figura 1. Puntos de control en el ciclo celular (www.bioteach.ubc.ca). El ciclo 
comienza con la Fase G1 en la que existe un punto de restricción llamado R, en el que se 
comprueba que se ha generado la masa celular necesaria y las condiciones favorables 
para la síntesis de ADN. Después de la Fase de síntesis de ADN, se encuentra el punto 
de control G2-M, en donde se comprueba la replicación del ADN y que se ha duplicado la 
masa celular de modo que pueda dar lugar a dos células hijas. Finalmente en la etapa de 
Mitosis existe un puno de control M, en donde sólo se permite seguir adelante si todos los 
cromosomas están alineados sobre el huso mitótico. 

existe un segundo punto de control entre las fases G2-M, en el que la célula debe 

comprobar dos condiciones antes de dividirse: que ha duplicado la masa de modo 

que puede dar lugar a dos células hijas, y que ha completado la replicación del 

ADN, y sólo lo ha hecho una vez. Finalmente, las células entran en la fase de 

mitosis M (1 h) propiamente dicha. Los cromosomas se condensan enormemente 

haciéndose 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 mitótico que va a servir como guia a los 

cromosomas. En este momento existe otro punto de control M, que sólo permite 

seguir adelante si todos los cromosomas están alineados sobre el huso. Si esto es 

así, las cromátidas hermanas se separan dirigiéndose cada una hacia un polo de 

la célula (anafase). Cuando llegan a los extremos (telofase), la célula comienza a 
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escindirse (citocinesis) por la zona media dando lugar a dos células hijas. La 

membrana nuclear vuelve a formarse y los cromosomas a descondensarse, 

originándose dos células hijas idénticas, en principio , a la progenitora (Muñoz, 

1997). 

La existencia de puntos de control del ciclo celu lar es clave. Permiten que todo el 

proceso tenga lugar cuando la célula está correctamente preparada mediante una 

triple comprobación de que las condiciones necesarias para iniciar una nueva fase 

se han dado. Existen controles negativos de la proliferación , potencialmente muy 

importantes para la prevención del cáncer, que se activan para detener el ciclo 

cuando se ha dañado la integridad del genoma y evitar así la aparición de células 

que puedan convertirse fácilmente en cancerosas. Muchos carcinógenos químicos 

y rad iaciones actúan dañando el ADN o el sistema de microtúbulos necesario para 

la mitosis. Sin embargo, también causas internas pueden ocasionar alteraciones 

en el ADN , como los procesos de reordenamiento genético que tienen lugar 

durante el desarrollo . 

Para que una mutación pueda dar lugar a una célula cancerígena debe ocurri r en 

genes específicos. Dichos genes son conocidos como protooncogenes, que se 

encargan de que la célula crezca y se multiplique de manera normal. Al sufrir 

mutaciones se altera por completo su función y se convierten en oncogenes, los 

cuales inducen serios trastornos en el patrón proliferativo de las células , y 

comienzan a reproducirse de manera desenfrenada, originando los tumores 

malignos (McCance y Huether, 1994). Desde 1938 se han aislado una gran 

cantidad de oncogenes retrovirales, entre los cuales destacan: src, jun y myc 

procedentes de pollo y el H-ras y abl , aislados de rata y ratón respectivamente 

(Torroella y Villa , 1998). 

También existe otra clase de genes cuya expresión normal inhibe ésta 

transformación . Son genes que controlan negativamente la proliferación celular, se 

llaman genes supresores de tumores y determinan el orden de los eventos, así 

como la fidel idad e integridad de los sistemas de replicación y reparación del ADN . 
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Al mutar y no llevar a cabo correctamente su función se provoca un descontrol en 

la proliferación celular (Torroella y Villa , 1998). Entre los genes supresores de 

tumores se encuentran el p53 y el Rb . El primero tiene la función normal de 

capacitar a las células para reparar con éxito el ADN dañado, bloqueando el 

proceso de división celular hasta que haya reparado los daños y la célula pueda 

replicarse sin errores . El producto del gen Rb mantiene secuestrado el factor de la 

transcripción E2F y por tanto, arresta el ciclo celular en la fase G1. En el caso de 

que el daño no pueda ser reparado, entonces la célula activa el proceso de muerte 

celular programada denominado apoptosis y de esta forma evita que se transmitan 

los errores genéticos a su descendencia . El bloqueo de la apoptosis puede ser 

causado por mutación de genes supresores de tumores , dando como 

consecuencia la pérdida de este mecanismo y resultando en la inmortalización 

celular característica del proceso de carcinogénesis (Alberts et al., 1999). 

11.1.2 Características de las células cancerosas. 

Entre las características que se observan en las células cancerosas destacan las 

siguientes: 

• Las células cancerosas con frecuencia presentan una dotación cromosómica 

muy aberrante, alteración denominada aneuoploidía (Castillo-Villanueva y 

Abdullaev , 2005) . 

• Ocurren cambios morfológicos notables en el citoplasma que casi siempre 

afectan al citoesqueleto . Mientras que célula normal por lo general contiene 

una red bien organizada de microtúbulos, microfilamentos y filamentos 

intermedios, el citoesqueleto de las células cancerosas a menudo está 

reducido y/o desorganizado (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005) . 

• Cambios en la superficie celula r, incluyendo la alteración de las glicoproteínas 

(Castillo-Villanueva y Abdullaev , 2005) . 

• Algunas células cancerosas poseen nuevas proteínas en la superficie celular 

conocidas como antígenos asociados al tumor y pueden inducir la formación de 

anticuerpos dirigidos contra ellas (Karp, 1996). 
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• Típicamente las células cancerosas son menos adherentes, tanto entre sí 

como a los sustratos no celulares . Se cree que esta pérdida de adhesividad se 

correlaciona con la capacidad de las células cancerosas para abandonar una 

masa tumoral y emigrar a otros sitios dentro del cuerpo (Karp, 1996). 

• Independencia de las señales provenientes de otras células para crecer, 

sobrevivir y dividirse (Alberts et al. , 2006) . 

• Tienen menos probabilidades de morir por apoptosis , esto se debe en parte a 

mutaciones en genes que regulan el programa de muerte celular (Alberts et al. , 

2006) . 

• Son genéticamente inestables, con una tasa de mutación más elevada que la 

de las células normales (Alberts et al., 2006) . 

• Promueven la producción de factores angiogénicos, generando la formación de 

vasos sanguíneos en su interior, llevando nutrientes para el desarrollo del 

cáncer (Alberts et al. , 2006). 

Las células cancerosas se pueden distinguir de las normales por su movilidad en 

cultivo . Cuando una célula normal está en contacto con otra célula cesa su 

actividad y movimiento, ya que no pueden desplazarse unas sobre otras, y forman 

una capa en el fondo del plato de cultivo. Las células cancerosas , por lo general , 

ignoran las señales transmitidas por células vecinas y continúan sus actividades 

locomotoras acostumbradas; proliferan en cultivo hasta alcanzar una densidad 

celular muy alta en comparación con sus contrapartes normales (Avers, 1986). 

Las células cancerosas también dependen mucho menos de la presencia de 

suero, el cual les suministra factores de crecimiento , como el factor de crecimiento 

epidérmico o la insulina . Además , a diferencia de las células normales que 

requieren un sustrato sólido sobre el cual crecer, las células cancerosas 

generalmente pueden crecer suspendidas en un medio formado por agar suave o 

metilcelulosa viscosa . Por esta característica , se dice que las células cancerosas 

han perdido su dependencia a la fijación , indispensable para el crecimiento de 

células normales . Más importante aún , las células normales en cultivo muestran 

capacidad limitada para la división celular; luego de un número finito de divisiones 
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mitóticas sufren un proceso de envejecimiento que las incapacita para continuar 

creciendo y dividiéndose. Las células cancerosas aparentemente son inmortales 

en el sentido de que continúan dividiéndose de manera indefinida (Avers , 1986). 

11.1.3 Proceso de Carcinogénesis. 

Durante el proceso cancerígeno se pueden observar una serie de pasos que 

llevan a las células cancerosas a proliferar, sobrevivir e invadir otros órganos y 

ocurre en tres fases : Iniciación, promoción y progresión (Figura 2) (Geoffrey, 

2000) . 

La primera etapa del proceso de carcinogénesis , es la iniciación y es cuando 

ocurre un daño permanente y transmisible en el ADN de una célula que, si no se 

repara , se fija como mutación , quedando la célula "iniciada". A los compuestos 

capaces de interaccionar con el ADN y dañarlo se les denomina genotóxicos , que 

pueden ser la radiación y diferentes compuestos químicos naturales o sintéticos . 

Después continúa la etapa de promoción , aquí ocurre una expansión clona! , que 

puede ser reversib le, es donde se forma propiamente la neoplasia , las células 

promovidas que constituyen el clon tumoral siguen siendo todavía células 

benignas. Entre los agentes promotores se encuentran los esteroides y los lípidos 

de la dieta . Finalmente la etapa de progresión tumoral , es donde adquiere la 

neoplasia el carácter maligno, el clon neoplásico presenta cambios genéticos 

progresivos y acumulativos como aneuploidía , pérdida de alelos y amplificación 

génica . El rasgo distintivo de esta etapa terminal es la capacidad de escapar, 

invad ir y colonizar órganos distantes (Torroella y Villa , 1998) 

Para que las células malignizadas sigan creciendo es necesaria la formación de 

vasos sanguíneos que son inducidos por moléculas liberadas por las células 

tumorales en un proceso llamado angiogénesis . La irrigación por estos pequeños 

vasos pasa de una red de canales entrelazados que se extienden hasta los 

grandes vasos , manteniendo así el riego sanguíneo adecuado para las masas 

tumorales (Nagy et al. , 1995). 
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Figura 2. Proceso de Carcinogénesis. En la etapa de iniciación se presenta un daño 
permanente en el ADN, produciendo una mutación. En la segunda etapa (promoción), se 
forma el tumor y continúa la acumulación de danos que llevan a la etapa de progresión en 
la que las células adquieren la capacidad de invadir y colonizar órganos distantes 
{Geoffrey, 2000). 

En el proceso de angíogénesís se incluyen (Bussolino et al., 1997): 

1. Degradación de la membrana basal por proteasas. 

2. Migración de las células endoteliales. 

3. Proliferación de células endoteliales y migración a la superficie. 

4. Formación del lumen, generación de nuevas membranas basales, 

formación de anastomosis y circulación sanguínea. 

Una de las características principales de las células cancerosas es la capacidad 

de migrar e invadir nuevos tejidos, ya que han perdido su adherencia y su posición 

localizada dentro del tejido organizado, a este proceso se le denomina invasión 
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(Nicolson , 1994 ). Al perder su adherencia, las células cancerosas pueden pasar a 

la circulación sanguínea o linfática del organ ismo y establecerse en zonas de 

proliferación alejadas de su sitio de aparición original , a estas zonas de 

crecimiento secundario se le denomina metástasis (Lodish et al., 2002). En esta 

etapa , la actividad proteolítica , que ocurre en cascada , dentro y fuera del tumor 

provocan la degradación de la matriz extracelular favoreciendo la movil idad de las 

células tumorales hacia el torrente sanguíneo para después invadir los tejidos 

cercanos (Koblinski et al., 2000) 

11.2 Cáncer de colon. 

El cáncer representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial 

según la Organización de Mundial de la Salud , en donde se reporta que para el 

año 2005 los cánceres de pulmón , mama, próstata y colon fueron los de mayor 

incidencia , mientras que los principales causantes de muerte fueron : los de 

pulmón , estómago, colon y mama (OMS, 2006). Para el año 2005 , el cáncer de 

colon representó la tercer neoplasia en orden de frecuencia y se reportó como la 

cuarta causa principal de muerte por cáncer en la población mundial , tanto en 

hombres como en mujeres (OMS, 2006) . Datos reportados para el año 2004 

indican que, en México, el porcentaje de defunciones por cáncer de colon fue de 

4.1 en hombres y de 4 .2 en mujeres, representando así la séptima y novena causa 

de muerte por cáncer respectivamente (INEGI , 2006) . 

11.2.1 Anatomía del Colon. 

El colon y el recto forman parte del sistema digestivo . El colon es la primera 

sección del intestino grueso, que se extiende desde el yeyuno e íleon hasta el ano. 

El yeyuno no desemboca en la extremidad del intestino grueso, sino ligeramente 

encima de ésta , formando un fondo de saco llamado ciego (Rouviére y Delmas , 

2001 ). El ciego es seguido por el colon , un tubo muscular que, en humanos, mide 

aproximadamente metro y medio de largo; cuyas funciones son absorber 

nutrientes y agua de los alimentos como ocurre en el intestino delgado (pero con 

una mayor cantidad de absorción de esta última) y servir de contenedor para el 



material de desecho. Este material avanza hasta la última parte del intestino 

grueso llamado recto y es expulsado al exterior por el ano (Moffett et al., 1993). El 

colon se divide en cuatro secciones (Figura 3); la primera es llamada ascendente o 

colon derecho y comienza en el área de unión con el intestino delgado. Le sigue la 

sección que se extiende a través del abdomen del lado derecho hacia el izquierdo, 

denominado colon transverso que continúa con el colon descendente o colon 

izquierdo. tste va hacia abajo por el lado izquierdo del abdomen y llega hasta el 

colon sigmoides, que termina uniéndose al recto (Quiroz, 1975). 

Intestino 
~~--

grueso 
(colon) 

........r.--!--Intestino 
delgado 

Figura 3. Anatomía del Colon. El colon se divide en tres secciones ascendente o 
derecho, transverso y descendente o izquierdo terminando en el recto (MedlinePlus, 
www.nlm.nih.gov/medlineplus). 

La superficie del colon es lisa a simple vista llegándose a ver irregularidades en 

los cortes de perfil, debido a la contracción muscular. A un pequeño aumento se 

puede observar la abertura de las criptas o glándulas de Lieberkutin, que llevan la 

función de aumentar la superficie de absorción del intestino. En los cortes 

histológicos, éstas son glándulas tubulares rectas de unos 0.5 mm de longitud 

(Fawcett, 1995). 

11.2.2 Fases del desarrollo del cáncer de colon. 
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El cáncer de colon se lleva a cabo como una serie de pasos complejos que 

involucran una alteración progresiva del control de la proliferación celular, la 

diferenciación y la muerte celular programada (apoptosis) en el epitelio intestinal. 

Estos cambios pueden estar dados por la dieta y los factores ambientales , 

modulando las vías de señalización del epitelio celular intestinal , tales como las 

mutaciones genéticas que transforman oncogenes , las deleciones o mutaciones 

de las enzimas que reparan ADN y genes supresores de tumores. El inicio del 

cáncer de colon , produce un número excesivo de células que se acumulan bajo la 

forma de pólipos . Los pólipos se transforman luego en tumores cancerígenos 

(Murray et al., 1999). 

Las diferentes etapas de la progresión del cáncer de colon comienzan con la etapa 

O, en donde el proceso de proliferación descontrolada ocurre en las criptas. La 

etapa 1 se caracteriza porque la zona proliferativa se expande hacia la parte 

superior de la cripta colónica , sin un aumento neto del número de células , lo cual 

implica una pérd ida del estado de diferenciación del epitelio . En la siguiente fase , 

llamada etapa 11 , la velocidad de proliferación excede la muerte celular y como 

resultado se tiene una acumulación de células epiteliales en la mucosa. En la fase 

111 el tejido comienza a extenderse hacia el lumen y como resultado se forman los 

pólipos adenomatosos aún benignos. En la etapa IV se producen nuevas 

transformaciones: las células adquieren un carácter patológico y los pólipos se 

transforman en tumores cancerosos (Figura 4) (Lipkin , 1974). 

11.2.3 Factores de riesgo de cáncer de colon. 

En el desarrollo de esta patología la edad es un factor importante, tiene más 

probabilidades de aparecer después de los 60 años. El riesgo de desarrollar 

cáncer se duplica cada 5 años después de los 25 años de edad (Willett; 1995). El 

aumento del porcentaje de cáncer en la población es probable debido a la 

combinación de una creciente y prolongada exposición a carcinógenos , asociado a 

un sistema inmunológico debilitado. También existen factores dietéticos que 

predisponen a una mayor incidencia del cáncer de colon como son ; alto contenido 
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en grasas, alto contenido de carbohidratos refinados y bajo contenido de fibra 

vegetal. Se ha demostrado que la reducción del contenido de fibra en la dieta 

disminuye el volumen de las heces, aumenta el tiempo de tránsito en el intestino y 

altera la flora natural de la luz intestinal, lo que provoca que los productos de 

degradación de los carbohidratos refinados permanezcan en contacto con la 

mucosa durante periodos prolongados (Willett; 1995). Fumar es otro factor de 

riesgo ya que el humo del cigarro produce sustancias qulmicas que pueden 

deteriorar el ADN y hacer que el cáncer tenga más posibilidades de originarse. 

Otro factor importante es el consumo de alcohol que puede acelerar el proceso en 

la promoción del tumor (Tanaka, 1995). 

Invasión a 
otros órganos 
por linfa o 

,, torrente 
sanguíneo 

Figura 4. Fases del desarrollo del cáncer de colon. El cáncer de colon se fonna a 
través de 4 etapas y se presenta con mayor frecuencia en personas mayores de 60 años 
(MedlinePlus, www.nlm.nih.gov/medlineplus ). 

11.3 Tratamientos contra el cáncer 

Actualmente los tratamientos más utilizados contra el cáncer son la quimioterapia 

y la radioterapia. Los medicamentos quimioterapéuticos pueden destruir las 
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células cancerosas que han hecho metástasis o se han propagado a otras partes 

del cuerpo alejadas del tumor primario. Se utilizan más de 100 medicamentos 

quimioterapéuticos en varias combinaciones. Aún cuando puede utilizarse un solo 

medicamento para tratar el cáncer, por lo general los medicamentos son más 

eficaces si se utilizan en combinación con otros por vía oral o intravenosa 

(American Cancer Society, 200) . El tratamiento quimioterapéutico en el cáncer de 

colon se realiza como terapia adyuvante , es decir, sumada a la cirugía , la cual 

consiste en una resección segmentaria , en donde se extirpa el tumor y un 

segmento de tejido normal a cada lado del cáncer. Se suele extirpar un tercio del 

colon , y la cantidad de tejido variará en función del tamaño y la situación . Se 

presentan efectos secundarios adversos como la caída del cabello , náuseas y 

debilidad general (Tratamiento del cáncer de colon , 2006) . 

La radioterapia utiliza partículas u ondas de alta energía , tales como los rayos X, 

rayos gamma , electrones o protones, para eliminar o dañar las células 

cancerosas. Es uno de los tratamientos más comunes contra el cáncer en el que 

se utiliza un equipo especial que administra dosis altas de radiación a las células 

cancerosas , destruyéndolas o dañándolas de tal manera que no puedan crecer, 

multiplicarse o propagarse (American Cancer Society, 2007) . El tratamiento con 

radioterapia contra el cáncer de colon , se desarrolla a lo largo de cinco días a la 

semana durante varias semanas (las que el oncólogo y el radiólogo hayan creído 

convenientes). El tratamiento es ambulatorio y los efectos secundarios inmediatos 

son : irritación de la piel , náuseas, diarrea , irritación rectal , irritación de la vejiga o 

cansancio (Tratamiento del cáncer de colon , 2006). 

11.4 Lectinas 

Debido a que la quimioterapia y la radioterapia son tratamientos invasivos, y a que 

en el proceso de destruir las células cancerosas dañan a las células normales y 

14 



deprimen el sistema inmune, se han buscado terapias alternativas como el uso de 

lectinas. Se ha confirmado la actividad antitumoral de las lectinas de plantas , tanto 

para el diagnóstico como para la terapia en la medicina moderna (Castillo­

Villanueva y Abdullaev, 2005). Las lectinas son un grupo de proteínas de origen 

no inmune, en su mayoría glicoproteínas, que están presentes en la mayoría de 

los seres vivos , tanto en el re ino animal , vegetal y en microorganismos. Son 

capaces de un reconocimiento específico para un determinado carbohidrato 

uniéndose reversiblemente, sin alterar la estructura covalente de los ligandos 

glicosídicos reconocidos (Goldstein et al, 1980). 

11.4.1 Descripción e Historia. 

El primer estudio sobre lectinas lo reportó Stillmark en 1888, al observar el 

fenómeno de hemaglutinación con extractos de semilla de Ricinus communis, 

cuya proteína llamada ricina aglutina a eritrocitos . Posteriormente Hellín (1895) , 

estudiando semillas de Abrus precatorius, encontró otra proteína que también 

producía aglutinación de eritrocitos llamada abrina. Fue hasta el año de 1919 que 

se obtuvo la primera lectina en forma cristalina , descubierta por James B. Summer 

a partir del frijol Canavalia ensiformes llamada concanavalina A (Hernández et al., 

1999). En la década de los 40, dos investigadores, Rose M. Reguera y William C. 

Boyd (1954) reportaron que ciertas semillas contenían aglutininas específicas para 

antígenos de los grupos sanguíneos humanos. El primero en plantear el término 

lectina fue Boyd en 1954, al observar que algunas aglutininas obtenidas de 

semillas de plantas podían reconocer a un grupo sanguíneo específico y 

aglutinarlo (Van Damme et al., 1998). 

Las lectinas han sido estudiadas ampliamente , su importancia principal radica en 

sus propiedades biológicas tales como la aglutinación de eritrocitos y otras células, 

en la inducción de mitosis y efectos citotóxicos sobre linfocitos y aglutinación de 

virus . Además tienen diversos usos como (Zarkovic et al., 1998): 

a. Estudios químicos de estructuras de sustratos de la superficie celular de 

grupos sanguíneos y en la tipificación de los mismos. 
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b. Para probar azucares en la superficie celular y en otros procesos de 

reconocimiento mediados por interacciones especificas de carbohidratos con 

receptores . 

c. Para determinar la patogenicidad de los microorganismos en sus relaciones de 

adhesión a la célula. 

11.4.2 Clasificación. 

Las lectinas están compuestas por una cadena polipeptídica en la cual pueden 

estar unidos uno o más residuos de carbohidratos , normalmente de 2 a 15 

monosacáridos res iduales . Éstos son principalmente 0 -Manosa, O-galactosa , 0-

Glucosa , L-fucosa , N-acetil-0-glucosamina, N-acetil-0-galactosamina, ácido 

salicílico, glucosamina y galactosamina (PeL.imans y Van Oamme, 2002) . 

Con base en su estructura , las lectinas se pueden clasificar en : a) simples, b) 

mosaico y c) macromoléculas . Cada clase se puede subdividir en diferentes 

familias con secuencias y propiedades estructurales similares . Las lectinas 

simples comprenden prácticamente todas las lectinas de las plantas conocidas . En 

las del grupo de forma de mosaico hay una diversidad de proteínas de diferentes 

orígenes, por un lado las lectinas de origen animal y las denominadas de tipo l. 

Las lectinas del grupo de macromoléculas están formada por las de bacterias, 

especialmente en la forma de fimbrias o pilis (organelos filamentosos de 

superficie) (Lis y Sharon , 1998). 

Las lectinas se encuentran en gran diversidad de seres vivos y de acuerdo a esto 

existen diferentes tipos (Ganem y Martín, 2000): 

a) Lectinas vegetales ; se encuentran específicamente en los cotiledones y 

endospermos de las semillas de algunos vegetales como el trigo , frijol y soya . 

Entre las más conocidas se encuentran : 

-,, La Concanavalina A, se obtiene de la planta Cannava/ia enzyformis y actúa 

específicamente uniéndose a restos de a-O-glucosa y a-O- manosa. 
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:;¡;;.,. La aglutinina de germen de trigo , también llamada fitohemaglutinina , cuyo 

sitio de unión es con el ácido 13-N-acetilneuramínico y con el ácido a-N­

acetilneuramínico. 

:;¡;;.,. Del frijol rojo (Phaseolus vulgaris) se obtiene una lectina muy importante con 

acción mitogénica (estimuladoras del ciclo celular). Tiene la capacidad de 

aglutinar específicamente células malignas, lo cual ha desarrollado un gran 

interés en investigación para utilizarlas como tratamiento para el control de 

crecimiento de tumores. 

Las lectinas de leguminosas son el único grupo de lectinas que contienen cationes 

divalentes con un sitio específico para ligar el metal. Cada subunidad contiene 

iones calcio o magnesio, los cuales son esenciales para la unión de carbohidratos . 

Básicamente , los promotores de las lectinas de leguminosas, consisten de una o 

dos cadenas. Están constituidas de una hoja ~ de 7 curvas (parte frontal ) y una 

hoja ~ plana de seis (parte trasera) , interconectadas por vueltas y lazos para 

formar una estructura tridimensional. La orientación de las líneas antiparalelas de 

las hojas ~ le proporciona una estructura rígida y fuerte que puede explicar la 

extrema resistencia de las lectinas de leguminosas al ataque proteolítico 

enzimático (Lis y Sharon , 1998). En la Figura 5 se muestra el esquema de la 

concanavalina A. 
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Figura 5. Estructura tridimensional de la Concanavalina A. La Concanavalina A es 
una lectina obtenida de Cannavalia enzyformis, se presenta como un dímero con dos 
regiones opuestas para el sitio de unión a carbohidratos. 
(http://www.juliet.med.jhmi.edu/-bianchet/lectin_dimer.jpg). 

b) Lactinas animales; se han encontrado en invertebrados como: caracoles, 

cangrejos, camarones, moluscos, peces y lombrices, y están contenidas en la 

hemolinfa y órganos sexuales. También se han encontrado en vertebrados como 

el cerdo. Las más conocidas son las galectinas que tienen función en la adhesión 

celular. Estas se encuentran dentro del citoplasma y en el núcleo de las células y 

ocasionalmente en la superficie y fuera de la célula. Son esenciales para el 

desarrollo normal y la diferenciación de todas las células del animal (Riaño­

Sánchez, 1997). 

c) Lectinas microbianas; las más importantes son las adhesinas, que se 

localizan en la superficie de microorganismos tales como bacterias, virus, hongos 

y parásitos. Juegan un papel importante en el mecanismo de acción patológico al 

colonizar mucosas produciendo lesiones titulares. Existe otro tipo de lectinas 

microbianas, las proteínas Gac-p, que se unen específicamente con los 

sialoglicoconjugados de Bordetel/a, y otros microorganismos. Estas proteínas Gac­

P tienen la capacidad de ligarse a glicosaminoglicanos sulfatados (heparan 
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sulfatos) presentes en la superficie de células eucariotas facilitando la adherencia 

del agente patógeno a dichas células (Lis y Sharon , 1998). 

d) Lectinas de virus ; capaces de crear puentes entre eritrocitos de varias 

especies. Las hemaglutininas virales , pueden ser divididas en tres grandes grupos 

(Liener, 1997): 

~ Las de Ortomixo (Influenza A, B y C) y Paramixovirus (PIV, VRS) en la cual 

la partícu la viral y la hemaglutinina no pueden ser separadas porque tiene 

actividad enzimática que causa destrucción de receptores de glóbulos rojos , 

(enzima destructora de los receptores) que ahora se sabe corresponde a 

una sialidasa. 

~ La de los Reovirus (Rotavirus y similares) y Arbovirus (fiebre amarilla , 

dengue, equinas y similares) , en los cuales la partícula viral sólo contiene la 

hemaglutinina pero no contiene la sialidasa. 

~ La de los Poxvirus (viruela y otros vi rus similares) en los cuales la 

hemaglutinina se produce durante la replicación del virus y es diferenciable 

de la partícula viral. La hemaglutinación es inhibida específicamente por 

anticuerpos que se conocen como inhibidores de hemaglutinación (HI) , que 

permiten distinguir diferentes virus como los de influenza , se sabe que es 

específica de cepa y se puede utilizar con fines de clasificación . 

11.4.3 Toxicidad de las lectinas. 

Las lectinas dietéticas se han considerado como factores antinutricios. Estos 

efectos son causados por el hecho de que algunas lectinas deterioran la integridad 

del epitelio intestinal y también afectan la absorción y la utilización de alimentos 

(González de Mejía y Prisecaru , 2005) . La toxicidad de las lectinas se caracteriza 

por la capacidad de inactivar los ribosomas y se clasifican como proteínas RIP 11. 

Dentro de las lesiones patológicas que se describen con la ingestión o 

administración de lectinas en animales o humanos, se observa la presencia de 

parenquimatosis , degeneración grasa y edema en varios tejidos . También se 

observa que las lectinas se unen a los grupos glicosilados de las membranas de 
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las células epiteliales del tracto digestivo, impidiendo así la absorción de nutrientes 

(Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005) . 

Las lectinas son resistentes a la digestión , se han reportado estudios en donde 

estas proteínas son recuperadas con sus propiedades sin alterar después de 

pasar por el tracto digestivo de ratones en un periodo de 24 horas (Nakata y 

Kimura , 1985). Aunque las lectinas son termolábiles , no siempre son destruidas 

durante la cocción, debido a que los métodos de cocción no son tan agresivos y 

los tiempos en los que se someten se mantienen cantidades considerables de las 

mismas. El uso del autoclave o agua hirviendo es necesaria para causar la 

desnaturalización de las lectinas, para que la actividad de la hemaglutinación sea 

eliminada se necesitan 5 min a 92º C (González de Mejía y Prisecaru , 2005) . 

11.4.4 Efectos biológicos de las lectinas. 

La propiedad que tienen las lectinas de enlazarse a los carbohidratos sugiere que 

cumplen con una función fisiológica en la naturaleza. Entre las funciones 

fisiológicas atribuidas a las lectinas en leguminosas se encuentra el 

reconocimiento de las bacterias fijadoras de nitrógeno en la superficie de las 

raíces antes de la nodulación (Janzen et al., 1976). Chrispeels y Raikhel (1991) 

sugieren que la función más importante de las lectinas es la defensa de la planta 

contra sus depredadores . La interacción de las lectinas presentes en las vacuolas 

con otras sustancias dentro y fuera de las células se debe a que, cuando las 

semillas secas absorben agua , las proteínas presentes en las vacuolas , 

especialmente las lectinas , son liberadas y fo rman una solución con el agua 

adsorbida . Esto trae como consecuencia la presencia de las lectinas en las 

cercanías de la semilla en germinación, donde pueden interaccionar con los 

patógenos y las plagas . Por otra parte, cuando la semilla u otros órganos de la 

planta son consumidos por los fitófagos , las lectinas pueden salir de las 

estructuras celulares dañadas y entrar en contacto con las glicoproteínas que se 

encuentran en el tracto intestinal de los fitófagos inhibiendo la absorción de 

nutrientes (Chrispeels y Raikhel , 1991 ). 
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El estudio de las lectinas ha llevado a la conclusión de que su importancia 

principal radica en sus propiedades biológicas, en la aglutinación de eritrocitos, 

linfocitos , plaquetas, espermatozoides, bacterias, células tumorales y virus (Riaño­

Sánchez, 1997; Castil lo-Villanueva y Abdullaev, 2005) . La lectina que se 

encuentra en el frijol común Phaseolus vulgaris tiene acción mitogénica en células 

del sistema inmune y además tiene la capacidad de aglutinar específicamente 

células malignas . Lo anterior ha desarrollado un gran interés en investigación para 

utilizarlas como tratamiento para el control de crecimiento de tumores (Riaño­

Sánchez, 1997). Los estudios de lectinas se han enfocado a su capacidad de 

selectividad en donde muestran aglutinación preferencial sobre células 

cancerígenas (Hernández, 2005) . 

Las lectinas se utilizan como herramientas en los campos de la bioquímica, 

biología celular e inmunología , así como para el diagnóstico y propósitos 

terapéuticos en la investigación de cáncer (González de Mejía y Prisecaru , 2005) . 

Un área importante en donde se emplean las lectinas es la detección de 

transformaciones malignas en células , a través de la aglutinación preferencial que 

muestran las lectinas con células transformadas. Este proceso de selectividad esta 

dado por una alteración en la superficie de las células cancerosas la cual genera 

un aumento en los patrones de glicosilación . Debido a esto, las lectinas tienen una 

alta afinidad para reconocer y unirse reversiblemente a residuos glicosídicos y 

aglutinarlos (Nishimura et al, 2004; Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005) . Se ha 

observado que , lectinas de diferentes fuentes inhiben el crecimiento de células 

cancerosas en función de la concentración y de manera diferencial. Son capaces 

de inducir apoptosis y activar el sistema inmune mediante la estimulación de la 

proliferación de linfocitos T (Lyu et al., 2002) . Se han utilizado las lectinas y 

polímeros sintéticos enlazados a ellas como agentes anticancerígenos in vivo e in 

vitro , ya que se ha visto que disminuyen el crecimiento de las células tumorales . 

Se utilizan también para la inmunización contra virus productores de 

inmunodeficiencia y algunos tumores y como medicamentos para prevenir 

metástasis . Se han estudiado las propiedades citotóxicas de algunas lectinas 

como la ricina y abrina como potenciales armas terapéuticas en el tratamiento del 
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cáncer humano (Hernández et al., 1999). Por otro lado las lectinas son una 

herramienta importante pa ra la investigación estructural y funciona l de 

carbohidratos complejos , para la evaluación de cambios que ocurren en la 

superficie celular durante los procesos fisiológicos y patológicos y para la 

identificación de células cancerosas (Van Damme et al., 1998). 

La presencia de lectinas se ha identificado como el principal activo en extractos de 

muérdago Viscum a/bum (VCA) , que es ampliamente utilizado como tratamiento 

complementario contra el cáncer en Europa . Se investigó la proliferación celular de 

16 líneas celulares con extractos acuosos del muérdago, reportándose que en los 

extractos con altas cantidades de lectina (VCA) se mostró actividad antitumoral en 

líneas celulares de cáncer de mama (Maier y Fiebig , 2002) . En el 2001 se 

publicaron estudios de VCA en células de leucemia promieloide aguda HL-60 

demostrando que la viabilidad es dosis-dependiente y su Cl so fue de 5 ng/mL, el 

VCA indujo la muerte celular a través de apoptosis. Las actividades 

anticancerígenas y antimetastásicas del VCA fueron investigadas utilizando la 

línea celular de melanoma B16-BL6, y se demostró que el VCA causa una 

reducción del crecimiento celular dosis-dependiente (Cl 50 de 25 ng/mL) e induce 

apostosis (Lyu et al., 2001 ). En el 2002 se demostró que el VCA indujo apoptosis 

en células de hepatocarcinoma humano SK-Hep-1 y Hep3B. Esta inducción fue a 

través de la activación de Bax (acelerador de la apotosis) y la inhibición de Bcl-2 

(supresor de apoptosis) (Lyu et al. , 2002). En el estudio de cáncer de colon 

humano se han analizado cinco diferentes lectinas : PHA (Phaseolus vulgaris), 

GSA (Griffonia simplicifolia ), Con-A (Concavalina A) , WGA (Triticum vulgare) y 

PNA (Arachis hypogea) , sobre tres líneas de cáncer colorectal (LoVo , HCT-15 y 

SW837), en donde el crecimiento se ve afectado de manera diferente 

dependiendo de la concentración y el tipo de lectina, concluyendo que éstas 

lectinas tienen un potencial para afectar el crecimiento de las colonias 

cancerígenas in vitro (Kiss et al., 1997). 

Estudios realizados en nuestro laboratorio han mostrado que una fracción 

concentrada de lectina de frijol tépari (Phaseolus acutifo/ius) es capaz de afectar 
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negativamente la sobrevivencia de células cancerígenas de forma diferencial 

respecto a su contraparte normal (Hernández, 2005) . También fue posible 

observar el efecto sobre la proliferación y sobrevivencia de células de cáncer de 

cuello uterino y de cáncer de mama, en función de la concentración y de forma 

diferencial respecto al tipo celular (Yllescas, 2006 , Castañeda , 2007). 
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111. JUSTIFICACIÓN. 

El cáncer de colon se encuentra dentro de las principales causas de muerte 

a nivel mundial y en México se reporta como la séptima causa de muerte por 

cáncer. Esta enfermedad avanza rápidamente tanto en hombres como en mujeres, 

debido a la combinación y prolongada exposición a carcinógenos, así como un 

ritmo de vida muy estresante en donde no se presta atención al cuidado de la 

dieta , lo que lleva a factores que predisponen al aumento de ésta enfermedad . 

Dentro de las terapias eficaces para combatir el cáncer se encuentran la 

quimioterapia y la radioterapia , pero son muy agresivas e inespecíficas dañando 

así las células sanas. En estudios recientes en nuestro laboratorio se ha 

comprobado el efecto citotóxico de una fracción semipura de lectinas de frijol 

tépari sobre células cancerígenas humanas de cuello uterino y mama. 

El colon es una de las principales vías de absorción de nutrientes y es posible un 

contacto directo de las lectinas con el epitelio . Se desconoce la capacidad de la 

lectina de frijol tépari para provocar la muerte de células cancerígenas en este 

tejido , por lo que en el siguiente trabajo se determinó el efecto de la lectina de frijol 

tépari sobre la sobrevivencia y proliferación de células de cáncer de colon (Caco 

2) y la capacidad de distinguir a células normales del mismo epitelio (IEC-18) . Lo 

anterior permitirá determinar el potencial citotóxico de la lectina de frijol tépari 

sobre el cáncer de colon y encontrar evidencia que apunte a su potencial como 

agente terapéutico . 
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IV. HIPÓTESIS. 

Si la lectina de frijol tépari reconoce de forma selectiva a células normales y 

cancerígenas y a células de diferentes tipos de cáncer, entonces podrá afectar de 

una manera diferencial la sobrevivencia y proliferación de las células cancerígenas 

de colon respecto a su contraparte normal. 

V. OBJETIVO GENERAL. 

• Evaluar el efecto de la lectina de frijol tépari (Phaseo/us acutífolius) sobre la 

proliferación y sobrevivencia de células cancerígenas de colon humano. 

VI. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

• Obtener una fracción proteínica concentrada de la lectina de frijol tépari 

• Cuantificar la actividad específica de la lectina en la fracción obtenida . 

• Evaluar el efecto de la lectina semipura sobre la proliferación de células 

cancerígenas de colon humano y su contraparte normal. 

• Evaluar el efecto de la lectina semipura sobre la sobrevivencia de células 

cancerígenas de colon humano y su contraparte normal. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

Vll.1 MATERIALES. 

Vll.1.1 MATERIAL VEGETAL. 

La purificación de la lectina se realizó en el CINVESTAV lrapuato , en el 

Laboratorio de Mecanismos de Defensa de Plantas a cargo del Dr. Alejandro 

Blanco Labra a partir de semillas limpias de frijol tépari (Phaseolus acutifolius) de 

la línea Pl -170. 

Vll.1.2 LÍNEAS CELULARES. 

Línea celular CaCo-2, del Laboratorio de Biología Celular y Molecular de la 

Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autónoma de Querétaro, a cargo 

de la Dra . Teresa García Gasea. 

.,,. Organismo: Hamo sapiens (Humano) . 

~ Género: Masculino , caucásico de 72 años de edad . 

> Órgano: colon . 

> Enfermedad : Adenocarcinoma colorectal. 

> Tiempo de duplicación : 62 horas. 

La línea celular CaCo-2 en cultivo forma monocapas y se adhiere mediante 

uniones fuertes que se forman en el lado baso-lateral de la monocapa. Estas 

células se diferencian espontáneamente después de alcanzar la confluencia y 

adquieren prop iedades bioquímicas y estructurales de enterocitos pequeños 

(Pageot et al. , 2000 ; American Type of Culture Collection , 2005) . 

Línea celular IEC-18, donada por la Dra . Martha Robles , UNAM. 

> Organismo: Rattus norvegicus (Rata) . 

> Órgano: íleon . 

> Tipo de célula : Epitelial normal. 
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La línea IEC-18 es un modelo útil de epitelio intestinal de una línea celular 

inmortal , no transformada , derivada de íleon de rata joven. Uno de los aspectos 

más importantes de ésta línea celular es la capacidad de mantener su fenotipo de 

criptas intestinales, así como el potencial de lograr la diferenciación a enterocitos. 

Así mismo la línea IEC-18 es considerada adecuada para correlacionarla con la 

fisiología de enterocitos de células derivadas de tumores colónicos como las 

CaCo-2, que presentan similitud en morfología y crecimiento (Gordon et al., 2005; 

American Type of Culture Collection , 2005) . 

Vll.1.3 REACTIVOS. 

El sulfato de amonio es de J-T. Baker . Los reactivos para electroforesis se 

adquirieron en Bio- Rad (Hércules , Ca , EUA) . Los matrices para cromatografía de 

exclusión molecular e intercambio iónico se adquirieron de Pharmacia (Pharmacia 

Biotech ; Uppsala , Suiza). El medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, 

GIBCO, 12100-038.), alto en glucosa, y los suplementos de cultivo se obtuvieron 

de GIBCO BRL (Grand lsland , NY, EUA) , los sueros de HyClone (Logan UT, 

EUA). Las cajas de cultivo y las placas de 24 pozos de Corning (Corning Costar; 

Corn ing , NY, EUA). Las células se mantuvieron en nitrógeno líquido a -190° C 

hasta su uso , una vez descongeladas se sembraron en cajas de cultivo de 60 mm 

a 37° C en atmósfera húmeda al 10% C02. 

Vll.2 MÉTODOS. 

Vll.2.1 PURIFICACIÓN DE LA LECTINA. 

Vll.2.1 .1 PRECIPITACIÓN CON SULFATO DE AMONIO. 

Las semillas se mol ieron en un molino Tekmar A-1 O, se pesaron 100 g de la harina 

obtenida y se obtuvo el extracto crudo de proteína en 500 mL de agua desionizada 

agitando durante 12 hrs a 4º C, después se centrifugó a 14,000 rpm durante 30 

min . Se llevó a cabo una precipitación con 40% de saturación de sulfato de 

amonio sólido con agitación magnética lenta (Murray, 1990). Esta suspensión se 
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dejó equilibrar por 30 min a 4°C y después de centrifugar se descartó el 

precipitado obtenido . El sobrenadante fue llevado a 65% de saturación con sulfato 

de amonio; en este caso después de centrifugar se recuperó el precipitado (P-65) 

y se descartó el sobrenadante. La fracción P-65 finalmente fue redisuelta en un 

volumen mínimo de agua desionizada, dializada hasta la eliminación total de sales 

presentes . 

Vll.2.1.2 CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN EN GEL. 

Del dializado se obtuvo una cantidad de 8 mL que se llevaron a un concentrador 

de muestra Amicon por medio de gas helio a presión , en donde se obtuvieron 4 

mL. La fracción P-65 concentrada se cargó en una columna de 167 x 1.7 cm para 

filtración en gel con Sephadex G-75 (Pharmacia Biotech ; Uppsala , Suiza), la cual 

fue equilibrada con buffer de bicarbonato de amonio 0.02 M (pH 7.8). El 

experimento se rea lizó a 4 º C y las fracciones fueron recolectadas a una velocidad 

de 0.3 ml/min , eludías con la misma solución amortiguadora . El volumen 

colectado en cada fracción fue de 5 mL y se determinó la concentración de 

proteína a 220 nm en un espectofotómetro Beckman DU-65 . Las fracciones que 

indicaban presencia de proteínas se sometieron a un anál isis de actividad 

aglutinante para colectar sólo las fracciones con actividad de lectina . 

Vll.2.1.3 DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD AGLUTINANTE. 

Para determinar la actividad aglutinante se utilizaron placas de ELISA de 96 

pozos, en donde se colocaran 50 µL de solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 

en cada pozo de la placa . En los primeros pozos de cada línea (1A, 2A, 3A, ... , 8A) 

se agregaron , por duplicado, 50 µL de la fracción a probar en una concentración 

de 1 mg/mL de proteína . A partir de los pozos iniciales se realizaron diluciones 

dobles seriadas en los pozos siguientes (1A, 18, 1C, ... ,1L). Se incluyó un control 

positivo utilizando Concanavalina A (1 mg/mL) y un control negativo con PBS. 

Finalmente, a cada pozo se le agregaron 50 µL de suspensión de eritrocitos de 

conejo al 2% previamente fijados con glutaraldehído (Turner y Liener, 1975) y se 

incubó a 37° C durante 3 hrs . La placa se leyó en un microscopio invertido y la 
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actividad aglutinante se determinó utilizando una escala arbitraria y apreciativa : 

alta actividad (+++) , media (++) , baja (+) y nula (-) . La actividad específica se 

cuantificó mediante la ecuación : 

2n 
AE=------­

mg 

Donde AE es la actividad específica aglutinante expresada en unidades por mg de 

proteína (U/mg) , n es la última dilución con aglutinación apreciable al microscopio 

y mg es la cantidad de proteína inicial cuantificada por el método de Bradford 

(1976) . 

Vll.2.1.4 CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO IONICO 

Se seleccionaron las fracciones que presentaron mayor actividad y se juntaron en 

una sola para ingresarla a una cromatografía de intercambio iónico. Para ésta 

técnica se empleó un equipo colector de fracciones ECONO SYSTEM de Biorad 

con una resina de Q Sepharosa Hight Q. 5 x 1 cm (Pharmacia Biotech ; Uppsala , 

Suiza) . La proteína retenida por la resina fue eluída con un gradiente de NaCI de O 

a 0.4 M de Tris pH 8 que inició a partir del minuto 140 en un tiempo total de corrida 

de 170 min a velocidad de 1 ml/min en fracciones de 2 ml. 

Vll.2.1.5 PERFIL ELECTROFORÉTICO. 

El perfil electroforético de la fracción se obtuvo mediante electroforesis 

desnaturalizante (SDS-PAGE) , en geles de 0.75mm al 10% de poliacrilamida. 

Para correr el sistema se utilizó la cámara de electroforesis Mini-Protean 111 de 

Biorad , se utilizaron marcadores de bajo peso molecular y el gel se tiñó con azul 

de Coomassie durante 4 horas (Laemmli , 1979). 
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Vll.2.2 CULTIVO CELULAR. 

Vll.2.2.1 EFECTO DE LA FRACCIÓN DE LECTINA SEMIPURA SOBRE LA 

SOBREVIVENCIA Y PROLIFERACIÓN CELULAR. 

Las células CaCo-2 se sembraron (3 x 104 células por pozo) en placas de 24 

pozos con DMEM y suero fetal bovino (SFB) al 10%, 0.57 g. de HEPES/1 OOmL 

(Promega , H5302) y 100 mL de piruvato de sodio 1 mM (GIBCO, 11360). Las 

células IEC-18 se sembraron a la misma densidad en placas de 24 pozos con 

DMEM y SFB al 5%, 100 mL de L-glutamina/ 1 mM (GIBCO, 25030) , 100 mL de 

piruvato de sodio 1 mM y 100 mL de insulina 1 mM (GIBCO, 12585). Después de 

48 h, el medio de cultivo se cambió por DMEM ad icionado con 0.5% de albúmina 

sérica de bovino (ASB, Serologicals 810664) y diferentes concentraciones de la 

fracción semipura de lectina. Las tasas de proliferación mínima y máxima se 

calcularon mediante la comparación con dos tratamientos control : DMEM 

adicionado con 0.5% de ASB y DMEM al 10% SFB, respectivamente . Después de 

24 ó 72 horas el número celular se determinó cosechando las células con tripsina 

al 0.15% y contándolas con un hemocitómetro (García-Gasea et al., 2002) . 

El número de células se determinó con base en los siguientes cálculos : 

Número de células total = N ( 1 X 104 
) ( V ) 

Pozo C 

En donde: 

N Es el número de células contadas 

e Número de campos contados en el hemocitómetro 

1 X 104 Factor de volumen del hemocitómetro 

V Volumen en mL de la suspensión celu lar 
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El índice de proliferación se determinó mediante la siguiente fórmula : 

%P = Número de células en el tratamiento 

Número de células del control en 0.5% ASB 

X 100 

El índice de sobrevivencia se determinó mediante la siguiente fórmula : 

%S = Número de células en el tratamiento 

Número de células del control inicial 

X 100 

El índice de proliferación se calculó respecto a las células mantenidas con ASB al 

0.5% y el índice de sobrevivencia respecto a las células contadas al inicio del 

experimento (control in icial al cambio de condiciones) . Se determinaron las 

concentraciones inhibitoria media (Cl 50) y letal media (CL50) en cada caso. Todos 

los experimentos se realizaron por duplicado en por lo menos dos experimentos 

independientes (García-Gasea et al., 2002) . 

Vll.2.2.2 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Para calcular las Cl 50 y Clso se realizaron regresiones lineares del porcentaje de 

proliferación o sobrevivencia contra el logaritmo de la concentración , 

respectivamente . Las ecuaciones se obtuvieron utilizando el programa JMP 

versión 5.0 . Para determinar las diferencias entre tratamientos para cada línea 

celular, se realizaron ANOVA para la comparación de medias entre tratamientos 

(Tuckey (p.:s_0 .05)) o para cada tratamiento respecto a su control (Dunnett (p.:s_0.05)) 

utilizando los programas Statgraphics versión 5.1 y SPSS versión 12.0 
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Vlll.1 PURIFICACIÓN DE LA LECTINA. 

De la fracción de exclusión molecular G-75 (actividad específica de 5020 UA/mg 

de proteína) se recuperaron las fracciones que presentaron actividad aglutinante y 

se recolectaron en una sola fracción que se ingresó a la cromatografía de 

intercambio iónico. Mediante este tipo de cromatografía se logró una adecuada 

separación de las fracciones que presentaron actividad aglutinante del resto de las 

proteínas, leídas a 220 nm (Figura 6) . Después de ser sometidas a intercambio 

ión ico se obtuvieron tres muestras A, B y C, cada una con diferente tiempo de 

corrida y velocidad de gradiente. Las tres muestras presentaron la misma actividad 

específica de lectina (1170 UA/mg de proteína) pero los contenidos de proteína 

fueron de 833 µg/mL, 788 µg/ y 176 µg/mL para las muestras A, B y C, 

respectivamente . Lo anterior sugiere que el procedimiento llevado a cabo para 

obtener la muestra C (iniciando el gradiente a los 140 min y colectando fracciones 

de 2 mL a velocidad de 1 ml/min .) permitió obtener la lectina parcialmente pura , 

ya que con 4.7 veces menor concentración de proteína se mantiene la actividad 

específica de las muestras anteriores. Se observa pérdida de actividad aglutinante 

de la fracción concentrada de lectina utilizada ya que al salir de la cromatografía 

de exclusión molecular se ten ía 4 .3 veces más actividad específica que al salir de 

la cromatografía de intercambio iónico. Este mismo resultado lo obtuvo Hernández 

(2005), lo cual sugiere que el proceso de intercambio iónico disminuye la forma 

activa de la lectina , posiblemente secuestrando metales ya que las lectinas de 

leguminosas requieren metales divalentes en su estructura (Lis y Sharon , 1998). 

Para visualizar la pureza de la muestra final se corrió un gel de pol iacrilamida 

comparando las tres muestras , en donde se puede apreciar la pureza de la 

muestra C (Figura 7). La muestra C presenta una banda definida con un peso 

molecular aparente de 34 kDa en base a los marcadores de bajo peso molecular, 

lo cual coincide con los datos obtenidos por González de Mejía et al (1990). 
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Figura 6. Cromatografia de Intercambio lónico. Las fracciones con actividad 
aglutinante, obtenidas de la cromatografía de exclusión molecular, se sometieron a 
cromatografía de intercambio iónico. Se aplicó un gradiente de NaCI de O a 0.4 M de Tris 
pH 8 iniciando al minuto 140 (marcado en línea punteada) en un tiempo total de corrida de 
170 min. La actividad específica resultante fue de 1170 UA/ml. El perfil de proteína se 
leyó a 220 nm (•) y se determinó la actividad aglutinante de las fracciones ( • ). 
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A A B B e e 

Figura 7. Perfil electroforético. Se realizó una electroforesis desnaturalizante (SOS­
PAGE), en geles de 0.75mm al 10% de poliacrilamida. En el primer y último carril se 
muestran los marcadores de peso molecular, en los carriles A, By C se muestran tres 
muestras de fracción concentrada en lectina con diferente grado de pureza. 
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Vlll.2 EFECTO DE LA FRACCIÓN SEMIPURA DE LECTINA SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN Y SOBREVIVENCIA DE CÉLULAS DE CÁNCER DE COLON 

Y SU CONTRAPARTE NORMAL. 

Se realizaron curvas dosis-respuesta del efecto de la fracción de lectina sobre el 

crecimiento de las líneas celulares de cáncer de colon CaCo-2 y su contraparte 

normal IEC-18. Las célu las fueron sembradas a razón de 3 x 104 células por pozo, 

en placas de 24 pozos en DMEM 10% Suero Fetal Bovino (SFB) , a las 24 horas 

se les ret iró el medio y fueron tratadas durante 24 y 72 horas en el caso de la línea 

CaCo-2 , y 24 horas para la línea IEC-18, utilizando diferentes concentraciones de 

lectina partiendo de 0.0128 UA/mL hasta 100 UA/mL. 

El efecto de la fracción concentrada de lectina de frijol tépari sobre las células 

CaCo-2 a 24 horas de tratamiento se muestra en la Figura 8. La curva dosis 

respuesta (Figura 8A) muestra que la fracción de lectina presentó un efecto 

citotóxico en función de la concentración . Ninguna concentración estudiada mostró 

un efecto estimulador sobre el crecimiento de las células . El tratamiento con ASB y 

con 0.0128 UA/mL resultaron citostáticos. Al calcular la proliferación celular 

(respecto al contro l tratado con 0.5% de ASB) (Figura 88) se observó que las 

concentraciones 1.28, 12.8 y 100 UA/mL presentaron efecto negativo sobre la 

proliferación celular en un 40 , 70 y 85%, respectivamente respecto al control 

(Tukey, Dunnett, p_:::0 .05) . También se observó diferencia significativa entre los 

tratamientos (Tukey, p_:::0 .05) es decir, de las tres concentraciones inhibitorias de la 

proiferación hay diferencia entre la más alta (1 .28 UA/mL) y la más baja probadas 

(100 UA/ml) . La concentración inhibitoria media (Cl50) para 24 horas de 

tratamiento fue de 0.563 µg de proteína/mL (correspondiente a 0.66 UA/mL) . 

Respecto a la sobrevivencia celular (Figura 8C) , las concentraciones más altas 

estudiadas (1 .28, 12.8 y 100 UA/mL) resultaron citotóxicas ya que provocaron 

aproximadamente el 47 , 72 y 86% de muerte celular, respectivamente y 

presentaron diferencia estadística (Tukey, Dunnett, p_:::0 .05) respecto al control 

inicial (Co, control al cambio de condiciones) . Las concentraciones de 0.0128 y 

0.128 UA/mL no presentaron diferencia estadística respecto al control. 

35 



B 

e 

A caco-2 

o.o 

--ASS0.5% 
-o- 0.0128 Ulml 
......- 0.128 Ulml 
-9- 1.211U/ml 

--- 12.8 Ulml 
-o- 100 Ulml 

0.5 1.0 1.5 

Olas en alllivo 

140 ~---------------~ 
e 

120 +------------------' 
:8 100 +--_c ___ ---=c~--+---------1 

1 : 
¡t!. 20 +-F .<'·,f---f 

"' 

120 

ASB 0.0128 u 0.128 u 1.28 u 12.8 u 100 u 
Tratamiento Lectina llm 

100 90.7 90.9 58.6 29.8 14.4 

d 

f ~ 
c,d c,d c,d 

~ 20 

o 

2.0 

e.o ASB 0.0128 u 0.128 u 1.28 u 12.8u 100u 
Tralanlento (L.ec:tlna llrnl) 

1% 100 65.9 87 76.5 53 28.3 13.9 

100 

• 

• 
O+-~..,.-~-.--~-.-.__~ 

·1 o 1 2 

l og COHCEHTRACION 

Y" -19.86x+53.49 R2 = 0.9851 

Cl50s0.66 UNml (0.563 119 PROTEINA/ml) 

100 

o.+--...~-.----.~-.-~ 
·2 ·1 o 1 2 

lo9 CONCENTRACION 

y= -26.64x+64.09 R2 = 0.9630 

C~= 3.37 UAhrL (2.87 119 PROTBNNmL) 
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La concentración letal media (CL50) a 24 horas de tratamiento fue de 2.87 µg de 

proteína/mL (3 .37 UA/mL) , lo cual indica que se requiere una concentración 5 

veces mayor de la inhibitoria para provocar la muerte celular. 

Con la finalidad de observar el efecto a mayor tiempo, se repitió el experimento 

anterior cambiando el tiempo de exposición (Figura 9). A las 72 horas de 

tratamiento , la curva dosis-respuesta para las células CaCo-2 muestra efecto 

citotóxico en función de la concentración (Figura 9A) . Las concentraciones más 

altas probadas (1.28 , 12.8 y 100 UA/mL) , resultaron citotóxicas , 0.128 UA/mL fue 

citostátia y la concentración más baja probada (0.0128 UA/mL) así como las 

células manten idas con 0.5% ASB tuvieron un ligero efecto estimulador. La 

proliferación celular disminuyó en todo los casos (Tukey, Dunnett, p_:::0 .05) en un 

30, 50, 67 , 86 y 97% con las concentraciones de 0.0128, 0.128, 1.28 , 12.8 y 100 

UA/mL, respectivamente (Figura 98) . La Cl 50 fue de 0.119 µg de proteína/mL (0.14 

UA/mL) bajo estas condiciones , lo anterior corresponde aproximadamente al 20% 

de la Cl 50 a las 24 horas de tratamiento es decir, a mayores tiempos de exposición 

se requiere menor concentración de lectina para inhibir la proliferación celular, lo 

que sugeriría una ventaja en tratamientos con bajas concentraciones de lectina a 

largo plazo. 

Respecto a la sobrevivencia celular (Figura 9C) , todas las concentraciones 

probadas , excepto la menor, provocaron muerte celular en función de la 

concentración respecto al control inicial (Dunnett, p_:::0 .05) . La concentración más 

alta probada provocó el 93% de muerte celular y fue la única concentración que 

presentó diferencia mediante los dos métodos estadísticos utilizados. La CL50 para 

72 horas de tratamiento fue de 2.99 µg de proteína/ml (3.52 UA/mL) . Lo anterior 

indica que se requiere 25 veces más lectina para provocar la muerte celular que 

para inh ibir la proliferación . Como ya se mostró , el tratamiento a 24 horas permitió 

una diferencia de 5 veces entre las Cl so y Clso . Este resultado sugiere que el 

tratamiento a 72 horas permite diferenciar mejor los dos efectos. Además es 

posible observar que las CL50 fueron iguales a 24 y 72 horas, lo que sug iere son 

suficientes tiempos cortos de exposición para provocar la muerte celula r. 
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Figura 9. Efecto de la fracción rica en lectlna de frijol tépari sobre la proliferación y 
sobrevivencia de células CaCo-2 a 72 horas de tratamiento. Se sembraron 3x104 

células/pozo en placas de 24 pozos y a las 24 horas se cambiaron condiciones agregando 
diferentes concentraciones de la fracción concentrada de lectina. Después de 72 horas las 
células fueron contadas con ayuda de un hemocitómetro. El porcentaje de proliferación 
(B) y de sobrevivencia (C) se obtuvo a partir de los resultados de la curva dosis-respuesta 
(A). Las letras minúsculas representan diferencia estadística significativa entre 
tratamientos (Tukey, p~0.05) . El asterisco representa diferencia estadística significativa 
entre cada tratamiento y el control (Ounnett, p~0.05). La Cl50 y la CLso se calcularon 
mediante regresión lineal simple. Se muestra el promedio de al menos dos experimentos 
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En el caso de las células IEC-18 (epitelio intestinal normal) , se determinó el efecto 

de la fracc ión concentrada de lectina únicamente a 24 horas de tratamiento 

(Figura 1 O). La curva dosis-respuesta (F igura 1 OA) muestra un efecto similar al 

tratamiento sobre CaCo-2 a 72 horas de exposición . Las tres concentraciones más 

altas probadas resultaron citotóxicas , la concentración de 0.128 UA/mL resultó 

citostática y la concentración más baja probada , así como el tratamiento con 0.5% 

ASB , tuvieron un ligero efecto estimulador. Al determinar el efecto sobre la 

proliferación celular (Figura 1 OB) , se observó un efecto estimulante de la 

proliferación en el control con ASB y en las dos concentraciones más bajas 

probadas (0 .0128 y 0.128 UA/mL) . Las concentraciones de 1.28, 12.8 y 100 

UA/mL provocaron inhibición de la proliferación en 49 , 65 y 84%, respectivamente 

y mostraron diferencias estadísticas respecto al control (Tukey, Dunnett p_:::0 .05), la 

Cl 50 a las 24 horas de tratamiento fue de 1.9 µg de proteína/mL (2 .23 UA/mL). En 

el caso de la sobrevivencia celular (Figura 1 OC) las concentraciones de 12.8 y 100 

UA/mL resultaron ser citotóxicas ya que provocaron un 53 y 88% de muerte 

celular, respectivamente presentando diferencia estadística respecto al control 

inicial (Tukey, Dunnett p_:::0 .05) . La CL50 fue de 7.94 µg de proteína (9 .32 UA/mL), 

lo cual indica que se requieren 4.2 veces más lectina provocar la muerte que para 

inhibir al proliferación celular. 

La selectividad de la fracción de la lectina estudiada se pudo observar 

comparando con la línea celular IEC-18 (epitelio de íleon de rata) que , aunque no 

se trata de epitelio colónico humano, presentan características similares con las 

del epitelio intestinal humano en crecimiento y morfolog ía, por lo que se considera 

adecuada para correlacionarlas con la fisiología de enterocitos de células 

derivadas de tumores colónicos como las CaCo-2 (Gordon et al., 2005). La 

comparación del efecto antiproliferativo se demuestra en el tratamiento a 24 horas, 

en donde las células CaCo-2 presentan una Cl 50 de 0.563 µg de proteína/mL 

respecto a las IEC-18 que requieren una Cl 50 de 1.902 µg de proteína/mL (3.4 

veces más) . En el caso del efecto citotóxico a 24 horas, la CL50 para las células 

CaCo-2 fue de 2.87 y para las células IEC-18 de 7.94 µg de proteína/mL. Lo 

anterior indica que, para provocar la muerte de las células normales , se requ ieren 
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Figura 10. Efecto de la fracción rica en lectina de frijol tépari sobre la proliferación y 
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células/pozo en placas de 24 pozos y a las 24 horas se cambiaron condiciones agregando 
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tratamientos (Tukey, p.::_0.05). El asterisco representa diferencia estadistica significativa 
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2.8 veces más fracción concentrada de lectina . Esta selectividad se debe 

principalmente a las diferencias en los patrones de glicosilación , ya que están 

generalmente alterados en células tumorales en comparación con su contraparte 

normal , lo que permite una mayor afinidad de la lectina por las células 

cancerígenas (Castillo-Villanueva y Abdul laev, 2005). 

En diversos estudios sobre la actividad biológica de lectinas vegetales de 

diferentes fuentes se ha reportado su capacidad citostática y citotóxica sobre 

células cancerígenas (Castillo-Vi llanueva y Abdullaev , 2005) . Esta misma fracción 

de lectina se ha estudiado sobre otras líneas celulares de cáncer humano. 

Yllescas (2006) mostró que esta fracción presentó una Clso de 6.83 µg de 

proteína/mL y una CL50 de 27 .90 µg de proteína/mL para la línea celular de cáncer 

cérvico uterino VPH negativo (C33A); Cl so de 9.39 µg de proteína/mL y CLso de 

13.80 µg de proteína/mL para células de cáncer cérvico uterino VPH 16 (SiHa) y 

para células de cáncer cérvico uterino VPH 18 (HeLa) , Cl so de 12.5 µg de 

proteína/mL y CL50 de 36 µg de proteína/mL en tratamientos a 72 horas . Lo 

anterior muestra que, para este mismo tiempo de exposición , las células CaCo-2 

fueron más sensibles que cualquiera de las líneas de cáncer cérvico-uterino 

estud iadas (hasta 105 veces más sensibles que la línea celular HeLa). 

De igual forma , un estudio con la misma fracción de lectina sobre células de 

cáncer de mama realizado por Castañeda (2007) demostró que, para la línea 

celular MCF-7 (cáncer de mama glandular) las Cl so y CLso fueron de; 9.14 y 13.8 

µg de proteína/mL, respectivamente en tratamientos a 24 horas . En tratamientos 

de 72 horas la Cl50 fue de 4.27 y la CL5o de 3.53 µg de proteína/ml. En éste 

mismo estudio se analizaron también las células de cáncer de mama ductal (ZR-

75), obteniendo una Cl 50 de 48 .9 y una CL50 de 62 µg de proteína/mL en 

tratamientos de 24 horas. Las Cl 50 y CL50 para tratamientos de 72 horas fueron : 

4.05 y 16.5 µg de proteína/mL respectivamente . Nuevamente , las células CaCo-2 

mostraron ser más sensibles que las de cáncer de mama aunque las células MCF-

7, de cáncer de mama glandular, presentaron una CL5o a 72 horas similar a la 

encontrada para células CaCo-2. 
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Otros autores han estudiado el efecto de diferentes lectinas sobre células de 

cáncer de colon. En un estudio donde se analizó el efecto sobre el crecimiento 

celular de tres líneas de cáncer colorrectal humano in vitro ; LoVo (línea celular 

iniciada de de un adenocarcinoma de colon metastático) , HCT-15 (línea celular 

derivada de un carcinoma de colon) y SW837 (línea celular aislada de un 

adenocarcinoma rectal) . Se trató a cada línea celular con cinco diferentes lectinas 

(PNA: Phaseolus vulgaris , GSA: Griffonia simplicifolia , CON-A: concanavalina A, 

WGA: germen de trigo y PHA-L: aglutininas de cacahuate) durante 2, 3, 5 y 7 días 

usando concentraciones de 0.1, 1.0, 1 O y 100 µg de proteína/mL. Se observó un 

efecto negativo sobre el crecimiento de éstas líneas celulares , con al menos tres 

de las lectinas probadas, dándose los mejores efectos con concentraciones entre 

1 O y 100 µg de proteína/ml. Las lectinas WGA y CON-A demostraron tener un 

efecto a largo plazo , la lectina PNA estimuló ligeramente un efecto en el 

crecimiento de todas las líneas probadas. Los efectos de las lectinas GSA y PHA­

L tuvieron variaciones entre las diferentes líneas celulares (Kiss et al, 2006). La 

sensibilidad de las células de epitelio colorrectal humano a bajas concentraciones 

de lectina se ha reportado en estudios con lectina de la haba VFA (Vicia faba) 

sobre tres líneas celulares derivadas de adenocarcinoma colorrectal humano in 

vitro (LS174T, SW1222 y HT29) , en donde se describe la inhibición de la 

proliferación de éstas líneas de una manera dosis-dependiente presentando efecto 

con 1 O µg de proteína/mL de tratamiento (Jordison et al, 1999). Dichos resultados 

demuestran la especificidad de diferentes lectinas para afectar el crecimiento de 

células cancerígenas determinadas. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el efecto de la 

lectina de frijol tépari sobre las células CaCo-2 se encuentra entre 0.1 y 3 µg de 

proteína/mL, lo cua l es menor a lo encontrado en los estudios antes mencionados. 

Cada línea celular expresa diferentes proteínas de membrana, permitiendo la 

interacción diferencial con cada lectina . De forma similar se han reportado 

estudios sobre la especificidad de las lectinas y su unión a carbohidratos en tres 

líneas de celulares de carcinoma colorrectal humano (CaCo-2 , HT29 y HCT8) , 

utilizando diferentes lectinas con fluorescencia: DBA (Do/ichos boflorus), PNA 
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(Lectina de cacahuate) , LCA (Lens culinaris) , STL (Solanum tuberosum) y WGA 

(germen de trigo). Fue posible determinar la tasa de unión a las diferentes líneas 

celulares , reflejando su patrón de glicosilación . Las que presentaban una mayor 

unión a las líneas celulares fueron (PNA) que se une a carbohidratos receptores 

galactosa ~1 terminales y a 3-N-acetilgalactosamina, y la lectina (WGA) que se 

une a N-acetilglucosamina y al ácido neuroamínico (Garbar et al, 1998). 

El presente trabajo muestra que la lectina de frijol tépari es capaz de reconocer y 

afectar el crecimiento de células de cáncer de colon . Lo anterior es importante 

pues, dada la local ización anatómica de dicho órgano, sería muy probable que la 

lectina pudiera entrar en contacto de forma natural con células cancerígenas. 

Además, la lectina estudiada presenta patrones de afinidad mayores que los que 

otras lectinas han mostrado en células de cáncer de colon . Por lo anterior, 

estudios en curso pretenden evaluar el uso de la lectina de frijol tépari sobre el 

cáncer de colon in vivo. 
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IX. CONCLUSIONES. 

>- Fue posible obtener una fracción rica en lectina de frijol tépari sin embargo, 

se perdió actividad aglutinante al someter a la proteína a intercambio iónico. 

Será necesario optimizar el método de purificación y establecer las 

condiciones para evitar la pérdida de actividad. 

>- Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que la fracción 

concentrada de lectina de frijol tépari fue capaz de reconocer a células de 

cáncer de colon humano (CaCo-2) provocando la muerte e inhibiendo la 

proliferación en función de la concentración . 

>- El efecto antiproliferativo de la fracción rica en lectina sobre células CaCo-2 

fue más efectivo en tratamientos largos que en tratamientos cortos ya que se 

requirió menor cantidad de dicha fracción para provocar el mismo efecto. Sin 

embargo, el efecto citotóxico fue el mismo para tratamientos cortos o largos 

ya que fue necesaria la misma concentración para provocar el 50% de 

muerte celular. 

>- El efecto de la lectina estudiada sobre la proliferación y sobrevivencia de 

células CaCo-2 fue diferencial respecto a su contraparte normal IEC-18, las 

cuales requirieron aproximadamente 3 veces más fracción para sufrir el 

mismo efecto. 

>- Fue posible comparar los resultados obtenidos con otros estud ios en los que 

se utilizó la misma fracción concentrada de lectina y se determinó que las 

célu las de cáncer de colon son más sensibles que células de cáncer cérvico­

uterino y mama. 
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X. PERSPECTIVAS. 

~ Trabajos futuros se enfocarán en estud iar los mecanismos de acción 
involucrados en la muerte de células de cáncer de colon . 

,. Determinar el potencial de dicha lectina como herramienta terapéutica contra 
cáncer de colon in vivo. 
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ANEXO 1 

1. Frijol Tépari 

1.1. Características y descripción. 

Puesto que las lectinas son sustancias encontradas comúnmente en las 

leguminosas , se piensa que juegan un papel en la resistencia al ataque de 

patógenos y microorganismos. Estudios sobre el uso terapéutico de lectinas contra 

el cáncer se han llevado acabo en modelos de experimentación con diferentes 

variedades de frijol , ta l es el caso del tépari (Phaseolus acutifolius) (Reynoso­

Camacho y col. , 2003). 

El frijol tépari pertenece a la famil ia de las leguminosas, su clasificación botánica 

es (Martínez-Rodríguez, 1980): 

REINO VEGETAL 

División Espermatofita 

Subdivisión Angiospermae 

Clase Dicotiledoneae 

Orden Rosales 

Familia Leguminosa 

Subfamilia Fabaceae (papilionoidae) 

Tribu Phadeolinae 

Género Phaseolus 

Especie acutifolius 

Variedades acutifolius, tenulfolius 

Es una planta anual, trepadora , de raíz fibrosa y de altura variable (generalmente 

de 30 cm hasta 1.5 m), de tallos delgados y pilosos, con hojas delgadas y lineales 

en los tipos silvestres , mientras que en los tipos cultivados son abovedadas 

(Figura 11 ). Las variedades trepadoras salvajes llegan a tener hasta 3 metros de 

altura . Las variedades domesticadas son medio-trepadoras o arbustivas que se 
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sostienen erectas solas y, por consiguiente, pueden ser cultivadas en el campo o 

en los huertos. Los cultivares domesticados difieren en sabor, color de la semilla, 

principalmente blanco, café y negro. Las vainas son pequeñas, las semillas 

semejan a los frijoles en miniatura y los tamaños varian entre 8.6 a 9.1 mm. La 

inflorescencia es un racimo axilar con dos a cinco flores. La vaina recta o falcada, 

de 5 a 9 cm de largo por 1 cm de ancho, contiene hasta 7 semillas, pero 

generalmente son 5. Las semillas aplanadas o reniformes, casi redondas, de 6 a 9 

mm de largo y 3 a 6 mm de ancho, tienen la testa blanca, castaño o azul oscuro, 

uniforme o con manchas o puntos. El hilio es diminuto y circular. las vainas 

jóvenes y las hojas también pueden proporcionar forraje para el ganado (Nabham 

y Felger, 1978; González de Mejía et al., 1998). 

Figura 11. Frijol tépari (Phaseolus acutifollus). 

1.2. Origen y distribución geográfica. 

El frijol tépari es una leguminosa que crece en forma silvestre en algunas regiones 

áridas y semiáridas del suroeste de E.U.A, desde la parte central del estado de 
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Arizona (E.U .A.) hasta el sur de Nicaragua. Su origen se remota a 5000 a.C., en el 

valle de Tehuacán Puebla , lugar donde se encontraron las semillas más antiguas . 

Es una de las cinco especies de Phaseolus domesticadas en las Américas en 

tiempos precolombinos. Sus parientes silvestres, P. acutifolius var. acutifolius, P. 

acutifolius var. tenuifolius y P. parvifolius var. Freytag , están distribuidos en 

Aridoamérica y otras partes secas de América Central al noroeste del Lago de 

Nicaragua (Debouck, 1994). Actualmente su ubicación geográfica se ha extendido 

y algunas de sus variedades se han domesticado, por lo cual su localización se ha 

presentado más heterogénea. La mayoría de las especies silvestres y 

domesticadas se encuentran en las zonas desérticas del oeste de los Estados 

Unidos y el noroeste de México (Martínez- Rodríguez, 1980). 

Este cult ivo ha despertado gran interés por su valor intrínseco al ser un cultivo 

subexplotado, adaptado a condiciones de climas áridos y semiáridos. Presenta 

características muy importantes como su alto valor nutricional y la resistencia a 

condiciones agronómicas adversas como son ; altas concentraciones salinas en el 

suelo , mínima irrigación y resistencia a ciertas plagas de insectos y de patógenos 

(Thomas y Waines , 1984; Debouck, 1994). 

El frijol tépari contiene cantidades similares de proteína a las de otras 

leguminosas. La calidad biológica de su proteína es superior a la del frijol común , 

especialmente la variedad blanca . Se ha indicado que el tépari tiene potencial 

como donador de genes para obtener mejores variedades de frijol desde el punto 

de vista culinario , nutricional y toxicológico (González de Mejía et al., 1998). 

Existen antecedentes de consumo de frijol tépari por las tribus indígenas del 

noroeste de México desde hace varios siglos. Se prepara como cualquier otra 

leguminosa de grano, remojándolas, cocinándolas y en algunos casos , 

horneándolas. Son usadas como base para sopas y cocidos. Su alto contenido de 

lisina las hace excelentes fuentes suplementarias a los cereales . Sin embargo, 

como en el caso de otras leguminosas, la proteína es deficiente en metionina 

(González de Mejía et al. , 1998). El frijol tépari induce flatulencia en forma más 
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fuerte que otras leguminosas, y toma mucho más tiempo para suavizarse para su 

consumo. Se utiliza principalmente como alimento para humanos y animales 

debido a su gran contenido proteínico. Es un fertilizante natural porque al ser 

cultivado incrementa la fijación de nitrógeno atmosférico mediante la asociación de 

bacterias del género Rhizobium (Mejía , 1995). 
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