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RESUMEN 

Las lectinas vegetales han sido utilizadas como herramientas de diagnóstico y 

como marcadores de progresión tumoral gracias a su afinidad y selectividad para 

unirse a carbohidratos de la superficie celular. Algunas lectinas como la de 

muérdago pueden afectar la sobrevivencia de células cancerígenas de forma 

diferencial lo que las ha convertido en moléculas de interés terapéutico. El frijol 

Tépari contiene lectinas citotóxicas que actúan sobre células de cáncer humano y 

actualmente se estudia el efecto de una fracción concentrada en lectina (FCL) 

obtenida por cromatografía de exclusión de peso molecular sobre cáncer de colon 

in vivo. Dada la relevancia del cáncer de mama a nivel mundial, es importante 

conocer su efecto sobre este tipo de células por lo anterior, el presente trabajo 

estudió el efecto citotóxico de la FCL sobre la línea celular de cáncer de mama 

ZR-75-1. Las células se sembraron en placas de 24 pozos, recibieron tratamiento 

con diferentes concentraciones de la FCL (100, 50, 10, 5, 1 y 0.5 µg de 

proteína/mL) y se determinaron las concentraciones inhibitoria media (CI50) y letal 

media (CL50). La CL50 se utilizó en tratamientos de 4 y 24 horas para determinar la 

actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) como marcador de necrosis y en 

tratamiento de 8 h para determinar la actividad de caspasa 3 como marcador de 

apoptosis. Los resultados mostraron una respuesta citotóxica dependiente de la 

concentración de FCL, la CI50 fue de 10.93 µg de proteína/mL (40.94 UA/mL) y la 

CL50 fue de 8.7 µg de proteína/mL (32.59 UA/mL). El ensayo de LDH mostró 12% 

de citotoxicidad a 24 h de tratamiento mientras que a 4 h no se detectó actividad 

de la enzima. La actividad de caspasa 3 aumentó 3.8 veces respecto a las células 

control después de 8 h de tratamiento. Los resultados obtenidos sugieren que el 

principal efecto de la FCL sobre células de cáncer de mama es de tipo apoptótico 

y estudios en curso se enfocarán en caracterizar el mecanismo de acción. 

Palabras clave: Apoptosis, citotoxicidad, lectinas, frijol Tépari, Phaseolus 

acutifolius. 
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ABSTRACT 

Plant lectins have been used as diagnostic tools and as markers of tumor 

progression due to their affinity and selectivity to bind to cell surface 

carbohydrates. Some lectins such as mistletoe lectin can differentially affect cancer 

cells survival making them of therapeutic interest. Tepary beans contain lectins that 

posses a cytotoxic effect on human cancer cells and currently a concentrated 

fraction of lectin (FCL) obtained by molecular weight exclusion chromatographyis 

tested on colon cancer in vivo. Given the relevance of breast cancer worldwide, it 

is important to know its effect on these cells, therefore, the cytotoxic effect of FCL 

on ZR-75-1 breast cancer cell line was studied. The cells were seeded in 24-well 

plates and treated with different concentrations of FCL (100, 50, 10, 5, 1 and 0.5 

µg protein/mL) and inhibitory (IC50) and lethal (LC50) concentrations were 

determined. LC50 was used in 4 and 24 h treatments in order to determine lactate 

dehydrogenase (LDH) activity as a marker of necrosis whereas a treatment of 8 h 

was used to determine caspase 3 activity as apoptosis marker. The results showed 

a concentration dependent cytotoxic response of FCL, with an IC50 of 10.93 µg 

protein/mL (40.94 AU/mL) and a LC50 of 8.7 µg protein/mL (32.59 AU/mL). The 

LDH assay showed 12% cytotoxicity at 24 h of treatment while at 4 h no enzyme 

activity was detected. Caspase 3 activity increased 3.8 times compared to the 

control cells after 8 h treatment. These results suggest that the main effect of FCL 

on breast cancer cells is of apoptotic type and ongoing studies will focus on 

characterizing the mechanism of action. 

Key words: Apoptosis, lectins, Phaseolus acutifolius, Tepary bean. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El cáncer es una pandemia que cobra millones de vidas alrededor del mundo. 

Afecta a personas de toda raza, posición social y económica, obligando al enfermo 

y a su familia a hacer cambios importantes en su vida personal, social, laboral y 

económica. El impacto del diagnóstico de cáncer conlleva consecuencias 

psicoemocionales fuertes como crisis depresivas, temor, ansiedad, confusión y 

desesperanza por parte del paciente y sus familiares (Pérez y Herrera 2005). 

Además de lo anterior, existe una fuerte afectación a la sociedad desde el 

diagnóstico, el tratamiento y la incapacidad del enfermo de llevar una vida 

productiva pues son aspectos que impactan a la salud pública. De estos factores, 

el tratamiento del cáncer es el que implica mayor coste, hasta los 480 mil pesos 

mexicanos por paciente por año (Mohar et al., 2009). 

Los tratamientos para el cáncer de mama, incluyen: atención médica, cirugías 

tales como mastectomías y lumpectomías con disección ganglionar y, en algunos 

casos, cirugías reconstructivas además de quimioterapia y radioterapia, 

hormonoterapia o la castración de ovarios para suprimir la fuente productora de 

hormonas. Sin embargo, en los casos anteriores, el tratamiento no es selectivo 

entre células tumorales y células normales, por lo que es importante plantear 

estrategias terapéuticas que tengan la capacidad de distinguir entre éstas y así 

contar con tratamientos más específicos, efectivos y menos agresivos (Chu y Lu, 

2008). 

El presente trabajo tiene por objeto la evaluación del efecto citotóxico sobre 

células de cáncer de mama de una fracción proteica del frijol Tépari (Phaseolus 

acutifolius). Esta leguminosa tiene características que le permiten resistir 

condiciones de sequía y plagas que no presenta el frijol común sin embargo, es 

poco consumido en el país debido a los largos tiempos de cocción que su dureza 

obliga a utilizar (González de Mejía et al., 1988; Osman et al., 2003; Reynoso-

Camacho et al., 2003).  
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En nuestro laboratorio se ha estudiado y caracterizado parcialmente una fracción 

concentrada en lectina (FCL) de este fríjol y se encontró que es capaz de afectar 

el crecimiento de células cancerígenas de forma diferencial (Hernández-Rivera et 

al., 2007). Al probar una fracción más pura sobre distintas líneas tumorales 

celulares se encontró actividad citotóxica diferencial (Castañeda-Cuevas et al., 

2007; López-Sánchez et al., 2010), sin embargo, dicha fracción contenía sólo el 

20% de la actividad aglutinante respecto a la FCL por lo que el estudio de los 

efectos biológicos de lectinas de frijol Tépari se han continuado con esta última. 

Por lo anterior, se hace necesario estudiar el efecto citotóxico de la FCL sobre 

células de cáncer de mama y caracterizar su efecto sobre la muerte celular. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Cáncer 

A nivel mundial el cáncer es uno de los problemas de salud que ha ido en 

aumento. Según la Unión Internacional contra el Cáncer (UICC), anualmente 12 

millones de personas son diagnosticadas con cáncer y 7.2 millones mueren por su 

causa. La Organización Mundial de la Salud (OMS) prevé que del año 2007 al 

2030 habrá un aumento del 45% en la mortalidad a causa de dicha enfermedad. 

La OMS también estima que el cáncer podría cobrar la vida de 10.3 millones de 

personas en el mundo para 2020, afectando a 6.7 millones de personas cada año. 

En nuestro país la tasa de defunción por tumores tiende a aumentar. De 1998 a 

2008 la tasa de mortalidad por cáncer  incrementó, del 57.7 a 66.6 por cada 100 

mil habitantes. Entre las mujeres el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 

mil habitantes mientras que, entre los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mil 

habitantes (OMS, 2010).Asimismo, cifras de la UICC revelan que el cáncer de 

mama es la principal afección neoplásica en mujeres a nivel mundial, lo cual 

representa el 10% de todos los casos de cáncer y el 23% de los casos de cáncer 

para el género femenino (Jemal et al., 2009).  

En México los tumores malignos se ubican en la tercera causa de mortalidad en 

general para la población adulta. Por género, para los varones las neoplasias 

malignas de próstata son la principal causa de muerte y para las mujeres el cáncer 

de mama. Las estadísticas del INEGI indican que en el 2008 la incidencia de 

cáncer de mama fue de 14.63 por cada 100 mil mujeres mayores de 15 años de 

edad siendo este tipo de tumor maligno el primero como causa de su  mortalidad. 

(INEGI, 2011). 

2.1.1 Carcinogénesis 

El proceso mediante el cual se origina un tumor maligno se llama carcinogénesis y 

es un proceso complejo que comienza en una célula que va sufriendo 

transformación y da origen a billones de células que evaden señales de apoptosis 
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e inicia con alteraciones del ADN, ya sea consecuencia de errores aleatorios, 

exposición a carcinógenos o defectos en los procesos de reparación. Son dos los 

mecanismos fisiopatológicos característicos del cáncer, el primero es la 

proliferación autónoma, lo que significa que la célula se multiplica sin obedecer a 

señales externas y la segunda característica es la capacidad de invadir tejidos a 

distancia lo que se conoce como metástasis (Fenton y Longo, 2002). La patología 

del cáncer incluye tres etapas con cambios bioquímicos y morfológicos. Éstas son 

la iniciación, la promoción y la progresión (Oliveira et al., 2007): 

 La iniciación: Implica un daño que de no ser reparado por los mecanismos 

propios de la célula se fijara de forma permanente y transmisible en el ADN de 

una célula que, de no ser reparado, se fijará como una mutación. La frecuencia 

con la que ocurre este evento es 1 en 10,000 (Torroela y Villa, 1998).Las 

células iniciadas aún no son malignas pero han dado el primer paso en el 

proceso de la carcinogénesis ya que estarán afectadas con mutaciones 

puntuales. Sin embargo, desde una perspectiva fenotípica, las células iniciadas 

son iguales a las células normales lo que las llevará a proliferación sin 

diferenciación. Al parecer, la mayoría de las células iniciadas permanecerán en 

esta etapa sin avanzar a las etapas siguientes y pueden permanecer latentes 

por semanas, meses o años incluso pueden permanecer quiescentes 

indefinidamente (Pitot,1993). 

 La promoción: Es la etapa donde ocurre la expansión clonal a partir de la 

célula iniciada. La promoción requiere de la presencia continua del agente 

promotor durante un tiempo prolongado. Durante esta etapa las células 

“promovidas” adquieren características que les darán ventajas sobre las 

células normales. Están a un solo paso de tornarse malignas y se caracterizan 

por presentar aumento de proteasas específicas, alteraciones en la 

diferenciación, en el crecimiento celular y en las membranas celulares, pérdida 

de la inhibición por contacto y disminución del requerimiento de factores de 

crecimiento. Esta es la etapa donde se forma la neoplasia es decir, el tumor. 

Sin embargo, las células que constituyen el clon tumoral no se han malignizado 

del todo y una sustancia promotora no tiene efecto cancerígeno sobre una 
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célula si antes no actúa sobre ella un iniciador o mutágeno químico, físico o 

viral (Torroela y Villa, 1998; Oliveira et al., 2007). 

 La progresión: Es la etapa donde se pasa de la lesión tumoral a la 

enfermedad cancerosa. Se explica mediante la aparición secuencial de 

subpoblaciones cada vez más aberrantes genéticamente y de una 

heterogeneidad celular incrementada dentro del clon neoplásico. Las células 

sufren cambios genéticos progresivos tales como aneuploidía, pérdida de 

alelos y amplificación génica. La progresión es la fase de malignización en 

donde el crecimiento tumoral adquiere autonomía que puede llevar a la 

invasión y la metástasis con cambios bioquímicos, metabólicos y morfológicos. 

En la progresión están implicados factores de vascularización tumoral, factores 

inmunológicos, genéticos, endocrinos y metabólicos (Hanahan y Weinberg, 

2000). 

Las células normales se encuentran bien diferenciadas, proliferan fielmente, 

obedecen señales para morir controladamente por apoptosis, ya sea cuando están 

dañadas o cuando su reloj biológico se los indica y se adhieren entre sí para 

formar tejidos que poseen una forma regular y ordenada. En el lado opuesto, las 

células cancerosas poseen una morfología pobremente diferenciada, se 

reproducen autónomamente y evaden las señales apoptóticas además de invadir 

órganos (Davies et al., 2011). 

Para lograr esto, las células cancerígenas van adquiriendo características únicas a 

lo largo de su paso por las diferentes etapas del proceso de carcinogénesis entre 

las que se encuentran: la inmortalización, la proliferación independiente de 

señales, la evasión de la apoptosis y la capacidad de invadir tejidos a distancia es 

decir, hacer metástasis. Dos de las características que más dificultan que el 

tratamiento contra el cáncer sea efectivo son: la capacidad de evadir señales de 

muerte y la proliferación indefinida de las células tumorales. Por lo anterior, estas 

características son blancos para la intervención terapéutica en todos los tipos de 

cáncer pero los mecanismos por los cuales ocurren son diversos y el éxito de un 

tratamiento depende en gran manera de incidir en ellos (Evan y Vousden, 2001). 
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2.1.2 Evasión de la apoptosis 

La muerte celular es un proceso natural y necesario para el mantenimiento de la 

vida. Existen diversos tipos de muerte celular conocidas: la apoptosis(muerte 

celular silenciosa), que se manifiesta con condensación nuclear y reducción del 

volumen citoplasmático, con fragmentación celular tardía y fagocitosis; la autofagia 

que conlleva degeneración y vacuolización autofágica del citoplasma; la 

opsonización proceso mediado por el sistema inmunológico que al reconocer una 

célula como extraña la marca con un anticuerpo seguida de fagocitosis; y la 

necrosis que se caracteriza por una desintegración general con pérdida de los 

organelos y la liberación del contenido citoplasmático a su alrededor con daño a 

las células adyacentes (De Toro, 2006; Benach, 2011).Los tratamientos utilizados  

con más frecuencia para el tratamiento del cáncer son la quimioterapia y la 

radioterapia la base de estos reside en la toxicidad que provocan y buscan la 

inducción de muerte celular, cabe decir que la gran mayoría de dichos 

tratamientos no son parte de una terapia dirigida es decir son poco selectivos por 

lo que no solo afectan a las células malignas sino también a las células normales 

provocando necrosis. A pesar de que el resultado final es el mismo tanto para la 

apoptosis como la necrosis, los procesos difieren significativamente. Mientras que 

en la apoptosis las células participan al activar la cascada bioquímica que 

resultará en su muerte, en la necrosis la muerte celular ocurre en condiciones 

adversas que implican cambios en el medio ambiente celular y muerte celular 

descontrolada (Nanji y Hiller-Sturmhöfel, 1997).  

El proceso apoptótico se lleva a cabo por medio de señales específicas e incluyen 

cambios distintivos a nivel celular, llevando a una muerte controlada sin daño a las 

células vecinas. La familia de proteínas llamadas caspasas juegan un papel 

primordial como ejecutoras del proceso apoptótico y son activadas en etapas 

tempranas de la apoptosis. Existen dos vías de activación de las caspasas (Figura 

1) (Elinos-Baez et al., 2003): 
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Figura 1. Diferentes Vías de activación de la apoptosis (Elinos Baez et al., 2003) 

1. La primera, llamada vía extrínseca, sucede en la membrana celular y 

depende los denominados factores de la muerte que actúan a través de 

receptores desencadenan la formación de un DISC (complejo de iniciación 

de señalización de la muerte, por sus siglas en ingles). Este DISC genera 

una señal que recluta caspasas iniciadoras en la membrana de la célula. 

Una variación de esta cascada es la privación de factores de crecimiento, 

que también genera señales a partir de la membrana hacia la mitocondria. 

Dos familias de receptores se asocian a esta vía, Fas y TNFR (Receptor del 

Factor de Necrosis Tumoral, por sus siglas en inglés) los cuales, una vez 

unidos a su ligando, inducen una transmisión de señal a través de su 

dominio trasmembranal al dominio citoplasmático del receptor. Éste sufre 

un cambio conformacional que favorece su fosforilación por una de las 

cinasas asociadas a ese receptor, que a su vez fosforila a los adaptadores 

FADD (dominio de la muerte asociado a Fas) o TRADD (dominio de la 

muerte asociado a TNFR) para activar las procaspasas 8 y 10 y así iniciar 

la cascada de caspasas activas. 

2. La segunda conocida como la vía intrínseca, involucra directamente a la 

mitocondria. Ésta es regulada por la familia Bcl-2 cuyos miembros 

apoptóticos más estudiados son, Bax, Bid, Bad, Bak, Bcl-Xs y sus 
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miembros antiapoptóticos son Bcl-2, Bcl-X, Mcl-1, Bcl-w, BRAG-1. El 

balance en la expresión de estas proteínas determina que inicie o no el 

proceso apoptótico. Cuando las proteínas proapotóticas de esta familia 

están activas se inicia la transición del poro de la membrana mitoncodrial 

con la consecuente liberación del citocromo C al citosol. A su vez, se forma 

un complejo proteico llamado apoptosoma y de manera directa activa a la 

caspasa 9 la cual activará a la Caspasa 3 efectora desencadenando la 

apoptosis.  

Una vez iniciada la apoptosis, comienza el rompimiento de estructuras y 

componentes celulares requeridos para una función celular normal, tales como el 

citoesqueleto, proteínas nucleares y enzimas reparadoras de ADN. A su vez, las 

caspasas pueden activar otras enzimas conocidas como DNAsas las que 

comienzan con la degradación de ADN (Budiharjo et al., 1999). 

Las caspasas efectoras más abundantes son las 3, 6 y 7. De éstas, la caspasa 3 

es la última, responsable de la mayoría de los efectos apoptóticos, ya que es la 

caspasa efectora más importante. Es activada por la vía intrínseca de la apoptosis 

que se ejecuta como respuesta a daño del ADN acompañado de la liberación de 

citocromo C en las mitocondrias. Adicionalmente la caspasa 3 se activa por la vía 

extrínseca de la apoptosis mediada por los receptores de la muerte convirtiéndose 

en pieza clave para la muerte apoptótica (Fan et al., 2005).Por otro lado, la 

necrosis es un proceso de muerte celular totalmente descontrolado, obedece a 

circunstancias inesperadas que lesionan la membrana celular  de tal manera que  

inducen a una muerte patológica, con la consecuente reacción inflamatoria que 

daña a las células vecinas. La necrosis se caracteriza por una pérdida de las 

funciones metabólicas y de la integridad de la membrana celular que resultan en 

una descarga de componentes celulares a los tejidos adyacentes (Nanji y Hiller-

Sturmhöfel, 1997). Entre los componentes celulares liberados al medio se halla la 

enzima deshidrogenasa láctica o LDH (del inglés lactate dehydrogenase), una 

enzima citoplasmática presente tanto en animales como en plantas que cataliza la 

conversión de lactato a piruvato y la cual se acumula en el medio de cultivo 
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cuando las células pierden la integridad de la membrana celular por  citotoxicidad 

(Montaner, 2007) 

La evasión de la apoptosis es un mecanismo tumoral que se logra por medio de 

mutaciones donde se encuentran implicados la acción de oncogenes y genes 

supresores de tumores (Hanahan y Weinberg, 2000). Está documentado que gran 

parte de las células cancerígenas poseen mutaciones en p53,un gen supresor de 

tumores el cuál, en presencia de daño en el ADN, se activa como factor de 

transcripción e induce arresto en ciclo celular y reparación del daño y, en caso de 

ser un daño irreparable, promueve la muerte celular. Con respecto a p53 se 

observan mutaciones significativas en cáncer de mama, lo que han llevado a 

interesarse en él como posible blanco terapéutico (Harris y Levine, 2005; Lacroix 

et al., 2006). 

Las células también elevan la expresión del gen denominado myc, el cual es un 

inductor potente de la apoptosis en condiciones adversas como el estrés celular, 

daño en el ADN, o cuando los niveles de factores de supervivencia son bajos; 

incluso myc, puede mejorar la sensibilidad de las células tumorales a la 

señalización de la apoptosis a través de la vía extrínseca. Pero los efectos pro-

apoptóticos de myc son alterados por factores exógenos, por ejemplo, el factor de 

crecimiento insulínico tipo 1(IGF-1) que, en conjunto con los estrógenos, tiene un 

potencial mitogénico para las células epiteliales de mama e induce progresión en 

el ciclo celular (Mawson et al., 2005). Myc también es afectado por la 

sobreexpresión de factores anti-apoptóticos Bcl-2, así como por la interrupción de 

señales de la muerte vía FAS (Vogelstein y Kinzler, 1994). Asimismo, las células 

cancerosas pueden escapar de la programación de apoptosis por sobrerregulación 

en la expresión de un receptor señuelo para el ligando FAS que puede impedir la 

activación de su receptor (Hanahan y Weinberg, 2000). 
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2.1.3 Proliferación autónoma 

Las células normales no proliferan autónomamente, entran al ciclo celular sólo 

cuando son instruidas para hacerlo por señales mitogénicas. Estas señales las 

despiertan de su estado quiescente a la proliferación activa; dicho proceso se 

realiza mediante rutas de señalización específicas que influyen en la expresión 

génica y en la fisiología celular. Las células tumorales no esperan a tener dicha 

señal para proliferar, más bien tienen un sistema autócrino que las hará proliferar 

de forma indefinida (De Berardinis et al., 2007). Se ha encontrado que las células 

tumorales tienen altamente conservada la ruta PI3K/Akt/mTOR (Figura 2).  

 

Figura 2. Ruta de señalización PI3K/Akt/mTOR (http://www.biocancer.com) 

En muchos casos esta ruta actúa de forma incontrolada y disparara una cascada 

de respuestas que llevará a la célula a la proliferación constante, mejorando las 

actividades metabólicas celulares y dotando de elementos para el crecimiento 

celular (Vivanco y Sawyers, 2002; Osaki et al., 2004). También las células 
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malignas poseen una señalización elevada y persistente de los oncogenes myc y 

ras, lo que conduce a la proliferación celular y abre la puerta para la 

tumorigénesis. Básicamente cada uno de los controles de la proliferación se 

encuentran alterados en las células tumorales (Liu et al., 2009). 

2.2 Cáncer de Mama 

El cáncer de mama es la principal causa de muerte a nivel mundial debido a 

tumores para las mujeres (OMS, 2010). Para las mujeres hispanas la neoplasia 

maligna de mama es que se diagnostica principalmente y la de mayor mortalidad 

(ACS, 2009). En nuestro país el cáncer de mama ocasiona más muertes que el 

cáncer cérvicouterino desde el 2006. Es la segunda causa de muerte en mujeres 

de 30 a 54 años, los datos sobre su detección están sub-reportados y muestran 

6,000 casos nuevos en 1990 contra los 16,500 que se prevén para el 2020 (Knaul 

et al., 2008).Para el 2008, la incidencia de cáncer de mama fue de 14.63 por cada 

100 mil mujeres de 15 años y más resultando importante la magnitud de este 

padecimiento en la población femenina. En cuanto a las defunciones, el tumor 

maligno mamario tiene el mayor porcentaje en la población femenina (INEGI, 

2011). 

2.2.1 La glándula mamaria 

La glándula mamaria se ubica como una masa oval entre la segunda y sexta 

costilla, está constituida de dos elementos: los acinos glandulares, donde se 

produce leche y los ductos, que son estructuras tubulares y huecas, ramificadas 

en forma de árbol que confluyen de manera progresiva hasta terminar formando 

parte de los conductos galactóforos. Estos últimos son dilataciones ductales 

situados detrás del pezón cuyo número va de los 15 a 20 lóbulos teniendo cada 

uno de ellos independencia funcional (Figura 3) (Latarjet y Ruiz Liard 1999).  
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Figura 3. Anatomía de la glándula mamaria (http://www.meb.uni-bonn.de) 

2.2.2 Tipos de cáncer de mama 

La mayoría de las neoplasias mamarias son tumores epiteliales desarrollados a 

partir de células que recubren los conductos o lobulillos y menos frecuentes son 

los tumores del estroma. Los cánceres se dividen en carcinomas in situ donde la 

proliferación se circunscribe a conductos (ductal) y lobulillos (lobular) y carcinoma 

invasor, que principalmente es un adenocarcinoma de tipo ductal infiltrante. De 

forma menos común se pueden encontrar tumores medulares, mucinosos y 

tubulares. El cáncer de mama se extiende de forma inicial por los  ganglios 

linfáticos cercanos, la circulación sanguínea o de ambas maneras y así pueden  

llegar a casi cualquier órgano del cuerpo (Mallon et al., 2000). 

2.3 Tratamientos actuales contra el cáncer  

El final que se persigue en el tratamiento del cáncer es propiciar la muerte de las 

células malignas. Los tratamientos actuales para el cáncer de mama incluyen, 

además de la cirugía, quimioterapia y radioterapia; ambos basados en la toxicidad. 

La quimioterapia es una combinación de medicamentos que pueden destruir 

incluso células que se han diseminado a distancia del tumor inicial. Los 
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medicamentos de quimioterapia funcionan al atacar a las células que se están 

dividiendo rápidamente, razón por la cual funcionan contra las células cancerosas. 

Sin embargo, otras células en el cuerpo tales como aquellas en la médula ósea, el 

revestimiento de la boca y los intestinos, así como los folículos pilosos también 

pueden ser atacadas. Dentro de los efectos secundarios se encuentran en mayor 

o menor grado: la caída del cabello, llagas en la boca, pérdida o aumento de 

apetito, náuseas y vómitos, un aumento en el riesgo de contraer infecciones 

(debido a un recuento bajo de glóbulos blancos), fácil formación de hematomas o 

hemorragias (debido a un recuento bajo de plaquetas), cansancio (debido a bajos 

niveles de glóbulos rojos y otras razones) (ACS, 2011).   

La radiación, por su parte, funciona utilizando ondas de alta energía radioactiva ya 

sea rayos X o gamma. La radiación se concentra en el área afectada por el cáncer 

y elimina células cancerosas dañándolas o destruyéndolas. Algunos de los  

principales efectos secundarios a corto plazo de la radioterapia externa son 

inflamación y pesadez del seno, cambios en la piel del área tratada (que son 

similares a las quemaduras solares) y cansancio (ACS, 2011).   

Últimamente existen tratamientos dirigidos de forma más especifica con 

inhibidores de tirosin cinasas y anticuerpos monoclonales encaminados a la 

inhibición de factores que sustentan la proliferación celular, los cuales han 

demostrado ser más eficaces y menos tóxicos que los tratamientos tradicionales. 

Un ejemplo de este tipo de terapia es la inhibición del receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (HER-2).Estos medicamentos dirigidos funcionan de 

manera distinta a los que se usan comúnmente en la quimioterapia. Generalmente 

originan diferentes efectos secundarios y suelen ser menos severos y se usan a 

menudo en conjunto con la quimioterapia (Chu y Lu, 2008). 

En los últimos años se ha incrementado el interés por estudiar moléculas 

vegetales que pueden participar en el tratamiento contra el cáncer. Las plantas 

contienen numerosos componentes activos y fitoquímicos que pueden incluso 

alterar las rutas bioquímicas asociadas con la iniciación, promoción o progresión 
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del cáncer. Entre estos compuestos vegetales en los que hay gran interés se 

encuentran las lectinas, las cuales representan un grupo biológicamente activo de 

glicoproteínas que han demostrado tener actividad anticarcinogénica en estudios 

in vitro e in vivo (Abdullaev y González de Mejía, 1997).Actualmente se les sigue 

estudiando como potenciales agentes en el tratamiento de las patologías 

tumorales (Ferriz-Martínezet al., 2010) 

2.4 Lectinas y cáncer 

Existen estudios donde se han asociado específicamente el consumo de ciertos 

tipos de alimentos con el desarrollo de neoplasias en particular, pero también hay 

investigación sobre componentes de alimentos que han mostrado citotoxicidad 

sobre células malignas (Torres-Sánchez et al., 2009). Entre los componentes de 

plantas conocidos como fitoquímicos más estudiados se encuentran las lectinas 

vegetales que han demostrado tener actividad antitumoral y anticarcinogénica 

(Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). 

A finales del Siglo XIX,Stillmark inició el estudio de la primera lectina vegetal en 

extractos de semillas de Ricinus communis(RCA) al descubrir el fenómeno de 

hemoaglutinación de los eritrocitos. La primera lectina que se obtuvo de forma 

cristalina fue la concavalina A del fríjol Canavalia ensiformis en 1919 por James B 

Summer. El término lectina lo introdujo Boyd en 1954 (Hernández et al., 1999). En 

la mayoría de las plantas las lectinas están presentes en los cotiledones y 

endospermos de las semillas y representan de un 2 a un 10 % del total de proteína 

de estas (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005; Ferriz-Martínez et al., 2010). 

El término lectina, del latín legere que significa escoger, hace referencia a un 

grupo de glicoproteínas de origen no inmunológico que poseen la capacidad 

unirse a carbohidratos de membrana con alta selectividad pues poseen al menos 

un dominio de reconocimiento para azúcares (Gallego et al.,2006). Las lectinas se 

encuentran en todo tipo de organismos, incluyendo animales, plantas, hongos, 

bacterias y virus. Las lectinas cumplen con toda una gama de funciones ya sea 

como mecanismos de defensa, reconocimiento celular, control de proliferación o 
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apoptosis, diferenciación celular, adhesión celular, señalización en interacciones 

célula-célula entre otras funciones (Ferriz-Martínez et al., 2010). 

Por esta capacidad selectiva, las lectinas se han utilizado como herramientas 

útiles en el campo de la bioquímica, biología celular e inmunología ya sea con 

propósito diagnóstico o terapéutico (Sharon y Lis, 2002). Se han empleado en la 

detección de anormalidades cromosómicas, marcadores fluorescentes para 

estudiar cambios estructurales en los glicoconjugados presentes en las superficies 

celulares y la detección de células que se han malignizado, por mencionar algunas 

(Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). 

Las lectinas reconocen azúcares libres o residuos de polisacáridos, glicoproteínas 

o glicolípidos y se unen a receptores de membrana celular (González de Mejía y 

Prisecaru, 2005). Es importante decir que las lectinas de leguminosas reconocen a 

un número limitado de azúcares que incluyen los monosacáridos D-glucosa, D-

galactosa, D-manosa, L-Fucosa; a dos aminoazucares, N-acetil-D-glucosamina y 

N-acetil-D-galactosamina y a los cetoazúcares D-fructosa y L-sorbosa estos dos 

últimos debido a su relación estructural con monosacáridos reactivos. No se ha 

reportado alguna que reconozca pentosas, aunque la Concavalina A se une a D-

arabinosa con baja afinidad (Goldstein, 2002). 

De forma particular, las lectinas tienden a aglutinar a las células a las cuales se 

unen, incluyendo a células tumorales. Hay evidencia de que las lectinas pueden 

distinguir entre células normales y células malignas debido a que estas últimas 

tienen diferencias a nivel de su superficie. Lo anterior se debe a que las células 

tumorales despliegan patrones de glicosilación aberrantes ligados a ceramidas y a 

proteínas de superficie de membrana. Según el tipo de cáncer, las membranas 

celulares presentan diferentes alteraciones dependiendo el estadio tumoral. Dos 

de los principales cambios en la glicosilacion de células cancerígenas descritas 

hasta ahora son: el bloqueo de la  síntesis de carbohidratos o de la neosíntesis 

(Ferriz-Martínez et al., 2010). 
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La glicosilación de la membrana celular está relacionada tanto a glicoproteínas 

como glicolípidos de la superficie celular y juega múltiples papeles en las 

interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. En la transformación 

maligna suceden glicosilaciones aberrantes involucradas en la progresión e 

invasión tumoral. Parte de los cambios estructurales que marcan la diferencia 

entre células cancerígenas y normales son los cambios en la composición 

membranal con sobreexpresión de glúcidos (Davies et al., 2011). Por citar un 

ejemplo, la fucosa es un monosacárido asociado con glicosilaciones que se 

sobreexpresan en muchos tumores malignos (Yuan et al., 2008). Lo anterior 

sugiere que los carbohidratos de membrana juegan un papel crítico incluso en la 

metástasis a distancia relacionada con interacciones célula-célula y célula-matriz 

extracelular (Nakahara y Abraham, 2008). Es importante también señalar que los 

cambios en los patrones glicosídicos celulares difieren en cada tipo de cáncer y en 

diferentes etapas de la enfermedad (Cummings, 2008). 

2.4.1 Lectinas de leguminosas 

Las lectinas de leguminosas representan la familia más estudiada, esto se debe 

por una parte a que son relativamente fáciles de obtener y purificar, además de 

contar con una gran selectividad de unión a azúcares. Más aún, la estructura de 

las lectinas de leguminosas es similar a la de lectinas de otra fuentes, por lo que 

los resultados de los estudios de éstas pueden aplicarse a lectinas de diversas 

familias (Sharon y Lis, 2002).La mayoría de las lectinas se han aislado de semillas 

donde llegan a representar hasta el 10% del contenido total proteico, donde quizás 

cumplan una función de reserva, principalmente en los cotiledones y endospermos 

de las semillas (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). 

Se han aislado cerca de 100 tipos de lectinas de esta familia. Generalmente están 

constituidas por dos a cuatro subunidades, contienen un sitio de unión para iones 

metálicos Ca2+,Mn2+ o Mg2+. Cada subunidad contiene aproximadamente 250 

aminoácidos y se parece mucho a las otras subunidades. Están constituidas por 

doce hojas β antiparalelas conectadas entre si mediante bucles, lo que genera una 
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estructura aplanada en forma de domo; cuatro bucles localizados en la parte 

superior del monómero forman el sitio de reconocimiento a carbohidratos 

(Hernández et al., 2005). 

Estudios con alguna lectinas han mostrado una aglutinación mayor sobre células 

cancerígenas que sobre células sanas del mismo tipo. Esto se debe a su 

capacidad de reconocimiento sobre las variaciones de la membrana celular, lo que 

convierte a las lectinas en foco de atención con futuro promisorio tanto en el 

diagnóstico, como en el tratamiento del cáncer (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 

2005). En el Cuadro 1 se muestra un resumen de estudios que han evaluado el 

efecto citotóxico de lectinas vegetales sobre células cancerígenas. Para explicar el 

efecto antitumoral de las lectinas a nivel bioquímico y molecular, se proponen 

diferentes mecanismos de acción, incluida la inducción de apoptosis, citotoxicidad 

e inhibición de la proliferación tumoral. Estas acciones tienen que ver con el 

enlace de la lectina a los carbohidratos de la membrana,  a pesar de que este 

enlace es reversible y débil, los muchos sitios de unión dan como resultado un 

enlace fuerte (González de Mejía y Prisecaru, 2005).  

Un primer mecanismo describe la unión de las lectinas a moléculas de adhesión 

de la superficie (epCAM) que participan en una gran variedad de señales de 

traducción que son importantes para la regulación celular. Este es el caso de la 

aglutinina Vicia fabba (VFA), la cual estimuló la diferenciación de células de cáncer 

de colon pero cuya acción fue truncada por un anticuerpo monoclonal contra 

epCAM (González de Mejía y Prisecaru, 2005). 

Un segundo mecanismo sugiere que la lectina se internaliza en la célula y afecta 

el proceso celular fundamental para la división celular. Un tercer mecanismo 

explica que la lectina induce apoptosis por diversas vías: 1) Dependiente de la 

activación intracelular de la caspasa 8/FLICE requiriendo la internalización de la 

lectina e involucra su actividad inhibitoria ribosomal y de la síntesis de proteínas, 

2) A través de la activación de la caspasa 3 y la ruptura de PARP y 3) Por la 

activación de Bax (acelerador de apoptosis) y la inhibición tanto de Bcl–2 
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(supresor de apoptosis) como de la telomerasa. Se ha propuesto que las lectinas 

inducen la muerte celular apoptótica a través de la desfosforilación de Akt en 

correlación con la inhibición de la actividad de la telomerasa y la activación de la 

caspasa 3 (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). También se ha observado que 

son capaces de estimular el sistema inmunológico, tal fue el caso de la lectina del 

frijol común (Phaseolus vulgaris) que mostró una acción mitogénica sobre las 

células inmunitarias además de tener la capacidad de aglutinar las células 

malignas (Ferriz-Martínez et al., 2010). 

Cuadro 1. Estudios de efectos citotóxico de lectinas vegetales in vitro sobre 

líneas celulares neoplásicas. 

Lectina Mecanismo de acción Línea Celular 

PHA-L (Phaseolus vulgaris) Inhibición de proliferación LoVo, HCT-15, SW837 

WGA (Triticum vulgare) 
Inhibición del proliferación  a alta 

concentración 
LoVo, HCT-15, SW837 

AAL (Agrocybe aegerita) 
Inducción de apoptsis con la 

actividad de ADNasa 

HeLa, SW480, SCG-7901, 

MGC80-3, BCG-823, HL-60, S-

180 

AHL (Arisaema helleborifolium) Inhibición de proliferación 
HOP-62, HCT-1,5 HEP-2, HT-

29, PC-3, A-549 

ACA (Amaranthus caudatus) Citotoxicidad tumoral HT-29 

JAC (Artocarpus integrifolia) Citotoxicidad e inhibición tumoral HT-29 

LCA (Lens Culinaria) Citotoxicidad tumoral H3B 

ML-III (Viscum album) Citotoxicidad tumoral Molt-4 

RBA (Oriza sativa) 
Inhibición de la proliferación y 

apoptosis 
U937 

SBA (Glycine max) Inhibición de proliferación MCF7, HepG2 

SVL ( Sauromatum venosum) Inhibición de la proliferación 

WEHI-279, J774, P388D1, A-20, 

T-47D, SiHa, SW-620, HT-29, 

HEP-2, OVCAR-5, PC-3 

Tepary bean (Phaseolus acutifolius) Efecto citotóxico diferencial 
MCF-7, ZR-75-1, HeLa, Caski, 

SiHa. C33A, CaCo2 

VFA ( Vicia Faba) 

diferenciación morfológica, 

inhibición de la proliferación 

dosis-dependiente 

LS174T, SW1222, HT29 

WGA (Tricum vulgare) Diferenciación celular MCF7, T47D, HBL100, BT20 

Adaptado de Castillo-Villanueva et al., 2005; González de Mejia y Prisecaru, 2005; Ferriz-Martínez 
et al., 2010. 
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La fitohemaglutinina del frijol común Phaseolus vulgaris (PHA) es capaz de reducir 

el crecimiento de tumores de linfoma no Hodgkin murinos. El índice de reducción 

del crecimiento ocurrió de forma dosis dependiente sugiriendo la posibilidad de 

una competencia a nivel intestinal por los nutrientes de un pool común de 

aminoácidos presentes. Esto sugiere otro posible mecanismo de acción de las 

lectinas como componentes antinutrícios lo que restaría capacidad de crecimiento 

al tumor (González de Mejía y Prisecaru, 2005). 

Hay autores que apuntan a que la unión de las lectinas a los ligandos de la 

superficie de membrana inicia la internalización de la lectina lo que, algunas 

veces, conduce a la muerte por la vía de inactivación ribosomal, incapacidad de 

producir proteínas e iniciar un proceso en cascada que finaliza en apoptosis 

(Petrossian et al., 2007). Tal es el caso de la lectina ricina donde se observó que 

después de su unión a receptores membranales por parte de su cadena B, la 

cadena A sufrió una translocación al citosol al ser endocitada y trasportada al 

retículo endoplásmico, después de lo cual, inactivó a los ribosomas (Anadon y 

Martinez-Larrañaga, 2004). 

En un estudio reciente sobre los mecanismos anticancerígenos in vitro e in vivo de 

una lectina de muérdago coreana, se cuantificó la expresión de diversas 

procaspasas, proteínas antiapoptóticas y receptores de la muerte. Se observó un 

aumento en las activación de caspasas 2, 3, 8 y 9, a la vez que disminuyó la 

expresión de moléculas antiapoptóticas tales como Akt (Lee et al., 2007).Algunos 

estudios han sugerido que las lectinas disparan cambios moleculares al unirse al 

glicocalix y dan como resultado la inhibición del crecimiento celular y la inducción 

de apoptosis en células cancerígenas. Por otro lado, hay trabajos en donde se 

reporta que las lectinas aumentan la sensibilidad de las células tumorales a 

drogas, por lo que hay propuestas de utilizarlas en el diseño de immunotoxinas 

para el tratamiento del cáncer(Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). 
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2.4.2 Lectinas de frijol Tépari 

Aunque el frijol común (Phaseolus vulgaris) es la especie de frijol más consumida 

en nuestro país, la especie Phaseolus acutifolius,también conocida como frijol 

Tépari (Figura 4). Es cultivada en regiones áridas del norte de México, pertenece a 

la familia Fabaceae, sus nombres comunes son tepary bean (inglés), xmayum 

(maya, Campeche, México); tépari (español, Sonora, México), escomite o 

escumite (Chiapas, México) frijol piñuelero (nombre de un híbrido, Costa Rica). Es 

una especie que ha crecido por un largo tiempo en Mesoamérica, principalmente 

en zonas desérticas o con un período largo de sequía. Se ha encontrado que 

creció en tiempos antiguos en el sureste de los Estados Unidos, de donde 

aparentemente penetró a México (1200 años d. C.) llegando hasta Puebla (5000 

años después). La distribución geográfica se extendió hacia Arizona, Nuevo 

México, Costa Rica y en el suelo subtropical seco del Pacífico (Debouck, 1994). 

Es particularmente resistente a condiciones áridas y se ha adaptado a sobrevivir 

resistiendo el ataque de diversos patógenos y microorganismos que normalmente 

afectan a especies comunes de fríjol. Sin embargo, este fríjol es poco consumido 

debido a su dureza, lo que requiere tiempos de cocción largos (González de Mejia 

et al., 1988; Osman et al., 2003; Reynoso-Camacho et al., 2003). 

 

Figura 4. Planta de frijol Tépari (Hernández-Rivera, 2005) 
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En nuestro grupo se ha caracterizado parcialmente la lectina (Torres, 2010) 

estudiado la actividad de fracciones semipuras de lectinas de frijol Tépari. Una 

fracción obtenida mediante cromatografía de exclusión de peso molecular, 

denominada fracción concentrada en lectina (FCL) presentó efecto citotóxico 

diferencial sobre fibroblastos de ratón 3T3 normales y cancerígenos ya que 

requirió una dosis ocho veces más alta para provocar la muerte en células 

normales comparadas con las células trasformadas(Hernández-Rivera et al., 

2007). Posteriormente se probó el efecto citotóxico sobre distintas líneas celulares 

con una fracción más pura de la lectina obtenida por cromatografía de intercambio 

iónico y, a pesar de presentar efecto citotóxico diferencial, la actividad de la lectina 

disminuyó hasta en un 80%.Lo anterior sugiere que el proceso de intercambio 

iónico disminuye la forma activa de la lectina (Castañeda-Cuevas et al., 2007).Otro 

trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de la FCL de frijol Tépari y sus dos 

sub-fracciones principales sobre células de cáncer de colon HT-29 y se determinó 

que el efecto sobre la muerte celular involucra procesos apoptóticos (Ángeles-

Zaragoza, 2009). 

El estudio de la FCL y la fracción obtenida por intercambio iónico muestran efectos 

diferenciales sobre la proliferación y sobrevivencia de diferentes tipos de células 

cancerígenas y normales. Actualmente se han iniciado estudios para determinar el 

efecto in vivo de la FCL sobre cáncer de colon, por lo que es importante 

determinar el efecto citotóxico de la FCL en otras líneas celulares como las de  

cáncer de mama ZR-75-1, dada la importancia de este tipo de cáncer en nuestro 

país. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

A nivel mundial y en nuestro país el cáncer de mama se ha convertido en una 

enfermedad que va en aumento, y su tratamiento es poco selectivo entre células 

de cáncer y células normales. La importancia del desarrollo de estrategias 

terapéuticas basadas en moléculas selectivas reside en que podrían utilizarse 

para apoyar a los tratamientos convencionales y propiciar la muerte de células de 

cáncer de forma preferencial. 

Los tratamientos actuales para el cáncer basan su efectividad en la  toxicidad que 

provoca la muerte celular indiscriminada mediante necrosis, lo cual genera alta 

toxicidad incluso para las células no malignas. Las lectinas, por su parte, han 

demostrado ser capaces de activar vías de señalización de apoptosis celular y es 

este tipo de muerte celular controlada, lo que convierte a las lectinas en posibles 

agentes de tratamiento selectivo y menos tóxico en comparación con los 

tratamientos quimioterapéuticos.  

En nuestro laboratorio se ha demostrado que lectinas semipuras de fríjol Tépari 

presentan acción citotóxica diferencial sobre células de cáncer. Actualmente se 

trabaja con la FCL en ensayos in vivo por lo que resulta necesario probar el efecto 

de dicha fracción sobre al menos 3 tipos de cáncer in vitro ya que los datos 

actuales se basan en la fracción obtenida por intercambio iónico. Adicionalmente, 

es necesario determinar la vía mediante la cual la FCL provoca la muerte celular. 

Lo anterior permitirá establecer los parámetros citotóxicos de la FCL sobre células 

de cáncer humano y esto posibilitará el desarrollo de estudios in vivo posteriores. 
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4. HIPOTESIS 

La lectina contenida en una fracción concentrada (FCL) de frijol Tépari (Phaseolus 

acutifolius) presenta efecto citotóxico relacionado con la inducción de apoptosis 

sobre células de cáncer de mama (ZR-75-1) 

 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Determinar el efecto citotóxico de una fracción concentrada de lectina (FCL) de 

frijol Tépari sobre células de cáncer de mama ZR-75-1 

5.2 Objetivos específicos  

1. Elaborar curvas dosis respuesta de la FCL sobre la línea celular ZR-75-1 

2. Calcular CI50 para la línea ZR-75-1 

3. Calcular CL50 para la línea ZR-75-1 

4. Determinar si existe necrosis, midiendo la enzima lactato deshidrogenasa en 

medio de cultivo  

5. Investigar si se presenta apoptosis, utilizando la cuantificación de la actividad de 

caspasa 3  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Obtención de la fracción concentrada de lectina y perfil electroforético 

La fracción concentrada de lectina (FCL) de fríjol Tépari se obtuvo mediante 

cromatografía de exclusión de peso molecular en columna empacada con 

Sephadex G-75 (Torres, 2010). La cantidad de proteína de cada fracción se 

determinó mediante la técnica de Bradford (1976) y la actividad aglutinante  

utilizando eritrocitos humanos tipo A+ mediante el método de Jaffé (1980).  

6.2 Curvas dosis-respuesta 

Se sembraron células de cáncer de mama de la línea ZR-75-1 (ATCC, Manassas 

VA, USA) (Anexo 1). Las células se sembraron en placas de 24 pozos (3x104 

células por pozo), con suero fetal bovino (SFB) al 10% en medio base (DMEM, 

Gibco suplementado con 62.1 mg/L de Penicilina G (Sigma, cat. N° P-3032), 

100mg/L de estreptomicina (Sigma, cat. 15290-018) y 2.5 µg/L de anfotericina. Las 

placas se mantuvieron en incubación a 37°C y en atmósfera húmeda con 5% de 

CO2. Pasadas 48 h, el medio fue cambiado por SFB al 2% en el mismo medio 

base y a las 24 h se inició el experimento. Se procedió a contar las células de dos 

pozos para determinar el número de células al momento del cambio de 

condiciones experimentales (Co) y al resto de los pozos se les retiró el medio y se 

les agregó por duplicado los tratamientos disueltos en DMEM suplementado con 

albúmina sérica de bovino (ASB) al 0.5% de la manera siguiente (100, 50, 10, 5, 1 

y 0.5 µg de proteína/mL).Después de 24 h de incubación se cosecharon las 

células con tripsina al 0.15% y se determinó el número de células de cada pozo 

por recuento al microscopio(García-Gasca et al., 2002): 

Número total de células = [N (1x104) (C)]/V. Donde N es el número de células 

contadas, C es el número de campos contados en el hemocitómetro, 1x104 es el 

factor de dilución del hemocitómetro y V es el volumen en mL de la suspensión 

celular.   
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La proliferación celular se calculo de acuerdo a la ecuación: 

%P = [Número de células en el tratamiento x 100]/número de células del control en 

ASB 0.5% 

La sobrevivencia celular se calculo mediante la ecuación: 

%S = [Número de células en el tratamiento x 100]/número de células del control 

inicial 

Posteriormente se llevaron a cabo regresiones lineales del logaritmo de la 

concentración contra el porcentaje de proliferación o sobrevivencia, según el caso, 

para obtener las concentraciones inhibitoria 50 (CI50) y letal 50 (CL50), 

respectivamente. 

6. 3 Marcadores de necrosis y apoptosis celular 

Ensayo de citotoxicidad. La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se emplea 

como marcador de necrosis celular. En una placa de 24 pozos se sembraron 

células ZR-75-1 a una concentración de 3X104 células/mL. Después de 48 horas 

se cambiaron las condiciones del cultivo con DMEM suplementado con SFB al 2% 

y a las 24 horas se trataron a las células con la CL50 de la FCL en DMEM al 0.5% 

de ASB y se incubaron por 4ó 24 horas. Posteriormente, a 2 pozos de ASB se les 

agregó Tritón X-100 (JT Baker, cat N° X198-07) al 1% en DMEM 0.5% ASBy se 

incubaron a 37°C durante 30 min. Para cada tiempo se obtuvieron los medios 

condicionados y se utilizó el kit LDH-Cytotoxicity Assay (Biovision, cat. N° K311-

400) para evaluar el efecto citotóxico de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

Las muestras fueron leídas al espectrofotómetro a 492 nm para determinar su 

densidad óptica. El porcentaje de citotoxicidad se calculó con base en la actividad 

enzimática de LDH, de acuerdo a la siguiente fórmula: 

%Citotoxicidad = [Tratamiento – Control en ASB] x100/Control alto - Control en 

ASB]. Donde el control alto fue el tratamiento con tritón X-100 al 1%. 
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Ensayo de caspasa 3. Con la finalidad de evaluar el efecto apoptótico de la FCL 

se empleó el kit de caspasa 3/CPP32 Colorimetric Assay Kit (BioVision, cat. N° 

K106-100). Se sembraron 3x105 células en cajas de cultivo de 60 mm, en medio 

con SFB al 10% y se mantuvieron en incubación a 37°C y en una atmósfera 

húmeda con 5% de CO2. Cuando los cultivos alcanzaron el 70% de confluencia, la 

tercera parte se trató con la CL50 del concentrado de lectina, otra tercera parte con 

Camptotecina 5 µM, y una última parte con ASB 0.5%, durante 8 horas. Las 

células se recuperaron mediante tripsinización y centrifugación a 6000 g durante 5 

min. Una vez recuperadas, se obtuvo el extracto citosólico mediante la técnica 

indicada en el kit de Caspasa 3/CPP32 (BioVision®). Los extractos obtenidos se 

leyeron en el espectrofotómetro a 400 nm para determinar la cantidad de caspasa 

3 de la manera siguiente: 

Actividad de caspasa 3 por célula =      (absorbancia / µg de proteína total) 

           (Número de células / µg de proteína total) 

Una vez obtenida la actividad de caspasa 3 por célula, se ajusto la actividad 

respecto al grupo control (ASB), con lo que se obtuvo un índice comparativo.  

6.4 Análisis estadístico 

Las curvas dosis-respuesta se analizaron mediante regresión lineal simple. Los 

datos experimentales de dosis-respuesta y LDH se analizaron mediante ANOVA 

de una vía y se compararon las medias por los métodos de Tukey (p<0.05) y 

Dunett (p<0.05). Los datos experimentales de caspasa 3 se analizaron mediante t 

de student para muestras independientes (p<0.05). 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Efecto sobre la proliferación celular 

La FCL utilizada presentó una actividad aglutinante específica de3,746 UA/mg de 

proteína (Ángeles, 2010). El efecto de la FCL sobre la proliferación celular se 

muestra en la Figura 5 en donde se observó un efecto diferencial en función de la 

concentración. El porcentaje de proliferación se calculó en base a las células 

control tratadas únicamente con DMEM-ASB 0.5%, las concentraciones más bajas 

probadas no mostraron efecto mientras que a partir de 10 µg de proteína/mL el 

efecto fue negativo respecto al control. La CI50se calculó por medio de regresión 

lineal, la cual presentó un valor de 23.23 µg de proteína/mL (87.02 UA/mL). Este 

efecto es similar al encontrado por Castañeda (2007) para la misma línea celular 

en donde se probó una fracción semipura de lectina de frijol Tépari obtenida a 

partir de la FCL mediante cromatografía de intercambio iónico (FL-CII) (López, 

2007). En ese caso la CI50 fue de 57.39 UA/mL, 50% más baja que la obtenida en 

el presente trabajo, lo que sugiere que el grado de pureza de las lectinas es un 

factor importante para recuperar la actividad biológica.  

Esta misma FCL se probó sobre células de cáncer de colon HT-29 en donde se 

encontró una CI50 de 143.15 µg de proteína/mL (536.24 UA/mL) (Ángeles, 2010) 

es decir, 6 veces mayor a los resultados obtenidos para la línea ZR-75-1. Lo 

anterior sugiere que las células de cáncer de mama ZR-75-1 son más sensibles al 

efecto de la fracción de lectina que las células HT-29 de cáncer de colon. Esto 

difiere de resultado encontrado con la FL-CII en donde las células CaCo2 de 

cáncer de colon fueron 32 veces más sensibles que las células ZR-75-1 

(Castañeda-Cuevas et al., 2007). 

Efectos similares se han observado para otras líneas celulares. Valadez-Vega et 

al. (2011) obtuvieron una fracción de lectinas de frijol Tépari mediante 

cromatografía de afinidad y realizaron un estudio sobre distintas líneas celulares 

tumorales y obtuvieron una CI50 para células de cáncer de cérvix C33-A de 400 µg 

de proteína/mL. Con la FL-CII se obtuvo para esta misma línea celular una CI50 de 
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Figura 5.Efecto de la FCL sobre la proliferación de células de cáncer de mama ZR-

75-1. Las células fueron sembradas (3x104 células/pozo) en placas de 24 pozos y a las 48 

h se sensibilizaron con DMEM 2% SFB y 24 h después se cambiaron condiciones con 

DMEM al 0.5% ASB o diferentes concentraciones de la lectina en ese mismo medio (0.5, 

1, 5, 10, 50, 100 µg proteína/mL). Después de 24 h las células se cosecharon y se 

contaron con un hemocitómetro. Las letras minúsculas representan diferencia estadística 

significativa entre tratamientos (Tukey, p<0.05). Los asteriscos (*) muestran diferencias 

significativas respecto al control (Dunett, p<0.05). La CI50 se calculó mediante regresión 

lineal del porcentaje de proliferación contra el logaritmo de la concentración. 
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6.91µg de proteína/mL, 57 veces menor que la reportada por Valadez-Vega et al. 

(2011). Este resultado sugiere que las lectinas biológicamente activas se separan 

preferencialmente mediante los métodos cromatográficos desarrollados por López 

(2007) y Torres (2010). 

7.2 Efecto sobre la sobrevivencia celular 

Para calcular la sobrevivencia celular se tomó como base el número de células al 

inicio del experimento (control inicial) y se observó un efecto en función de la 

concentración (Figura 6). Las concentraciones más bajas probadas hasta 5 µg de 

proteína/mL resultaron cistostáticas incluyendo al control con ASB y a partir de 10 

µg de proteína/mL se detectó  efecto fue citotóxico. La CL50 se calculó por medio 

de regresión lineal y fue de 10.23 µg de proteína/mL (38.32 UA/mL). Este dato es 

menor a la CI50 lo cual sugiere que el efecto predominante es sobre la 

sobrevivencia celular y no sobre la capacidad proliferativa. En este caso es 

necesario considerar que al retirar el SFB del medio y suplementar con ASB se 

empobrece la condición nutricia y esto puede mermar la velocidad de proliferación 

celular. 

De forma similar, la FCL se utilizó para determinar el efecto sobre la sobrevivencia 

de células HT-29 bajo las mismas condiciones experimentales y se obtuvo una 

CL50 de 922 UA/mL (Ángeles, 2010). Este valor confirma que las células ZR-75-1 

son 24 más sensibles que las HT-29 al efecto de la FCL de frijol Tépari, lo cual, a 

su vez, confirma la especificidad de cada lectina por cierto tipo de células 

tumorales y esto se apoya en los trabajos reportados sobre diferentes lectinas 

contra el cáncer (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). 

Al comparar las CL50 obtenidas con la FCL y la FL-CII para esta misma línea 

celular se observa que, en el segundo caso, el valor fue de 72.74 UA/mL (López-

Sánchez et al., 2010), el doble que para el caso de la FCL. Este resultado sugiere 

que la FCL contiene mayor actividad citotóxica que la FL-CII, posiblemente por 

efecto sinérgico de las lectinas que conforman a la FCL. 
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Figura 6. Efecto de la FCL sobre la sobrevivencia de células de cáncer de mama ZR-

75-1.Las células fueron sembradas (3x104 células/ pozo) en placas de 24 pozos y a las 48 

h se sensibilizaron con DMEM 2% SFB y se cambiaron condiciones a las 24 h con DMEM 

al 0.5% ASB o diferentes concentraciones de la lectina en ese mismo medio: 0.5, 1, 5, 10, 

50, 100 µgP/mL. Después de 24 h se cosecharon y se contaron con un hemocitómetro. 

Las letras minúsculas representan diferencia estadística significativa entre tratamientos 

(Tukey, p<0.05). Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas respecto al control 

(Dunett, p<0.05). La CL50 se calculó mediante regresión lineal del porcentaje de 

sobrevivencia contra el logaritmo de la concentración. Se muestra el promedio de por lo 

menos ocho experimentos independientes.  



 31 

Efectos similares se han observado previamente; por ejemplo, la lectina de 

cacahuate presentó efecto mitogénico sobre células HT-29, pero no así sobre las 

células CaCo-2 (Singh et al., 2006). Esto se debe a que las células HT-29 

presentan la isoforma CD44v6 del antígeno Thomsen-Friedenreich mientras que 

las células CaCo-2 carecen de dicha isoforma  que está relacionada con cascadas 

de señalización proliferativas. Estos resultados resaltan la importancia en las 

diferencias a nivel de los patrones de glicosilación de cada línea tumoral, lo que es 

determinante para la especificidad de la unión de la lectina a determinados 

motivos membranales (Nishimura et al., 2004).  

7.3 Cuantificación de necrosis celular 

Uno de los métodos para valorar la pérdida de integridad de la membrana celular 

es la medición de la enzima citosólica LDH en el medio de cultivo celular (Lobner, 

2000).A fin de evaluar si el tratamiento con la FCL induce muerte tipo necrosis se 

realizó un ensayo para medir la actividad de LDH en el medio de cultivo (Figura 7) 

utilizando la CL50y el efecto se midió de manera temprana (4 h) y tardía (24 h). 

El valor de LDH a las 4 h estuvo por debajo del límite de detección, mientras que 

por recuento celular el porcentaje de células muertas fue del 60%. A las 24 h se 

observó el 12 % de citotoxicidad, mientras que por recuento celular se obtuvo el 

70% de células muertas. Lo anterior sugiere que el efecto de la FCL sobre la 

muerte celular no es de tipo necrótico ya que dicho efecto es menor al observado 

por recuento directo. Asimismo, el valor del 12% de citotoxicidad puede deberse a 

ruptura de cuerpos apoptóticos que, al no ser fagocitados, liberan al medio su 

contenido (Palomares y Valdez-Cruz, 2007). Los datos obtenidos por recuento 

celular muestran que la FCL provoca su efecto desde etapas tempranas.  

Castañeda-Cuevas et al. (2007) determinaron que la FL-CII provocó 2.09% de 

citotoxicidad mediante este mismo método en la misma línea celular y Ángeles-

Zaragoza (2010) encontró una respuesta similar al probar la FCL sobre células 

HT-29. Lo anterior sugiere que el efecto de las lectinas presentes en frijol Tépari 

provocan la muerte celular por mecanismos distintos a la necrosis. 
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Figura 7. Ensayo de citotoxicidad de la FCL sobre células de cáncer de mama ZR-

75-1. Las célulasZR-75-1 fueron sembradas (3x104 células/ pozo) en placas de 24 pozos 

y a las 48 h se cambiaron a DMEM con 2% SFB. 24 h después se hizo la cosecha del 

control inicial y la aplicación del tratamiento con DMEM al 0.5% ASB preparado con la 

CL50 de la FCL. A las 4 y 24 horas se retiró el medio de cultivo para cuantificar LDH. El 

asterisco muestra diferencia estadística significativa respecto al control positivo (t de 

student, (p<0.05)). 
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Hernández-Rivera (2007) midió la actividad de LDH, después de suministrar la 

CL50 de la FCL en un tratamiento de 72 horas sobre fibroblastos de ratón 

trasformados (3T3/v-mos) hallando un porcentaje de 23% de muerte celular en 

términos de la actividad de la LDH encontrada en medio de cultivo, apuntando que 

el porcentaje restante fue estimulado por la lectina por una vía posiblemente 

apoptótica.  

7.4 Efecto sobre la activación de caspasa 3 

La actividad de caspasa 3 se determinó como marcador apoptótico a fin de 

determinar si la FCL es capaz de inducir muerte celular por esta via. Se utilizó 

camptotecina como control positivo (Hsiang et al., 1985). Al comparar la actividad 

de caspasa 3 en células de cáncer de mama ZR-75-1 tratadas con la CL50 

respecto a las células control, se observó un aumento de 3.8 veces (Figura 8). 

Esta misma FCL presentó efecto sobre la actividad de caspasa 3 en células de 

cáncer de colon HT-29 con un aumento del 20% (Ángeles, 2010), lo que sugiere 

que las células ZR-75-1 son más sensibles a la FCL que las células HT-29. Los 

resultados son comparables a los que se han observado para otras lectinas 

vegetales sobre células de cáncer (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005). Por 

ejemplo, la abrina una lectina que posee una alta capacidad  eritoaglutinadora y 

que es obtenida de las semillas de Abrus precatorius mostró estimular la expresión  

de caspasa 3, al mismo tiempo que bloqueó la actividad de Bcl2 (Ramnath et al., 

2007). El aumento en la muerte por apoptosis en células de cáncer depende de la 

especificidad de las lectinas y su unión a carbohidratos específicos (Choi et al., 

2004). La FCL es capaz de provocar la activación de caspasa 3 de forma 

significativa en células de cáncer de mama ZR-75-1, lo que sugiere un efecto 

inductor de apoptosis en células de cáncer humano. Resulta necesario confirmar 

dicho efecto aumentando el número de ensayos y determinando apoptosis 

mediante otros métodos 
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Figura 8. Efecto de la FCL sobre la actividad de caspasa 3. Las células fueron 

sembradas (3x104 células/ pozo) en placas de 24 pozos y se permitió que llegaran a 

preconfluencia. Se cambió el medio por DMEM al 0.5% ASB adicionado con la CL50 de la 

FCL. A las 8 h se retiró el medio de cultivo para cuantificar la actividad de caspasa 3. Se 

realizó un análisis de t de student para muestras independientes. El asterisco indica 

diferencia significativa con respecto al control (ASB) (p<0.05).  

* 



 35 

8. CONCLUSIONES. 

Se encontró que la lectina de frijol Tépari tiene un efecto inhibitorio tanto en  la 

proliferación como en la sobrevivencia celular en función de la concentración 

sobre células de cáncer de mama (ZR-75-1). El efecto predominante presentado, 

fue citotóxico a partir de 10 µg de proteína/mL (38.32 UA/mL). Los resultados 

obtenidos sugieren que la lectina de frijol Tépari induce la muerte celular mediante 

apoptosis sin embargo, se requiere aún llevar a cabo más estudios que permitan 

determinar en forma definitiva su mecanismo de acción. 
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ANEXO 1 

CARACTERÍSTICAS DE LA LÍNEA CELULAR ZR-75-1 (www.atcc.org) 

CARACTERISTICA  LINEA CELULAR ZR-75-1 

Fuente Órgano Glándula mamaria 

Tejido Ductal 

Enfermedad Carcinoma ductal 

Sitio metastático de 
derivación 

Ascites 

Tipo de célula Epitelio 

Organismo Homo Sapiens / Humano 

Edad 63 

Genero Femenino 

Etnia Caucásica 

Morfología Epitelial  

Propiedades de crecimiento Adherente 

Productos celulares Mucina ( MUC-1, MUC-2) 

Resistencia a virus   

Tumorogenesis SI 

Expresión de Receptores Receptores a Estrógenos expresados 

Perfil de DNA Amelogenin: X  
CSF1PO: 10,11  
D13S317: 9  
D16S539: 11  
D5S818: 13  
D7S820: 10,11  
THO1: 7,9.3  
TPOX: 8  
vWA: 16,18 

Análisis citogénetico Esta linea celular humana tiene un numero hipertriploide de 
cromosoma. El número cromosómico modal fue de 72 que ocurre 
en el 26% de las células y la tasa fue de 1,2% Dieciocho 
marcadores fueron comunes. Estos fueron: t(1q,?), M2,M3, del(3) 
(p21), der(5)t(5;?) (q35;?), del(6) (q21), t(11q14q), t(11;11) 
(p15;q11), der(14)t(2;14) (q21;q32), t(17q,?), M13, M14, M15, 
M16, M17, der(8)t(8;?), t(9p,?) y 19pt. De estos 13 fueron parejos. 
14 fueron normales no encontrados. N6 hubo una sola copia N18 
y 10 había tenido 3 copias y 4 encada célula 

Isoenzimas G6PD, B 
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