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RESUMEN 

 

 

El cáncer de colon es una de las principales causas de morbi y mortalidad a nivel mundial. 

El consumo de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) presenta una asociación inversa con la 

recurrencia de pólipos adenomatosos colorectales. Esta propiedad puede atribuirse a la 

presencia de compuestos bioactivos (almidón resistente, oligosacáridos, fibra, compuestos 

fenólicos y péptidos bioactivos). Estudios previos han demostrado que el extracto de 

polisacáridos de frijol Negro 8025 inhibe el desarrollo del estadio temprano de cáncer de 

colon y la fracción no digerible (FND) de frijol Bayo Madero inhibe la proliferación de 

células transformadas HT-29. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto 

quimioprotector de la FND del frijol común cocido (Phaseolus vulgaris L.) variedad Bayo 

Madero, sobre el estadio temprano de cáncer de colon en ratas AOM-inducidas, así como 

proponer el mecanismo de quimioprotección mediante técnicas moleculares. El frijol 

variedad Bayo Madero presentó un considerable contenido de fibra, oligosacáridos, 

compuestos fenólicos y rendimiento de FND. El tratamiento con FND y frijol cocido (FC) 

disminuyó el desarrollo de fosas crípticas aberrantes (FCA) en la zona distal del colon en 

ratas AOM-inducidas. Ambos tratamientos redujeron la actividad de -glucuronidasa en 

contenido cecal, colónico y fecal. El grupo FND+AOM moduló 72 genes al menos >1.1 

veces (inducción o inhibición) con respecto al grupo AOM. Los genes p53, Gadd45a, 

Cdkn1a y Bax fueron altamente expresados, mientras que Cdc25c, Ccne2, E2f1 y Bcl2 

fueron suprimidos, sugiriendo a la combinación de arresto al ciclo celular (fases G1/S y 

G2/M) y la inducción de apoptosis, entre otros mecanismos, como vías involucradas en el 

efecto quimioprotector de la FND sobre ratas AOM-inducidas. La inducción de apoptosis 

por la FND fue corroborada cuantificando los núcleos apoptóticos generados en colon 

distal. Los resultados aportan evidencia de que la FND de frijol común variedad Bayo 

Madero inhibe el desarrollo del estadio temprano de cáncer de colon en un modelo in vivo 

mediante la disminución en la actividad de la enzima -glucuronidasa y la modulación de 

genes que inducen arresto al ciclo celular, apoptosis, y reparan el ADN, contribuyendo a la 

quimioprotección del frijol común sobre la carcinogénesis colónica. 

 

 

 

(Palabras clave: Frijol común; fracción no digerible; fosas crípticas aberrantes, -

glucuronidasa; cascada señalización de p53; genes). 
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SUMMARY 

  

 

Colon cancer is one of the most common causes of morbidity and mortality in the world. 

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) consume has an inverse association with colorectal 

adenomatous polyp recurrence. This property can be attributed to presence of bioactive 

compounds (resistant starch, oligosaccharides, fiber, phenolic compounds and bioactive 

peptides). Previous studies have shown that the extract of polysaccharide from bean Negro 

8025 inhibits the early stage of colon cancer development and non-digestible fraction 

(NDF) from bean Bayo Madero inhibits the proliferation of HT-29 transformed cells. The 

aim of this study was to evaluate the chemopreventive effect of NDF from cooked 

common bean (Phaseolus vulgaris L.) Bayo Madero variety, on early stage of colon cancer 

in AOM-induced rats, and proposes the mechanism of chemoprotection by molecular 

techniques. Bayo Madero beans showed a considerable amount of fiber, oligosaccharides, 

phenolic compounds and NDF yield. Treatment with NDF and cooked beans (FC) 

decreased the aberrant crypt foci (ACF) development in distal colon of AOM-induced rats. 

Both treatments reduced the -glucuronidase activity in ceacal, colonic and fecal contents. 

NDF+AOM group modulated 72 genes at least >1.1 fold (induction of inhibition) 

compared to AOM group. p53, Gadd45a, Cdkn1a and Bax genes were highly expressed, 

whereas Cdc25c, Ccne2, E2F1 and Bcl-2 were suppressed, suggesting a combination of 

cell cycle arrest (G1/S and G2/M phases) and apoptosis induction, among other 

mechanisms, as pathways involved in the chemoprotective effect of NDF in AOM-induced 

rats. Apoptosis induction by NDF was corroborated by quantifying of apoptotic nuclei 

generated in distal colon. The results provide evidence that NDF from common bean Bayo 

Madero variety inhibits the early stage of colon cancer development on in vivo model 

through -glucuronidase activity decrease and modulation of genes involved in induction 

of arrest cell cycle, apoptosis and DNA repair, contributing to the common bean 

chemoprevention of colon carcinogenesis. 

 

 

(Key words: Common bean; non-digestible fraction; aberrant crypt foci; -glucuronidase; 

p53 signaling pathway; gene). 
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1 

 

1. INTRODUCCIÓN 

 

En el 2006, los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte en México 

(INEGI, 2008). El cáncer de colon representó el 5.3% en hombre y el 5.1% en mujeres de 

las principales causas de defunción por tumores malignos (IARC, 2010). Diversos estudios 

confirman la importancia de la dieta en este padecimiento, destacando alimentos con alto 

contenido de fibra, como el frijol común (Phaseolus vulgaris L.), por ejercer efecto sobre la 

prevención y/o desarrollo de cáncer (Bingham et al., 2005; Lanza et al., 2006).  

 

Los compuestos que no se degradan ni se absorben, como la fibra (soluble e 

insoluble), almidón resistente y oligosacáridos, algunos componentes fenólicos, entre otros, 

durante su paso del tracto gastrointestinal pueden ser degradados por las bacterias colónicas 

y los productos de la degradación se fermentan para producir los ácidos grasos de cadena 

corta (como ácido acético, propiónico y butírico), así como gases y agua (Swennen et al., 

2006).  

 

Se ha sugerido que especialmente el ácido butírico juega un papel importante en la 

reducción del riesgo a sufrir cáncer de colon y que actúa como un tipo de agente supresor 

de este tipo de cáncer (Kautenburger et al., 2005). A su vez, los galactooligosacáridos y 

algunos compuestos fenólicos que alcanzan el colon intactos y probables péptidos 

bioactivos presentes en la FND del frijol común, presentan funciones sobre la muerte 

celular programada, diferenciación e inhibición de crecimiento celular regulando genes y 

proteínas envueltas en dichos procesos (Veeriah et al., 2007; Wenzel, 2000; Tzortzis et al., 

2005; Torruco-Uco et al., 2009).  

 

Estudios previos han demostrado que el extracto de polisacáridos de frijol Negro 

8025 redujo el desarrollo de FCA en ratas inducidas con AOM y reguló la expresión de -

catenina, p53, p21, Rb, Bax y Caspasa 3, genes involucrados en proliferación celular, 

arresto al ciclo celular y apoptosis, respectivamente (Feregrino-Pérez et al., 2008). La FND 

de frijol Bayo Madero sujeto a un proceso de fermentación para simular las condiciones 

reales de digestión de un individuo monogástrico, moduló la expresión de genes 
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involucrados en arresto al ciclo celular, inducción de apoptosis e inhibición de la 

proliferación sobre un modelo in vitro de estadio tardío de cáncer de colon usando células 

de adenocarcinoma de colon humano HT-29, contribuyendo así al efecto quimioprotector 

del frijol común contra el desarrollo de cáncer de colon (Campos-Vega et al., 2010).  

 

2. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

2.1 CÁNCER 

 

El cáncer es un proceso de crecimiento y diseminación incontrolados de células 

(WHO, 2011). Esta enfermedad se desarrolla con la acumulación de mutaciones en 

múltiples genes, las cuales son el resultado de la interacción entre los factores genéticos y 

factores externos, como la edad, el sexo, la raza, la dieta, el estilo de vida, estatus socio-

económico y el medio en general, así como la infección por microorganismos 

(Helicobacter pylori, virus Epstein Barr, virus de papiloma humano y hepatitis B, y algunos 

parásitos). Todos estos son factores que actúan sobre el genoma de las células como 

iniciadores o promotores tumorales en la transformación celular (Ding et al., 2007; Oliveira 

et al., 2007).  

 

Una célula cancerosa se caracteriza por la manifestación de alteraciones 

esenciales en su fisiología, las cuales incluyen: autosuficiencia en señales de crecimiento, 

insensibilidad a señales inhibidoras de crecimiento, evasión de muerte celular programada 

(apoptosis), potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, e invasión y metástasis 

de tejidos (Hanahan y Weinberg, 2000).  

  

2.2 PROCESO DE CARCINOGÉNESIS 

El cáncer se desarrolla como un proceso microevolutivo que requiere de la 

acumulación de múltiples eventos que tienen lugar en un clon de células y comprenden 3 

estadios (Zorrilla-García et al., 2004), mostrados en la Figura 1: 

1. Inducción de mutación en el ADN de una célula somática (iniciación).  
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2. Estimulación de la expansión tumoral del clon mutado (promoción).  

3. Malignización del tumor (progresión).  

 

Figura 1. Pasos de la carcinogénesis y los sucesos involucrados en cada paso (Adaptado de 

Oliveira et al., 2007). 

Durante la división celular pueden ocurrir errores genéticos espontáneos. Se ha 

estimado que ocurren con una frecuencia de alrededor de 10
-5

 a 10
-6

 a través de los 

nucleótidos y la división celular (Oliveira et al., 2007). Estos errores pueden afectar a los 

genes involucrados en la regulación de la división celular y se pierde la restricción de la 

proliferación normal. Las evidencias indican que es necesario que una célula sufra de 3 a 7 

eventos independientes para que suceda una transformación neoplásica.  

 

La etapa de iniciación comprende a los cambios genéticos que son irreversibles, y 

predisponen a las células normales sensibles a la evolución maligna y a la inmortalidad. La 

célula iniciada no es una célula neoplásica pero ha dado su primer paso hacia ese estado 

después de que se produzcan sucesivos cambios genotípicos y fenotípicos. Estas sufren 

mutaciones que inducen proliferación pero no diferenciación (Trosko et al., 2003). La 
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iniciación como cambio molecular heredable no es un evento suficiente; la proliferación de 

las células alteradas requiere de otro paso: la promoción.  

 

El efecto de los promotores es estimular la división celular en la región 

previamente expuesta donde un iniciador produjo un crecimiento pequeño a partir de una 

célula mutada. La célula iniciada responde ante la acción del promotor con un crecimiento 

distinto al de la normal (Díaz-Román et al., 1998). Los compuestos promotores no 

interactúan directamente con el ADN pero sí desencadenan efectos biológicos sin ser 

metabólicamente activos. Estos agentes aumentan la proliferación celular en los tejidos 

sensibles, contribuyen a la fijación de mutaciones, producen alteraciones en la expresión 

génica y producen cambios en el control de crecimiento celular (Williams et al., 2001; 

Gutiérrez y Salsamendi, 2001). 

 

Durante el período de progresión las células, hasta entonces pre-malignas, hacen 

su conversión en células malignas a través de un proceso multifocal donde unas se 

transforman más rápido que otras. La progresión de clones iniciados puede ocurrir 

espontáneamente debido a la inestabilidad genética propia de la célula o puede ser 

acelerado por la exposición de elementos genotóxicos que actúan sobre éstas. La célula de 

un tumor es capaz de debilitar la adhesión a sus vecinas originarias, escapar del tejido de 

origen, refugiarse en otros tejidos, cruzar la lámina basal y el revestimiento endotelial del 

vaso, entrar y salir de la circulación y alojarse en un nuevo ambiente donde sobrevive y 

prolifera. Muchos tumores liberan células y sólo una pequeña proporción origina metástasis 

dado que para lograr esa capacidad deben sufrir nuevas mutaciones (Díaz-Román et al., 

1998; Oliveira et al., 2007). 

 

2.3 GENÉTICA MOLECULAR DEL CÁNCER 

 

El cáncer es una enfermedad genética dado que es el resultado de mutaciones de 

las células somáticas. Se han podido identificar muchos genes que habitualmente se 

encuentran alterados en los cánceres humanos. Hay dos rutas mutacionales hacia la 

proliferación e invasión incontroladas de la célula, características del cáncer. Los genes de 
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la primera ruta se llaman protooncogenes y el gen hiperactivo debido a una mutación 

oncogénica; la mutación de una sola copia de un proto-oncogén puede tener sobre la célula 

un efecto dominante favorecedor del crecimiento. Los protooncogenes son los genes 

celulares que controlan los procesos de proliferación y diferenciación. Los oncogenes son 

versiones alteradas de genes que codifican para proteínas cuya función es controlar los 

procesos de proliferación y diferenciación celular (Hernández-Menéndez y Ríos-

Hernández, 1999). Los genes de la segunda ruta se llaman genes supresores de tumores. En 

éstos, generalmente las mutaciones que provocan cáncer son recesivas: para observar el 

efecto es necesario que en la célula somática diploide ambas copias del gen hayan 

desaparecido o estén inactivadas (Alberts et al., 2004b). La inactivación de los genes 

supresores de tumores, generalmente cuando ambas copias son alteradas por deleción o 

mutación, proporciona una ventaja competitiva del crecimiento (Kern, 2001).  

 

2.4 CÁNCER COLORECTAL 

 

En el 2006, los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte en México 

con 63,888 personas fallecidas, y esta cantidad representa el 12.9% del total de las 

defunciones registradas (INEGI, 2008).  

 

Por otro lado, el cáncer colorectal es una enfermedad maligna en la cual ocurren 

múltiples alteraciones genéticas de oncogenes y genes supresores de tumores por etapas 

durante el desarrollo del tumor (Luo et al., 2006). Este tipo de cáncer es un problema de 

salud pública importante, no sólo para países con forma de vida occidental, en los últimos 

años se ha presentando cada vez en otras partes del mundo. Globalmente, el cáncer 

colorectal representa el tercer lugar en la frecuencia de incidencia (9.4%) y mortalidad 

(7.9%), con un número similar de hombres y mujeres (Vainio y Millar, 2003), presentando 

una distribución aproximada a la que se observa en la Figura 2 (IARC, 2010): 
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Figura 2. Incidencia estimada de cáncer colorectal a nivel mundial en 2008 por la 

Organización Mundial de la Salud (IARC, 2010). 

 

Estudios realizados alrededor del mundo indican un aumento en los últimos años 

en la incidencia de cáncer colorectal a partir de los 40 años, y se ha señalado que los 

pacientes menores de 50 años presentan una mayor probabilidad de enfermedad avanzada y 

rápida progresión (Cooley et al., 2009; Rozen et al., 2011).  

 

En México, los tumores malignos en colon en hombres representan el 5.3% y en 

mujeres el 5.1% de las principales causas de defunción, como se muestra en la Figura 3 

(IARC, 2010). 
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Figura 3. Distribución porcentual de las principales causas de defunción por tumores 

malignos por sexo estimada por la Organización Mundial de la Salud en 2008 

(IARC, 2010). 

 

Existen 2 tipos de cáncer colorectal, los que presentan predisposición genética y 

los esporádicos. Los que se presentan por disposición genética se dividen en cáncer 

colorectal hereditario no polipoideo (HNPCC) y la poliposis adenomatosa familiar (FAP), 

pero éstos sólo representan una pequeña fracción de cánceres colorectal. Los cánceres 

colorectales que con mayor frecuencia ocurren son los esporádicos, que tienen ausencia de 

un factor hereditario reconocido (Kinzler y Volgestein, 2002). Se estima que el 80% de los 

casos de cáncer colorectal son esporádicos y no asociados con alguna mutación hereditaria 

conocida. La edad, ciertamente, es un factor de riesgo.  

 

2.4.1 Epitelio del colon 

 

El colon o intestino grueso mide de 137 a 152 cm de longitud; se compone del 

ciego, apéndice vermiforme, colon (ascendente, transverso, descendente y sigmoide), recto 

y canal anal (McCormick et al., 2002). Las células epiteliales intestinales representan una 

importante barrera entre el contenido del lumen y las células inmunes subyacentes. La 

función de la barrera es regulada por una variedad de factores producidos por las células 
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mucosas, las bacterias entéricas y las mismas células epiteliales (McCole y Barrett, 2003). 

El moco secretado por las células lubrica la mucosa para proteger la pared contra la 

escoriación y para que sea un medio adherente para sostener las heces (McCormick et al., 

2002). La pared del colon está compuesta por diferentes capas: mucosa, muscular, 

subserosa y serosa (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Capas de la pared del colon (www.nccn.org). 

 

2.4.2 Fosas crípticas normales y aberrantes 

 

Histológicamente, el colon se compone de una capa de células epiteliales que 

forman invaginaciones, llamadas criptas. A lo largo del eje basal-apical de las criptas 

(referido a la posición apical de la luz intestinal), existen dos compartimentos celulares 

principales: un compartimiento proliferativo que contiene, a su vez, (1) las células madre 

(stem) del epitelio en el fondo de la cripta, y (2) las células proliferantes precursoras de los 

tipos celulares diferenciados, y un compartimiento no proliferativo terminalmente 

diferenciado conteniendo las células absortivas y mucosecretoras maduras en la mitad 

apical de la cripta (Figura 5). 
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La homeostasis celular del epitelio es mantenida por un balance dinámico entre la 

división celular continua y el desprendimiento de células en la superficie de las criptas 

colónicas: las células precursoras proliferan en la parte baja de la cripta y van migrando de 

manera continua hacia las zonas más apicales. Durante esta migración tiene lugar una salida 

del ciclo celular, en paralelo a la activación de programas de expresión génica propios de 

cada tipo celular diferenciado. El final de este trayecto culmina con la muerte celular por 

apoptosis y/o desprendimiento de las células hacia el lumen y tarda de 3 a 6 días (Kinzler y 

Volgestein, 2002; Kim y Shibata, 2002; Lamprecht et al., 2002). 

 

    

Figura 5. Epitelio colónico normal de la cripta y representación esquemática de la 

direccionalidad del proceso de diferenciación a través de la cripta (Niederhuber 

et al., 2004; adaptado de (Kim y Shibata, 2002; Lamprecht et al., 2002). 

 

Las fosas crípticas aberrantes (FCA) son lesiones precursoras de adenomas y 

carcinomas que pueden ser desarrollados en colon. El número de FCA varía con el tiempo y 

fluctúa en el número, lo cual indica que están en un estado dinámico y pueden remodelarse 

(Bird y Good, 2000). Las características de las criptas aberrantes son descritas en el Cuadro 

1: 
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Cuadro 1. Características de las criptas aberrantes. 

Características de las criptas aberrantes 

Inducidas por carcinógenos específicos de colon dependiendo de una dosis. 

 

Cada FCA es envuelta a partir de una cripta alterada. 

 

Exhiben características preneoplásticas (displasia, patrón proliferativo anormal, 

mutación en K-ras). 

 

El tamaño y multiplicidad de la cripta aumentan con el tiempo. 

 

Las características de número y crecimiento predicen el tumor resultante y cuantifican 

el riesgo. 

 

Presente en individuos con alto riesgo a desarrollar cáncer de colon. 

(Bird y Good, 2000). 

 

Las FCA comparadas con las normales, tienen criptas más grandes, las paredes 

tienen un incremento en el grosor con lúmenes a menudo ovalados o con espículas más que 

redondo y tienen un incremento en el área pericriptal. Además, no están en el mismo plano 

focal microscópico que las criptas normales adyacentes y no aparecen como unidad cuando 

la FCA contiene más de una cripta (Luo et al., 2006) (Figura 6). Las FCA son consideradas 

el ―estándar de oro‖ de los biomarcadores de carcinogénesis del colon y su determinación 

ha sido extensamente usada para la identificación de potenciales agentes quimioprotectores 

(Corpet y Tache, 2002). 

 

En FCA aumenta la expresión de -catenina, y sufre mutación en los genes 

supresores de tumores K-ras, Apc y p53. La displasia de las FCA se relaciona fuertemente 

con progresión neoplásica. Las alteraciones epigenéticas como metilación de islas ricas en 

pares de citosina-fosfato-guanina (CpG) y alteraciones genéticas fenotípicas como 

inestabilidad microsatélites también juegan un papel importante en la formación de FCA. 

La metilación de CpG silencia regiones promotoras, como las de homólogo 1 de mut-L 

humano (hMLH1) y O
6
-metil guanina metiltransferasa (MGMT), que son genes 
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reparadores de DNA. Son frecuentes las metilaciones en CpG en FCA displásicas de cáncer 

esporádico (Cheng y Lai 2003). 

 

 

Figura 6. Mucosa de colon de rata tratada con AOM teñida con azul de metileno. Las 

flechas indican FCA con criptas alargadas, con epitelio más grueso y alterado 

(Yamada y Mori, 2003). 

 

Las FCA en humanos están más frecuentemente localizadas en el colon medio y 

distal que en proximal a corto y largo plazo, lo cual ha sido verificado en modelos 

animales. La inducción de FCA con carcinógenos específicos para el colon a corto plazo (4 

semanas) es fuertemente correlacionado con el desarrollo de adenocarcinomas bien 

diferenciados en medio plazo (30 semanas), como fue comprobado por Rodriguez et al. 

(2002) en ratas Wistar inducidas con DMH. 

 

-glucoronidasa 

 

La glucoronidación es el mejor proceso de detoxificación que convierte a un gran 

número de xenobióticos y sustancias endógenas en metabolitos más hidrofílicos (Tephly y 

Burchell, 1990; Guéraud y Paris, 1998). Parte de estos glucurónidos son secretados a través 

de la ruta biliar al intestino. Estos son pobremente absorbidos en la circulación sanguínea y 

son eficientemente eliminados del cuerpo. Sin embargo, una parte son hidrolizados en el 
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intestino grueso por la acción de enzimas -glucoronidasas (Geier et al., 2006). La enzima 

bacteriana -glucoronidasa tiene la habilidad de hidrolizar muchos glucurónidos debido a 

que es un sustrato muy específico y así puede liberar carcinógenos agliconados en el lumen 

intestinal, que es la forma biológicamente activa de los xenobióticos y otros compuestos 

(Rafter, 2002). 

 

Diversos autores han demostrado que la administración de la cepa E. coli en ratas 

incrementa el número de fosas crípticas aberrantes y que el incremento es debido a la alta 

actividad de la enzima -glucuronidasa, excretada por dicha cepa bacteriana (Arimochi et 

al., 1999). Se ha sugerido que la suplementación con dietas con diferentes tipos de fibra 

contribuye a la inhibición del cáncer de colon por incremento de bacterias no-patógenas, 

fermentación de la fibra y reducción de la -glucoronidasa intestinal (Nakanishi et al., 

2003; Manoj et al., 2001). 

 

2.5 GENÉTICA MOLECULAR DEL CÁNCER DE COLON  

 

Se ha demostrado que el modelo genético molecular para la tumorogénesis 

colorectal se compone de una serie de cambios genéticos cromosómicos y somáticos 

específicos que ocurren como acumulación secuencial, mientras que el proceso oncogénico 

procede con la iniciación, la promoción, y la progresión. Estas alteraciones genéticas 

incluyen deleciones y mutaciones puntuales de genes supresores de tumores como Apc, p53 

y en el gen de deleción en cáncer colorectal (Dcc), así como mutaciones oncogénicas de K-

ras (Niederhuber et al., 2004). Las mutaciones en Ras, principalmente en K-ras, se 

desarrollan en el 50% de los cánceres de colon y se muestran en las etapas cercanas a la 

progresión neoplásica; así como las mutaciones que inactivan al gen receptor II TGF-  

(TGF-  -RII) están presentes en el 30% de los cánceres de colon y son temporalmente 

coincidentes con la posterior progresión de adenoma a carcinoma (Markowitz et al., 2002).  

En la Figura 7 se muestra la secuencia de adenoma a carcinoma y alteraciones moleculares 

involucradas en el desarrollo de cáncer de colon. 
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Figura 7. Secuencia de adenoma a carcinoma y las alteraciones moleculares involucradas 

en el desarrollo de cáncer de colon (Niederhuber et al., 2004). 

 

2.5.1 Ciclo celular 

 

Las células eucariotas viven de acuerdo con un reloj interno; progresan a través de 

una secuencia de fases, llamadas en conjunto ciclo celular, en la cual se duplica el ADN 

durante la fase de síntesis (S) y las copias se distribuyen en extremos opuestos de la célula 

durante la fase mitótica (M) (Lodish et al., 2003a). La función más importante del ciclo 

celular es duplicar con exactitud el ADN de los cromosomas y luego segregar las copias 

con precisión en dos células hijas idénticas (Alberts et al., 2004a). 

 

Las fases funcionales del ciclo celular son el copiado exacto del ADN, conocida 

como fase S o réplica de ADN, y la duplicación exacta de cromosomas entre células hijas, 

que corresponde a la fase M o mitosis. La célula se prepara bioquímicamente para la fase S 



14 

 

en una fase conocida como G1 y la preparación para la mitosis se lleva a cabo en la fase 

conocida como G2. Las células que no estén activamente dividiéndose se pueden eliminar 

permanentemente a partir de esta fase o arrestar temporalmente en un estado no cíclico 

conocido como G0 (Kastan, 1997).  

 

La fase G1 resulta tras la división celular. En este punto, la célula contiene dos 

copias de cada cromosoma, estado diploide normal (Mathews et al., 2002). Los eventos 

moleculares en la fase G1 de un ciclo celular preparan a la célula para la fase de síntesis de 

DNA. Hay una etapa dentro de G1 conocida como punto de restricción (R), después del 

cual se confía a la célula para progresar dentro de la fase de síntesis o fase S (Kastan, 

1997). Durante ésta, el ADN se replica y las histonas y proteínas no histonas se depositan 

sobre las moléculas hijas de ADN para reproducir las estructuras de la cromatina. Cuando 

se ha completado la replicación, la célula pasa a la fase G2. En este momento tiene un 

contenido de ADN de cuatro veces la cantidad haploide (4C). Esta fase es llamada 

interfase, en la que la cromatina está dispersa por todo el núcleo y ocupada activamente en 

la transcripción. Al final de la fase G2, la célula entra en el proceso de mitosis, que consta 

de varias subetapas (Mathews et al., 2002).  

 

Durante la primer subetapa, la profase, los cromosomas replicados, cada uno 

compuesto de dos cromátidas idénticas, se condensan en estructuras compactas y quedan 

liberados en el citoplasma, una vez que se desintegra la membrana nuclear (Lodish et al., 

2003a) y se forma el huso mitótico. El huso está formado por microtúbulos contráctiles que 

traccionan los pares de cromátidas separándolas, de manera que cada una de las células 

hijas reciba un conjunto idéntico de cromosomas, esta es la denominada anafase (Mathews 

et al., 2002). A continuación, la célula se escinde en dos mediante la división 

citoplasmática o citocinesis, y la división celular finaliza (Alberts et al., 2004a). Tras la 

división, los cromosomas de las células hijas se condensan y comienza una nueva fase G1 

(Mathews et al., 2002). En la Figura 8 se muestra el ciclo celular de manera general. 
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Figura 8. El Ciclo Celular (www.nci.nih.gov). 

 

El ciclo celular consta de varios puntos de control, en los que el ciclo puede 

detenerse si los acontecimientos previos no se han completado. La espera en estos puntos 

de control del daño en el ADN proporciona tiempo para que el ADN dañado sea reparado 

(Alberts et al., 2004a). Esta regulación al ciclo celular es posible gracias a las cinasas 

heterodiméricas. Las subunidades reguladoras de estas cinasas son llamadas ciclinas y sus 

subunidades catalíticas se denominan cinasas dependientes de ciclinas (Cdk), porque 

carecen de actividad cinasa a no ser que se asocien con una ciclina.  

 

El primer blanco de estos complejos ciclina D/Cdk4,6 son los productos del gen 

Retinoblastoma (Rb). La fosforilación de la proteína Rb (pRb) marca la entrada al punto de 

restricción y ocurre en dos fases: la fosforilación inicial es mediada por el complejo Ciclina 

D/Cdk4,6 (Murakami y Vande-Woude, 2001) seguido por la activación de Cdk2 por 

Ciclina E, quienes completan la fosforilación de pRb (Kaldis y Aleem, 2005). El gen Rb 

actúa como activador de la transcripción de genes que suprimen la proliferación celular, 

participando en el arresto al ciclo celular en G1/S (Foijer y te Riele, 2006). La proteína pRb 

interactúa físicamente con factores de transcripción de la familia E2F, quien regula genes 

necesarios para la replicación y su expresión es requerida para que las células entren a la 

http://www.nci.nih.gov/
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fase S; pRb inhibe la acción de E2f1 (Sherr, 2004). El proceso antes mencionado se 

muestra gráficamente en la Figura 9. 

 

Los complejos de ciclinas-Cdk son regulados en G1 por dos clases de proteínas 

inhibidoras endógenas: la familia Ink4 (inhibidores de Cdk4) (p16, p15, p18 y p19) y por la 

familia Cip1/kip1 (Murakami y Vande-Woude, 2001), como Cdk p21
WAF1/CIP1 

y p27
KIP1

, los 

cuales inhiben sus actividades cinasas y previenen la progresión del ciclo celular (Edgar y 

Orr-Weaver, 2001).  

 

Figura 9. Regulación de la transición de la etapa G1 a S (Sherr y Roberts, 1999). 

 

La proteína en mamíferos más notable como punto de control es p53, la cual en 

ciclos celulares normales se mantiene en baja concentración, pero cuando sucede un daño al 

ADN sus niveles incrementan dramáticamente. La inducción de p53 resulta en la 

transcripción de una variedad de genes que regulan el arresto al ciclo celular, provocando el 

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

del material genético tenga lugar antes del comienzo de la síntesis de ADN y de la mitosis, 

promoviendo también apoptosis (Murakami y Vande-Woude, 2001). 

Señales 

mitogénicas 
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E-K2 
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La transición de la fase G2 a M está regulada por Ciclina A y B en complejo con 

Cdk1. La entrada a la mitosis es inhibida cuando Cdk1 presenta fosforilaciones en 2 

residuos o por el secuestro del complejo Cdk1/Ciclina B fuera del núcleo. Esto se logra por 

las proteínas Chk1 y Chk2, quienes se activan durante el daño al ADN y fosforilan a 

Cdc25. La fosforilación de Cdc25 inhibe su actividad y promueve su secuestro por 14-3-3  

o Stratifin (Sfn), quien a su vez evita la activación del complejo Cdk1/Ciclina B 

promoviendo el arresto al ciclo celular antes de la entrada a la mitosis (Vermeulen et al., 

2003; Lindqvist et al., 2009).  

 

2.5.1.1  p53 

 

El gen p53 es un regulador transcripcional, fue el primer gen supresor de tumores 

ligado a apoptosis; las mutaciones en p53 ocurren en la mayoría de los tumores humanos y 

son a menudo asociados con etapas avanzadas del tumor (Lowe y Lin, 2000). Está 

localizado en el cromosoma 17 y codifica una fosfoproteína de 53 kD que actúa como 

factor de transcripción, regulador positivo o negativo de la expresión de diversos genes 

secundarios que participan en el control del ciclo celular (Díez-Alonso et al., 2001). 

Cuando p53 se encuentra mutado las células dañadas no pueden morir y continúan 

proliferando, acumulando muchas más mutaciones genéticas que pueden transformarlas en 

tumorales (Alberts et al., 2004b). Su incremento se observa cuando las células se exponen a 

agentes que dañan al ADN, e induce a que se detengan al final de la fase G1 para que sean 

reparados los daños en el ADN, antes de continuar con su replicación en fase S. Las células 

con p53 mutado no interrumpen el ciclo celular aún después de que el ADN ha sufrido 

daño. p53 es requerido para apoptosis inducida por el mal funcionamiento del telómero; así, 

las células mutadas en p53 sobreviven esa respuesta y son genómicamente inestables. La 

pérdida combinada de telomerasa y p53 estimula el desarrollo del tumor. Las mutaciones en 

p53 son generalmente los últimos acontecimientos en el desarrollo del tumor porque una 

célula que adquiere una mutación en p53 no puede tener ventaja selectiva hasta que el 

tumor que es convertido encuentra condiciones hipóxicas o alcanza suficiente erosión del 

telómero (Lowe y Lin, 2000).  
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La regulación río abajo dependiente de proteínas de p53 necesarias para la mitosis 

requiere de diversos pasos, los cuales incluyen la acumulación de la proteína p21/WAF1, la 

inhibición de la actividad de Cdk, la acumulación de proteínas de retinoblastoma 

hipofosforiladas, la represión de promotores blanco de E2f/Rb y la disminución de los 

niveles del estado constante de las proteínas que codifican (Jackson et al., 2005). 

 

En general, los genes regulados transcripcionalmente por p53 se agrupan 

dependiendo de las funciones que realizan como: inhibición del ciclo celular (p21, 

Gadd45a, 14-3-3 sigma, Reprimo, entre otros), reparación del daño en el ADN (Gadd45a, 

p21, p48, entre otros), inhibición de la angiogénesis e inducción de la apoptosis (Bax, 

Noxa, Puma, Apaf- 1, Dr5, Pig3 y Fas, entre otros) entre otros. Las cascada de señalización 

de p53 se muestra en la Figura 10 (Ballesteros et al., 2007). 

 

La incidencia de sobreexpresión de p53 en cáncer colorectal reportado en la 

literatura es similar a las mutaciones en p53. Tanto las mutaciones como la sobreexpresión 

ocurren más frecuentemente en tumores distales (zona izquierda del colon) comparados con 

los tumores proximales (zona derecha del colon) (Iacopetta, 2003). 

 

Akkiprik et al. (2007) observaron ocurrencia de mutaciones en regiones 

conservadas de p53, las cuales fueron menos frecuentes en la parte proximal que en la distal 

en cánceres de colon. La sobreexpresión de p53 fue menos frecuente en tumores 

localizados en colon distal comparado con el proximal. Esto sugiere que existen diferentes 

factores etiológicos involucrados en la patogénesis de zona distal y proximal en cáncer de 

colon. 
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Figura 10. Cascada de señalización del gen p53 (Sabiosciences, 2009). 

 

2.5.1.2  p21 

 

Cuando se produce una alteración en la secuencia normal del ADN, la proteína 

producida por p53 activa la síntesis de la proteína p21, producida por el gen Cdkn1a, la cual 

actúa como un inhibidor de cinasa dependiente de ciclina con alta especificidad por Cdks 

que actúan durante G/S (Damia y Broggini, 2004). p21 se acopla al complejo Cdk-Ciclina 

D1, impidiendo la fosforilación de proteínas que intervienen en la replicación del ADN (en 

el paso de la fase G1 a la fase S), lo que bloquea la progresión del ciclo celular y permite 

que la célula pueda reparar algún daño (Díez-Alonso et al., 2001).  
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Waldman et al. (1995) demostraron que las células de cáncer de colon HCT116 

requieren de p21 como punto de control en G1 dependiente de p53, después de provocar un 

daño genómico por irradiación o por agentes. Sus resultados implican a p21 como mediador 

importante de la acción de p53 en G1, requerido para las características inhibitorias del 

ciclo celular después de la estimulación en su expresión.  

 

2.5.1.3  Retinoblastoma 

 

El gen retinoblastoma (Rb) codifica a una fosfoproteína nuclear de 105 kD que en 

estado no fosforilado puede ligar y suprimir a los factores de transcripción E2f1, cuya 

actividad es esencial para la transición G1/S (Foijer y te Riele, 2006). 

 

La proteína retinoblastoma (pRb) es supresora de tumores. Está asociada con E2f1 

durante la fase G1, y cuando es fosfororilada libera a E2f1, la cual participa en la 

transcripción de varios genes requeridos en el ciclo celular. El gen Rb también actúa como 

activador de la transcripción de genes que suprimen la proliferación celular, y se conoce 

que pRb puede participar en el proceso de apoptosis mediada por p53 (Peralta-Zaragoza et 

al., 1997). La fosforilación de las proteínas de pRb a mitad de la fase G1 es funcionalmente 

importante porque está asociada a la pérdida de las actividades represoras de crecimiento 

que presentan dichas proteínas. Esta fosforilación se lleva a cabo por complejos de cinasas 

dependientes de ciclinas, D/cdk, E/cdk2 y A/cdk2, por lo que éstas regulan negativamente 

la actividad de pRb (Graña et al., 1998) (Figura 11). 

 

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

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

precursor tumoral. La pérdida de función del gen Rb se ha relacionado con la progresión de 

varios cánceres humanos comunes, tales como vejiga, pulmón, próstata y mamario 

(Gariglio y Orozco, 2000). 
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Figura 11. Papel de la proteína pRb en el progreso del ciclo celular (Nelson, 2000). 

 

2.5.1.4 Ciclinas / cinasas dependientes de ciclinas 

 

Las proteínas clave reguladoras del ciclo celular son las cinasas dependientes de 

ciclinas (Cdk), una familia de proteínas serin/treonin cinasas que son activadas en puntos 

específicos durante el ciclo celular (Vermeulen et al., 2003). La actividad cinasa de todas 

las Cdk requiere la unión a su regulador positivo conocido como ciclina, además de la 

fosforilación de Cdk en un residuo de treonina. Cada de las fases del ciclo celular es 

caracterizada por la expresión de diferentes tipos de ciclinas y las fluctuaciones en los 

niveles de ciclinas representan el mecanismo primario por el cual la actividad de Cdc es 

regulada (Obaya y Sedivy, 2002). La Figura 12 muestra las cascadas de señalización 

controladas por los complejos Cdk/Ciclinas. 

 

Hasta ahora se han identificado nueve Cdk de las cuales cinco son activadas 

durante el ciclo celular: en la fase G1 se activan Cdk4, Cdk6 y Cdk2; en la fase S se activa 
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Cdk2; en las fases G2 y M se activa Cdk1. Cuando éstas son activadas, inducen procesos 

río abajo por la fosforilación de proteínas selectas (Vermeulen et al., 2003).  

 

 

 

Figura 12. Regulación del ciclo celular por ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas 

(Sabiosciences, 2009). 
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 Por su parte las ciclinas se asocian con las diferentes fases: Ciclina D se asocia con 

G1; Ciclina E y A con la fase S y la Ciclina B y A con la fase M. Cada ciclina tiene un 

papel individual a lo largo del ciclo celular (Murray, 2004). 

 

El blanco de fosforilación más importante para los complejos Cdk/ciclinas es el 

producto del gen supresor de tumor retinoblastoma (Rb). Cdk 4-6/Ciclina D fosforila a Rb 

y esto conduce a la disrupción del complejo con la proteína histona deacetilasa (Hdac) y 

libera al factor de transcripción E2f1 y DP1, quienes regulan positivamente la transcripción 

de genes cuyos productos son requeridos par al progresión a la fase S del ciclo celular. El 

estado fosforilado de Rb lo mantiene Cdk2/Ciclina E, y este mismo complejo también  

Fosforila histona H1 que es importante para la condensación de cromosomas requerida 

durante la replicación de ADN (Obaya y Sedivy, 2002; Vermeulen et al., 2003). 

 

2.5.2 Apoptosis 

 

La apoptosis es una cascada ordenada de eventos enzimáticos que culmina en 

muerte de la célula y la unión del ADN en fragmentos nucleosomales característicos 

(Pawlowsky y Kraft, 2000). Existe evidencia que indica que las alteraciones en el control 

de la muerte celular o sobrevivencia contribuyen a la patogénesis de muchas enfermedades 

humanas, incluidas el cáncer, enfermedades autoinmunes y degenerativas, entre otras 

(Zörning et al., 2001). 

 

La apoptosis es la forma predominante de muerte celular fisiológica, en contraste 

a la necrosis celular. El primer signo visible de la apoptosis es la condensación del núcleo y 

la fragmentación del ADN; también disminuye el tamaño del cuerpo celular, aunque los 

organelos permanecen intactos; más adelante se fragmentan el núcleo y el citoplasma y se 

forman cuerpos apoptóticos, que son fagocitados por células circundantes (macrófagos) sin 

dejar rastro ni inducir una respuesta inflamatoria. Una célula es dirigida al suicidio cuando 

un factor esencial desaparece del medio extracelular o cuando se activa una señal interna 

(Lodish et al., 2003b; de la Rosa et al., 2000). La habilidad de p53 para eliminar exceso, 
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daño o células infectadas por medio de la apoptosis es vital para la apropiada regulación de 

la proliferación celular en organismos multicelulares (Haupt et al., 2003). 

 

Existen dos vías conocidas para la activación de la apoptosis en las células de 

mamíferos: la extrínseca y la intrínseca, mostradas en la Figura 13. 

 

La muerte celular vía extrínseca (Figura 13) es activada a través de receptores de 

señales extracelulares de muerte en la membrana celular tales como Fas/L y el receptor de 

factor de necrosis tumoral (Tnfr1) por ligandos específicos. Esta vía participa 

principalmente en condiciones patológicas en las que la inflamación es predominante 

(Alberts et al., 2004a; Fischer y Schulze-Osthoff, 2005).  

 

En la vía intrínseca mitocondrial (Figura 13), la cual es iniciada por múltiples 

formas de estrés celular, los miembros de la familia Bcl-2 Bax y Bak se traslocan a la 

mitocondria. La proteína BH3 activa a Bax y Bak para regular el lanzamiento de citocromo 

C al citosol y éstos bloquean la sobreexpresión de Bcl-2. Esto acciona el complejo del 

apoptosoma (Apaf-1 y caspasa 9) y la activación de caspasa 3, resultando en la subsecuente 

degradación de sustratos de muerte celular. IAPs se une directamente a las caspasas e 

inhibe su actividad enzimática. La inhibición de la función de IAPs es contraria a la de 

Smac (Fischer y Schulze-Osthoff, 2005; Lowe y Lin, 2000). 
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Figura 13. Transducción de señales de la apoptosis (Sabiosciences, 2009). 

 

2.5.2.1 Bcl-2 

 

La familia de proteínas Bcl-2 consiste de por lo menos 16 miembros que poseen 

uno o más de los 4 dominios conservados referidos como dominios homólogos Bcl-2 o 

BH1 por BH4 (Kimmelman et al., 2001). El gen Bcl-2 actúa como agente oncógeno que 
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estimula la supervivencia celular, más que la proliferación celular, por lo que es 

considerado como regulador que suprime la vía apoptótica (Lodish et al., 2003b). 

 

La función de los miembros de la familia Bcl-2, en parte, es el bloqueo del 

lanzamiento del citocromo C desde la mitocondria (Pawlowsky y Kraft, 2000). La 

sobreexpresión de las proteínas de la familia Bcl-2 como Bcl-2, Bcl-xL, A1 o Mcl-1, son 

frecuentemente observadas en tumores de distintos orígenes (Fischer y Schulze-Osthoff, 

2005). 

 

2.5.2.2  Bax 

 

Bax, una proteína de 21 kDa inmunoprecipitada con Bcl-2, ha sido definida como 

un promotor de muerte celular cuya función pro-apoptótica, es directamente antagonizada 

por Bcl-2 a través de la formación de heterodímeros Bax/Bcl-2. La proteína Bax es un 

homólogo de Bcl-2, Bax puede ligarse a Bcl-2 formando heterodímeros o puede ligarse 

consigo mismo formando homodímeros Bax/Bax. El cociente Bax/Bcl-2 determina la 

susceptibilidad de una células a la apoptosis (Bai y Meng, 2005). 

 

En contraste a los miembros de la familia Bcl-2, la inserción de los miembros de 

la familia Bax dentro de la membrana mitocondrial induce el lanzamiento del citocromo C 

y la inducción de muerte celular por apoptosis. Los miembros de proteínas de la familia 

Bax son activados por unión a caspasas, inhibición de proteínas cinasas y/o activación de 

fosfatasas, y un incremento en el pH intracelular (Pawlowsky y Kraft, 2000). 

 

Jansson y Sun, 2002, demostraron que la expresión de Bax en tumores 

colorectales primarios disminuye desde bien/moderadamente diferenciados (66%), a 

tumores pobremente diferenciados (45%), sugiriendo que la expresión de este gen está 

envuelta en la diferenciación del tumor; en cáncer colorectal; la baja expresión de Bax fue 

correlacionada con mayor profundidad de la invasión de tumor, invasión de la linfa, etapa 

avanzada y con un peor pronóstico.  
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2.5.2.3 Caspasas 

 

Las caspasas son proteasas de cisteína que son expresadas como pro-enzimas 

inactivas (Lowe y Lin, 2000). Los miembros de la familia de caspasas forman el motor de 

la apoptosis y están implicados en la iniciación, ejecución y fases reguladoras de este 

camino. El subconjunto de caspasas selecciona los substratos para producir los cambios 

típicos de la alteración asociados a apoptosis se conocen como caspasas efectoras, que en 

los mamíferos son caspasas -3, -6, y -7. Las caspasas efectoras son activadas por caspasas 

iniciadoras, incluyendo caspasa -8, -9, y -10 (Fischer y Schulze-Osthoff, 2005). 

 

Cuando las células están dañadas o estresadas pueden auto-eliminarse induciendo 

la segregación y activación de las procaspasas desde el interior de la célula. Las 

mitocondrias son inducidas a liberar la proteína transportadora de electrones citocromo C al 

citosol, donde se une y activa una proteína adaptadora llamada Apaf-1, la cual contiene un 

dominio de reclutamiento caspasa N-terminal (Alberts et al., 2004a).  

 

Las caspasas efectoras 3 y 7 son reguladas por la proteína Apaf-1. Cuando la 

proteína Apaf-1 es homodimerizada en presencia de dATP y el citocromo C es lanzado de 

la mitocondria, Apaf-1 se liga a dos moléculas de caspasas 9 juntas, de tal modo que activa 

la caspasa iniciadora. La activación de caspasa 9 entonces induce la unión de efectores de 

proteasas, caspasa 3 y 7, activando su actividad proteasa. El efector de caspasas es 

responsable del proceso de degradación controlada que es característica de la muerte celular 

apoptótica (Pawlowsky y Kraft, 2000). Caspasa-9 y su adaptador Apaf-1 son esenciales 

componentes río abajo de p53 en la muerte inducida por oncogenes (Lowe y Lin, 2000). La 

apoptosis es esencial para mantener el balance normal entre nacimientos y muertes 

celulares. En los organismos pluricelulares las células mueren por apoptosis cuando 

advierten que algo no funciona; la resistencia a la apoptosis es una de las características de 

las células malignas, vital para permitir su crecimiento y supervivencia en lugares extraños 

(Alberts et al., 2004b).  
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2.5.2.4  Receptores de muerte de la membrana celular 

 

Los receptores de muerte son receptores de la superficie celular que transmiten 

señales de apoptosis iniciadas por ligandos específicos. Activan la cascada de la apoptosis 

segundos después de haberse ligado. Estos receptores pertenecen a la familia de genes del 

factor de necrosis tumoral alfa (Tnf ) (Calderón-Velasco, 2005). Para inducir apoptosis se 

requieren receptores de muerte como Fas/CD95, cuyo dominio de muerte contiene los 

receptores Trail, Trail-R1/Dr4 y Trail-R2/Dr5; Tnfr1, Dr3 y Dr6 (Andera 2009).  

 

La unión del ligando de muerte a su receptor pro-apoptótico va a tener como 

consecuencia la trimerización del receptor y el reclutamiento de proteínas citoplasmáticas 

adaptadoras con dominios DD homólogos al del recetor, para formar así el denominado 

inductor de señales de muerte (DISC). Además de dominios DD, algunas de estas proteínas 

adaptadoras, como Fadd, presentan dominios efectores de muerte (DED), que van a 

permitir el reclutamiento y activación de las caspasas iniciadoras 8 o 10 a nivel del DISC, 

mismas que posteriormente activan a caspasa 3 desencadenando de esta manera la cascada 

apoptótica vía extrínseca (Kischkel et al., 2000). 

 

2.5.2.5  Nf b 

 

El factor de transcripción Nf b puede intervenir positivamente en la cascada 

apoptótica por su capacidad de regular la expresión de Trail y de sus receptores de muerte 

(Baetu et al., 2001). En células T maduras, la apoptosis ocurre a través de la transducción 

de señales iniciada por el ligando Fas. Fas pertenece a la familia de receptores del factor de 

necrosis tumoral (Tnf). Nf b activa la expresión de ligandos Fas (FasL) seguido de la 

acción del receptor de células T, por lo tanto Nf b presenta un rol pro-apoptótico 

dependiendo del estímulo (Barkett y Gilmore, 1999). Kasibhatla et al. (1998) demostró que 

la activación de los factores de transcripción Nf b y AP-1 es crucialmente involucrada en 

la expresión de FasL inducida por irradiación UV. 
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Por otro lado, la cascada de señalización de Nf b también es un potencial inductor 

de la actividad de p53 y estabilizador del mismo en respuesta a gentes quimioterapéuticos 

(Fujioka et al., 2004), lo que podría contribuir a la inducción de apoptosis bajo un daño al 

ADN como consecuencia al desencadenamiento de las funciones de p53.  

 

 Así, dependiendo del contexto de células cancerosas y tipo de estímulo, la 

activación de Nf en células pre-cancerosas puede tener funciones de sobrevivencia y 

promover la conversión maligna o, por otro lado, tener un papel pro-apoptótico aumentando 

la muerte celular para eliminar estas células iniciadas (Wu y Miyamoto, 2008).  

 

2.5.2.6  Apoptosis independiente de caspasas 

 

 En células de mamíferos, bajo ciertas circunstancias, pueden desencadenar el 

proceso apoptótico de una manera independiente de caspasas a través de la disrupción del 

potencial de la membrana mitocondrial y la liberación y traslocación de AIF y 

endonucleasa G (endo G) al núcleo, en donde inducen la condensación de la cromatina y/o 

la fragmentación a gran escala del ADN (Cregan et al., 2004) (Figura 14). 

 

 Después de la activación apoptótica, endo G y AIF se traslocan del citosol al núcleo, 

en donde inducen la condensación de la cromatina y la fragmentación de ADN de alto peso 

molecular (50 kpb), aún en células deficientes en Apaf-1 y caspasa 3, por lo que se 

corrobora la inducción de apoptosis independientemente de la activación de caspasas 

(Figura 14) (Ravagnan et al., 2002; Mohamad et al., 2005). 
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Figura 14. Inducción de apoptosis dependiente e independiente de caspasas (Ravagnan et 

al., 2002; Cregan et al., 2004).  

 

Estas moléculas pro-apoptóticos son liberadas de la mitocondria independiente de 

Bax/Bak por perturbaciones celulares que causan un incremento repentino en los niveles de 

calcio intracelular como se ve después de una lesión aguda como el infarto de miocardio o 

accidente cerebrovascular. Por lo tanto, los estímulos múltiples de muerte con o sin la 

participación de la familia clásica de proteínas Bcl convergen en la mitocondria para activar 

la liberación de moléculas pro-apoptóticas para iniciar la cascada de la muerte (Cregan et 

al., 2004). 
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2.5.3  Genes involucrados en reparación de ADN 

 

El cáncer de colon también puede ser producto de inestabilidad genética (MSI, por 

sus siglas en inglés Microsatellite instability,) que corresponde a un defecto en el sistema 

de reparación de errores del ADN y se han encontrado hasta en un 12-15% de los casos de 

tumores esporádicos (Casimiro, 2002). El camino MSI involucra la pérdida de la función de 

genes reparadores de ADN como Mlh1, Msh2, Pms1, Pms2 y Msh6 generando errores 

durante la replicación. Este camino se ha referido como camino mutador, porque involucra 

muchas mutaciones de genes clave (Itzkowitz y Yio, 2004). 

 

Otro gen clave en la reparación por escisión de pares de bases es Gadd45a, quien 

es un efector clave de la señalización de p53 involucrada en la protección del daño de 

carcinógenos. Gadd45a interactúa con Pcna en la fase temprana del proceso de reparación 

de ADN. Pcna participa en el paso de incisión mediada por la endonucleasa AP1/Ref1 y en 

la resíntesis mediada por la ADN polimerasa (Figura 15) (Jung et al., 2007). Pcna también 

interactúa con los reparadores de ADN Msh2, Msh3 y Msh6 y aumenta su especificidad 

(Maga y Hübscher, 2003).  

 

Figura 15. Modelo sugerido para el rol de Gadd45a, Pcna y APE1/Ref1 en la respuesta de 

reparación por escisión de bases (Jung et al., 2007). 
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2.5.4 Genes involucrados en cáncer de colon e inflamación 

 

 Estudios han demostrado que el proceso de inflamación también juega un papel 

importante durante la progresión de la carcinogénesis de colon. Se han establecido algunas 

proteínas de suero y expresión de genes como biomarcadores eficaces para identificar el 

riesgo a desarrollar estas patologías que incluyen Tnfα, Nf b, Il-6, entre otros. Muchos de 

estos marcadores se han visto alterados como resultado de la inducción de cáncer con 

azoximetano (Mentor-Marcel et al., 2009; Takahashi y Wakabayashi, 2004).  

 

2.5.4.1  Nf b 

 

Nf b es un factor de transcripción que juega un papel central en el proceso 

inflamatorio en diversas enfermedades como artritis reumatoide, esclerosis múltiple y asma, 

entre otras (Tergaonkar et al., 2002), a través de su habilidad para inducir la transcripción 

de genes pro-inflamatorios, como Tnf , Il-1 , Il-6, Il-8 y Cox-2, entre otros (Tak y 

Firestein, 2001). La activación constitutiva  de Nfkb es frecuentemente observada en cáncer 

de colon y juega un papel importante en la angiogénesis, promoviendo el crecimiento del 

tumor. Se ha demostrado que la inhibición de Nfkb es suficiente para inhibir la angiogénsis 

mediada por células tumorales, por lo que puede ser una potente terapia antiangiogénica en 

el cáncer colorectal (Sakamoto et al., 2009).  

 

2.5.4.2 Il-6 

 

 Il-6 es una citocina multifuncional que fue originalmente caracterizada como un 

regulador de la respuesta inmune e inflamatoria; sin embargo, se ha detectado elevada 

expresión de Il-6 en múltiples tumores epiteliales. Dado que se ha reportado que Il-6 y sus 

blancos transcripcionales participan en la proliferación celular, sobrevivencia y 

metabolismo, no es sorprendente que la señalización de Il-6 haya sido implicada en 

tumorogénesis (Schafer y Brugge, 2007). Se ha demostrado que Il-6 incrementa la 

formación de colonias de células de carcinoma de colon in vitro de forma dosis-
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dependiente, lo que sugiere que Il-6 puede impulsar el crecimiento del cáncer de colon 

(Schneider et al., 2000). 

 

2.6  FRIJOL COMÚN 

 

2.6.1  Generalidades 

 

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es un alimento que está ampliamente 

distribuido en el mundo y se consume principalmente en países de Latinoamérica y África. 

Esta leguminosa, junto con el maíz, ha sido la base de la alimentación de México y 

Latinoamérica, principalmente por sus raíces culturales e históricas. El 70 % de la 

producción nacional se obtiene de áreas temporaleras, donde los principales estados 

productores se ubican en la Zona Noroeste (aportan entre el 60 al 70 % de la producción 

nacional); su cultivo en el campo mexicano sigue siendo relevante, ocupando el segundo 

lugar dentro de los 30 principales cultivos del país. Su cultivo se realiza en 32 estados de la 

República, sin embargo, los estados de Zacatecas, Sinaloa, Durango, Nayarit y Chihuahua 

concentran el 63% de la superficie sembrada y el 65% de la producción nacional 

(SAGARPA, 2007). El frijol Negro, junto con el Flor de Mayo y el Bayo, son de las 

variedades más demandadas en el ámbito nacional (SIAP y SAGARPA, 2004). La 

preferencia de la variedad de frijol dentro de México depende de la zona geográfica. En la 

región Noreste las principales clases comerciales consumidas son Pinto, seguida por Bayo, 

y en menor dominio Flor de Mayo y Flor de Junio. En la región Noroeste la principal clase 

comercial que se consume es el tipo azufrado. En la región Centro, se consumen 

prácticamente todas las clases comerciales, excepto el frijol pinto. Por último, en la región 

Sur se prefiere al frijol negro, seguido por el Bayo (Castellanos et al., 1997). 

 

Actualmente, esta leguminosa se enfrenta a modificaciones importantes ante una 

sociedad cambiante, incluidos los hábitos alimenticios, a consecuencia del urbanismo, la 

migración y el empleo, así como el paso de una economía cerrada a una economía global; 

todo lo cual está ejerciendo presiones en diversas etapas de la cadena de producción, 

comercialización, transformación y consumo, proceso que se ha reflejado en el consumo 
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per cápita en México. Como se muestra en la Figura 16, en el periodo 2000-2002 existió 

una tendencia ascendente; sin embargo, en 2003 y 2004, desciende en 2 y 4 puntos 

porcentuales en relación con 2002, respectivamente (SIAP y SAGARPA, 2004). 

 

 

Figura 16. Consumo per cápita de frijol en México (SIAP y SAGARPA, 2004). 

 

2.6.2 Composición del frijol  

 

El frijol común tiene un contenido elevado de proteínas, carbohidratos, es rico en 

fibra dietaria (tanto soluble como insoluble) y tiene poco contenido de lípidos, aunque es 

rico en ácido linoléico; también es considerado una buena fuente de vitaminas (tiamina, 

riboflavina, niacina, vitamina B6 y ácido fólico), y de algunos minerales (calcio, magnesio, 

hierro, fósforo, potasio y zinc) (Serrano y Goñi, 2004). Se ha demostrado que el consumo 

de frijol común contribuye a la prevención y/o tratamiento de enfermedades crónico-

degenerativas, como obesidad, diabetes, cáncer y enfermedades cardiovasculares, tanto por 

su aporte de micronutrientes (particularmente ácido fólico y magnesio) como por su alto 

contenido de fibra, taninos, fitoestrógenos y aminoácidos no esenciales (Rodríguez-Castillo 

y Fernández-Rojas, 2003).  El frijol es una fuente adecuada de aminoácidos aromáticos, 

lisina, leucina e isoleucina, aunque es deficiente en aminoácidos azufrados (metionina y 

cisteína), valina, triptofano y treonina. Sin embargo, el frijol se consume habitualmente con 
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tortillas de maíz, lo que supone una complementación de ambas proteínas, originando una 

proteína de alto valor nutricional (Serrano y Goñi, 2004). La composición química de frijol 

crudo se muestra en el Cuadro 2: 

 

Cuadro 2. Composición del frijol crudo 

Componente Composición Componente Composición 

Proteínas (g) 18.4 + 0.1 Fitatos (mg/g) 13.82 + 0.57 

Lípidos (g) 2.3 + 0.0 Taninos (mg/g) 13.78 + 0.57 

Cenizas (g) 0.6 + 0.0 Vitaminas (mg/70.5 mg)  

Carbohidratos (g) 64.7      Tiamina 0.99  

Fibra dietaria total  

(% materia seca) 

27.0      Riboflavina 0.201  

     Fibra soluble 4.5      Niacina 1.93  

     Fibra insoluble 22.6      Vitamina B6 0.285  

Almidón resistente 26.9      Ácido fólico 0.447  

Almidón total  

(% materia seca) 

42.9      Fósforo 380.3  

Oligosacáridos (g/100g)       Potasio 1424.3  

     Rafinosa 0.40 + 0.03      Calcio 5.2  

     Estaquiosa 3.23 + 0.18      Magnesio 92.3  

     Verbascosa 0.12 + 0.01      Zinc 195.6  

 (Costa de Oliveira et al., 2001; Serrano y Goñi, 2004). 

 

Entre los compuestos considerados como no nutritivos del frijol se pueden 

mencionar los inhibidores de enzimas (tripsina y -amilasa), fitatos, oxalatos, compuestos 

fenólicos y saponinas, entre otros. Sin embargo, se ha demostrado que a dosis controladas, 

éstos podrían ejercer efectos benéficos en la salud y en este sentido muchos autores los 

clasifican como compuestos bioactivos (Jenab y Thompson, 2002; Kennedy et al., 2002; 

Serrano y Goñi, 2004, Gálvez-Ranilla et al., 2007; Oboh y Omofoma, 2008). 
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2.6.3 Propiedades nutracéuticas 

 

El consumo de frijol común como fuente de fibra produce mayor saciedad, debido 

a un mayor volumen de alimentos; mayor tiempo de tránsito intestinal, lo que produce una 

mayor sensación de plenitud intestinal; niveles elevados de la hormona colecistoquinina, 

relacionado con reducciones en los niveles plasmáticos de glucosa e insulina en pacientes 

diabéticos (Bourdon et al., 2001). 

 

Al consumo de frijol se le ha atribuido un efecto hipocolesterolémico debido a su 

contenido de fibra dietaria que influye sobre el nivel de las lipoproteínas, disminuyendo las 

lipoproteínas de baja densidad (LDL). El consumo de frijol también se ha relacionado con 

la alteración de la excreción de ácidos biliares y esteroles, y de disminuir el coeficiente de 

digestibilidad de grasas (Duane, 1997), así como un incremento en la producción de ácidos 

grasos de cadena corta durante la fermentación colónica (Sengupta et al., 2006). 

 

Los componentes de la dieta que no son digeridos en la parte superior del tracto 

intestinal y los glicanos endógenos (mucinas, glicoesfingolípidos, etc.) constituyen los 

principales nutrientes para la flora que reside en la parte distal del intestino delgado y en el 

colon. Entre éstos, los hidratos de carbono complejos (oligo- y polisacáridos) aportados por 

la dieta constituyen el grupo de sustratos más abundantes y fermentables por la flora (Sanz 

et al., 2004). Estos carbohidratos son hidrolizados y fermentados por las bacterias 

intestinales, produciendo gases y en su mayoría ácidos grasos de cadena corta, como 

acético, propiónico y butírico (Granito et al., 2001).  

 

2.6.3.1  Fibra dietaria 

 

La definición clásica de fibra incluye a la fracción de los alimentos derivada de la 

pared celular de las plantas, que resisten la hidrólisis por las enzimas digestivas en humanos 

(García-Peris et al., 2002).  
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La fibra se ha clasificando, según su grado de solubilidad, en soluble e insoluble, 

tal como lo muestra la Figura 17. La fibra soluble es viscosa y fermentable, en cambio la 

insoluble no es viscosa y es escasamente fermentable (Valenzuela y Maiz, 2006). La fibra 

soluble en contacto con el agua forma un retículo donde queda atrapada, originándose 

soluciones de gran viscosidad. Los efectos derivados de la viscosidad de la fibra son los 

responsables de sus acciones sobre el metabolismo lipídico, hidrocarbonado y en parte su 

potencial anticarcinogénico. La fibra insoluble es capaz de retener agua en su matriz 

estructural formando mezclas de baja viscosidad; esto produce un aumento de la masa fecal 

que acelera el tránsito intestinal; contribuyendo en la disminución de la concentración y el 

tiempo de contacto de potenciales carcinogénicos con la mucosa del colon (Escudero-

Álvarez y González-Sánchez, 2006). 

 

El componente soluble es fermentado casi totalmente por la flora bacteriana para 

producir ácidos grasos volátiles, mientras que el componente insoluble se fermenta sólo una 

fracción y lo demás se excreta en concentraciones pequeñas en las heces (Park y Floch, 

2007). 

 

Figura 17. Composición de la fibra total (adaptado de Escudero-Álvarez y González-

Sánchez, 2006). 
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La fibra dietaria, especialmente la soluble, disminuye efectivamente el colesterol 

sérico y las concentraciones de LDL, lo cual puede contribuir a su papel protector contra 

enfermedades coronarias (Anderson et al., 1995). 

 

Por otro lado, existen datos experimentales que indican los efectos benéficos de la 

fibra soluble (carbohidratos no digeribles) sobre la reducción significativa de la incidencia 

de cáncer de colon en modelos animales, como rata y ratón. La protección que brinda esta 

fibra dietaria es a través de la inhibición de la activación de carcinógenos, prevención de 

mutaciones, y efectos de antiprogresión y apoptóticos (Niba y Niba, 2003). 

 

La fibra dietaria que no se degrada ni se absorbe durante su paso del tracto 

gastrointestinal puede ejercer efectos importantes alimenticios como el retraso en el 

vaciamiento gástrico y en la asimilación de nutriente en el intestino delgado. Cuando pasan 

por el intestino grueso, éstos pueden ser degradados por las enzimas bacterianas y los 

productos de la degradación se fermentan para producir los ácidos grasos de cadena corta, 

así como gases y agua (Swennen et al., 2006). 

 

 Los ácidos grasos de cadena corta brindan protección contra el desarrollo de 

cáncer, esto lo llevan a cabo por varios mecanismos, los cuales incluyen supresión de 

tumores, apoptosis, proliferación celular, y por otro lado afectan enzimas proteolíticas y 

antiproteolíticas (Emenaker et al., 2001). Especialmente el ácido butírico, se ha sugerido 

que juega un papel central en la reducción del riesgo de cáncer y que actúa como un tipo de 

agente supresor de cáncer (Kautenburger et al., 2005). El ácido butírico a concentraciones 

fisiológicas de 1-10 mmol/mL, detiene el crecimiento de los enterocitos neoplásicos en la fase 

G1 del ciclo celular en múltiples líneas celulares en cultivo e in vivo, donde la experiencia es 

más limitada (Rouet-Benzineb et al., 2004; Young-Ho et al., 2004; Li y Elsasser, 2005).  

 

Hangen y Bennink (2002) demostraron que el consumo de frijol negro y/o frijol 

navy reduce significativamente la incidencia de cáncer de colon en ratas inducidas con 

azoximetano, así como la multiplicidad total del tumor. 
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2.6.3.2 Oligosacáridos  

 

Los oligosacáridos son polímeros formados de 2-10 unidades de monosacáridos. 

Tienen propiedades prebióticas y son fermentados por Bifidobacterias y Lactobacilos que 

se encuentran sobre la superficie de las células epiteliales y en las criptas en el intestino 

grueso (Niba y Niba, 2003).  

 

La baja digestibilidad de los oligosacáridos resulta de la configuración del enlace 

glucosídico entre las unidades monoméricas del azúcar o la selectividad del sustrato por las 

enzimas digestivas gastrointestinales. La mayoría de los oligosacáridos tienen una -

configuración y no pueden ser degradados por las enzimas digestivas gastrointestinales 

humanas con sus específicos enlaces -glucosídicos (Swennen et al., 2006). Ciertos 

oligosacáridos al no ser digeridos, pueden beneficiar al tracto gastrointestinal por la 

fermentación y la proliferación de bacteriales benéficas. Como resultado de la fermentación 

de dichos oligosacáridos se producen ácidos grasos de cadena corta como acético, 

propiónico y butírico, los cuales se ha sugerido que pueden modular funciones entéricas y 

proporcionar resistencia a cáncer colorectal, y esto a su vez permite disminuir los niveles de 

pH en colon  (Hsu et al., 2004). 

 

Debido a la reducción en el pH del colon, el metabolismo de los oligosacáridos 

puede modular las actividades de algunas enzimas genotóxicas, en especial la fuerte 

supresión de - -glucoronidasa, ésta última indispensable para la 

desconjugación del ácido glucurónico en el colon (McBain et al., 2001).  

 

A su vez, los oligosacáridos promueven el incremento en la población bacteriana 

de bifidobacterias y lactobacilos activando vías de señalización asociadas a la respuesta a la 

infección. Es conocido que los lactobacilos interactúan con las células del intestino delgado 

y grueso por medio de su internalización, y así hacen contacto con tejidos inmunitarios 

subyacentes e inducen la producción de citocinas por macrófagos en una manera 

dependiente de la concentración (Winkler et al., 2007). Asimismo, las bifidobacterias 

sintetizan sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento de bacterias patógenas y 
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son capaces de modular óxido nítrico y citocinas pro-inflamatorias como las interleucinas 

(Il-1 , Il-6, Il-12) y el factor de necrosis tumoral (Tnf-  en macrófagos murinos 

(Trebichavsky et al., 2009).  

 

Específicamente los galactooligosacáridos incrementan significativamente la 

respuesta inmune innata, por medio del incremento en la actividad de células NK y la 

actividad fagocítica, la cual es la primer línea de defensa para la eliminación de patógenos 

invasores, células infectadas o (en el caso de la actividad de NK) células tumorales 

(Vulevic et al., 2008) y además, las sulfomucinas resultan en mayores cantidades en la 

mucosa colónica y bajas cantidades de sialomucinas en ratas alimentadas con dietas ricas 

en fructo-oligosacáridos e inulina (Ten Bruggencate et al., 2003; Cherbut, 2002). 

 

Los oligosacáridos actúan como análogos de receptores intestinales debido a que 

las bacterias enteropatógenas y sus toxinas utilizan la parte oligosacárida de las 

glicoproteínas como diana para su adhesión (Kunz et al., 2000). Las membranas celulares 

de mamíferos contienen glicoproteínas y glicolípidos y la estructura de la membrana es tal 

que las cadenas de oligosacáridos de glicoconjugados de la membrana celular sobresalen en 

la región extracelular. Las cadenas de carbohidratos complejos participan en las 

interacciones célula-célula y pueden actuar como receptores para mediadores humorales así 

como para hormonas. También actúan como receptores de anticuerpos, toxinas y 

patógenos. Hay sitios comunes donde los virus y bacterias se adhieren a las células huésped 

blanco para inhibir el proceso patogénico. Los oligosacáridos, que son probablemente 

similares estructuralmente a los encontrados a las superficies, pueden actuar como 

homólogos solubles a los receptores de superficie que son blancos de patógenos 

específicos, inhibiendo su unión a células huésped y pos consiguiente el proceso de 

colonización (Newburg, 2000; Dai et al., 2000; Zhang y Normark, 1996).  

 

Debido a esta unión específica con receptores de células epiteliales intestinales, se 

ha demostrado que los oligosacáridos inducen arresto al ciclo celular en la fase G2/M a 

través de la modulación en los niveles de ARN mensajero de genes clave en la regulación 

del ciclo celular, como Ciclina-B, Ciclina A, p21, p27, fosforilación de EGFR (por sus 
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siglas en inglés: Epidermal Growth Factor Receptor) y el desencadenamiento de la cascada 

de señalización EGFR/Ras/Raf/ERK (Kuntz et al., 2009), como se muestra en la Figura 18. 

 

Figura 18. Mecanismo propuesta de arresto al ciclo celular en la fase G2/M por 

oligosacáridos (Kuntz et al., 2009). 

 

2.6.3.3  Almidón resistente 

 

El almidón resistente se define como la suma de almidón y productos de su 

degradación que no han sido absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos. En el 

colon son fermentados, aunque una pequeña proporción escapa a esa degradación y se 

elimina por las heces (Valenzuela y Maiz, 2006). 

 

El almidón resistente (AR) fue originalmente clasificado en 3 tipos principales, 

pero ha sido añadido un cuarto tipo. El AR1 corresponde a los almidones inaccesibles, 

donde hay barrera física para amilosis. La molienda y masticación pueden hacer estos 

almidones más accesibles y menos resistentes. El almidón resistente de .las leguminosas 

entran en esta clasificación. El AR2 comprende los gránulos de ciertas plantas cuya 
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cristalinidad provocan que sean hidrolizadas lentamente por las -amilasas. El AR3 

comprende el almidón retrogradado, formadas en alimentos cocinados o almacenados a 

temperaturas bajas; el frijol también contiene este tipo de almidón. El AR4 comprende 

almidones químicamente modificados, que son usados para la manufactura de alimentos 

para mejorar las características funcionales del almidón (Topping y Clifton, 2001). 

 

Le Leu et al. (2007) reportaron que el AR incrementa significativamente la 

concentración total de ácido acético y butírico en el colon distal y en contenido cecal. Por 

 -glucoronidasa significativamente y 

protegió contra la formación de adenocarcinomas en intestino delgado y colon de ratas 

inducidas químicamente. Por último, demostraron que el almidón resistente puede modular 

los efectos de la fermentación de proteínas dietarias.  

 

2.6.3.4  Péptidos bioactivos 

 

Se han llevado a cabo diversas investigaciones en las que se ha demostrado que los 

péptidos bioactivos, derivados de las proteínas de la dieta, pueden estar presentes como 

entidades independientes o codificadas en la proteína original y que durante la digestión 

gastrointestinal o procesamiento de los alimentos, estos péptidos son liberados de la 

proteína precursora (Vioque et al., 2006). 

 

Los péptidos bioactivos han sido aislados de fuentes tanto animal como vegetal. 

Entre las fuentes animales de biopéptidos se pueden mencionar a la caseína, el queso a base 

de suero de la leche, de leche fermentada, del músculo de pollo y pescado entre otras y de 

origen vegetal se han aislado del gluten de trigo, soya, girasol, espinaca, frijol mungo, etc., 

los cuales han presentado diversas actividades biológicas como antihipertensivos, opioides, 

antioxidantes, anticolesterolémicos, antimicrobianos, anticariogénicos, antitrombóticos, 

anticancerígenos e inmunomoduladores (Torruco-Uco et al., 2008).   

 

 La actividad anticancerígena de algunos péptidos liberados de los alimentos, se ha 

atribuido a su capacidad de arrestar al ciclo celular e inducir apoptosis. Lunasina, un 
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péptido encontrado en hidrolizados de soya, inhibe la acetilación de histonas en células 

cancerosas y se liga competitivamente a la membrana de las integrinas requeridas por las 

células metastásicas para su conexión a la matriz extracelular y/o la proliferación (Gonzalez 

de Mejia et al., 2003; Hernández-Ledesma et al., 2009). Por su parte el inhibidor de 

proteasas Bowman-Birk impide la liberación del radical anión superóxido y peróxido de 

hidrógeno a partir de células estimuladas con agentes promotores de tumor, por lo que 

también presenta una potente actividad antiinflamatoria, la cual es cercanamente asociada 

con la carcinogénesis, y se ha demostrado que este péptido suprime la carcinogénesis de 

colon en más de una especien (Kennedy, 1998; Kennedy et al., 2002).  

 

 A pesar de que los péptidos con actividad biológica han sido mayormente 

estudiados en alimentos como soya, amaranto y algunos otros cereales, en años recientes ha 

despertado el interés por identificarlos y caracterizarlos en frijol común. Torruco-Uco et al. 

(2009) hidrolizaron semillas de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) mexicano variedad 

Jamapa con diferentes enzimas obtuvieron péptidos de bajo peso molecular de entre 13 y 

26.5 kDa, observados a través de un patrón electroforético SDS-PAGE, y dichos 

hidrolizados presentaron actividad antioxidante determinado por el ensayo ABTS. Este y 

otros estudios recientes, advierten la presencia de péptidos con posible actividad 

anticarcinogénica en semillas de frijol común aún no descubiertos, que pudieran presentar 

actividades específicas sobre mecanismos moleculares para inhibir el desarrollo de cáncer 

en diferentes etapas de su desarrollo. 

 

2.6.4  Fermentación colónica de la fracción no digerible 

 

La fermentación de la fibra dietaria, almidón resistente, oligosacáridos y algunos 

compuestos fenólicos por la flora colónica produce ácidos grasos de cadena corta y ácidos 

grasos de cadena corta hidroxilados respectivamente, los cuales han sido postulados como 

importantes moléculas efectoras (Sengupta et al., 2006). La fracción no digerible llega al 

intestino grueso de forma inalterada y aquí las bacterias del colon, con sus numerosas 

enzimas de gran actividad metabólica, pueden digerirla en mayor o menor medida 

dependiendo de su estructura; como resultado de esta fermentación bacteriana, se produce 
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hidrógeno, dióxido de carbono, gas metano, y ácidos grasos de cadena corta (AGCC) como: 

acético, propiónico y butírico, en una proporción molar casi constante 60:25:15 (Escudero-

Álvarez y González-Sánchez, 2006). 

 

Existen dos vías para la metabolización del piruvato (Figura 19). En una de ellas 

se genera propionato, a través del succinato. En la otra vía se convierte el piruvato en acetil-

CoA que posteriormente es hidrolizado para formar acetato o reducido para producir ácido 

butírico (García-Peris et al., 2002). 

 

 

Figura 19. Fermentación bacteriana en el colon (adaptado de García-Peris et al., 2002). 

 

Bednar et al. (2001) informaron que por cada gramo de materia orgánica de frijol 

rojo, negro, del norte y navy, se produjeron 7.28, 7.24, 7.73 y 6.79 mmol de ácidos grasos 

de cadena corta, respectivamente.  
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El ácido butírico es metabolizado en los enterocitos, el acético y el propiónico se 

reabsorben y llegan intactos el hígado a través de la vena porta. La presencia de acetil-CoA 

sintetasa en el citosol de los adipocitos y glándulas mamarias permite el uso del ácido 

acético para la lipogénesis una vez que se incorpora a la circulación sistémica. El ácido 

acético es el primer sustrato para la síntesis de colesterol (Wong et al., 2006). Una vez que 

el acético entra en el hepatocito se activa la enzima acetil-coenzima A sintetasa 2 citosólica 

y queda incorporado a los procesos de colesterogénesis y lipogénesis. De forma contraria, 

el propiónico es un inhibidor competitivo de la proteína que se encarga de la entrada del 

acético a la célula hepática, un fenómeno que contribuye a la disminución de la lipogénesis 

y colesterogénesis, lo que explica la disminución de niveles séricos y hepáticos de 

colesterol en ratas alimentadas con almidones resistentes o fructanos; por lo tanto el 

cociente acético-propiónico que alcanza al hígado, es un marcador que puede ser usado 

como predictor de las propiedades hipolipemiantes de los prebióticos y de los hidratos de 

carbono no digeribles fermentables (del Moral et al., 2003). 

 

 Daubioul et al. (2002) demostraron que el ácido propiónico producido por la 

fermentación de un tipo de fibra, fructano, muestra un buen efecto protector contra la 

acumulación de triacilglicéridos en hígado de rata obesa Zucker, esto debido a la 

disminución de la incorporación del acético producido igualmente durante la fermentación 

en los lípidos totales. La absorción de ácido acético y propiónico regula el metabolismo 

hepático de la glucosa en tanto que reduce la glicemia postprandrial y por tanto la respuesta 

insulínica. Se ha sugerido que la producción de ácidos grasos de cadena corta favorece la 

sensibilidad celular a la insulina, y podría prevenir el desarrollo de insulino-resistencia y de 

diabetes no insulino dependiente (Guarner, 2002). 

 

El ácido butírico, un ácido graso de 4 carbonos, ha recibido mayor atención como 

un agente potencial quimiopreventivo (Sengupta et al., 2006). El ácido butírico es el 

sustrato predominante de energía para los coloncitos y se ha demostrado que modula la 

diferenciación celular, invasión celular, proteólisis, adhesión, proliferación, motilidad y 

apoptosis celular, así como regulador de genes del ciclo celular (Emenaker et al., 2001). 

También que el potencial anticancerígeno del ácido butírico se debe a la inducción de la 



46 

 

expresión de mARN y actividad de glutatión S-transferasa (GST) en células de tumores 

colónicos humanos, lo cual resulta en una mayor capacidad de destoxificación del intestino 

(Knoll et al., 2005). 

 

Se ha observado que el efecto del ácido butírico sobre la muerte celular apoptótica 

inducida se presenta a través de caminos dependientes de caspasas, así como el incremento 

en la expresión de algunas proteínas pro-apoptóticas como p21 e independiente del gen 

supresor de tumor p53 (Hague et al., 1993; Chen et al., 2006).  El butírico  induce niveles 

de mRNA y la proteína p21
WAFI/Cip1

, lo cual puede bloquear el ciclo celular en G1, 

resultando en la inhibición de la proliferación celular. Este bloqueo del ciclo celular en G1 

permite la reparación del ADN de inestabilidad genómica o mutaciones, mediada por un 

punto de control (Scheppach y Weiler, 2004). 

 

La activación de la caspasa-3 aparentemente es el mejor camino involucrado en la 

apoptosis inducida por ácido butírico, esto fue demostrado en la línea celular CaCo-2. Otro 

evento implicado en la apoptosis por medio del ácido butírico, es que éste ácido graso 

disminuye la expresión de Bcl-2 en algunas líneas celulares y aumenta la expresión de Bax, 

produciendo una disminución de la relación Bcl-2/Bax (Avivi-Green et al., 2002). El gen 

Bcl-2 es conocido como gen represor de apoptosis y Bax se conoce como promotor de 

muerte celular (Chen y Tony-Kong, 2005).  

 

Otros genes en los cuales influye el ácido butírico son los protooncogenes Ras, Src 

y c-myc disminuyendo su expresión (Rouet-Benzineb et al., 2004). También se ha 

observado que el ácido butírico está involucrado en la regulación de otros genes, 

incluyendo la Ciclina D1, que es un regulador clave en la fase G1/S del ciclo celular y la 

proliferación nuclear celular del antígeno Pcna en células epiteliales colónicas. Así mismo, 

el ácido butírico interviene en la expresión del gen Apc, gen supresor de tumor, el cual está 

asociado con -catenina. Una mutación en este gen incrementa la expresión citoplasmática 

de -catenina, el cual ha sido detectado en tumores de colon (Augenlicht et al., 2002). 
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2.6.4.1  Derivados fenólicos producto de la fermentación bacteriana 

 

Además del ácido butírico, propiónico y acético producidos por fermentación de 

fibra por bacterias colónicas, también otras existen otras fuentes nutricionales productoras 

de ácidos grasos de cadena corta como los polifenoles. Algunos estudios han reportado que 

la biodisponibilidad de polifenoles bioaccesibles en intestino delgado es muy baja, del 5 al 

10%, por lo que el porcentaje restante transita hacia el colon de manera intacta unidos a la 

fibra insoluble del alimento por lo que no pueden ser absorbidos ni metabolizados en 

intestino delgado. Entre ellos, los taninos condensados son los que presentan la más baja 

bioaccesibilidad en intestino delgado. Entonces llegan al colon, donde pueden ser sustratos 

de fermentación por las bacterias colónicas junto con la fracción no digerible del alimento. 

Una parte se absorbe en el epitelio colónico y pasa a la circulación sanguínea, y la otra 

parte se hidroliza a metabolitos (Clifford, 2004; Saura-Calixto et al., 2007). Estos son 

transformados durante su tránsito gastrointestinal en derivados aromáticos de AGCC como 

fenilacetato o fenilbutirato detectables en agua fecal humana. Otros metabolitos intestinales 

de polifenoles son 3-OH-fenilacetato, 3-fenil-propionato, 3-(4-OH-fenil)-propionato y 

ácidos aromáticos como ácido trans-cinámico, ácido p-cumárico y ácido caféico (Gonthier 

et al., 2003; Waldecker et al., 2008). 

 

 La actividad biológica demostrada para estos compuestos derivados de polifenoles 

incluyen la supresión del crecimiento en diferentes líneas celulares de cáncer, inhibición de 

histona deacetilasa (HDAC), alteración en el ciclo celular por la reducción en la expresión 

de Cdc2 y Ciclina B e inducción de apoptosis a través de la vía de señalización mediada por 

Fas dependiente de p53 (Gao et al., 2006; Veeriah et al., 2007; Waldecker et al., 2008). 

 

2.7  MODELO EXPERIMENTAL DE CÁNCER DE COLON 

 

Los modelos animales proporcionan una oportunidad única de estudiar la biología 

del proceso de enfermedad, y de probar las hipótesis ligadas a los factores ambientales en la 

etiología y la prevención del cáncer de colon (Bird y Good, 2000). 
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La rata es el animal que se ha usado comúnmente como un modelo experimental 

para estudiar la etiología del cáncer de colon. Las ratas exhiben semejanzas con los seres 

humanos en la historia natural de la enfermedad. Los neoplasmas colónicos inducidos en 

ratas por dimetilhidracina (DMH) o por azoximetano (AOM) parecen ser similares a los 

neoplasmas colónicos en sus características histológicas y de proliferación. Ambos, 

humanos y ratas, muestran lesiones precancerosas conocidas como fosas crípticas 

aberrantes cuando son tratados con carcinógenos específicos para el colon (Alabaster et al., 

1996). 

 

2.7.1 Azoximetano 

 

El modelo de azoximetano (AOM) en roedores ha sido utilizado extensamente 

para investigar aspectos moleculares y genéticos del cáncer colorectal. La respuesta del 

roedor al cáncer colorectal inducido con AOM refleja la ocurrencia del cáncer colorectal no 

familiar en seres humanos, incluyendo una prevalencia de tumores en colon distal, que son 

patológicamente similares al cáncer colorectal esporádico en esa zona del colon en 

humanos (Sohn et al., 1987; Bissahoyo et al., 2005). Los tumores inducidos con AOM en 

roedores comparten muchas características histopatológicas con tumores humanos (Corpet 

y Pierre, 2003).  

 

El azoximetano a dosis de 10-20 mg/kg peso produce carcinoma intestinal en el 

100% de las ratas, tanto con administración subcutánea como intramuscular (Williamson et 

al., 1980). En la parte distal del colon, la mayoría de los carcinomas inducidos con AOM 

son adenocarcinomas bien diferenciados, mientras que en el colon proximal predominan los 

adenocarcinomas mucinosos (Reddy et al., 1976). El tratamiento con AOM induce fosas 

crípticas aberrantes en roedores. Las FCA se localizan principalmente en colon distal y 

pocos en colon proximal (Davies et al., 1999).  
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Figura 20. Representación esquemática de la relación entre la activación de AOM en el 

hígado y colon de rata (Adaptado de Mohammad y Hopfinger 1980; Fiala et al., 

1987; Sohn et al., 1987; González, 2007). 
 

Una vez que el AOM es inyectado subcutánea o intramuscularmente, viaja vía 

vena porta al hígado, en donde es metabólicamente activado por enzimas de fase I 

(CYP2E1) a metilazoximetanol (MAM) y CO2, aunque también puede ser metabolizado 

por enzimas como la alcohol deshidrogenasa (Gonzalez, 2007). El MAM es conjugado con 

ácido glucurónico enzimas de fase II (UDP-glucoronosil transferasa – UGT) para ser 

eliminado por orina o por heces. Al ser eliminado por vía intestinal, el conjugado llega al 

intestino donde puede ser biotransformado por la enzima -glucoronidasa (Klurfeld, 1995) 

y debido a que MAM no conjugado es inestable, con un tiempo de vida media de 12 horas 

bajo condiciones fisiológicas, se descompone liberando formaldehido, agua y nitrógeno y 

produce especies reactivas como el ion medildiazonio, el cual se forma por una ruptura 

espontánea de MAM o por oxidación enzimáticamente catalizada. Luego el metildiazonio 
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es escindido en nitrógeno molecular (N2) y un ion carbonio CH3+. Pierde el N2 con 

facilidad, y da lugar al carbocatión (CH3) que reaccionará con cualquier nucleófilo que 

exista en el medio (Sohn et al., 1987; Fiala, et al., 1987). Tanto el metildiazonio como el 

carbocatión pueden alquilar fácilmente el O6 de la guanina como primer sitio y N7 tanto en 

adenina como guanina como el segundo sitio más favorable (Mohammad y Hopfinger 

1980). El mecanismo completo del AOM en un organismo se sintetiza en la Figura 20. 

 

El AOM induce transiciones de guanina a adenina en el gen K-ras y/o en el gen -

catenina. Las mutaciones en el codón 12 en K-ras pueden contribuir a la inducción de 

cambios hiperplásicos, mientras que las mutaciones en -catenina parecen estar implicadas 

en la generación de lesiones displásicas. Las mutaciones en K-ras activa las vías de 

señalización de Mapk y P13k, y regula a ciclina D1 y Cox-2, también aumenta la expresión 

de iNOS en presencia de estímulos inflamatorios. Las mutaciones en -catenina estabilizan 

la proteína -catenina en el citoplasma y activan la transcripción de los blancos de 

señalización de -catenina/Tcf, como ciclina D1 y c-myc (Takahashi y Wakabayashi, 

2004). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 

El cáncer colorrectal es una de las neoplasias con mayor prevalencia a nivel 

mundial. México no es la excepción y la tasa de mortalidad por este tipo de cáncer ha 

mostrado una creciente tendencia en las últimas décadas. 

 

La dieta en México a lo largo de su historia se ha basado en maíz y frijol, siendo el 

principal aporte de proteínas y carbohidratos en la población de bajos recursos; no obstante, 

su consumo ha disminuido en los últimos años debido a los cambios en el estilo de vida de 

la población que ha resultado en un cambio en la alimentación.  

 

Por otro lado, diversos estudios epidemiológicos han demostrado un efecto 

protector de la dieta sobre enfermedades crónico degenerativas. Recientemente, el consumo 

de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) ha sido un punto de atención hacia dicho beneficio 

y el efecto benéfico de esta leguminosa se ha atribuido a su composición, entre los que 

destacan los compuestos fenólicos, la fibra, el almidón resistente y los oligosacáridos.  

 

La fibra del frijol ocupa un lugar muy importante en cuanto a su relación con la 

reducción del cáncer de colon, entre otras enfermedades. Esto se debe a que la fracción 

indigerible de la fibra no es metabolizada por las enzimas del humano en el intestino 

delgado y llega al colon en donde es fermentada por bacterias colónicas. La fermentación 

de esta fracción puede generar AGCC (acético, propiónico y butírico, entre otros 

compuestos) con efectos fisiológicos importantes. El ácido butírico es el más estudiado y se 

ha demostrado en estudios in vitro que inhibe la proliferación celular por medio de arresto 

en la fase G1 del ciclo celular e induce apoptosis, así como también se ha observado que 

modula la expresión de genes implicados en la carcinogénesis colorrectal e induce enzimas 

que destoxifican al colon de carcinógenos de la dieta. Además, se ha informado que 

algunos compuestos fenólicos (principalmente taninos condensados) llegan intactos al 

colon y pueden ser fermentados por la flora colónica, ejerciendo también  efectos 

fisiológicos importantes contra el desarrollo el cáncer de colon. De manera similar, los 
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oligosacáridos y péptidos con actividad biológica alcanzan el colon donde ejercen su 

función fisiológica. 

 

Estudios previos en el laboratorio demostraron que la fracción no digerible (FND) 

de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) Bayo Madero modula la expresión de genes en 

células de adenocarcinoma de colon humano HT-29, sugiriendo de esta manera una 

protección por parte de esta FND contra el desarrollo de cáncer de colon. Sin embargo, este 

estudio hace referencia a un estadio tardío de cáncer, por lo que en el presente trabajo el 

objetivo fue completar el análisis de los efectos de la FND del frijol común Bayo Madero 

sobre la modulación génica y proteica en un estadio temprano de cáncer como una 

estrategia de prevención y utilizando ratas como contraparte de modelo biológico.  
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto de la fracción no digerible (FND) del frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) cocido de la variedad Bayo Madero sobre el estadio temprano de cáncer de 

colon inducido químicamente en ratas Sprague-dawley. 

 

 

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la composición proximal del frijol común (Phaseolus vulgaris L.) crudo, 

cocido y de la FND de frijol cocido de la variedad Bayo Madero. 

 

2. Evaluar in vivo el efecto del frijol cocido y de la FND, variedad Bayo Madero, sobre el 

desarrollo de fosas crípticas aberrantes (FCA) inducidas con azoximetano en ratas 

Sprague-dawley. 

 

3. Determinar el nivel de pH, producción de ácidos grasos de cadena corta y la actividad 

-glucoronidasa en contenido cecal, colónico y fecal. 

 

4. Estudiar el mecanismo de acción molecular involucrado en el efecto quimioprotector 

del FND sobre el desarrollo de FCA.  
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6. METODOLOGÍA 

 

6.1 MATERIAL 

 

6.1.1  Compuestos químicos 

 

El carcinógeno azoximetano (AOM) se obtuvo de la marca Sigma Chemical Col, 

(USA), así como -amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, dimetil sulfóxido, ácido tánico, 

estándares de rafinosa y estaquiosa, Hepes. 

 

Los reactivos para electroforesis: acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, persulfato 

de amonio, Tris, azul de Coomassie, mercaptoetanol, etc, se obtuvieron de BioRad 

(Hercules, CA, USA). Kit de quimioluminiscencia y solución bloqueadora marca Roche. 

 

Acetona, etanol, ácido clorhídrico, acetronilo grado HPLC, cloroformo, metanol y 

demás reactivos fueron de la marca J.T. Baker. 

 

El kit utilizado para la extracción de RNA Rneasy Mini Kit se obtuvo de la marca 

Qiagen. El kit para la síntesis de ADN complementario SMART–PCR se adquirió de 

Clontech Laboratories. El arreglo de PCR y el SYBR Green/Rox PCR Master Mix se 

obtuvieron del proveedor SABiosciences. Los anticuerpos para actina y las proteínas que 

fueron evaluadas, se obtuvieron de la marca Santa Cruz. Las películas y soluciones de 

revelado son marca Kodak. 

 

6.1.2 Material biológico 

 

Se usaron 73 ratas macho Sprague-dawley recién destetadas, de 4 semanas de edad 

que fueron adquiridas de Harlan, Inc. Los animales se mantuvieron en jaulas metálicas con 

ciclos de luz-oscuridad 12/12, agua y alimento ad libitum. 
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Se utilizó frijol común (Phaseolus vulgaris L.) de la variedad Bayo Madero, 

proporcionado por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrícolas y 

Pecuarias, Centro Experimental Bajío (INIFAP, México), cosecha 2007. 

  

6.2  MÉTODOS 

 

6.2.1  Cocción del frijol 

 

El frijol se sometió a tratamiento térmico de acuerdo con el protocolo de Aparicio-

Fernández et al. (2005). Brevemente, se colocaron 50 g de frijol en 250 ml de agua 

destilada. La cocción se llevó a cabo por 2.5 horas a 90 ± 1ºC. Con la muestra (que incluyó 

semilla más el caldo de cocción) se formó un homogenizado el cual se liofilizó y almacenó 

a 4ºC hasta su uso. 

 

6.2.2  Extracción de la fracción no digerible 

 

Para la extracción de la fracción no digerible se utilizó la técnica descrita por 

Kurtzman y Halbrook (1970). Brevemente, a 300 g de frijol cocido molido se le adicionó 

1500 ml de agua y se agitó por 1 min. Se centrifugó y al precipitado se le adicionó 100 ml 

de ácido tánico al 10% y se ajustó el pH a 4. Se sometió a agitación durante 5 min y se 

centrifugó a 9,000 g por 10 min. Al precipitado se le adicionó un total de 300 ml de acetona 

en 3 lavados cada uno de 100 ml, se homogenizó la muestra y se centrifugó a 9,000 g por 

10 min. El precipitado que se obtuvo es la fracción no digerible. 

 

6.2.3  Análisis proximal 

 

Se determinó el contenido de cenizas, humedad, grasa, proteína y fibra total, 

soluble e insoluble tanto al frijol crudo, cocido y la fracción no digerible de la variedad 

Bayo Madero, empleando las metodologías descritas por la Asociación Americana de 

Químicos Analistas (AOAC, 2002). 
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6.2.3.1  Determinación de cenizas (Técnica No. 945.46) 

 

Se pesaron 2 g de muestra en un crisol de porcelana a peso constante, se calcinó 

durante 3 horas en una mufla precalentada a 550-600
o
C. Se enfrió el crisol en desecador y 

se pesó para calcular el porcentaje de cenizas hasta la primera cifra decimal.  

 

Cálculos: 

(W1 + M1) – (M2 – W1)  X 100 = % Cenizas 

Donde:  

W1 = Peso del crisol 

M1 = Peso del frijol 

M2 = Peso del frijol calcinado 

 

6.2.3.2  Determinación de humedad (Técnica No. 925.23) 

 

Brevemente, se pesaron 5 g de muestra, en una cápsula de humedad previamente 

colocada a peso constante. Se colocó la muestra en la estufa por 30 minutos a 100
o
C, se 

secó y enfrió en un desecador a temperatura ambiente. Finalmente se pesó. 

 

Cálculos: 

% de humedad y material volátil = (W2 – W1) X 100/ W Muestra 

Donde: 

W2 = Peso de la cápsula + peso muestra de frijol 

W1 = Peso de la cápsula + peso muestra de frijol (después de secado) 

 

6.2.3.3  Determinación de proteína total (Técnica No. 920.15) 

 

Se colocó de 1-2 g de muestra en un matraz de digestión Kjeldhal. Se agregaron 

3.5 g de sulfato de sodio y 0.4 g de sulfato de cobre, más 10 ml de ácido sulfúrico. Se 

colocó en el digestor durante aproximadamente una hora, hasta que el contenido tomó un 

color verde claro, se dejó enfriar un poco y se colocó el tubo en el destilador, donde se 
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adicionó agua destilada e hidróxido de sodio al 40%. El producto destilado se recibió en un 

matraz conteniendo 25 ml de ácido bórico, rojo de metilo y verde de bromocresol como 

indicador. Se tituló con ácido clorhídrico 0.08 N. Se determinó nitrógeno (N) total 

multiplicado por un factor de conversión equivalente al % de proteína presente en el 

alimento. 

 

Cálculos: 

% N = (A – B) * C * D * 100 / M 

Donde: 

A = ml solución gastados del frijol 

B = ml solución gastados del blanco 

C = meq N2 0.014 

D = Normalidad del ácido 

M = Peso del frijol 

 

6.2.3.4  Determinación de grasa (Técnica No. 920.39) 

 

La determinación de grasa se realizó por medio de extracto etéreo. Dentro de un 

cartucho de celulosa se colocó de 2 a 5 g de muestra, se tapó con un pedazo de algodón y se 

colocó en el compartimento de extracción Soxhlet. Éste a su vez se ensambló a un matraz 

receptor, el cual contenía el solvente y a un refrigerante. A continuación se calentó 

moderadamente por aproximadamente 5 a 6 horas. Al final, se quitó el matraz colector y se 

recuperó el disolvente por simple destilación. El matraz se colocó en la estufa para la 

completa eliminación de solvente y humedad, con el fin de obtener únicamente el peso de 

la fracción lipídica. 

 

Cálculos: 

% de grasa = Pf – Po  x  100 

         M 

Donde: 

 Pf = Peso del recipiente después de la extracción (en gramos) 
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Po = Peso del recipiente antes de la extracción (en gramos) 

m = Peso del frijol (en gramos) 

 

6.2.4  Determinación de fibra insoluble y soluble (Técnica No. 991.43) 

 

Brevemente, un gramo de muestra previamente cocida, liofilizada y pulverizada, 

se incubó en baño María con 100 µl α-amilasa (0.1 ml) en 50 ml de solución amortiguadora 

de fosfato 0.08 mM a pH 6 y a 95ºC, agitando cada 5 minutos, con el frasco tapado y 

protegido de la luz. Luego se atemperó y se ajustó el pH a 7.5 con NaOH 0.275 N. 

Posteriormente, se adicionó 0.1 ml de proteasa (5 mg/ml) y se incubó en baño María a 60
o
C 

por 30 minutos con agitación continua, la muestra se atemperó y se ajustó el pH a 4-4.6 con 

HCl. Se adicionó 0.3 ml de amiloglucosidasa y se incubó nuevamente en baño María por 

30 minutos a 60
°
C con agitación continua. Para determinar fibra insoluble, la muestra se 

filtró y se realizaron 2 lavados con agua caliente, se secó  y pesó el filtro. Para determinar 

fibra soluble, al residuo de la filtración anterior se le adicionó etanol al 80%, mismo 

volumen que el residuo y se dejó 24 horas. Después de filtrarse, se realizaron 2 lavados con 

acetona de 15 ml cada uno, se secó y pesó el filtro. 

 

6.2.5  Cuantificación de oligosacáridos  

 

6.2.5.1  Extracción de oligosacáridos 

 

Para la extracción de oligosacáridos se siguió la metodología descrita por Díaz-

Batalla et al. (2006) con algunas modificaciones, en la cual se pesaron 500 mg de muestra 

(FND o harina de frijol cocido), se adicionaron 10 ml de agua y la muestra se colocó en 

baño maría a 80ºC durante una hora con agitación cada 5 minutos. Posteriormente, la 

muestra se atemperó y el sobrenadante se inyectó en HPLC para su identificación y 

cuantificación. 
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6.2.5.2 Identificación y cuantificación de oligosacáridos por HPLC 

 

Se realizó siguiendo la metodología de Muzquiz et al. (1999). El extracto de 

oligosacáridos obtenido a partir de la FND y harina de frijol cocido, se resuspendió en 2 ml 

de agua destilada y 8 ml de acetonitrilo (volumen total 10 ml), se filtró a través de una 

unidad Millipore (0.45 µm) y se inyectó volúmenes de 25 µl en un equipo de HPLC marca 

Waters con 6000 A U6K, a través de una columna µBondapack/carbohydrate (3.9 mm X 

30 cm), empleando una fase móvil de acetonitrilo-agua grado HPLC (80:20 v/v) y un flujo 

de 1 ml por min. Para su identificación se utilizaron los estándares externos: rafinosa, 

estaquiosa y verbascosa, y para la cuantificación el valor del área bajo la curva fue 

interpolado a una curva de calibración realizada con los estándares externos (Anexo 1). 

 

6.2.6  Cuantificación de compuestos fenólicos 

 

6.2.6.1  Extracción de compuestos fenólicos 

 

La extracción se realizó de acuerdo a la metodología descrita por Cardador-

Martínez et al. (2002). Se pesaron 200 g de muestra previamente liofilizada, se colocó en 

un matraz y se mezcló con 50 ml de metanol. El matraz fue protegido de la luz y se 

mantuvo en agitación (HAAKE modelo SWB20 a 40 rpm) por 24 horas a 25ºC. Después se 

centrifugó a 4000 g por 10 minutos, en una centrífuga Hermle Z 323 K (Hermle 

Labortechnik, Alemania). Se tomó el sobrenadante para realizar los análisis de fenoles 

totales y taninos condensados. 

 

6.2.6.2  Cuantificación de fenoles totales 

 

La cuantificación de fenoles totales se determinó siguiendo la metodología de 

Nurmi et al. (1999). Brevemente, se tomaron 10 l del extracto metanólico y se 

adicionaron 490 l de agua destilada y 250 l del reactivo de Folin 1 N. Se mezclaron los 

reactivos durante 5 min en un sonicador. Posteriormente se añadieron 1,250 l de 

carbonato de sodio al 20% y se dejó reposar durante 2 horas en oscuridad. Se cuantificó en 
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un espectrofotómetro Multiskan (Thermo Electron Corporation, Multiskan AscentR, Model 

51118307, Lab. Tech, USA) a una longitud de onda de 760 nm. Los resultados se 

compararon con una curva de calibración (Anexo 2) y los resultados se expresaron como 

mg equivalentes de ácido gálico/g de muestra. 

 

6.2.6.3  Cuantificación de taninos condensados 

 

La cuantificación de taninos condensados se realizó por medio de la técnica 

propuesta por Deshpande y Cheryan (1985) con algunas modificaciones. Brevemente, se 

tomaron 50 l del extracto metanólico y se colocaron en una microplaca. Se adicionaron 

200 l de la solución 1:1 de vainillina 1% - ácido clorhídrico 8%.  La cuantificación se 

realizó en un Multiskan (Thermo Electron Corporation, Multiskan Ascent, Model 51118307, 

Lab. Tech, USA), con filtros de 492 y 540 nm; se comparó con una curva de calibración 

(Anexo 3) y los resultados se expresaron como mg equivalentes de (+)-catequina/g de 

muestra. 

 

6.2.7  Cuantificación de almidón resistente 

 

El almidón resistente se cuantificó a partir de la fracción no digerible del frijol 

cocido de acuerdo al método descrito por Saura-Calixto et al. (1993). Brevemente, a 100 

mg de la fracción no digerible se adicionaron 6 ml de hidróxido de potasio (KOH) 2 M, se 

agitó continuamente por 30 min a temperatura ambiente; se adicionaron 3 ml de solución 

amortiguadora de acetato; se ajustó el pH a 4.75; se mezcló con 60 ml de amiloglucosidasa 

e incubó por 30 min a 60°C con agitación continua. Posteriormente, se centrifugó durante 

15 min a 3000 g. La pastilla se resuspendió en 10 ml de agua destilada, se centrifugó 

durante 15 min a 3000 g y se filtró. La pastilla resultante se definió como almidón 

resistente. 
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6.2.8  Digestibilidad in vitro de proteínas 

 

Para la determinación de la digestibilidad in vitro de proteínas en la muestra de 

FND de frijol cocido Bayo madero, se utilizó la técnica propuesta por Hsu et al. (1977). Se 

preparó una mezcla enzimática que contenía 1.58 mg de tripsina, 3.65 mg de quimiotripsina 

y 0.45 mg de peptidasa en 1 ml de agua destilada; y una mezcla de proteasa que contenía 

1.48 mg de proteasa bacterial en 1ml de agua destilada. Se disolvió una cantidad de muestra 

que contenía exactamente 63.8 mg de proteína en 10 ml de agua destilada. Se ajustó pH a 8 

y se incubaron las muestras hasta que alcanzaron una temperatura de 37ºC. A continuación 

se añadió 1 ml de mezcla enzimática, se incubaron las muestras durante 10 minutos a una 

temperatura de 37ºC, después se agregó 1 ml de proteasa y se agitaron durante 10 minutos a 

55ºC. Cuando las muestras alcanzaron la temperatura ambiente se determinó el pH. 

 

Cálculo: 

y= 234.84 – 22.5x 

Donde   

 y= valor de la digestibilidad de proteína in vitro expresada en porcentaje 

x= la lectura del pH final 

 

6.2.9  Fase experimental in vivo 

 

Una vez obtenida y caracterizada parcialmente la fracción no digerible (FND) 

presente en el frijol cocido, se realizó el ensayo biológico, el cual se llevó a cabo de la 

siguiente manera: 

 

Se utilizaron ratas macho Sprague-dawley con un peso inicial de 69.6 ± 5 g de 4 

semanas de edad. Las ratas se mantuvieron en un cuarto con una temperatura ambiente de 

21 ± 2°C, ciclos de luz-oscuridad 12/12 horas, con agua y alimento ad libitum. Una semana 

después de la aclimatación, las ratas se asignaron al azar a 6 grupos de tratamiento (n=12) 

(Cuadro 3): (1) Control negativo, dieta basal, inyección subcutánea e intubación 

intragástrica de solución salina; (2) Azoximetano (AOM), dieta basal más una inyección 
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subcutánea de AOM (15 mg/kg de peso corporal, disuelto en 1 ml de solución fisiológica) 

una vez a la semana por 2 semanas empezando en la tercera semana de suplementación; (3) 

Frijol cocido (FC), FC cultivar Bayo Madero (5.7 g por kg de peso corporal) diariamente y 

dieta basal; (4) Fracción no digerible (FND) de frijol común cocido cultivar Bayo Madero 

(2.5 g por kg de peso corporal) diariamente y dieta basal, (5) FC+AOM, FC más AOM y 

dieta basal; (6) FND+AOM, FND más AOM y dieta basal. El FC y la FND, disueltos en 

agua, se administraron intragástricamente (Figura 21) una vez por día durante el periodo 

experimental (9 semanas) y las dosis se seleccionaron de acuerdo al consumo per cápita 

rural de frijol en la Región Lagunera de México, el cual es de 146 kg de frijol al año 

consumidos por una persona de 70 kg (Del Razo et al., 2002) (Figura 22). 

 

Cuadro 3.Grupos de tratamiento. 

Grupo Tratamiento 

   1     Control negativo Vehículo del carcinógeno vía subcutánea 

2  Carcinógeno vía subcutánea (AOM), 1 vez por semana (dosis 

15 mg/kg peso), 2 dosis en total.  

3 Frijol cocido Bayo Madero (FC) vía sonda esofágica 

diariamente durante el período experimental (9 semanas) (dosis 

5.7 g/kg de peso). 

4 Fracción no digerible (FND) de frijol cocido Bayo Madero vía 

sonda esofágica diariamente durante el período experimental (9 

semanas) (dosis 2.5 g/kg de peso). 

5 FC + AOM 

6 FND + AOM 

 

          

Figura 21. Administración intragástrica de los diferentes tratamientos de FC y la FND.  
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Diariamente, a partir de la primera semana de tratamiento se registró el consumo de 

agua y alimento, y semanalmente la ganancia de peso de las ratas. Al final del periodo 

experimental se sacrificaron a los animales, se recolectaron las heces de cada uno de los 

grupos, se congelaron en nitrógeno líquido y almacenaron a -70°C para determinar la 

concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) así como la actividad de la enzima 

-glucoronidasa. También se realizaron análisis histológicos y la determinación del 

desarrollo de fosas crípticas aberrantes (FCA). 

10 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Semanas

FC o FND
Vía sonda esofágica

AOM (15 mg/Kg) Vía subcutánea

Solución salina

(Dosis basada en el consumo per cápita 
rural, Región Lagunera, Coahuila)

Adaptación Solución salina (SS)

Frijol cocido o Fracción no digerible (FC o FND)Adaptación

n= 12 ratas por grupo

SSAdaptación AOMSS

FC o FNDAdaptación AOMFC o FND

 

Figura 22. Diseño experimental. 

 

6.2.9.1  Medición del pH cecal, colónico y fecal 

 

El contenido cecal, colónico y fecal se suspendió en agua (5 veces su volumen), se 

homogenizó y midió el pH (Nakanishi et al., 2003). 

 



64 

 

6.2.9.2  Concentración de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

 

Los AGCC se determinaron siguiendo la metodología de Campos-Vega et al. 

(2009). 1 g de contenido cecal, colónico y fecal se suspendió en agua (5 veces su volumen) 

y se homogenizó. La suspensión se centrifugó a 8,000 g por 10 min a 4
o
C y se ajustó el pH 

(2-3) con HCl 0.1 M. El sobrenadante se filtró con una membrana (0.45 µm) y se llevó a 

cabo la determinación en cromatografía de gases (CG). Se inyectó 1.5 µl de la muestra en 

un equipo Hp 6890 Plus acoplado a un detector de flama (Hp 30M, CARBOWAX 30M, 

capillary 25.0m x 320µm x 0.30µm nominal). Se empleó como gas carreador helio a un 

flujo de 0.5 ml/min. La temperatura inicial del horno fue de 95
o
C, mantenida por 2 min y 

elevada a 140
o
C a 20

o
C/min. Ácidos acético, propiónico y butírico puros se emplearon 

como estándares externos (0-100 mM/ml) para cuantificar los AGCC en heces y los datos 

se interpolaron a una curva de calibración con dichos estándares (Anexo 4). 

 

6.2.9.3  Actividad de β-glucoronidasa 

 

Se determinó la actividad de la enzima -glucoronidasa de acuerdo al método 

descrito por Fishman et al. (1948). Brevemente, 0.50 g de contenido cecal, colónico y fecal 

se homogenizaron con un politrón en 10 ml de solución amortiguadora de fosfato salino 

(PBS) 0.2 M pH 7.0. Posteriormente, las muestras se sonicaron por 3 min a 4ºC y se 

centrifugaron a 500 g por 15 min. El sobrenadante se colectó y se usó inmediatamente para 

el ensayo enzimático. Para la mezcla de reacción se tomaron 0.8 ml de PBS 0.02 M, 0.1 ml 

de -D-glucurónido-fenolftaleína 1 mM y 0.1 ml del extracto cecal, colónico y fecal. Se 

incubó por 1 h a 37ºC y la reacción se detuvo con la adición de 2.5 ml de glicina alcalina, 1 

ml de ácido tricloroacético al 5% y 1.5 ml de agua HPLC. La mezcla anterior produjo el 

color que se leyó a los 10 min y a 540 nm. La cantidad de fenolftaleína liberada se 

cuantificó mediante una curva estándar de fenolftaleína (Anexo 5). 
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6.2.9.4 Determinación de fosas crípticas aberrantes (FCA) en la zona distal del colon 

 

El 50% de los animales se sacrificaron al finalizar el tratamiento y el colon se 

removió seccionado en la zona distal para realizar las siguientes tinciones:  

 

Hematoxilina y eosina: El colon del 25% de los animales se extirpó cortando 

longitudinalmente desde el ciego hasta el ano, lavando con agua salina. Los tejidos 

recolectados se conservaron en solución amortiguadora de fosfatos, se fijaron con 

formaldehído al 4%, y se tiñeron con hematoxilina y eosina.  Los tejidos se analizaron 

microscópicamente y la incidencia de FCA se reportó por segmento distal del colon 

(Wijnands et al., 2001). 

 

Tinción con azul de metileno: El 25% de los animales sometidos a tratamiento (9 

semanas) se sacrificaron y el colon fue removido y cortado longitudinalmente desde el 

ciego hasta el ano, se colocó entre dos piezas de papel filtro y se fijó en solución 

amortiguadora de formalina al 10% por 24 h. Luego las muestras se tiñeron con azul de 

metileno al 0.5% en solución salina de 1-3 min, el exceso de colorante se lavó. Se 

observaron las FCA con un microscopio de luz invertida, y la incidencia de FCA se reportó 

por segmento distal del colon (Bird, 1987). 

 

6.2.10  Análisis de la expresión de genes relacionados con la cascada de señalización de 

p53 mediante arreglos de PCR cuantitativo 

 

El método RT-PCR (llamado así por el paso de transcripción inversa previo a la 

PCR), o ARN-PCR, consiste primero en una extracción de ARNm a partir del tejido en el 

que se quiere estudiar la expresión de un mensajero. El siguiente paso es la síntesis de una 

cadena de ADNc a partir del ARNm mediante una transcriptasa reversa (RT). Para ello se 

aprovecha la presencia de la cola poli(A) de los mensajeros y se utiliza como cebador un 

oligonucleótido sintético de polideoxitimidina (oligo[dT]) que se une a las colas de poIi(A). 

Luego se toma de esa solución una alícuota y se somete a una reacción de PCR utilizando 

una pareja de cebadores o «primers» específica del ARNm de interés a una temperatura 
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adecuada, para obtener una cantidad de moléculas de ADN idénticas correspondientes a un 

fragmento del ARNm específico que queremos detectar. La detección de este producto 

amplificado se realiza mediante electroforesis en gel (Hernández et al., 1994). Los pasos 

que se llevaron a cabo para determinar la expresión de genes son los siguientes: 

 

6.2.10.1  Extracción de ARN 

 

El protocolo que se utilizó para la extracción de ARN es el propuesto en el manual 

RNeasy Qiagen, 2001. Esta técnica combina la tecnología micro-spin, que permite la unión 

selectiva de la membrana de sílica gel de la columna provista en el protocolo y la velocidad 

de centrifugación.  El procedimiento fue el siguiente: 

 

1. Se pesaron 100 mg de tejido congelado de la zona distal del colon. 

2. Se colocó la muestra en un mortero estéril previamente congelado y se adicionó 

nitrógeno líquido para pulverizar completamente el tejido evitando que éste se 

descongele. 

3. Se decantó el polvo en un tubo de microcentrífuga de 2 ml libre de ARNasas y se 

congeló en nitrógeno líquido, permitiendo que el nitrógeno se evaporara pero que el 

tejido no se descongelara. 

4. Inmediatamente se adicionaron 500 l de regulador RLT (solución amortiguadora de 

lisis) (por cada ml se adicionaron 10 l de mercaptoetanol), se agitó en aparato vortex 

vigurosamente durante 1 min.  

5. El lisado se pasó directamente en la columna lila (QIAShedder Mini Column) la cual 

se colocó sobre un tubo colector de 2 ml y se centrifugó a 14,000 rpm por 3 min. 

Cuidadosamente se transfirió el filtrado a un nuevo tubo de 1.5 ml sin tocar la pastilla 

formada en el fondo del tubo colector. 

6. Se adicionó 1 volumen (correspondiente al sobrenadante) de etanol frío al 70% al 

lisado (sobrenadante) para limpiarlo y se mezcló lentamente por pipeteo. 

7. La muestra, incluyendo el precipitado que se formó, se pasó a una columna rosa 

(RNeasy Mini Column) la cual se encontraba sobre un tubo colector de 2 ml. La 
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columna se cerró suavemente para centrifugar a 8,000 rpm por 15 s y posteriormente 

se descartó el filtrado. 

8. Se adicionaron 700 l del regulador RW1 (solución amortiguadora de lavado 1) a la 

columna rosa (Rneasy Mini Column), se centrifugó a 8,000 rpm por 15 s y descartó el 

filtrado. 

9. Se preparó en un tubo por separado la siguiente mezcla de: 4 l de ADNasa I solución 

stock y 70 l de regulador RDD (solución amortiguadora de resuspensión), teniendo 

precaución al mezclar porque la ADNasa I es sensible a desnaturalización, por lo que 

el mezclado se realizó por inversión del tubo únicamente. 

10. Se agregó la mezcla de ADNasa I (74 l) directamente sobre la membrana de sílica-

gel de la columna rosa y se incubó de 20-30 ºC por 30 min, teniendo especial cuidado 

en que la mezcla cayera sobre la membrana y no en las paredes. 

11. Se adicionaron 350 l de regulador RW1 (solución amortiguadora de lavado 1) en la 

columna rosa, se centrifugó a 10,000 rpm por 15 s y se descartó el filtrado. 

12. La columna rosa se transfirió a un nuevo tubo colector limpio de 2 ml y se adicionaron 

500 l de regulador RPE (solución amortiguadora de lavado PE) directamente a la 

columna; se cerró suavemente y se centrifugó a 10,000 rpm 15 s para lavar la 

columna. Se descartó el fluido. 

13. Se adicionaron otros 500 l de regulador RPE a la columna, para un segundo lavado, y 

se centrifugó a 10,000 rpm 2 min para secar la membrana de sílica gel.     

14. Se transfirió la columna rosa a un tubo nuevo colector de 2 ml y se centrifugó a 12,000 

rpm por 1 min para eliminar posibles trazas de regulador RPE.  

15. Para la elución de ARN, se transfirió la columna a un nuevo tubo colector de 1.5 ml y 

se adicionaron 50 l de agua libre de ARNasas directamente a la membrana de sílica 

gel, se cerró el tubo y se centrifugó a 10,000 rpm 1 min para fluir. 

16. Como el rendimiento esperado de ARN era de 20 g, se repitió el paso de elución 

(paso 15); adicionando un segundo volumen de agua libre de ARNasa. Se eluyó en el 

mismo tubo colector. 
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6.2.10.1.1 Detección y evaluación de la calidad del ARN 

 

Para corroborar la extracción de ARN total se realizó una electroforesis del 

producto de la extracción en gel de agarosa desnaturalizante, el cual se preparó de la 

siguiente forma: 

 

Para 30 ml se emplean los siguientes reactivos:  

 0.36 g agarosa 

 3.5 ml de MOPS 10X 

 21.2 ml formaldehído 37 % 

 25.3 ml agua destilada estéril con DEPC 

 

El procedimiento fue: 

            1. Se fundió la agarosa en el agua con DEPC 

            2. Se enfrió hasta aproximadamente 42°C. 

            3. Se adicionó MOPS 10X 

            4. Se adicionó formaldehído 

            5. Se adicionó 0.5 l de bromuro de etidio. 

Se corrió con MOPS 1X a 80 volts.  

 

En el Anexo 6 se muestra el corrimiento de los ARN extraídos de las muestras de 

los 6 grupos de tratamiento. 

 

6.2.10.2  Síntesis de ADNc de cadena sencilla 

 

La síntesis de ADNc de cadena sencilla se llevó a cabo de acuerdo con el manual 

SMART PCR cDNA síntesis y la enzima SUPER SCRIPT II. La enzima SUPER SCRIPT 

II (Life Technologies) tiene la capacidad de aumentar la probabilidad de que los mensajes 

sean transcritos completamente. Esto es debido a que posee actividad de transferasa 

terminal, la cual añade algunos nucleótidos de deoxicitidina al extremo 3’ del ADNc, lo que 

permite que el oligonuclóotido SMART II A se acople creando un templado extendido 
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asegurando la transcripción del mensaje completo. Además, esta enzima está genéticamente 

diseñada mediante la introducción de mutaciones puntuales, en lugar de la deleción del 

centro activo de la ARNasa H, por lo que reduce de 10
6 

 a 10
7
 veces la actividad ARNasa H 

y las mutaciones selectivas producidas en el centro activo mantienen completa la actividad 

polimerasa, lo que permitió mejorar la calidad y rendimiento de la síntesis de ADNc de 

cadena sencilla. 

 

El ARN total (1µg), se  utilizó como templado para sintetizar ADNc de cadena 

sencilla.   

 

1. Para cada muestra control y problema de ARN de estudio se mezclaron los siguientes 

reactivos en un tubo eppendorf estériles de 0.5 ml respectivamente:  

3 μl de ARN total  

    +     1 μl 3´oligonucleótido II A SMART CDS (10 μM) 

1 μl oligonucleótido SMART II A (10 μM)  

5 μl volumen total  

 

2. Se mezcló y centrifugó brevemente a velocidad máxima por 5-6 segundos en una 

microcentrífuga de mesa.  

3. Se incubó la reacción a 65°C en un termociclador por 2 minutos.  

4. Se centrifugó brevemente para colectar el contenido.  

5. Se añadieron los siguientes reactivos a cada tubo de reacción:  

7 μl agua estéril desionizada 

20 μl 5X first-strand buffer 

2 μl DTT (100 mM)  

10 μl 50X dNTP’s (10  mM) 

5 μl transcriptasa reversa SuperScript II 

42 μl volumen total 

6. Se mezcló en vortex y se centrifugaron los tubos brevemente.  

7. Se incubaron los tubos a 42°C por 1.5 horas en un termociclador.  

8. Se diluyó el producto de la reacción de primera cadena adicionando 40 μl de regulador 

TE [10 mM Tris (pH 7.6), 1 mM EDTA].  
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9. Se calentaron los tubos a 72°C por 7 min.  

10. Las muestras se almacenaron a –20°C. 

 

 En el Anexo 7 se muestra el corrimiento del ADNc de los grupos experimentales 

durante la optimización del ciclo óptimo.  

 

6.2.10.3 Arreglos de PCR cuantitativo 

 

La determinación cuantitativa de los transcritos de la cascada de señalización de 

p53 se llevó a cabo según lo reportado por Campos-Vega et al. (2010) con algunas 

modificaciones. Cuarenta y seis μl de primer cadena de ADNc (100 ng/μl) fueron 

mezclados con RT2 Real-Time™ SYBR Green/Rox PCR Master Mix (PA-021, 

SABiosciences). Previamente, se confirmó que 0.5 μl de la primer cadena de cADN 

(dilución 1:1 con agua libre de nucleasas), con la concentración anteriormente mencionada, 

produjo la misma amplificación (Ct) de los genes utilizados como controles incluidos en el 

arreglo de PCR que cuando fue usada una cantidad de 1 μl. La expresión de 77 genes se 

analizó usando el arreglo de PCR diseñado para rata PARN-027A (SABiosciences, Canada) 

como especifica el manual del proveedor, bajo las siguientes condiciones: 95°C, 10 

minutos seguido de 40 ciclos de 95°C-15 segundos/60°C-1 minutos. El arreglo incluyó 

genes relacionados con p53 involucrados en apoptosis, ciclo celular, crecimiento celular, 

proliferación y diferenciación celular, y reparación de ADN además de 3 genes control 

(Ercc1, Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation 

group 1; Hif1a, Hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit [basic helix-loop-helix 

transcription factor]; Ldha, Lactate dehydrogenase A). Los se evaluaron con el software 

MxPro (Strategene) y analizados a través del portal en internet para el análisis de datos para 

arreglos de PCR cuantitativo proporcionado por SABiosciences. Se consideraron 

secuencias como potencialmente moduladas si el cambio entre las muestras provenientes 

del colon distal sometido a tratamiento (FND+AOM) y las no tratadas (AOM) fue mayor 

de 1.1 veces (inducción o inhibición) de acuerdo con las instrucciones del portal 

(http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php). Los genes se presentan en mayúsculas y 

minúsculas de acuerdo a la descripción proporcionada por el proveedor. La Figura 23 

http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php
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ilustra el acomodo de primers en la placa de arreglos de PCRq. La Figura 24 explica las 

condiciones bajo las cuales se llevó a cabo el PCRq. El Anexo 8 muestra el diseño del 

arreglo de PCR cuantitativo con los genes analizados de la cascada de p53. 

 

Figura 23. Diseño de la placa de arreglos para PCR en tiempo real de acuerdo con la casa 

comercial de manufactura. 

 

 

Figura 24. Descripción de los ciclos aplicados para el desarrollo del PCR en tiempo real en 

la placa de arreglos de ADNc 
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6.2.11  Análisis de la expresión de proteínas mediante electroforesis en geles de poli-

acrilamida desnaturalizante 

 

6.2.11.1 Extracción de las proteínas totales 

 

Se tomaron 500 mg de tejido congelado (colon distal) y se trituraron en mortero 

previamente congelado y en presencia de nitrógeno líquido. Las muestras se colocaron en 

tubos cónicos y se adicionaron cuatro volúmenes de solución amortiguadora pH 7.5 

(Anexo 9). Posteriormente, las muestras se homogenizaron con un politrón (Cinemática, 

Suiza) hasta que no fue visible ningún grumo de tejido. Los homogenizados se incubaron 

por 45 minutos a 4ºC con agitación y se centrifugaron por 15 minutos a 10,000 g a 4°C en 

una centrífuga Hermle Z 323 K (Hermle Labortechnik, Alemania). Al término, se removió 

el sobrenandante con la ayuda de una pipeta Pasteur y se transfirió en tubos, los cuales se 

centrifugaron por una hora a 100,000 g a 4°C en una ultracentrífuga Beckman Optima L-

90K (Beckman, EUA). La fracción microsomal se encuentra en la pastilla y el citosol se 

removió con la ayuda de una pipeta pasteur. Los extractos citosólicos (proteína) se 

almacenaron en tubos Eppendorf a -70°C hasta su análisis.  

 

6.2.11.2  Cuantificación de proteínas totales  

 

La cuantificación de proteínas de los tejidos de colon distal se realizó por el método 

de Bradford (1976) (Anexo 10), utilizando albúmina sérica bovina como estándar. El 

método se basa en la unión de un colorante (Comassie Blue G-250) a las proteínas. El 

colorante, en solución ácida, existe en dos formas una azul y otra naranja. Las proteínas se 

unen a la forma azul para formar un complejo proteína-colorante con un coeficiente de 

extinción mayor que el colorante libre.  

 

Se colocaron 10 μl de cada una de las muestras en una microplaca y se 

adicionaron 240 μl de reactivo de Bradford. Se incubó 5 minutos a temperatura ambiente y 

se analizó en el Multiskan (Thermo Electron Corporation, Multiskan AscentR, Model 

51118307, Lab. Tech, USA) a una longitud de onda de 540 nm. La absorbancia de la 
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muestra se comparó con una curva estándar de albúmina en un intervalo de 0 a 100 μg/μl a 

50 μg/ml (Anexo 10). 

 

6.2.11.3  Electroforesis SDS-PAGE y análisis de Western Blot 

 

Los extractos de proteínas obtenidos a partir de tejidos de colon distal de ratas 

tratadas con FC o FND e inducidos químicamente con AOM se desnaturalizaron con 

solución tampón Laemmli (Anexo 11) que contiene β-mercaptoetanol en baño maría a 

95°C por 5 minutos. Las muestras se cargaron (150 μg de proteína) en un gel de poli-

acrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) con un espesor de 1 mm y se separaron a través 

de un sistema Mighty Small II SE 250 (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA) 

durante aproximadamente 90 minutos a 120 volts con una temperatura de 4°C. 

 

6.2.11.3.1  Procedimiento para la electroforesis. 

 

Se colocó primero el gel separador y se dejó solidificar por aproximadamente 5 

minutos. Ya solidificado se agregó el gel de condensación, se colocó el peine para marcar 

los pozos. Ya solidificado, se lavaron los pozos con la solución de electroforesis superior y 

se llenaron con éste. Se cargaron las muestras en el gel (150 μg). Se colocaron 10 μl del 

marcador o estándar para verificar el peso molecular de la proteína de interés. Se corrió el 

gel a 120 volts por 90 minutos a 4ºC (Ver metodología completa y preparación de 

soluciones en Anexo 12).  

 

6.2.11.3.2  Transferencia semiseca de proteínas a membranas de PVDF  

 

Separadas las proteínas, éstas fueron transferidas a una membrana de difluoruro de 

polivinilideno (PVDF) utilizando una cámara semiseca (Trans-Blot SD de Bio-Rad 

Laboratories). Una vez terminada la electroforesis se despegó el gel y se lavó dos veces con 

solución de transferencia por 10 minutos. Se activó la membrana de PVDF en metanol y se 

colocó en solución de transferencia. Terminados los lavados se colocó el gel y la membrana 

en la cámara de transferencia en el siguiente orden:  
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1.- Tres papeles filtro húmedos con solución de transferencia  

2.- Membrana activada  

3.- Gel  

4.- Tres papeles filtro húmedos con solución de transferencia  

Se cerró la cámara y se programó a 17 volts por 20 minutos. Al término se marcó la 

membrana y se tiñó con rojo de Ponceau (ver Anexo 12 para preparación de soluciones).  

 

6.2.11.3.3  Western blot  

 

El western blot se realizó siguiendo la metodología descrita por el sistema para 

detección de proteínas SNAP i.d. (Millipore, Corporation, Billerica, MA) (Anexo 12).  

 

Los casetes fueron preparados de acuerdo al protocolo de manufactura colocándose 

en su interior la membrana de PVDF conteniendo las proteínas, previamente activada con 

metanol y agua. Los sitios no específicos de la membrana se bloquearon con una solución 

de proteínas al 0.5% (blocking reagent Roche Molecular Biochemicals) aplicando vacío. La 

membrana se incubó durante 10 minutos con el anticuerpo monoclonal de interés (15:1500) 

a temperatura ambiente. Los anticuerpos se disolvieron en solución bloqueadora al 0.5%. 

Transcurrido este tiempo, la membrana se lavó con un esquema de 3 lavados con TTBS 

aplicando vacío continuo. Posteriormente, la membrana se incubó con un segundo 

anticuerpo de interés (2.5:1500) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido 

este tiempo, la membrana se lavó 3 veces con TTBS aplicando vacío continuo (ver Anexo 

12 para preparación de soluciones).  

 

Finalmente, la membrana se incubó con la solución de quimioluminiscencia (Roche 

Molecular Biochemicals) siguiendo el protocolo de manufactura y se expuso a una película 

fotográfica Kodak BioMax Light (Eastman Kodak Company Rochester, NY.) a diferentes 

tiempos. Para el revelado y fijación de la película se emplearon soluciones comerciales 

(Kodak). Las bandas se cuantificaron con software ImagenJ versión 1.39 y los valores se 

expresaron como porcentaje de intensidad de pixeles. 

 



75 

 

6.2.12 Determinación de núcleos apoptóticos (TUNEL) 

 

Se trabajó con muestras embebidas en parafina de la zona distal del colon cortadas 

en microtomo a 5 µm. 

1.- Se llevó a cabo la desparafinación de la muestra e hidratación de la misma con ayuda de 

estufa a 60
o
C y solventes xilol-alcohol-agua-H2O2. 

2.-Se sumergieron las muestras en solución TdT por 5 minutos (TdT-Frag Kit de detección 

de la fragmentación del ADN, Oncogene Research Products, San Diego, CA). 

3. Se adicionaron 1.2 ml de la solución de reacción de TUNEL a las muestras y se dejaron 

actuar por 1 hora a 37
o
C en cámara húmeda. 

 

La reacción contenía: 

 1060 µl de agua bidestilada              125 µl de solución stock de TdT  

 12.5 µl de Bio-dUTP                         3.75 µl de terminal transferasa (TdT) 

 

4.- La reacción se detuvo sumergiendo las muestras en solución stop durante 15 minutos. 

La solución stop contenía: (300 mM de NaCl y 30 mM de citrato sódico). 

5.- Se realizaron lavados con PBS 0.1 M durante 5 minutos. 

6.- Se realizó un lavado con PBS suplementado con 1% de albúmina bovina durante 10 

minutos. 

7.- Las muestras se hicieron reaccionar con el kit de detección de la fragmentación del 

ADN TdT Fragel durante 30 minutos en oscuridad (Kit comercial QIA33, Oncogene 

Research Products, San Diego, CA) 

8.- Se lavaron las muestras dos veces con PBS. 

9.- Las muestras interaccionaron con DAB (Diaminobencidina) en PBS. 

10.- Posteriormente, se realizaron lavados con agua bidestilada y se tiñeron las muestras 

con Hematoxilina Mayer por 2 minutos. 

11.- Se lavaron las muestras con alcohol ácido por 5 segundos y agua destilada corriente 

por 10 minutos. 

12.- Se deshidrataron las muestras con gradientes de alcohol-xilol-eucaliptol y se 

visualizaron en un microscopio óptico. 
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6.2.13   Diseño experimental y análisis estadístico 

 

Se realizó un diseño experimental de un factor (tratamiento), completamente 

aleatorizado en réplicas. Se realizó un análisis de varianza (  = 0.05), haciendo una 

comparación entre tratamientos por la prueba de Tukey para los resultados referentes a la 

caracterización parcial del frijol crudo, cocido y la fracción no digerible, y una prueba de 

Dunnett para el ensayo in vivo, empleando el programa estadístico JMP 5.0.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1 Caracterización parcial de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) crudo, cocido y de 

la fracción no digerible de la variedad Bayo Madero.  

 

7.1.1 Composición proximal de muestras de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

variedades Bayo Madero (BM) y Pinto Durango (PD). 

 

Se realizó el análisis bromatológico en el frijol crudo y cocido de las variedades 

Bayo Madero y Pinto Durango; los resultados se muestran en el Cuadro 4.  

 

El análisis estadístico muestra que el tratamiento térmico influye 

significativamente sobre el contenido de proteína, aumentando en ambas variedades. Este 

efecto se atribuye a que con la cocción incrementa la biodisponibilidad de los aminoácidos 

que forman la proteína, lo que los hace más disponibles para su cuantificación Los 

resultados de las dos variedades se encuentran dentro del intervalo de 20.3-29% reportado 

por Reyes-Moreno y Paredes-López (1993) en diferentes variedades cultivadas en México. 

En nuestro país, después del maíz, el frijol es considerado como la principal fuente de 

proteína para un porcentaje alto de la población, sobre todo en las áreas rurales. Por esta 

razón, el resultado del porcentaje de proteína en las muestras de frijol BM y PD evaluadas 

en este estudio, nos permite sugerir que ambas variedades de frijol son de alto valor 

nutricional y pudieran contribuir a una mejora nutrimental en la población. 

 

El contenido de grasa fue bajo, como es característico para la mayoría de las 

leguminosas, mostrando diferencia significativa entre ambas variedades. Los resultados son 

similares a los reportados por da Silva- Fialho et al. (2006), quienes informan un contenido 

de grasa de 1.13-1.81% para variedades de frijol Mesoamericano y Andino. También 

coinciden con lo reportado por Bednar et al. (2001) en el intervalo de 1.6-4.0% para 4 

variedades de frijol. 
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Cuadro 4. Concentración de proteína, grasa, cenizas, fibra total, fibra soluble e insoluble de frijol común (Phaseolus vulgaris L) 

variedades Bayo Madero y Pinto Durango. 

 

BM = Bayo Madero; PD = Pinto Durango. 

Los resultados son expresados en porcentaje por gramo de muestra en base seca. 

Los resultados representan la media de 2 experimentos por duplicado + error estándar. 

Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa con α = 0.05, prueba de Tukey. 

 

 

 

 

 

Variedad Proteína Grasa Cenizas Fibra total Fibra insoluble Fibra    soluble 

BM crudo 19.96 + 0.12
a
 1.92 + 0.35

a,b
 4.42 + 0.02

a
 38.84 + 0.53

a
 38.29 + 0.52

a
 0.55 + 0.01

a
 

BM cocido 21.09 + 0.05
b 

1.13 + 0.09
b 

4.15 + 0.04
b
 39.60 + 0.03

a
 38.94 + 0.02

a
 0.65 + 0.00

b
 

PD crudo 21.63 + 0.24
b
 3.09 + 0.84

a
 4.33 + 0.03

a
 37.47 + 1.68

a
 37.52 + 1.04

a
 0.32 + 0.00

c
 

PD cocido 22.97 + 0.10
 c
 1.60 + 0.08

a,b
 3.72 + 0.06

c
 47.13 + 0.61

b
 44.43 + 1.21

b
 0.55 + 0.02

a
 

7
8
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En cuanto al contenido de cenizas, las muestras crudas presentaron mayor 

contenido que las cocidas. El contenido de cenizas es un indicador de la cantidad de hierro, 

potasio y otros minerales que aporta esta leguminosa. Los resultados que se presentan 

concuerdan con lo reportado por Vargas-Torres et al. (2004) en cuatro variedades de frijol, 

en un intervalo de 4.1-5.2%. 

 

Por otro lado, en cuanto al contenido de fibra total, soluble e insoluble de frijol 

crudo y cocido, la tendencia de ambas variedades es a incrementar cuando la muestra recibe 

un tratamiento térmico. En cuanto al aumento de fibra soluble de muestras crudas a cocidas, 

los resultados concuerdan con lo reportado por Herrera et al. (1998), en diferentes 

variedades de frijol, negro, blanco y rojo. El contenido de fibra soluble sí presenta una 

diferencia significativa entre muestras crudas y cocidas, por lo que se sugiere que el 

tratamiento con calor rompe algunos complejos que mantienen menos disponible a este tipo 

de fibra; por lo que, al hidrolizarse estos enlaces con otras macromoléculas se libera la fibra 

soluble dejándola más disponible para su cuantificación. El mayor contenido de fibra 

soluble en frijol cocido lo presentó la variedad BM, es un dato importante ya que esta 

fracción es mayoritariamente fermentada en colon por la flora bacteriana. 

 

Los resultados para fibra dietética total, soluble e insoluble se encuentran dentro 

de lo reportado por Bednar et al. (2001) para 4 variedades de frijol, reportando un 

contenido de fibra dietética total de 36.2-42.6%, fibra insoluble con un intervalo de 36.2-

39.4% y para fibra soluble valores de 0-3.2%. 

 

7.1.2 Rendimiento de fracción no digerible de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

cocido, variedades Bayo Madero (BM) y Pinto Durango (PD). 

 

Una vez efectuado el análisis químico de las muestras crudas y cocidas, se realizó 

la extracción de la fracción no digerible a partir de frijol cocido y se determinó el 

rendimiento, el cual es presentado en el Cuadro 5. 
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Cuadro 5. Rendimiento de fracción no digerible de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

cocido, variedades Bayo Madero y Pinto Durango. 

 

Variedades Rendimiento de fracción no digerible 

BM cocido 43.79 + 0.61
a 

PD cocido 37.19 + 0.88
b
 

BM = Bayo Madero; PD = Pinto Durango. 

Los valores representan la media de 3 experimentos independientes con 2 repeticiones + error estándar. 

Los resultados son expresados en porcentaje por gramo de muestra en base seca. 

Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa con α = 0.05, prueba de Tukey 

 

El rendimiento de la FND a partir frijol cocido de la variedad Bayo Madero fue de 

43.79%, mientras que para Pinto Durango fue de 37.19%, existiendo diferencia 

significativa entre ambas variedades. Este rendimiento de la FND en las dos variedades se 

encuentra por debajo de lo reportado por Feregrino-Pérez et al. (2008), quienes informan 

57.5% de polisacáridos en frijol Negro 8025. Tales diferencias pueden ser atribuidas a que 

son diferentes variedades de frijol, diferentes cosechas, condiciones de crecimiento y origen 

del frijol (Florez et al., 2009). De acuerdo a los datos presentados se puede sugerir que la 

variedad Bayo Madero presenta un porcentaje considerable de sustrato susceptible de 

fermentación por la flora bacteriana en colon, por lo que se esperaría una quimoprotección 

contra el desarrollo de las primeras lesiones en el colon. 

 

7.1.3 Contenido de oligosacáridos de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) crudo, 

cocido y en la FND de las variedades Bayo Madero (BM) y Pinto Durango (PD). 

 

Los oligosacáridos tienen la capacidad de inhibir la carcinogénesis de colon a 

través de diferentes mecanismos (Swennen et al., 2006), por lo que su cuantificación fue 

crítica en este estudio. El contenido de oligosacáridos en muestras de frijol común crudo, 

cocido y en la FND se muestra en el Cuadro 6 y en la Figura 25 se muestran los 

cromatogramas obtenidos a partir de frijol común cocido BM y de su FND. 
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Cuadro 6. Contenido de oligosacáridos de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) crudo,  

cocido y en la fracción no digerible de las variedades Bayo Madero y Pinto 

Durango. 

BM = Bayo Madero; PD = Pinto Durango; FND = Fracción no digerible. 

Los resultados son expresados en miligramos por gramo de muestra en base seca. 

Cada valor representa la media de 2 experimentos independientes por duplicado + error estándar. 

Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa con α = 0.05, prueba de Tukey. 

 

 

Variedad Rafinosa Estaquiosa Verbascosa 

Oligosacáridos 

Totales 

BM crudo 12.30 + 0.04
a
 42.88 + 0.09

a
 4.63 + 0.02

a
 59.56 + 0.24

a
 

BM cocido 10.44 + 0.16
b
 43.28 + 0.10

a
 2.10 + 0.00

b
 55.76 + 0.23

b
 

BM FND 1.51 + 0.01
c
 13.78 + 0.03

b
 0.46 + 0.00

c 
 15.75 + 0.03

c
 

PD crudo 5.48 + 0.07
d
 41.85 + 0.27

c
 0.83 + 0.00

d
 48.17 + 0.27

c
 

PD cocido 7.08 + 0.06
e
 46.74 + 0.16

d
 1.20 + 0.01

e
 55.02 + 0.16

b
 

PD FND 1.15 + 0.01
f
 13.13 + 0.07

e
 0.46 + 0.01

c
 14.73 + 0.06

f
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Figura 25. Identificación de oligosacáridos por cromatografía líquida de alta resolución, 

para la muestra de A) FC y B) FND de la variedad BM.  
 

Los resultados muestran que las muestras crudas y cocidas de ambas variedades 

presentan diferencias significativas y se encuentran dentro de los intervalos reportados por 

Díaz-Batalla et al. (2006) en 10 variedades diferentes de frijol común de México crudas y 

cocidas, quienes refieren un contenido de rafinosa de 4.4-14.1 mg/g de muestra cruda y 3.2-

11.0 mg en muestra cocida. En cuanto al contenido de estaquiosa, estos autores reportan 

valores de 23.7-63.8 mg en muestra cruda y para muestra cocida de 16.8-56.7 mg. Por 

último, en cuanto a verbascosa los mismos autores refieren valores de 2.2-35.8 mg en 

muestra cruda y de muestra cocida 1.6-24.3 mg. También nuestros datos concuerdan con lo 

reportado por Iniestra-González et al. (2005) quienes obtuvieron un contenido de 

oligosacáridos totales de 39.0-57.6 mg/g en 16 variedades de frijol común de diferentes 

colores de grano (negro, pinto, crema o bayo, azufrado, flor de mayo y blanco).  

 

En la FND, el contenido de oligosacáridos totales fue significativamente menor 

comparado con las muestras crudas y cocidas de ambas variedades. El porcentaje de 

retención de oligosacáridos totales en la FND de BM fue de 28.25%, mientras que en PD 

fue de 26.77%. La pérdida de oligosacáridos se atribuye al método de extracción de la FND 
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empleado en este estudio, en el que se eliminan los sobrenadantes obtenidos después de la 

homogenización de la muestra con agua (5 volúmenes), con ácido tánico y de los lavados 

con acetona. La pérdida de oligosacáridos fue corroborada en estas fracciones por medio de 

HPLC.  

 

En base a que el rendimiento de fracción no digerible, el contenido de 

oligosacáridos y de fibra soluble fueron significativamente mayores en la variedad BM que 

en PD, se decidió continuar con el estudio in vivo evaluando sólo el frijol cocido y la FND 

de esta variedad, por lo que los siguientes resultados se presentarán exclusivamente para 

frijol variedad BM. 

 

 

7.1.4  Contenido de fibra total, insoluble y soluble, almidón resistente, proteína, 

lípidos y digestibilidad in vitro de proteína en FND de frijol común (Phaseolus vulgaris 

L.) variedad Bayo Madero. 

 

Los resultados de fibra total, soluble, insoluble, almidón resistente, grasa, proteína 

y digestibilidad in vitro de proteína de la FND se muestran en el Cuadro 7. 

 

Los contenidos de fibra soluble, insoluble y total en la FND de BM fueron 

menores a los reportados por Feregrino-Pérez et al. (2008) en frijol común cultivar Negro 

8025. Estas diferencias pueden atribuirse a la variabilidad en los cultivares de frijol, pero 

mayormente al fuerte efecto ambiental sobre la composición del frijol como ha sido 

reportado por otros autores (Florez et al., 2009). 

 

Tanto el almidón resistente como los diferentes tipos de fibra son sustratos 

susceptibles de fermentación por las bacterias colónicas. Nuestros resultados para almidón 

resistente fueron más bajos que los reportados por Campos-Vega et al. (2009) para la 

misma variedad de frijol, Bayo Madero (cosecha 2005), cultivado en el mismo lugar pero 

diferente año de cosecha (de 2007 para este estudio), lo que sugiere un fuerte efecto del 

ambiente sobre la variabilidad de estos componente.  
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Cuadro 7. Contenido de fibra total, insoluble y soluble, almidón resistente, proteína, lípidos y digestibilidad de proteína en la FND de 

frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido, variedad Bayo Madero. 

 

Bayo 

Madero 

Fibra Total  

Fibra 

Insoluble  

Fibra 

Soluble  

Almidón 

Resistente 

Grasa Proteína 

Digestibilidad 

de Proteína  

 

FND 

 

51.70 + 1.27 

 

51.08 + 1.27 

 

0.62 + 0.00 

 

25.54 + 0.18 

 

2.18 + 0.04 

 

18.24 + 0.01 

 

81.35 + 1.26 

FND = Fracción no digerible. 

Cada valor representa la media de 3 experimentos independientes con 2 repeticiones + error estándar. 

Los resultados son expresados en porcentaje por gramo de muestra en base seca. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

8
4
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El contenido de proteína de la FND de BM (18.24%) fue muy similar a lo obtenido 

en la muestra cocida de la misma variedad de frijol (21.09 %). Esto nos sugiere que por 

medio del acomplejamiento y precipitación con ácido tánico, sólo se elimina una pequeña 

cantidad de la proteína total, la cual se ha demostrado que también puede ser producto de 

fermentación en el colon por la flora bacteriana (Le-Leu et al., 2007). Por lo que se realizó 

la digestibilidad in vitro del FND simulando las condiciones que se presentan in vivo, 

obteniendo el 81.24 + 0.01 % de digestibilidad, lo que sugiere que la mayoría de la proteína 

es digerida en la parte alta del tracto gastrointestinal y poca cantidad alcanza el colon, 

indicando que su contribución a la fermentación colónica podría ser baja.  

 

7.1.5  Contenido de fenoles totales y taninos condensados de frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) crudo, cocido y en la FND variedad Bayo Madero. 

 

El contenido de fenoles totales y taninos condensados en las muestras de frijol 

común crudo, cocido y en la FND se muestran en el Cuadro 8. 

 

Cuadro 8. Contenido de fenoles totales y taninos condensados de frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) crudo, cocido y en la FND de la variedad Bayo Madero. 

 

FND = Fracción no digerible. 

*Expresados como mg equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra en base seca.  

** Expresados como mg equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra en base seca.  

Cada valor representa la media de 3 experimentos independientes con 2 repeticiones + error estándar. 

Letras diferentes por columna expresan diferencia significativa con α = 0.05, prueba de Tukey. 

 

Los principales compuestos fenólicos de las leguminosas son los taninos 

condensados, ácidos fenólicos y flavonoides (Smulikowska et al., 2001). Las muestras 

crudas en este estudio presentaron menor cantidad de fenoles totales que las muestras 

cocidas, sin diferencia estadística. El aumento en muestras cocidas puede atribuirse a que la 

Bayo Madero Fenoles totales* Taninos condensados** 

Crudo 0.67 + 0.03
 a
 7.39 + 0.12

a
 

Cocido 0.95 + 0.05
 a   8.94 + 0.13

b
 

FND 13.83 + 0.65
 b   13.98 + 0.13

c
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cocción hidroliza complejos formando por compuestos fenólicos con otros componentes del 

frijol en muestras crudas, como proteína y almidón resistente, por lo que al recibir el 

tratamiento térmico las estructuras se separan, dando lugar a la liberación de compuestos 

fenólicos con la posibilidad de cuantificarlos. Ambos resultados son similares a lo 

reportado por Espinosa-Alonso et al. (2006) en variedades de frijol negro y pinto.  

 

El contenido de taninos condensados de las muestras de frijol cocido fue mayor 

que en crudo, mostrando diferencia significativa entre ambos. La diferencia puede 

atribuirse a que la semilla cruda tiende a presentar acomplejamiento de taninos con 

proteínas y almidones que no permitan su total cuantificación. Al recibir un tratamiento 

térmico, estos complejos podrían sufrir una hidrólisis, dejando algunos taninos 

condensados libres y disponibles para su cuantificación. Los resultados para muestras 

crudas y cocidas se encuentran dentro de lo reportado por Aparicio-Fernández et al. (2005) 

en variedad negro Jamapa tanto crudo como cocido, al igual que concuerdan con los 

resultados de González de Mejía et al. (2003) en diferentes variedades de frijol cultivadas 

en México.  

 

La FND mostró significativamente mayor cantidad de fenoles totales y taninos 

condensados que las muestras crudas y cocidas, resultado que se esperaba debido a que en 

el extracto se concentran este tipo de compuestos unidos a la fibra presente.  

 

7.2  Evaluación in vivo del efecto del FC y de la FND, variedad Bayo Madero, sobre el 

desarrollo de fosas crípticas aberrantes inducidas con azoximetano. 

 

7.2.1  Efecto del FC y la FND administrados intragástricamente sobre el consumo de 

agua, alimento y ganancia de peso. 

  

Diariamente se registró el consumo de agua y alimento, resultados que son 

presentados en las Figuras 26 y 27. Los resultados muestran que, como era de esperarse por 

el crecimiento normal de las ratas, se presentó diferencia significativa entre la semana 1 y 

semana 10 para ambos parámetros evaluados en la mayoría de los grupos. Sin embargo, 
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tanto la ingesta de agua como el consumo de alimento fueron similares en los 6 grupos 

después de 9 semanas de tratamiento, no obteniendo diferencias significativas entre ellos en 

la medición final (semana 10), sugiriendo que los tratamientos fueron bien tolerados por los 

animales. 

 

Figura 26. Consumo de alimento en grupos alimentados con frijol cocido y su fracción no 

digerible y administrados con azoximetano. 
FC = Frijol cocido, FND = Fracción no digerible, AOM = Azoximetano. 

Letras diferentes indican diferencia significativa entre semana 1 y semana 10, prueba de T de 

student = 0.05. 

 

 

Figura 27. Consumo de agua en grupos alimentados con frijol cocido y su fracción no 

digerible y administrados con azoximetano.. 
FC = Frijol cocido, FND = Fracción no digerible, AOM = Azoximetano. 

Letras diferentes indican diferencia significativa entre semana 1 y semana 10, prueba de T de 

student = 0.05. 
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Estos resultados se reflejan en la ganancia de peso, determinada semanalmente, la 

cual se presenta en la Figura 28. 

 

 

Figura 28. Ganancia de peso en grupos experimentales. 
FC = Frijol cocido, FND = Fracción no digerible, AOM = Azoximetano. 

Letras diferentes indican diferencia significativa entre semana 1 y semana 10, prueba de T de 

student = 0.05. 

 

El consumo de agua y alimento no presentaron diferencias significativas entre 

grupos y al mismo tiempo no se observaron cambios en la ganancia de peso, ya que 

tampoco hubo diferencia significativa entre los diferentes grupos, proponiendo que los 

tratamientos apoyaron el crecimiento normal de las ratas y la inducción con AOM no 

influyó sobre la ganancia de peso de los animales. Lo que sugiere que, al estudiar un 

estadio temprano del cáncer no se presentaron aún síntomas de daño  por el AOM como 

pérdida de peso o ganancia de peso ni disminución de la ingesta de las ratas (American 

Cancer Society, 2010).  

 

7.2.2 Evaluación del FC y de la FND sobre el desarrollo de FCA inducidas con AOM 

en ratas Sprague-dawley. 

 

El periodo experimental in vivo comprendió una semana de adaptación y 9 

semanas de tratamiento en 75 ratas Sprague-dawley. Al término del experimento, se 
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sacrificaron las ratas por dislocación y se extrajo la zona distal del colon. Cada grupo se 

dividió en dos, uno para el análisis histológico (n=12) y el otro para el análisis molecular 

(n=12). Para la parte histológica, el colon del 25% de los animales se colocó en 

formaldehído al 4% durante 24 horas y se determinó el número de fosas crípticas aberrantes 

(FCA) por medio de tinción con azul de metileno observándolas en un microscopio (40x). 

El otro 25% de las muestras de colon de los animales se fijaron en formaldehído al 4%, se 

embebieron en parafina, se cortaron paralelamente con la superficie de la mucosa y se 

tiñeron con Hematoxilina & Eosina (H&E) para su examinación histológica. Los resultados 

de ambas tinciones se muestran en la Figura 29. 

 

 

Figura 29. Fosas crípticas aberrantes (región distal) por grupo de tratamiento. Tinción con 

(A) Azul de metileno y (B) Hematoxilina & Eosina.  
FC = Frijol cocido, FND = Fracción no digerible, AOM = Azoximetano. 

Cada valor representa la media de FCA por zona colónica (distal) + error estándar. 

* Diferencia significativa con respecto al grupo AOM,  prueba de  Dunnett (  = 0.05).  

+ Diferencia significativa con respecto al grupo Control, prueba de Dunnett (  = 0.05). 
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Los resultados nos muestran que la dosis utilizada de frijol cocido o la fracción no 

digerible de frijol cocido basada en el consumo per cápita rural en un individuo de 70 kg de 

peso corporal en la Región Lagunera de México (Del Razo et al., 2006) no induce el 

desarrollo de FCA, ya que estos grupos no presentan diferencia significativa con respecto al 

control negativo en ninguna de las dos tinciones. Resultados que sugieren que el consumo 

de FC y FND no contribuye a la generación de lesiones tempranas en colon, siendo un 

punto a favor para promover el aumento en su consumo.  

 

Por otro lado, se demostró que el tratamiento con AOM administrado una vez a la 

semana durante dos semanas a una concentración de 15 mg/Kg de peso, induce la 

formación de FCA en rata (6.6 ± 0.40 y 10.5 + 1.89 FCA/zona colónica, de acuerdo a la 

tinción con azul de metileno y H&E, respectivamente), por lo que se considera un buen 

modelo para el estudio del estadio temprano del cáncer de colon, tanto con tinción con azul 

de metileno como con H&E. Este dato concuerda con lo reportado por Vanamala et al. 

(2006) quienes informaron que dos inyecciones en semanas consecutivas de AOM, con una 

dosis de 15 mg/kg de peso, inducen el desarrollo de FCA en ratas macho Sprague-dawley 

de manera significativa después de 10 semanas después de la última inyección. También 

Feregrino-Pérez et al. (2008) reportaron que dos inyecciones de AOM en ratas macho 

Sprague-Dawley con una dosis de 15 mg/kg de peso indujeron el desarrollo de FCA a las 5 

semanas después de la última inyección, lo que representa una etapa temprana del cáncer. 

En la Figura 30 se presentan algunas FCA encontradas en el grupo AOM teñidas con azul 

de metileno y Hematoxilina & Eosina respectivamente, las cuales presentan la morfología 

característica de las FCA, que incluye incremento de tamaño de la cripta comparadas con 

criptas adyacentes, forma ovalada, aumento visible del área pericriptal, exhiben epitelio 

engrosado y presentan más de un foco por cripta (Mori et al., 2005; Luo et al., 2006). En la 

misma figura se presentan imágenes del epitelio colónico correspondiente a los 6 grupos de 

tratamiento después de 9 semanas de tratamiento. 
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(A) 

              

 
 

              

 

(B) 

             

 

              

Figura 30. Fosas crípticas normales y aberrantes de colon distal del colon. Tinción con (A) 

azul de metileno y (B) H&E. (a) Control; (b) AOM; (c) FC; (d) FND; (e) 

FC+AOM; (f) FND+AOM. 
FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible; AOM = Azoximetano.  

Las FCA están indicadas con flechas rojas. 

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 

(a) (b)

B 

(c) 

(d) (e) 

(f) 

(f) 
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De acuerdo a la tinción con azul de metileno, el tratamiento con FND+AOM 

disminuyó significativamente el desarrollo de FCA en el colon distal comparado con el 

grupo AOM (1.5 + 0.72 FCA/zona distal vs. 6.6 ± 0.40 FCA/zona distal). La tinción con 

H&E mostró la misma tendencia con la disminución significativa de FCA en el grupo 

FND+AOM comparado con el grupo AOM. (4.6 + 0.68 FCA/zona distal vs. 10.5 + 1.89 

FCA/zona distal). A su vez, FC+AOM también disminuyó el desarrollo de FCA en el colon 

distal de ratas inducidas comparados con el grupo AOM por ambas tinciones (0.8 ± 0.20 y 

4.4 ± 1.81 FCA/zona distal por tinción con azul de metileno y H&E, respectivamente). 

Estos datos nos sugieren que tanto el FC como la FND actúan como un tratamiento 

protector del cáncer de colon en un estadio temprano o iniciación, y a su vez sugieren que 

la mayor parte del efecto quimoprotector del FC es proporcionado por la FND al no 

presentar diferencias significativas entre los resultados de ambos grupos de tratamiento. 

Los resultados son similares a lo reportado por Feregrino-Pérez et al. (2008), quienes 

observaron un efecto quimioprotector por parte de extractos de polisacáridos de frijol 

Negro 8025 en ratas inducidas con azoximetano, en donde el grupo FND+AOM presentó 

24.5 + 8.2 FCA/zona colónica comparado con el grupo AOM de 35.0 + 18.9 FCA/zona 

colónica, teñidas con azul de metileno.  

 

En el presente estudio se obtuvo un porcentaje de reducción del 77.27% y 56.19%  

en el número de FCA con el tratamiento con FND con tinción de azul de metileno y H&E 

respectivamente, lo cual es similar a lo informado por los autores antes mencionados 

quienes obtuvieron un porcentaje de reducción de FCA de 70% por el extracto de 

polisacáridos de frijol Negro 8025 en ratas inducidas químicamente. 

 

7.2.3 Efecto del FC y el FND sobre el nivel de pH en contenido cecal, colónico y fecal. 

 

Los datos referentes al efecto del FC y la FND sobre el nivel de pH de los 

contenidos cecal, colónico y fecal se muestran en el Cuadro 9.  
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Cuadro 9. Efecto del FC y la FND sobre el nivel de pH en contenido cecal, colónico y 

fecal. 

 

Grupo pH cecal pH colónico pH fecal 

CONTROL 7.54 + 0.09
ab

 7.25 + 0.11
a
 6.41 + 0.03

ab
 

FC 7.54 + 0.02
ab

 7.52 + 0.10
a
 6.53 + 0.04

a
 

FND 7.42 + 0.01
ab

 7.42 + 0.13
a
 6.32 + 0.05

b
 

AOM 7.56 + 0.09
a
 7.19 + 0.13

a
 6.41 + 0.02

ab
 

FC + AOM 7.21 + 0.10
b
 7.42 + 0.02

a
 6.44 + 0.03

ab
 

FND + AOM 7.32 + 0.03
ab

 7.47 + 0.02
a
 6.35 + 0.03

b
 

FC = Frijol cocido, FND = Fracción no digerible, AOM = Azoximetano. 

Los resultados representan la media de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones + error estándar. 

Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos, prueba de Tukey = 0.05. 

 

 El nivel de pH de las heces ha sido utilizado por algunos autores como una medida 

indirecta de la producción de ácidos grasos de cadena corta en colon (Hu et al., 2002). Los 

tratamientos evaluados no mostraron diferencias significativas en el nivel de pH en ninguno 

de los contenidos analizados (cecal, colónico y fecal), excepto el FC+AOM en contenido 

cecal, que presentaron el menor nivel de pH comparado con los demás grupos. Estos datos 

concuerdan con lo reportado por Nakanishi et al. (2003), quienes reportan que el 

tratamiento con esporas de C. butyricum y una dieta alta en almidón resistente no influye de 

manera significativa en el pH colónico de ratas inducidas con AOM. Aún y cuando no se 

presentaron diferencias significativas en el presente estudio, el grupo tratado con 

FND+AOM presentó ligeramente menor nivel de pH que el control AOM y que el control 

negativo en contenido cecal y fecal.  

 

El valor de pH en contenido cecal difiere de lo informado por Le-Leu et al. (2005) 

quienes reportan un intervalo de pH de 6.5 a 6.7 en ratas tratadas con diferentes porcentajes 

de almidón resistente e inducidas con AOM, mientras que en el presente estudio el 

tratamiento con FC o FND en ratas inducidas mostró un pH más básico (7.21 y 7.32, 

respectivamente) en esta zona colónica. De manera similar, el pH del contenido colónico 

difiere con lo reportado por Nakanishi et al. (2003) en ratas tratadas con almidón resistente 

e inducidas con AOM, ya que informan un pH de 6.4 y en este trabajo resultó un pH de 
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7.42 y 7.47 en FC+AOM y FND+AOM, respectivamente. Las variaciones pueden 

atribuirse a los diferentes tratamientos administrados entre los estudios mencionados y el 

presente; a su vez, en ambos estudios, además de la complementación de la dieta con 

almidón resistente como sustrato de fermentación se les administró a las ratas cepas de 

bacterias productoras de AGCC, L. acidophilus y/o B. lactis (Le-Leu et al., 2005) y C. 

butyricum (Nakanishi et al., 2003).  

 

7.2.4 Efecto del FC y el FND sobre la producción de AGCC en contenido cecal, 

colónico y fecal. 

 

 En el Cuadro 10 se muestra la concentración de AGCC en contenido cecal, 

colónico y fecal.  
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Cuadro 10. Efecto del FC y el FND sobre la producción de AGCC en contenido cecal, colónico y fecal. 

 
 

AGCC 

Grupo 

Contenido cecal 

 

Contenido colónico 

 

 

Contenido fecal 

Ác. acético 

 

Ác. 

propiónico 

 

Ác. butírico 

 

Ác. acético 

 

Ác. 

propiónico 

 

Ác. butírico 

 

Ác. acético 

 

Ác. 

propiónico 

 

Ác. butírico 

 

 

CONTROL 

 

 

13.40 + 1.4 

 

3.78 + 0.28 

 

 

3.37 + 0.22 

 

9.84 + 0.15 

 

3.19 + 0.04 

 

2.45 + 0.08* 11.48 + 0.67* 3.38 + 0.19 2.81 + 0.11* 

FC 10.36 + 0.37  3.14 + 0.08 2.81 + 0.11 10.28 + 0.28 3.21 + 0.06 2.37 + 0.05* 11.37 + 0.24* 3.14 + 0.02
 
 2.90 + 0.02* 

 

FND 

 

 

10.71 + 0.48 

 

3.27 + 0.11 

 

2.76 + 0.07 

 

10.28 + 0.16 

 

3.27 + 0.11 

 

2.53 + 0.03
* 

11.04 + 0.29* 3.32 + 0.04 3.37 + 0.04 

AOM 10.96 + 0.26 3.24 + 0.06 3.20 + 0.08 10.83 + 0.31 3.46 + 0.12 2.82 + 0.07 13.45 + 0.12 3.48 + 0.01 3.21 + 0.01 

 

FC + AOM 

 

 

10.86 + 0.41 

 

3.43 + 0.16 

 

3.05 + 0.12 

 

9.86 + 0.13 

 

3.32 + 0.06 

 

2.43 + 0.03* 12.03 + 0.31 3.59 + 0.03 2.58 + 0.02* 

FND + AOM 

 

10.74 + 0.23 3.27 + 0.08 2.86 + 0.08 10.20 + 0.85 3.35 + 0.15 2.63 + 0.08
 
 12.78 + 0.21 3.71 + 0.03 3.34 + 0.02 

FC = Frijol cocido, FND = Fracción no digerible, AOM = Azoximetano. 

Los resultados son expresados como mmol por gramo de muestra congelada.  

Los resultados representan la media de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones + error estándar. 

* Diferencia significativa en comparación con el grupo AOM  prueba de Dunnet = 0.05. 

9
5
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 Diversos autores han demostrado que los AGCC ejercen un efecto protector contra 

el desarrollo de neoplasias de colon en modelos animales, así como la modulación de genes 

importantes para detener la proliferación celular en diferentes líneas celulares 

transformadas de colon humano (Avivi-Green et al., 2002; Hangen y Bennink, 2002; 

Rouet-Benzineb et al., 2004; Chen et al., 2006).  

 

 Los valores de pH similares concuerdan con la producción de AGCC presentados 

en el Cuadro 10. El contenido cecal no presentó diferencia significativa entre los grupos 

FC+AOM y FND+AOM con respecto al control negativo o al grupo AOM. En el contenido 

colónico y fecal, el grupo FC+AOM presentó la menor cantidad de ácido butírico 

comparado con los grupos restantes. El grupo FND+AOM presentó mayor producción de 

AGCC en contenido colónico y fecal comparado con el grupo FC+AOM, con diferencia 

estadísticamente significativa sólo de ácido butírico en contenido fecal. Por otro lado, el 

grupo FND+AOM aunque no obtuvo diferencia significativa, presentó ligeramente mayor 

cantidad de ácido propiónico y butírico en contenido fecal comparado con el grupo AOM.  

 

 Los resultados presentados difieren de lo reportado por Feregrino-Pérez et al., 

(2008) quienes encontraron la mayor producción de ACGG en contenido cecal, comparado 

con contenido colónico y fecal, mientras que en este trabajo la mayor concentración de 

ácidos grasos se presenta en contenido fecal. Sin embargo, concuerdan con los mismos 

autores en cuanto a que el grupo de ratas tratadas con un extracto de polisacáridos de frijol 

Negro 8025 e inducido con AOM presentó la mayor producción en contenido fecal. Las 

diferencias en las concentraciones de AGCC entre ambos estudios se debe al tipo/variedad 

de frijol empleado; además la composición en el contenido de la FND susceptible de 

fermentación es diferente entre variedades dando como resultado también diferente 

producción de los AGCC. Resultados que sugieren que el frijol negro y su extracto de 

polisacáridos producen mayor concentración de AGCC. Sin embargo, el efecto 

quimioprotector que ejerce el extracto de polisacáridos de dicha variedad, concuerda con el 

observado en el presente estudio, en donde el tratamiento efectivamente está ejerciendo un 

efecto protector al reducir el desarrollo de FCA en colon distal.   
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 La similitud en la concentración de AGCC entre grupos de tratamiento y su 

relación con el efecto protector contra el desarrollo de FCA, pueden ser explicados de 

diferentes maneras. Los AGCC, especialmente el ácido butírico, presentan un efecto 

paradójico, en el cual los efectos sobre la proliferación y apoptosis dependen del tipo y 

estado de la población celular al que están dirigidos. Se ha demostrado que el ácido butírico 

suprime la proliferación en líneas celulares transformadas de colon. Por otro lado, en 

situaciones en donde la energía de las células colónicas es escasa, el ácido butírico estimula 

la proliferación, y por último, en tejido normal no presentan ningún efecto sobre 

proliferación (Sengupta et al., 2006). En el presente estudio se observó una concentración 

similar de AGCC entre los tratamientos, incluso en el grupo AOM. Sin embargo, los grupos 

tratados con FC+AOM y FND+AOM mostraron una protección reflejada en la baja 

incidencia de FCA, misma que pudiera ser producto de ese efecto paradójico en el que los 

ácidos grasos, aún en bajas concentraciones, pudieran estar ejerciendo protección para 

reparar el daño causado por el agente carcinogénico.  

 

 Cabe señalar que en el presente estudio la concentración de ácido butírico en 

contenido cecal fue de 3.05 y 2.86 mmol/g, en contenido colónico fue de 2.43 y 2.63 

mmol/g y en contenido fecal resultó de 2.58 y 3.34 mmol/g para los grupos FCA+AOM y 

FND+AOM, respectivamente. Davido et al. (2001) comprobaron que el ácido butírico a 

una concentración de 2 mmol/l disminuye la proliferación de células de adenocarcinoma de 

colon humano HT-29, lo que sugiere que se tiene la concentración mínima de ácido butírico 

para quimioproteger al colon. 

 

 Sin embargo, la hipótesis más fuerte que se deriva de estos resultados es que la 

quimioprotección ejercida por la FND en ratas inducidas con AOM se lleva a cabo a través 

de otros mecanismos moleculares alternos por lo que la producción de AGCC a partir de la 

fermentación de la FND no es la vía única por la que el frijol común puede proteger contra 

el desarrollo de cáncer de colon. Se sugiere que la FND obtenida a partir de la variedad 

Bayo Madero presenta un efecto protector similar a lo observado para la variedad Negro 

8025 (Feregrino-Pérez et al., 2008) pero con diferentes efectos de sus componentes y/o los 

metabolitos propios de cada variedad. 
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 Se sugiere que el desencadenamiento de otros mecanismos de protección 

diferentes al frijol Negro 8025 podría deberse a la presencia y actividad de algunos otros 

compuestos, como es el caso de los compuestos fenólicos y galactooligosacáridos 

cuantificados en este estudio, y otros como los péptidos bioactivos, que pueden influir en la 

prevención del desarrollo de FCA. Se ha demostrado que estos compuestos participan en la 

modulación de genes y proteínas involucradas en el arresto al ciclo celular, apoptosis y 

otros procesos celulares (Gonzalez de Mejia et al., 2003; Veeriah et al., 2007; Kuntz et al., 

2009; Torruco-Uco et al., 2009).  

 

 Los galactooligosacáridos no digeribles incrementan las especies bacterianas 

benéficas en colon y se ha informado una sinergia entre las células bacterianas y las del 

epitelio, por lo que estos compuestos tienen la capacidad de inhibir la unión de patógenos a 

las superficies celulares actuando competitivamente por los receptores de membrana, 

resultando en una reducida actividad de enzimas capaces de reactivar carcinógenos en 

colon (Tzortzis et al., 2005). Ambos tratamientos FC y FND, contienen considerable 

cantidad de galactooligosacáridos por lo que se sugiere que estos compuestos están 

participando en el mecanismo de protección contra el desarrollo de FCA. Además, tanto el 

FC como la FND también contienen compuestos fenólicos que pueden efectivamente 

inducir la muerte celular programada, diferenciación e inhibición del crecimiento de 

colonocitos transformados por medio de la regulación en los niveles de RNA mensajero de 

genes involucrados en estos procesos a través de los compuestos fenólicos como tal o los 

generados a partir de éstos por la fermentación colónica como el ácido 3-OH-fenilacético, 

3,4 diOH-fenilacético, 3-fenilpropiónico, entre otros (Veeriah et al., 2007; Wenzel et al., 

2000). Finalmente, se sugiere que los péptidos bioactivos con potencial anticarcinogénico 

pudieran estar presentes en la FND y pasar intactos a través del tracto gastrointestinal y ser 

liberados en el colon. Los péptidos bioactivos de diferentes leguminosas tienen propiedades 

anticarcinogénicas por la inducción de apoptosis a través de la activación de caspasa 3, 

inhibición de topoisomerasa 2 o reducción de la activación de NFkB e interleucina-6 

(González de Mejia y Prisecaru, 2005; Torruco-Uco et al., 2009). 
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7.2.5 Efecto del FC y el FND sobre la actividad enzimática de -glucoronidasa en 

contenido cecal, colónico y fecal. 

 

 Los resultados de la actividad enzimática de -glucoronidasa se presentan en la 

Figura 31.  

 

 

Figura 31. Actividad de la enzima -glucoronidasa en contenido cecal, colónico y fecal.  
FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible; AOM = Azoximetano. 

Los resultados representan la media de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones ± 

error estándar. 

Los resultados son expresados como nmol/min/gr de muestra. 

* Diferencia significativa con respecto al grupo AOM,  prueba de  Dunnett  = 0.05.  

 

La actividad de la enzima -glucoronidasa es relevante en el proceso de 

carcinogénesis de colon debido a su habilidad para hidrolizar una gran variedad de 

conjugados glucurónidos y así liberar metabolitos carcinógenos activos en el lumen 

intestinal (Rafter, 2002). Se ha sugerido por algunos autores que las dietas complementadas 

con diversos tipos de fibras pueden contribuir a la inhibición de cáncer de colon por medio 

de varios mecanismos, siendo uno de ellos el aumento de bacterias no patógenas y la 

fermentación por las mismas de las fibras, así como también la disminución en la población 
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bacteriana patógena como E. coli, que presenta una mayor actividad enzimática de -

glucoronidasa (Rao et al., 1998). 

 

 Los resultados de la Figura 31 nos muestran que, en los tres contenidos analizados, 

el consumo de FC o FND disminuye significativamente la actividad de esta enzima con 

respecto al grupo AOM. Esta disminución fue acompañada por la protección contra 

lesiones pre-cancerosas inducidas por el químico carcinógeno (AOM), sugiriendo que la 

reducción en el desarrollo de FCA puede ser consecuencia de la disminución de la actividad 

de esta enzima en contenido cecal, colónico y fecal, ya que la insuficiente cantidad de esta 

enzima previene la liberación de carcinógenos en colon y así no puede inducirse el daño 

producido en el grupo AOM. 

 

La disminución de la actividad enzimática concuerda con Nakanishi et al. (2003) en 

contenido cecal y colónico en ratas inducidas con AOM y tratadas con una dieta alta en 

almidón resistente y un probiótico, el C. butyricum. También nuestros resultados son 

similares a lo reportado por Manoj et al. (2001), quienes demostraron una disminución de 

la actividad enzimática en contenido colónico con dietas complementadas con fibra de coco 

y de frijol mungo en ratas inducidas con DMH. 

 

Los resultados sugieren que la reducción en la actividad de -glucoronidasa y la 

presencia de otros compuestos bioactivos como galactooligosacáridos, compuestos 

fenólicos y péptidos bioactivos en el FC y la FND mitigan el desarrollo de FCA. 

 

7.3  Análisis de la expresión génica de la cascada de señalización de p53 en el tejido de 

colon distal de ratas tratadas con la FND de la variedad Bayo Madero e inducidas 

químicamente con AOM en comparación con el grupo AOM.  

 

En base a que los resultados anteriores demuestran la misma tendencia de 

quimoprotección de ambos tratamientos, FCA+AOM y FND+AOM, en la inhibición del 

desarrollo de FCA y en la actividad de -glucoronidasa, se prosiguió a evaluar la expresión 

de genes únicamente en el grupo FND+AOM y el grupo AOM para su comparación. 
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El análisis de la expresión génica de la cascada de señalización de p53 muestra que 

42 genes de los 77 analizados fueron modulados al menos 2 veces (inducción o inhibición) 

en el grupo tratado con FND e inducido químicamente (FND+AOM) con respecto al grupo 

AOM (Cuadro 11 y Cuadro 12). Sin embargo, no pueden ser descartados aquellos genes 

que presentan al menos >1.1 veces cambio en su expresión. Los genes analizados 

pertenecen a diferentes vías de señalización como apoptosis, ciclo celular, proliferación, 

diferenciación reparación de ADN y respuesta inflamatoria. 
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Cuadro 11. Genes inducidos en tejido de colon distal de ratas tratadas con FND+AOM comparados con el grupo AOM agrupados por 

función biológica.  

 

Número de 
acceso Gene 

bank 
Símbolo  Función biológica Nombre del gen 

Grado de cambio (>2/ 

inducción) 

Grado de cambio 

(>1.1/ 

inducción) 

Apoptosis 
    

XM_216377 Bag1 Anti-apoptosis BCL2-associated athanogene +13.7   

NM_022274 Birc5 Anti-apoptosis Baculoviral IAP repeat-containing 5 +3.7   

NM_021846 Mcl1 Anti-apoptosis Myeloid cell leukemia sequence 1 +7.3   

NM_030989 Tp53 
Inducción de apoptosis, regulación negativa del ciclo 
celular y reparación de ADN 

Tumor protein p53 +9.3   

NM_019221 Tp73l Inducción de apoptosis y arresto al  ciclo celular Tumor protein p73-like   +1.3 

AI406530 Traf1 Inducción de apoptosis 
Transcribed locus, strongly similar to NP_033447.2 Tnf  
receptor-associated factor 1 [Mus musculus] 

+2.3   

NM_017059 Bax Inducción de apoptosis Bcl2-associated X protein +3.5   

NM_022684 Bid Inducción de apoptosis BH3 interacting domain death agonist   +1.1 

NM_053420 Bnip3 Inducción de apoptosis BCL2/adenovirus E1B 19 kDa-interacting protein 3 +3.3   

NM_024127 Gadd45a Inducción de apoptosis Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha +18.3   

XM_215421 Foxo3 
Inducción de apoptosis y reparación de daño 
oxidativo 

Forkhead box O3 +2.4   

XM_342346 Nfkb1 
Regulación positiva o negativa de la apoptosis, 
proceso inflamatorio y proliferación celular  

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene  
enhancer  in  B-cells 1 

+3.4   

NM_012675 Tnf 
Apoptosis, anti-apoptosis, respuesta inflamatoria, 
diferenciación, proliferación y sobrevivencia celular  

Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) +2.5   

XM_235061 Cradd Inducción de apoptosis 
CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death 
domain 

+2.7   

Ciclo celular 
    

NM_012923 Ccng1 Regulación positiva del ciclo celular Cyclin G1 +31.1   

XM_223270 Ccng2 Regulación positiva del ciclo celular Cyclin G2 +2.9   

NM_052981 Ccnh Regulación positiva del ciclo celular Cyclin H +2.5   

NM_019296 Cdc2 Regulación positiva del ciclo celular Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M   +1.9 

NM_053593 Cdk4 Regulación positiva del ciclo celular Cyclin-dependent kinase 4 +3.0   

XM_225138 Dapk1 Regulación positiva del ciclo celular Death associated protein kinase 1 +2.0   

NM_031606 Pten Regulación negativa del ciclo celular  Phosphatase and tensin homolog +6.8   

NM_080782 Cdkn1a Regulación negativa del ciclo celular Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) +5.5   

XM_232745 Sfn Regulación negativa del ciclo celular Stratifin +6.7   

NM_032612 Stat1 Regulación negativa del ciclo celular Signal transducer and activator of transcription 1 +4.2   

NM_022548 Zmat3 Regulación negativa del ciclo celular Zinc finger, matrin type 3   +1.5 

1
0
2
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Los resultados fueron normalizados con genes control y los valores presentan el grado de cambio en el ARN mensajero de ratas tratadas con FND e 

inducidas con AOM relativo a las ratas AOM-inducidas. 

FND: Fracción no digerible; AOM: Azoximetano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Proliferación y crecimiento celular 
   

NM_031515 Kras 
Regulación positiva o negativa de la proliferación 
celular 

V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene  
homolog 

+5.5   

XM_213418 Ppm1d Regulación negativa de la proliferación celular  
Protein phosphatase 1D magnesium-dependent,  
delta  isoform 

  +1.3 

NM_017259 Btg2 Regulación negativa de la proliferación celular B-cell translocation gene 2, anti-proliferative   +1.2 

NM_012551 Egr1 
Regulación del crecimiento celular, proliferación y 
diferenciación 

Early growth response 1   +1.9 

XM_236927 Parc 
Regulación de la proliferación celular, ciclo celular y 
apoptosis  

P53-associated parkin-like cytoplasmic protein   +1.5 

Reparación de ADN 
    

NM_024148 Apex1 Reparación de ADN 
APEX nuclease (multifunctional DNA repair  
enzyme) 1 

  +1.7 

NM_053354 Dnmt1 Reparación de ADN, silenciamiento genético DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 +9.3   

NM_031058 Msh2 Reparación de ADN MutS homolog 2 (E. coli)   +1.8 

NM_022381 Pcna 
Reparación de ADN y  regulación de la proliferación 
celular 

Proliferating cell nuclear antigen +4.6   

NM_001006999 Xrcc4 Reparación de ADN 
X-ray repair complementing defective repair in  
Chinese  hamster cells 4 

  +1.2 

NM_177419 Xrcc5 Reparación de ADN 
X-ray repair complementing defective repair in  
Chinese  hamster cells 5 

+3.2   1
0
3
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Cuadro  12. Genes inhibidos en tejido de colon distal de ratas tratadas con FND+AOM comparados con el grupo AOM agrupados por 

función biológica.  

Número de acceso 
Gene bank 

Símbolo  Función biológica Nombre del gen 
Grado de cambio 

(>2/ 

inhibición) 

Grado de cambio 

(>1.1/ 

inhibición) 

Apoptosis    Apoptosis 

NM_016993 Bcl2 Anti-apoptosis B-cell CLL/lymphoma 2 -3.5  

NM_023979 Apaf1 Inducción de apoptosis Apoptotic peptidase activating factor 1  -1.2 

NM_022522 Casp2 Inducción de apoptosis Caspase 2 -2.9  

NM_031632 Casp9 Inducción de apoptosis Caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase  -1.6 

NM_152937 Fadd Inducción de apoptosis Fas (TNFRSF6)-associated via death domain  -1.3 

NM_012908 Faslg Inducción de apoptosis Fas ligand (TNF superfamily, member 6) -2.0  

XM_344431 Tnfrsf10b Inducción de apoptosis Tumor necrosis factor receptor superfamily,  
member 10b 

-2.0  

XM_223012 Tp53bp2 Gen relacionado con apoptosis y crecimiento celular Tumor protein p53 binding protein, 2 -2.3  

XM_342992 Tp73 Inducción de apoptosis y arresto al ciclo celular Tumor protein p73 -12.0  

Ciclo celular     

NM_001009470 Ccnb2 Regulación positiva del ciclo celular Cyclin B2  -1.4 

XM_342804 Ccne2 Regulación positiva del ciclo celular Cyclin E2 -2.6  

NM_133571 Cdc25a Regulación positiva del ciclo celular Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe)  -1.2 

XM_226071 Cdc25c Regulación positiva del ciclo celular Cell division cycle 25 homolog C (S. pombe) -9.2  

NM_031550 Cdkn2a Regulación negativa del ciclo celular Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A -2.4  

NM_080400 Chek1 Regulación negativa del ciclo celular CHK1 checkpoint homolog (S. pombe)  -1.1 

NM_053677 Chek2 Regulación negativa del ciclo celular CHK2 checkpoint homolog (S. pombe)  -1.3 

XM_001055762 Rprm Regulación negativa del ciclo celular Reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator  
candidate 

-3.3  

NM_031534 Wt1 Regulación negativa del ciclo celular Wilms tumor 1 -2.6  

XM_230765 E2f1 Regulación positiva del ciclo celular y proliferación 
celular 

E2F transcription factor 1 -18.4  

XM_344434 Rb1 Control del ciclo celular Retinoblastoma 1  -1.5 

XM_218820 Prc1 Gen relacionado con el ciclo celular  Protein regulator of cytokinesis 1  -1.9 

XM_236275 Atm Regulación del ciclo celular, detección de daño al 
ADN y estabilización de p53 

Ataxia telangiectasia mutated homolog (human)  -1.4 

NM_031542 Brca2 Regulación del ciclo celular y reparación 
cromosómica   

Breast cancer 2  -1.6 

XM_576312 Ep300 Regulación del ciclo celular y co-activador 
transcripcional  

E1A binding protein p300  -1.5 

Respuesta inflamatoria     

NM_012589 Il6 Regulación positiva de la proliferación celular  y 
respuesta inflamatoria  

Interleukin 6  -1.5 

NM_021835 Jun Gen relacionado con inflamación, crecimiento 
celular, proliferación y diferenciación  

Jun oncogene -13.7  

1
0
4
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Reparación de ADN     

XM_225045 Lig4 Reparación de ADN Ligase IV, DNA, ATP-dependent  -1.7 

XM_346005 LOC367198 Regulación del ciclo celular y detección de daño al 
ADN  

Similar to Serine/threonine-protein kinase ATR  
(Ataxia  telangiectasia and Rad3-related protein) 

-6.8  

XM_578496 RGD1566319 Respuesta al daño al ADN y estrés oxidativo  Similar to Sestrin 2 (Hi95)  -1.7 

XM_228273 Rev3l Reparación de AND REV3-like, catalytic subunit of DNA polymerase zeta 
(yeast) 

 -1.7 

                 Proliferación, crecimiento celular y otros mecanismos    

NM_012514 Brca1 Regulación negativa de la proliferación celular y del 
ciclo cellular  

Breast cancer 1  -1.6 

XM_215451 Vcan Regulación positiva de la proliferación celular y anti-
apoptosis 

Versican -2.0  

NM_012689 Esr1 Crecimiento celular y diferenciación  Estrogen receptor 1 -2.0  

NM_176079 Myod1 Crecimiento celular y diferenciación  Myogenic differentiation 1 -11.8  
NM_022391 Pttg1 Gen relacionado con el crecimiento celular, 

proliferación y diferenciación  
Pituitary tumor-transforming 1  -1.3 

XM_228146 Sirt1 Regulación epigenética de la transcripción  Sirtuin (silent mating type information regulation 2 
homolog) 1  D47(S. cerevisiae) 

 -1.2 

Los resultados fueron normalizados con genes control y los valores presentan el grado de cambio en el ARN mensajero de ratas tratadas con FND e 

inducidas con AOM relativo a las ratas AOM-inducidas. 

FND: Fracción no digerible; AOM: Azoximetano. 

 

 

 

1
0
5
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En la Figura 32 se muestra las veces que fueron modulados en su expresión los 

genes analizados en el grupo FND+AOM con respecto al grupo AOM, haciendo hincapié 

en los genes que fueron regulados por lo menos 2 veces positiva o negativamente. En la 

Figura 33 se muestran los genes que fueron inducidos en su expresión >2 veces por la 

FND en el grupo inducido químicamente comparado contra el grupo AOM; mientras que, 

en la Figura 34 se muestran los genes que fueron inhibidos en su expresión <2 veces por la 

FND en el grupo inducido con AOM comparado contra el grupo AOM. 

 

Figura 32. Comparación de las secuencias moduladas positivamente (aros rojos) y 

negativamente (aros verdes), al menos 2 veces en su expresión, en tejido de 

colon distal de ratas tratadas con la FND e inducidas con AOM (Grupo 1) con 

respecto a las ratas inducidas con AOM (Grupo control). 
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Figura 33. Genes inducidos en su expresión en ratas tratadas con FND e inducidas con AOM respecto al grupo AOM.   
Nota: se grafican sólo aquellos genes que presentaron una modulación >2. 

1
0
7
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Figura 34. Genes inhibidos en su expresión en ratas tratadas con FND e inducidas con AOM respecto al grupo AOM.   
Nota: se grafican solo aquellos genes que presentaron una modulación >2. 

 

1
0
8
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p53 es un gen supresor de tumor que actúa como un factor de transcripción que se 

une al ADN de una manera secuencia-específica para activar o suprimir la transcripción de 

genes blanco involucrados en procesos como apoptosis, ciclo celular, proliferación y  

crecimiento celular, así como reparación de ADN en condiciones normales o en respuesta 

al estrés celular o genotóxicos (Ho y Benchimol, 2003; Rahman-Roblick et al. 2007). El 

gen p53 resultó sobreexpresado 9.3 veces en el grupo FND+AOM comparado con el grupo 

AOM (Cuadro 11). A su vez, algunos genes que participan en el ciclo celular fueron 

modulados, tal es el caso de Cdkn1a (p21) que fue inducido 5.5 veces en su expresión, 

mientras Ccne2 (Ciclina E2) y Cdkn2a fueron inhibidos -2.6 y -2.4 veces, respectivamente 

(Cuadro 11). El incremento observado del RNA mensajero de p21, un inhibidor de Cdk, ha 

sido mostrado como uno de los principales blancos transcripcionales de p53, lo que en 

conjunto conduce al primer punto de control en el ciclo celular en la fase G1 (Mahyar-

Roemer y Roemer, 2001). Una vez que p53 induce la transcripción de p21, este último 

actúa inhibiendo a los complejos ciclinas-cdk necesarios para la transición de la fase G1 a S 

(Damia y Broggini, 2004). La Ciclina E2 es uno de los reguladores más importantes del 

ciclo celular y su expresión fue inhibida en -2.6 veces por la FND en el presente trabajo. De 

igual forma, Rb1 (retinoblastoma) y E2f1 fueron inhibidos -1.5 y -18.4 veces, 

respectivamente (Cuadro 12). El gen retinoblastoma (Rb) codifica a una fosfoproteína 

nuclear de 105 kD que en estado no fosforilado se liga y suprime al factor de transcripción 

E2f1, cuya actividad es esencial para la transición G1/S (Foijer y te Riele, 2006). Los 

resultados sobre la regulación de los genes p21, Ciclina E2, Rb y E2f1 nos sugieren un 

posible arresto al ciclo celular en la fase G1/S inducido por el tratamiento con FND. El 

aumento en la expresión de p21 y la inhibición en la expresión de Rb1 concuerdan con los 

datos mostrados por Feregrino-Pérez et al. (2008), quienes sugirieron un arresto al ciclo 

celular en fase G1 en el colon distal de ratas inducidas con AOM como resultado del 

tratamiento con extracto de polisacáridos obtenidos de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

variedad Negro 8025. Por otro lado, se ha demostrado en diferentes líneas celulares de 

cáncer de colon humano que los oligosacáridos inducen el arresto al ciclo celular, 

acompañado de la regulación en la expresión de p21, ciclinas y algunas cinasas (Kuntz et 

al., 2009). La FND que se utilizó como tratamiento protector en este estudio contiene una 

considerable cantidad de oligosacáridos (rafinosa, estaquiosa y verbascosa) cuantificados 



110 

 

por HPLC, por lo que es probable que dichos compuestos participen en un arresto al ciclo 

celular por la modulación de los genes anteriormente mencionados.  

 

Por otro lado, existe otro gen (metiltransferasa) capaz de reprimir la transcripción 

de promotores que contienen sitios de unión a E2f1, impidiendo así la transcripción de 

genes involucrados en proliferación y progresión del ciclo celular (Robertson et al., 2000). 

Este gen, Dnmt1, resultó 9.3 veces sobre-expresado en el grupo FND+AOM con respecto 

al grupo AOM (Cuadro 11) y se ha demostrado que tiene la capacidad de formar complejos 

estables con Rb, E2f1 e Hdac1, participando de esta manera en el arresto al ciclo celular. 

Sin embargo, Dnmt1 también tiene una función en el silenciamiento de genes por medio de 

metilación de ADN y uno de los genes que se han visto implicados en la inhibición por este 

gen es Cdkn2a, lo que concuerda con los datos obtenidos en el arreglo de PCR presentando 

represión en la expresión (-2.4 veces, Cuadro 12) probablemente por la acción metiladora 

de Dnmt1 en la región promotora de Cdkn2a. Lo anterior se ha observado en células 

HC116 donde se determinó que la depleción de Dnmt1 conduce a una pérdida progresiva 

tiempo-dependiente de la metilación de la región promotora de Cdkn2a (Robert et al., 

2003). Además, también resultó inhibida la expresión de Myod1 (-11.8 veces), cuya 

proteína participa en la apoptosis y diferenciación mediados por PUMA, p21 y miogenina 

(Harford et al., 2010) y se ha demostrado que puede ser altamente metilado y, por lo tanto, 

silenciado (Hiranuma et al., 2004; Kawakami et al., 2006). 

 

También se ha informado que p53 disminuye transcripcionalmente la expresión de 

Cdc25c y Ccnb2 (Ciclina B), ciclina que forma un complejo con Cdc2 para inducir la 

mitosis, y que dicho bloqueo promueve la inhibición del ciclo celular antes de que la célula 

entre en proceso de mitosis (Imbriano et al., 2005). En el presente estudio se observó una 

disminución en la expresión de Ccnb2 de -1.4 veces y de Cdc25c de -9.2 veces (Cuadro 

12), resultado que sugiere un arresto al ciclo celular en la fase G2/M. Además, la 

transcripción de Gadd45a también es activada por p53. Se ha informado que Gadd45a 

funciona como punto de control en el ciclo celular en la transición de la fase G2 a M 

contribuyendo a la inhibición de Ccnb2 (Hildesheim y Fornace, 2002) y su expresión fue 

inducida 18.3 veces en el grupo FND+AOM (Cuadro 11). Igualmente, Gadd45a ha sido 
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implicado en la reparación de escisión de ADN mediante su interacción con el antígeno 

nuclear de células en proliferación (Pcna) (Jung et al., 2007), cuya expresión génica 

incrementó 4.6 veces en el grupo FND+AOM con respecto al grupo AOM (Cuadro 11). Lo 

anterior sugiere que la sobreexpresión e interacción de ambos confieren un mecanismo 

importante de protección contra el desarrollo de FCA implicando la reparación del ADN. 

Por otro lado, Pcna interactúa con enzimas involucradas en la reparación de ADN como 

Mlh1 y Msh2, quienes inician el proceso de reparación de ADN por reconocimiento de 

pérdida de bases (Li et al., 2008) y fueron inducidas 1 y 1.8 veces en su expresión por el 

tratamiento con la FND en comparación con el grupo AOM (Cuadro 11). Además, Xrcc5, 

gen que participa en la reparación de la ruptura de la doble cadena del ADN uniéndose 

directamente a la molécula de ADN y reclutando otras proteínas de reparación (Sengupta y 

Roychoudhury, 2005), fue inducido 3.2 veces por la FND (Cuadro 11). Estos resultados 

proponen que el tratamiento potencialmente induce la reparación del ADN por medio del 

sinergismo entre los diferentes genes como un mecanismo alterno de protección. Campos-

Vega et al. (2010) determinaron el efecto de la fracción no digerible de frijol Bayo Madero 

en la sobrevivencia de células de cáncer de colon humano HT-29 y, a diferencia de los 

resultados obtenidos en este trabajo, obtuvieron una disminución en la expresión de Pcna, 

Xrcc5, Gadd45a y Mlh1. La diferencia observada presuntamente se debe a los diferentes 

estadios de cáncer con que se trabajaron en ambos estudios. Dichos autores trabajaron sobre 

un estadio tardío del cáncer e in vitro, mientras que en el presente estudio se evaluó el 

estadio temprano e in vivo en el que la sobreexpresión de estos genes sería muy importante 

para prevenir o reparar los daños generados por el carcinógeno, evitando así el desarrollo 

de las siguientes etapas del cáncer en las ratas inducidas con AOM. Sin embargo, dichos 

autores observaron un aumento en el gen Msh2, que como ya se mencionó es importante 

para la reparación de ADN, lo que concuerda con lo observado en el presente estudio, 

sugiriendo que la FND de Bayo Madero induce la reparación de ADN tanto en células de 

cáncer humano HT-29 como en estadio temprano del cáncer en rata. 

 

El producto del gen Sfn (14-3-3 ), inducido por p53 en respuesta al daño al ADN, 

ha sido implicado en el arresto al ciclo celular entre la fase G2 y M y actúa como un gen 

supresor de tumor en cáncer colorrectal (Hermeking et al., 1997). 14-3-3  puede unirse e 



112 

 

inhibir a varias cinasas dependientes de ciclinas (Cdk2, Cdc2 y Cdk4) y las Ciclinas B1 y 2 

(Laronga et al., 2000), además de inactivar a Cdc25c, el cual fue inhibido por la FND, 

previniendo la iniciación de la mitosis. Según los resultados obtenidos, 14-3-3  fue 

inducido 6.7 veces por el tratamiento FND+AOM comparado con el grupo AOM (Cuadro 

11), con lo cual se sugiere que la modulación de este gen podría contribuir junto con 

Ccnb2, Cdc25c y Gadd45a a un arresto al ciclo celular en la fase G2/M (Luk et al., 2005). 

 

Foxo3 es un gen que transcribe para un factor de transcripción perteneciente a la 

familia Foxo, quienes median proliferación, sobrevivencia, diferenciación, reparación de 

ADN y defensa contra el estrés oxidativo (Lam et al., 2006). La expresión del gen Foxo3 

aumentó 2.4 veces en el grupo FND+AOM comparada contra el grupo AOM (Cuadro 11). 

Se ha demostrado que Foxo3 induce la transcripción de los genes Gadd45a, Cdkn1a (p21) y 

Bnip3 (Greer y Brunet, 2005; Lam et al., 2006). Por lo que la sobreexpresión de estos 

genes en este estudio pudiera inducirse también por medio de la acción directa de Foxo3, 

actuando como factor de transcripción o promoviendo la actividad y estabilidad de p53, 

como se ha mencionado en otros estudios (You et al., 2006).  

 

Ras puede regular los procesos que están normalmente asociados con la 

adquisición de un fenotipo transformado o que promueven la detención del crecimiento por 

arresto al ciclo celular y la muerte por apoptosis. El tratamiento con FND aumentó la 

expresión de Ras 5.5 veces comparado con el grupo AOM (Cuadro 11), probablemente 

suficiente para inducir la expresión de Cdkn1a (p21) y disminuir la de Cdc25 mediada por 

Raf (Frame y Balmain, 2000).  

 

p53 también se ha identificado como el más importante factor de transcripción que 

induce apoptosis mediante la modulación de diferentes genes implicados directa o 

indirectamente en la inducción de las vía de señalización que finalizan con la muerte celular 

programada (O’Brate y Giannakakou, 2003). La FND extraída de frijol común variedad 

Bayo Madero indujo una variedad de genes implicados en apoptosis. Dentro de la vía 

intrínseca, se indujeron los genes Bax (3.5 veces) y Bnip3 (3.3 veces) (Cuadro 11), genes 

pro-apoptóticos, quienes a su vez disminuyen actividad del gen anti-apoptótico Bcl2, que 
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fue inhibido -3.5 veces en su expresión (Cuadro 12), lo que conlleva a una posible 

despolarización de la membrana mitocondrial induciendo la liberación de citocromo C al 

citosol con la consecuente inducción de muerte celular por apoptosis (Pawlowski y Kraft, 

2000). La relación Bax/Bcl-2 determina la susceptibilidad de una célula a la apoptosis (Bai 

y Meng, 2005) y Bnip3 inhibe directamente a Bcl-2 después de ser activado por señales 

intracelulares de muerte (Ray et al., 2000). Una vez que citocromo C se libera al citosol 

desde la mitocondria, se une con Apaf-1 y Caspasa 9 para formar un complejo llamado 

apoptosoma, el cual activa a Caspasa 3, enzima que induce otras proteínas y enzimas para 

que se lleve a cabo la fragmentación de ADN y la muerte celular por apoptosis.  

 

En este estudio, los genes Apaf-1, Casp 2 y Casp 9 fueron inhibidos -1.2, -2.9 y -

1.6 veces, respectivamente (Cuadro 12), sugiriendo que la cantidad expresada de estos 

genes es suficiente para inducir apoptosis o que este proceso de muerte pudiera de igual 

forma ser llevado a cabo por la acción del citocromo C liberado, pero independiente de la 

activación de Casp2 y Casp9. Comportamiento que demuestran Marsden et al. (2004) 

quienes concluyen que Casp2 y Casp9 son importantes pero no indispensables para que se 

concrete la muerte celular por apoptosis en timocitos 2
-/-

9
-/-

, ya que las células en proceso 

de muerte presentan las mismas características de apoptosis como exposición de 

fosfatidilserina y fragmentación de ADN una vez que son expuestas a irradiación, y que 

probablemente la muerte implica la acción de otras caspasas.  

 

En la investigación se sugiere que la FND podría desencadenar el proceso de 

apoptosis por la activación de caspasa 3 directamente a través de citocromo C o por una vía 

independiente de caspasas, como fue sugerido por Shrivastava et al. (2006), quienes 

reportan que la apoptosis inducida por yodo en células MCF las cuales no expresan una 

caspasa 3 funcional, es independiente de la activación de caspasas e involucra la pérdida de 

la polaridad de la membrana mitocondrial, el incremento en la expresión de Bax, 

disminución de Bcl-2 y la liberación de AIF desde la membrana mitocondrial. La liberación 

de AIF, Smac/DIABLO, HtrA2/Omi y Endo G desde la membrana induce muerte celular 

independientemente de caspasas (Ravagnan et al., 2002). 
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La inducción de Bax y la inhibición de Bcl-2 por la FND de frijol cocido Bayo 

Madero concuerda con los resultados observados por Feregrino-Pérez et al. (2008) por 

efecto de los polisacáridos de frijol Negro 8025 en ratas inducidas con AOM. Además, la 

FND de Bayo Madero indujo 1.1 veces la expresión de Bid con respecto al grupo AOM 

(Cuadro 11), lo que apunta a que este gen pudiera activar a otras caspasas. La modulación 

de los genes Bax, Bnip3, Bid y Bcl-2 sugirieren un efecto potencial de la FND de Bayo 

Madero sobre la activación de muerte celular por apoptosis. Yu et al. (2004) demostraron 

que el ARN mensajero de Bax es sobreexpresado y el de Bcl-2 es inhibido en células HT-

29 por genisteína, una isoflavona, en una manera dosis-dependiente. La FND de Bayo 

Madero contiene compuestos fenólicos y taninos condensados, se ha informado en la 

literatura que una parte de ellos pueden llegar intactos al colon y presentar efectos 

protectores sobre las células de dicho órgano (Saura-Calixto et al., 2007).  

 

Por otro lado, la expresión de Fadd y Faslg fue disminuida -1.3 y -2.0 

respectivamente (Cuadro 12), con lo que se sugiere que el probable desencadenamiento de 

apoptosis en el grupo FND+AOM se lleve a cabo en mayor proporción por la vía 

intrínseca. Además, otra vía de promoción de apoptosis la pudiera estar induciendo Stat1, 

ya que resultó sobre-expresado 4.2 veces en el grupo FND+AOM (Cuadro 11) y se ha 

demostrado por otros autores que es un gen importante para desencadenar de manera 

óptima el proceso de apoptosis a través de múltiples estímulos, como la inducción en la 

expresión de p21, el cual resultó sobreexpresado en este trabajo, promoviendo así la 

liberación de citocromo C y activación de caspasa 3 (Agrawal et al., 2002). 

 

La inducción de genes de los diferentes mecanismos moleculares evaluados 

también puede ser modulada por otros 2 miembros de la superfamilia p53 de factores de 

transcripción, cuya función es muy similar, aunque no idéntica, a la de p53 (Lin et al., 

2009). Estos miembros son Tp73l (p63) y Tp73, los cuales aumentaron 1.3 veces (Cuadro 

11) y disminuyeron -12 veces (Cuadro 12) en su expresión, respectivamente, lo que nos 

sugiere que al menos p63, que resultó sobreexpresado, pudiera contribuir a la inducción de 

genes de reparación de ADN, realzando los efectos apoptóticos de p53 (Flores et al., 2002) 

y por lo tanto a la quimioprotección por parte de la FND del frijol. 
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Pten (gen supresor de tumor) está involucrado en la modulación de la adhesión, 

migración e invasión celular a través de la inhibición de la proteína adaptadora Shc y de la 

proteína quinasa de adhesión focal Fak (Tamura et al., 1999; Haier y Nicolson, 2002). Uno 

de los hallazgos encontrados en este estudio fue precisamente la inducción de Pten 6.8 

veces en el grupo FND+AOM comparado contra el grupo AOM (Cuadro 11), lo cual 

sugiere que el efecto quimioprotector del FND pudiera promoverse evitando la adquisición 

de un fenotipo invasivo y/o metastático de las células tumorales a través de la inhibición de 

la migración celular. 

 

Nfkb es un gen clave en la respuesta inmune innata, inflamación y sobrevivencia 

celular. Sin embargo, se ha documentado que este gen presenta una función paradójica en el 

sentido de que también ejerce una función pro-apoptótica, bajo ciertas circunstancias, a 

través de la inducción de algunos genes como receptores de muerte de Tnf (Campbell, 

2004) y la inducción en la expresión del gen p53, así como su estabilización, iniciando la 

cascada de señalización de apoptosis (Fujioka et al., 2004). La FND aumentó la expresión 

de Nfkb 3.4 veces en ratas inducidas con respecto al grupo AOM (Cuadro 11). A su vez, 

Tnf resultó inducido 2.5 veces (Cuadro 11) lo que nos sugiere una contribución por parte de 

Nfkb al desencadenamiento de apoptosis a través de receptores de muerte Tnf y la 

activación de Bid e indirectamente mediante la activación de la señalización de apoptosis y 

ciclo celular por medio de la inducción de p53, cuya expresión resultó también inducida en 

su expresión. Estos datos sugieren que ambos mecanismos podrían ser activados por Nfkb 

debido a que se está trabajando una etapa temprana de cáncer y, que por este motivo, el gen 

aún no sufre alguna afectación por mutaciones o aberraciones que bloqueen su actividad 

pro-apoptótica, adquiriendo una potencial función anti-apoptótica, como sugieren Wu y 

Miyamoto (2008). 

 

Diversos autores han demostrado que Jun antagoniza la actividad pro-apoptótica y 

anti-proliferativa de p53 en la etapa de iniciación del desarrollo del cáncer (Maeda y Karin, 

2003). La fosforilación de Jun por la cinasa JNK conduce a la activación del factor de 

transcripción AP-1 y éste a su vez activa a un rango amplio de genes diseñados para 
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proteger a las células de condiciones ambientales adversas, incluyendo al gen Il6 (Cahill y 

Rogers, 2008), el cual es normalmente inducido en respuesta inflamatoria (Ahn y 

Aggarwal, 2005). En este estudio, ambos genes Jun e Il6 fueron inhibidos por la FND -13.7 

y -1.5 veces, respectivamente (Cuadro 12), indicando que el tratamiento con FND 

presumiblemente protege contra una respuesta inflamatoria por inhibición de la vía pro-

inflamatoria mediada por Il6 y de esta manera contribuye a la prevención del desarrollo de 

cáncer de colon. 

 

La respuesta de los tejidos analizados ante la agresión causada por el AOM y la 

protección promovida por la FND del frijol Bayo Madero, también mostró algunas 

contradicciones. Tal es el caso de Bag1, el cual es un gen importante para el crecimiento y 

progresión del tumor (Clemo et al., 2008), y que fue sobre-expresado 13.7 veces en el 

grupo FND+AOM (Cuadro 11); Birc5 (survivin), importante inhibidor de apoptosis y 

promotor de la proliferación en cáncer colorectal (Chen et al., 2004), fue inducido 3.7 veces 

(Cuadro 11); y Rprm, gen que conduce a arresto al ciclo celular entre fase G2 y M, 

regulando actividad de Cdc2 y Ciclina B1 (Ohki et al., 2000), resultó disminuido en su 

expresión -3.3 veces (Cuadro 12); entre otros genes. La activación de eventos 

contradictorios de vías de señalización y el dinámico balance entre estas vías puede ser 

importante para elegir si una célula sobrevive o se somete a apoptosis. La decisión entre 

morir o no morir es una cuestión de cada célula individual, pues cada célula responde al 

daño y logra un equilibrio fisiológico ya sea dirigiéndose a apoptosis o a la sobrevivencia 

(Iacomino et al., 2001; Nair et al., 2004). 

 

La diferencia en el grado de daño celular es otro parámetro determinante sobre la 

capacidad de la célula para lograr su reparación. Las células que fueron menos dañadas por 

el AOM lograron ser mayormente reparadas por la FND a través del arresto en ciclo 

celular, mientras que, en las mayormente dañadas, la FND las dirigió hacia su muerte por la 

vía apoptótica. Más aún, la sobreexpresión no esperada de oncogenes y la disminución en la 

expresión de algunos genes supresores de tumores también puede reflejar el análisis de 

diferentes tipos celulares a lo largo de la cripta. En la morfogénesis normal del colon los 

genes involucrados en el ciclo celular y proliferación son mayormente expresados en la 
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base de la cripta, mientras que los genes que inducen apoptosis son expresados en la 

superficie de la cripta. Los resultados obtenidos a partir de los arreglos de PCR cuantitativo 

representan la suma de la expresión de genes a lo largo de la cripta (Kosinski et al., 2007). 

 

Finalmente, es importante señalar que Campos-Vega et al. (2010) demostraron que 

el extracto de la fermentación de la FND del frijol común variedad Bayo Madero induce la 

muerte celular genéticamente programada, así como también arresto al ciclo celular en las 

fases G1/S y G2/M en células de adenocarcinoma de colon humano HT-29. Además, 

demostraron que afecta negativamente el desencadenamiento de procesos inflamatorios, 

inhibiendo de esta manera la sobrevivencia de las dichas células. Sin embargo, estos 

autores reportan un perfil de expresión diferente en comparación con los genes del presente 

estudio, ya que ellos encuentran principalmente una inhibición de p53, el cual se ha 

reportado mutado y altamente expresado en las células HT-29, y a su vez encontraron 

disminuidos a Nfkb, Pcna, Bid, Tnf y aumentados Jun, Mdm4, entre otros. Estos datos 

sugieren, que la diferente modulación de genes encontrada por estos autores en comparación 

con la observada en este estudio puede ser: a) resultado de la función de cada gen en los 

diferentes estadios de cáncer analizado, b) inherente al modelo utilizado (in vitro vs in vivo) y/o 

c) el origen de las muestras (humano vs rata). Sin embargo, ambos estudios concluyen que el 

tratamiento con la FND de la misma variedad de frijol induce el desencadenamiento de los 

mismos mecanismos moleculares pero a través de la modulación de diferentes genes en ambos 

modelos utilizados (in vivo e in vitro) y en diferentes etapas del cáncer, reforzando la relevancia 

de este trabajo. 

 

 

7.3.1 Propuesta del mecanismo de protección de la FND sobre ratas inducidas 

químicamente. 

 

 Las Figuras 35 y 36 muestran los posibles mecanismos que la FND induce para 

finalizar con un arresto al ciclo celular en fase G1/S y en G2/M y contribuye a la reparación 

de ADN en ratas inducidas con AOM, sugiriendo que estos son algunos de los procesos por 

los cuales la FND proporciona quimioprotección ante el desarrollo de cáncer de colon en 
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etapas tempranas, es decir, una mezcla de eventos que conllevan a la célula al arresto del 

ciclo celular. 

 

 

Figura 35. Cambios en la expresión de genes en la fase G1/S del ciclo celular en colon 

distal de ratas tratadas con FND e inducidas con AOM. Los símbolos indican la 

inducción ( ), inhibición ( ) en la expresión de ARN mensajero derivado de los 

análisis, e interrupción de la vía de señalización ( ). 
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Figura 36. Cambios en la expresión de genes en la fase G2/M del ciclo celular y reparación 

de ADN en colon distal de ratas tratadas con FND e inducidas con AOM. Los 

símbolos indican la inducción ( ), inhibición ( ) en la expresión de ARN 

mensajero derivado de los análisis e interrupción de la vía de señalización ( ). 

  

La Figura 37 presenta los genes que resultaron modulados positiva o 

negativamente en la muerte celular programada e inflamación celular, y por los cuales se 

sugiere la FND de Bayo Madero quimioprotege al colon distal contra el desarrollo de fosas 

crípticas aberrantes en ratas inducidas con AOM. 
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Figura 37. Cambios en la expresión de genes en la cascada de apoptosis e inflamación 

celular en colon distal de ratas tratadas con FND e inducidas con AOM. Los 

símbolos indican la inducción ( ), inhibición ( ) en la expresión de ARN 

mensajero derivado de los análisis e interrupción de la vía de señalización ( ). 

 

7.4   Análisis de la expresión proteica en el tejido de colon distal de ratas tratadas con 

la FND de la variedad Bayo madero e inducidas químicamente con AOM y el grupo 

AOM.  

 

En base a los resultados obtenidos en la expresión génica, se eligieron algunas 

proteínas para determinar su expresión con la finalidad de determinar si el mecanismo de 

acción propuesto a nivel transcripcional era reflejado también a nivel post-transcripcional 

 

7.4.1  Perfil electroforético de proteínas 

  

Las proteínas fueron extraídas a partir del tejido de colon distal de cada grupo de 

tratamiento y se separaron en un gel de poliacrilamida a un voltaje constante. 

Posteriormente, se visualizaron en un fotodocumentador (Bio Rad, Laboratories) 
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empleando el software Quantity One (1-D Análisis). El perfil electroforético se muestra en 

la Figura 38. 

 

 

Figura 38. Perfil electroforético de proteínas de los grupos de tratamiento.  

A) Marcador de tamaño molecular; B) Control; C) AOM; D) FC; E) FND; F) 

FC+AOM; G) FND+AOM. 
FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible; AOM = Azoximetano.  

 

7.4.2  Influencia de los diferentes tratamientos sobre la expresión de proteínas 

 

En la Figura 39 se muestra la influencia de los diferentes tratamientos sobre la 

expresión de la proteína Bax.  

 

Bax es una proteína pro-apoptótica que contiene un dominio BH1, BH2 y BH3, 

reside en el citoplasma celular y responde a un estímulo apoptótico traslocándose a la 

membrana mitocondrial, formando canales permeables en la misma o interaccionando con 

las proteínas formadoras de canales provocando la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial externa (Pawlowski y Kraft, 2000). La proteína Bax induce apoptosis por sí 
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sola mediante la caída en el potencial de membrana mitocondrial y la producción de 

especies reactivas del oxígeno, que son observados como uno de los primeros eventos en 

varios sistemas de apoptosis (Xiang et al., 1996). 

 

 Los resultados indican que la expresión de la proteína pro-apoptótica Bax es 

significativamente mayor en los grupos tratados con FC y la FND e inducidos con AOM 

comparados con el grupo AOM, lo cual nos sugiere que pudiera estarse activando la muerte 

celular por apoptosis por medio de la acción de Bax, lo que a su vez se reflejaría en la 

disminución significativa en el número de FCA de estos grupos de tratamiento. 

 

 

Figura 39. Efecto de FC y la FND sobre la expresión de Bax en estadio temprano de cáncer 

de colon en ratas inducidas con AOM. 
AOM = Azoximetano; FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible.  

Los resultados representan la media por grupo ± error estándar. 

* Diferencia significativa contra AOM por la prueba de Dunnett ( = 0.05). 

 

A su vez, se encontró que la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 no fue 

modulada por FC ni por la FND en los grupos inducidos con AOM (Figura 40). 
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Se ha reportado por diversos autores que la relación entre la expresión de proteínas 

pro y anti-apoptóticas es importante para que pueda desencadenarse la cascada de caspasas 

conduciendo a una muerte celular por apoptosis. Song et al. (2005) reportaron que la 

modulación de la proporción entre Bcl-2/Bax y Bcl-X/Bax se correlaciona con la activación 

de la apoptosis en células HT-29 tratadas con curcumina.  

 

 

Figura 40. Efecto de FC y la FND sobre la expresión de Bcl-2 en estadio temprano de 

cáncer de colon en ratas inducidas con AOM. 
AOM = Azoximetano; FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible.  

Los resultados representan la media por grupo ± error estándar. 

* Diferencia significativa contra AOM por la prueba de Dunnett ( = 0.05). 

 

Los resultados en el presente estudio sugieren que el cambio en la expresión de por 

lo menos Bax, modifica la proporción entre ambas proteínas lo que podría conducir a la 

activación de apoptosis por vía intrínseca o por sí sola a través de la modificación en el 

potencial de membrana mitocondrial, como se mencionó anteriormente (Xiang et al., 

1996). A su vez se sugiere que pudiera estarse inhibiendo otra proteína anti-apoptótica que 

no es Bcl-2, por lo cual la expresión de Bax aumenta de manera significativa. Tal y como 

reportaron Gonzalez de Aguilar et al. (2002) y Chen et al. (2008), quienes proponen que la 
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alteración de otra proteína antiapoptótica, Bcl-X altera la proporción con Bax y éste es uno 

de los factores más importantes para decidir el destino de una célula. También se ha 

observado en otros estudios que la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-X aumenta 

de manera significativa en estadios tempranos de cáncer de colon y contribuye a la 

progresión del mismo. Por el contrario, Bcl-2 disminuye conforme progresa el estadio del 

cáncer (Krajewska et al., 1996). La FND no moduló la expresión de Bcl-2 en el presente 

estudio, sin embargo, de acuerdo a los antecedentes, se sugiere que otra proteína, como Bcl-

X, puede estar siendo afectada por el tratamiento, resultando en la modificación de la 

proporción Bax/Bcl-X y así tendría un impacto positivo evitando el desarrollo del cáncer.  

Desafortunadamente, la expresión de la proteína Bcl-X no fue evaluada por Western blot 

para corroborar la hipótesis alterna propuesta. 

 

 Cabe señalar que el resultado de la expresión post-transcripcional concuerda 

parcialmente con el resultado obtenido en cuanto a la expresión transcripcional, ya que el 

gen Bax resultó 3.5 veces inducido en su expresión (Cuadro 11) mientras que Bcl-2 resultó 

-3.5 veces disminuido en su expresión (Cuadro 12).  

 

En la Figura 43 se muestra la influencia de los diferentes tratamientos sobre la 

expresión de Pcna.  

 

Pcna (antígeno nuclear de proliferación celular) es una proteína auxiliar de la ADN 

polimerasa delta que es esencial para la replicación y reparación de ADN, por lo que juega 

un papel importante en la regulación del ciclo celular y proliferación. Pcna forma un anillo 

alrededor del ADN para facilitar y controlar la replicación del mismo. Esta proteína 

también está involucrada en la reparación de daños en el ADN, el mantenimiento de la 

estructura de la cromatina y en la segregación de cromosomas. La progresión de las 

horquillas de replicación del ADN puede ser bloqueada por lesiones al ADN o por daños 

inducidos por agentes endógenos o exógenos, por ejemplo, medicamentos contra el cáncer, 

resultado en un cambio en la función activa de Pcna (Stoimenov y Helleday 2009). 

Diversos autores como Guda et al. (2007), han relacionado la sobre-expresión de Pcna en 

ratas inducidas con AOM con una respuesta proliferativa reflejada en el desarrollo de FCA. 
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Los resultados muestran que la expresión de Pcna disminuyó significativamente 

con los tratamientos con FC y FND e inducidos con AOM comparados con el grupo AOM 

(Figura 41). Estos datos indican que Pcna está incluido en los mecanismos moleculares por 

los cuales el FC y la FND ejercen un efecto quimioprotector en el colon distal de ratas 

inducidas con AOM. Sin embargo, el resultado de la expresión postranscripcional difiere de 

lo encontrado a nivel transcripcional, ya que Pcna resultó inducido en su expresión 4.6 

veces con respecto al grupo AOM. 

 

 

Figura 41. Efecto de FC y la FND sobre la expresión de Pcna en estadio temprano de 

cáncer de colon en ratas inducidas con AOM. 
AOM = Azoximetano; FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible.  

Los resultados representan la media por grupo ± error estándar. 

* Diferencia significativa contra AOM por la prueba de Dunnett ( = 0.05). 

 

Es bien conocido que existen mecanismos de regulación postranscripcional que 

controlan la producción adecuada de proteínas que comprenden varios procesos, como 

procesamiento (poliadenilación, edición, corte y empalme), exportación, eliminación y 

traducción de ARNm. A nivel traduccional y postraduccional también existen puntos de 

control para finalmente producir una proteína con una función específica o eliminarla antes 
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de que sea producida (Hollams et al., 2002; Lackner y Bähler, 2008). Los genes analizados 

en este estudio presentan esas regulaciones antes de formar la proteína propia de cada gen, 

por lo que es probable que Pcna, así como otros de los genes examinados, pudieran estar 

sometidos a una inhibición al momento de expresar finalmente la proteína debido a dichos 

controles, los cuales son necesarios para que exista un equilibrio y mejor funcionamiento de 

la célula, lo que explicaría la diferencia encontrada entre ambas expresiones. 

 

Tomando en cuenta que el gen de Pcna resultó inducido, pero a nivel biológico se 

observó una disminución significativa en el desarrollo de FCA en las ratas inducidas con 

AOM, así como una disminución en la expresión de la proteína producida por este mismo 

gen, se puede sugerir que la expresión disminuida de Pcna no está actuando a manera de 

estimular la proliferación celular, sino que pudiera estar interactuando con otras proteínas, 

como fue mencionado anteriormente, para reparar errores en el ADN causados por la 

administración del carcinógeno en las ratas.  

 

7.5 Análisis de núcleos apoptóticos por TUNEL 

 

La apoptosis y los eventos celulares asociados (proliferación y ciclo celular) tienen 

un efecto en la progresión de un tumor benigno a un fenotipo maligno y pueden utilizarse 

para el tratamiento de diversos tumores malignos como el cáncer de colon (Schmelz et al., 

2007).  

 

La apoptosis es un mecanismo celular programado que juega un papel importante en 

el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis del tejido por eliminación de células 

innecesarias o perjudiciales, y está caracterizado por un conjunto de cambios bioquímicos y 

morfológicos, que incluye la condensación del citoplasma y compactación de la cromatina, 

dando lugar a densos agregados que se deslocalizan para situarse dentro de la membrana 

nuclear y que posteriormente serán degradados por endonucleasas en fragmentos 

oligonucleosomales de 180 pares de bases o múltiplo de éstos. De forma paralela, tiene 

lugar la dilatación del retículo endoplásmico dando lugar a la formación de vesículas que 

confieren a la célula el fenotipo típico de burbujas (zeosis). Por último, la célula se 
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fragmenta en los denominados cuerpos apoptóticos que son fagocitados por macrófagos y 

otras células circundantes gracias a la exposición en superficie de marcadores como la 

fosfatidilserina, normalmente en la cara interna de la membrana plasmática de la célula 

íntegra, evitando así la propagación del material intracelular y su exposición al sistema 

inmune que conllevaría al desarrollo de una respuesta inflamatoria (Hengartner, 2000; 

Gorodner et al., 2001; Plati et al., 2011). Los cuerpos apoptóticos generados pueden 

visualizarse por medio del método de TUNEL, a través de una tinción diferencial de los 

fragmentos de ADN en estado apoptótico.  

 

En base a esta información, se evaluó el efecto de la FND sobre la inducción de la 

apoptosis mediante la cuantificación de células TUNEL-positivas durante la etapa de 

iniciación del desarrollo de FCA inducidas con AOM. La Figura 42 muestra el efecto de la 

FND sobre el número de núcleos apoptóticos de cortes verticales de la zona distal del colon 

de ratas inducidas con AOM por medio de la técnica de TUNEL. En la Figura 43 se 

muestra fotografías que ejemplifican los núcleos apoptóticos visualizados bajo microscopio 

óptico.  

 
Figura 42. Núcleos apoptóticos evaluados por la técnica de TUNEL en colon distal de rata 

del grupo Control, AOM y grupo tratado con FND e inducido con AOM.  
FND = Fracción no digerible; AOM = Azoximetano. 

Los resultados representan la media de 6 campos visuales por rata (3 ratas por grupo) de cortes 

de tejido de colon distal ± error estándar. 

* Diferencia significativa con respecto al grupo AOM por la prueba de  Dunnett (  = 0.05).  
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El resultado evidencia que el grupo FND+AOM presenta significativamente 

mayor número de núcleos apoptóticos en colon distal que las ratas del grupo Control y que 

las ratas únicamente inducidas químicamente con AOM, dato que corrobora los resultados 

obtenidos mediante el análisis genético molecular a través de los arreglos de PCR 

cuantitativo, en el que se demostró que el tratamiento con FND induce la expresión de 

genes que participan en promoción de muerte celular por apoptosis vía intrínseca y también 

concuerda con la expresión de Bax y Bcl-2, ambas proteínas implicadas en el 

desencadenamiento de apoptosis. De esta manera, se refuerza la idea de que la FND utiliza 

la inducción de apoptosis y posterior fragmentación de ADN como mecanismos 

moleculares importantes para la inhibición del desarrollo de FCA inducidas con AOM en 

colon de rata.  

 

Estos resultados concuerdan con lo anteriormente observado dentro del grupo de 

trabajo (Feregrino, 2009) en un modelo igualmente de estadio temprano de cáncer de colon 

en ratas inducidas con AOM. El estudio demostró que el extracto de polisacáridos de frijol 

común cultivar Negro 8025 incrementó significativamente el número de núcleos 

apoptóticos en zona proximal y distal del colon de ratas inducidas con AOM en 

comparación con las ratas del grupo AOM, y a su vez estos datos fueron corroborados con 

la sobreexpresión de caspasa-3 en ambas zonas del colon. 

 

 De igual forma, Campos (2010) reportó cambios o alteraciones morfológicas 

compatibles con células que han sufrido apoptosis en células de adenocarcinoma de colon 

humano HT-29 como efecto del extracto de la fermentación de frijol común Bayo Madero 

en comparación con células no tratadas. Estos cambios incluyeron reducción de los 

volúmenes citoplasmáticos (coloración rosa claro, eosina), núcleos fuertemente teñidos 

(rosa obscuro, hematoxilina) y picnóticos (núcleos pequeños, puntiformes, generados por la 

retracción del núcleo y condensación de la cromatina). Además, se observó la presencia de 

estructuras eosinófilas homogéneas de diferentes tamaños, esféricas, de contornos lisos, que 

corresponden a fragmentos citoplasmáticos de células apoptóticas. El estudio fue 

desarrollado en una etapa tardía de cáncer y en un sistema in vitro, por lo que los resultados 
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obtenidos en el presente trabajo, realizado en estadio temprano del cáncer y en un modelo 

in vivo, permite una complementación y corroboración de que el frijol común variedad 

Bayo Madero contribuye a la inhibición del desarrollo de cáncer utilizando a la apoptosis 

como un mecanismo de quimioprotección. 

 

 
 

Figura 43. Fotografías representativas de núcleos apoptóticos evaluados por la técnica de 

TUNEL (40x). A) Control; B) AOM; C) FND+AOM. Algunos de los núcleos 

apoptóticos identificados son indicados mediante flechas. 
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Por otra parte, tanto el grupo AOM como el grupo Control muestran núcleos 

apoptóticos en los cortes de tejido de colon como se muestra en la Figura 43. La renovación 

de células epiteliales en el colon es rápida y prácticamente todas las células, excepto las 

células madre, se sustituyen en un periodo menor a una semana, lo que supone un proceso 

constante de regeneración de las células que constituyen las criptas (Kim y Shibata, 2002). 

Por lo tanto, la visualización de núcleos apoptóticos en ambos grupos era un resultado 

esperado como parte de la fisiología normal del tejido. A su vez, el grupo AOM presenta un 

incremento en el número de núcleos apoptóticos con respecto al grupo Control, lo cual nos 

podría sugerir que el tejido, al haber recibido una agresión por el carcinógeno, está tratando 

de eliminar las células que han sido dañadas a través de la activación del proceso 

apoptótico, pero lo realiza de una manera menos eficiente que el tejido que fue tratado con 

la FND, quien brinda una protección extra a la defensa natural del tejido.  

 

7.6  Propuesta del mecanismo de acción general de la FND sobre ratas inducidas con 

AOM. 

 

La Figura 44 ilustra el posible mecanismo de acción de la fracción no digerible de 

frijol común cocido de la variedad Bayo Madero sobre ratas inducidas con AOM. 
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Figura 44. Mecanismo de acción de la FND sobre ratas inducidas con AOM. 

1
3
1
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La fracción no digerible del frijol común cocido puede ser fermentada en el colon 

por las bacterias que ahí residen. De esta manera, se generan y/o derivan algunos 

compuestos bioactivos que disminuyen la actividad de la enzima -glucoronidasa, 

implicada en la reactivación de carcinógenos en colon, y por lo tanto, en la inducción del 

desarrollo del cáncer en este órgano. A su vez, dichos compuestos también disminuyen de 

manera importante el desarrollo de las primeras lesiones encontradas en la carcinogénesis 

de colon conocidas como fosas crípticas aberrantes. Ambas respuestas protectoras de los 

compuestos bioactivos se llevan a cabo por la modulación de genes y proteínas 

involucrados en el arresto al ciclo celular, fases G1-S y G2-M, inducción de apoptosis, 

inhibición de procesos inflamatorios y promoviendo la reparación de ADN ante el daño 

ejercido por el carcinógeno.  

 

Dentro de los compuestos bioactivos identificados como posibles participantes del 

efecto protector de la FND se incluyen los compuestos fenólicos totales, taninos 

condensados, fibra soluble e insoluble, almidón resistente, proteínas, oligosacáridos y en 

menor medida AGCC. Los productos de la fermentación de estos compuestos o el 

compuesto como tal, podrían participar en la inducción de apoptosis a través de la 

inducción en la expresión de p53, quien a su vez induce transcripcionalmente al gen pro-

apoptótico Bax y éste induce la salida de citocromo C al citosol, además de otras proteínas 

pro-apoptóticas como Smac/DIABLO, Aif, Endo G y Omi/Htra2. Estas proteínas podrían, 

por un lado, activar a caspasa 3 y por otro, actuar directamente en la fragmentación del 

ADN en el núcleo produciendo la muerte celular por apoptosis vía intrínseca. Este 

mecanismo se refuerza con la disminución en la expresión del gen anti-apoptótico Bcl-2, 

que también es un blanco transcripcional de p53. Otros genes inducidos por la FND y 

relacionados con la disminución en la expresión de Bcl-2 son Stat1 y Bnip3. Además de 

esta función, Stat1 activa a p53 estabilizándolo en núcleo y Bnip3 es blanco transcripcional 

de Foxo3, que también activa a p53 y mostró inducción transcripcional por la FND. 

 

La apoptosis por vía intrínseca probablemente a su vez fue inducida por la FND a 

través de receptores de muerte de la membrana celular. La FND indujo la expresión de Tnf 

y Bid, y éste último gen conecta y realza los efectos pro-apoptóticos de Bax, conduciendo 
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de esta manera al desencadenamiento de la muerte celular por apoptosis. Esta misma vía 

puede ser activada por el incremento en la expresión de Nfkb, inducida por la FND, quien a 

su vez promueve la expresión de receptores de muerte en la membrana y potencia la 

activación del proceso apoptótico, además de inducir indirectamente la expresión 

transcripcional de p53. El resultado de los procesos apoptóticos activados por la 

modulación de los genes anteriormente mencionados, puede ser claramente visualizado a 

través de la aparición de núcleos apoptóticos en el colon distal de las ratas tratadas con la 

FND e inducidas con AOM. 

 

La FND posiblemente participa en la inhibición de la activación del proceso 

inflamatorio a través de la inhibición transcripcional de Jun e Il6, genes importantes que 

participan en esta vía. Además, la FND presumiblemente participa en el arresto al ciclo 

celular en la fase G1-S a través de la inducción transcripcional de p53 y p21, mismos que 

regularon negativamente la expresión de Ciclina E, evitando de esta manera la actividad de 

fosforilación del complejo Ckd/Ciclina y con ello impidiendo la fosforilación de Rb. A su 

vez, la FND disminuyó la expresión de Rb y de E2f1, evitando así la transcripción de genes 

que participan en la síntesis de ADN para que el ciclo celular transcurra normalmente y 

generando un arresto al ciclo celular en esta fase. Dnmt1 también fue inducido por la FND, 

contribuyendo a la inhibición del complejo E2f1/Rb y por lo tanto generando el arresto al 

ciclo celular en fase G1-S. 

 

Otro mecanismo de acción de la FND propuesto es el que respecta a la inducción 

del arresto al ciclo celular en la fase G2-M. Una vez que la FND indujo la expresión de 

p53, se disminuyó la expresión de Ciclina B y de Cdc25a, que son reguladores positivos 

importantes de esta fase del ciclo celular, por lo que la disminución en su expresión 

implicaría un arresto al ciclo en esta fase. Asimismo, la FND indujo la expresión de Sfn y 

p21 (mencionado anteriormente), quienes actúan inhibiendo al complejo formado por 

Ciclina-B/Cdk1, contribuyendo así al arresto al ciclo celular. Otro inhibidor de dicho 

complejo es Gadd45a, quien resultó inducido por la FDN en este estudio. Este mismo gen, 

participa en la reparación de ADN a través de su interacción con Pcna, quien a su vez 

interactúa con los genes reparadores de ADN por reconocimiento de pérdida de bases Mlh1 
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y Msh2. Tanto Pcna, Mlh1 y Msh2 resultaron inducidos en su expresión por la FND. 

Finalmente, los genes Xrcc4 y Xrcc5, que también actúan en la reparación de ADN por 

ruptura de doble cadena, resultaron inducidos por la FND, proponiendo a través de los 

resultados obtenidos la potencial inducción del tratamiento con FND de frijol común sobre 

la reparación de ADN como un mecanismo alterno de protección. 
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8. CONCLUSIONES 

 

 

Las variedades de frijol común Pinto Durango y Bayo Madero son una fuente 

adecuada de compuestos bioactivos como proteína, grasa, fibra total (soluble e insoluble), 

fenoles totales, taninos condensados y oligosacáridos en muestras crudas y cocidas. Sin 

embargo, el frijol Bayo Madero presentó un porcentaje mayor de los componentes 

indigeribles comparado con Pinto Durango, por lo que representó un mejor candidato para 

utilizarse en la fase experimental in vivo. Bayo Madero presenta un rendimiento importante 

de fracción no digerible, almidón resistente, fenoles totales, taninos condensados, fibra, 

oligosacáridos, proteína y digestibilidad de la misma. 

 

Los resultados obtenidos del experimento in vivo, proveen evidencia de que la dosis 

de frijol cocido (FC) y la fracción no digerible (FND) basada en el consumo per cápita 

rural, disminuye el desarrollo de fosas crípticas aberrantes en colon distal en ratas inducidas 

con AOM en etapas tempranas del cáncer de colon, sugiriendo que uno de los posibles 

mecanismos de quimioprotección por parte de los tratamientos es por medio de la 

inhibición de la actividad enzimática de -glucuronidasa, probablemente por la alteración 

de las actividades metabólicas de la microflora intestinal que previene la liberación del 

AOM del metabolito conjugado a nivel del colon. A su vez, se propone que la presencia y 

actividad de otros componentes de la FND como compuestos fenólicos, 

galactooligosacáridos y probablemente péptidos con actividad biológica, puede influir en la 

prevención del desarrollo de FCA. Los resultados indican que ambos grupos de tratamiento 

(FC+AOM y FND+AOM) presentaron la misma tendencia de quimioprotección en las ratas 

inducidas químicamente, con lo que se sugiere que la FND contribuye con un porcentaje 

elevado en el efecto inhibitorio global del desarrollo de FCA del frijol común completo. 

 

Este estudio describe los cambios transcripcionales y, en casos específicos, post-

transcripcionales en ratas inducidas con AOM en respuesta al tratamiento con la FND del 

frijol común de la variedad Bayo Madero y se integran dichas expresiones con diversos 

procesos fisiológicos. 
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 El efecto quimioprotector de la FND en ratas inducidas con AOM podría ser 

mediado por el arresto al ciclo celular en la fase G1-S (inducción de p53, p21, Dnmt1 e 

inhibición de Ciclina-E, E2f1 y Rb), en la fase G2-M (inducción de p53, p21, Sfn, 

Gadd45a, Foxo3 e inhibición de Ciclina-B y Cdc25c), desencadenamiento de apoptosis 

(inducción de p53, p63, Bax, Foxo3, Bnip3, Bid, Stat1, Nfkb, Tnf e inhibición de Bcl-2), 

inhibición de procesos inflamatorios (inhibición de Jun e Il6) y reparación de ADN 

(inducción de Gadd45a, Pcna, Mlh1, Msh2, Xrcc4 y Xrcc5), entre otros.  

 

 La inducción de los diferentes mecanismos moleculares como apoptosis, arresto al 

ciclo celular en ambas fases, reparación de ADN y regulación de la proliferación e 

inflamación celular, ha sido observada como efecto de la FND de frijol Bayo Madero en un 

estadio tardío de cáncer de colon (células HT-29), en un modelo in vitro, a través de la 

modulación de genes diferentes a los modulados en el presente estudio. El resultado de los 

estudios en conjunto, muestra clara evidencia de que la FND de frijol Bayo Madero 

quimioprotege el desarrollo del estadio temprano y tardío de cáncer y en ambos modelos 

biológicos evaluados a través de la inducción de similares vías de señalización. 

 

 En conclusión, este trabajo propone las bases científicas por las cuales la fracción 

no digerible del frijol común variedad Bayo Madero ejerce un efecto quimioprotector 

contra el desarrollo de cáncer de colon en ratas inducidas con un carcinógeno específico 

para dicho órgano modulando diferentes mecanismos moleculares. 
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ANEXO 1 

 

Curva de calibración de oligosacáridos 

 

La Figuras A.1.1, A.1.2 y A.1.3 muestran las curvas de calibración para rafinosa, 

verbascosa y estaquiosa, respectivamente. A partir de estas curvas, se interpoló la 

concentración de oligosacáridos de las muestras frijol común de la variedad Bayo Madero y 

su fracción no digerible. 

 

 

 

Figura A.1.1 Curva de calibración de rafinosa obtenida por HPLC.  
Cada punto representa la media de tres experimentos independientes con tres repeticiones. 
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Figura A.1.2 Curva de calibración de estaquiosa obtenida por HPLC.  
Cada punto representa la media de tres experimentos independientes con tres repeticiones. 

 

 

 

 

Figura A.1.3 Curva de calibración de verbascosa obtenida por HPLC.  
Cada punto representa la media de tres experimentos independientes con tres repeticiones. 
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ANEXO 2 

 

Cuantificación de fenoles totales 

 

Reactivos 

 Folin-Ciocalteu 1N (1:1 con agua destilada) 

 Carbonato de sodio al 20%  

 Metanol 

 Ácido gálico (0.1 mg/ml) 

  
 

Curva de calibración 

 

 

Tubo Solución ácido 

gálico ( l) 

Agua 

destilada ( l) 

Reactivo de 

Folin ( l) 

Na2CO3 

( l) 

0 0 500 250 1250 

1 20 480 250 1250 

2 40 460 250 1250 

3 60 440 250 1250 

4 80 420 250 1250 

5 100 400 250 1250 

6 120 380 250 1250 

7 140 360 250 1250 

8 160 340 250 1250 

 

1. Adicionar a cada tubo la cantidad de ácido gálico. 

2. Adicionar a cada tubo la cantidad de agua destilada. 

3. Adicionar a cada tubo la cantidad del reactivo de Folin. 

4. Agitar por vortex. 

5. Adicionar cantidad de Na2CO3. 

6. Dejar reposar 2 horas en oscuridad. 

7. Leer en espectrofotómetro a 760 nm.  

 

 

Determinación de fenoles totales en la muestra. 

 

 Adicionar los reactivos de la forma anteriormente descrita pero sustituyendo la 

solución de ácido gálico con 40 l del extracto metanólico. 

 Si es necesario realizar diluciones. 
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Curva de calibración de ácido gálico 

 

La Figura A.2 muestra la curva de calibración para fenoles totales. La ecuación 

que se obtuvo fue y = 0.048x + 0.028 con un coeficiente de correlación (R
2
) de 0.995. De 

esta curva se interpoló la concentración de fenoles totales de la muestras de la variedad 

Bayo Madero y su fracción no digerible, y los resultados fueron expresados como mg 

equivalentes de ácido gálico por gramo de muestra liofilizada. 

 

 

 

Figura A.2 Curva de calibración de fenoles totales obtenida por el método de Folin-

Ciocalteu.  
Cada punto representa la media de tres experimentos independientes con tres repeticiones. 
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ANEXO 3 

 

Cuantificación de taninos condensados 

 

Reactivos:  

 Ácido clorhídrico al 8% en metanol. 

 Ácido clorhídrico al 4% en metanol. 

 Vainillina al 1% en metanol (+) Catequina. 

 Solución (1:1) de HCl 8%:vainillina 1% (tomar 10ml de cada reactivo y mezclar= 

20 ml). Se preparan a momento de emplearse. No reutilizar. 

 

 

Curva de calibración 

 

Concentraciones: 0.8, 0.6, 0.4, 0.2 y 0.1 mg/ml 

 

 Pesar 0.008 g de (+)-catequina y aforar a 10 ml con metanol. 

 De la solución anterior tomar 3.75 ml y aforar a 5 ml con metanol. 

 De la solución anterior tomar 3.33 ml y aforar a 5 ml con metanol. 

 De la solución anterior tomar 2.5 ml y aforar a 5 ml con metanol.  

 De la solución anterior tomar 2.5 ml y aforar a 5 ml con metanol.  

 

1. Los experimentos se realizan por triplicado.  

2. Colocar 50 μl de cada concentración en la placa de 96 pozos por triplicado. 

3. Adicionar 200μl de la solución 1:1 de HCl 8% : vainillina 1%. Debe adicionarse de 50 

μl en 50 μl a cada uno de los pozos y repetir la operación hasta completar los 250 μl. 

4. Al blanco se le adicionan 50 μl de metanol más 200 μl de HCl 4%. 

5. Las muestras se tapan con papel aluminio.  

6. Se lee la absorbancia con filtros de 492-540nm.  

 

 

Determinación de taninos condensados en la muestra. 

 

Reactivos:  

 

 Metanol. 

 Ácido clorhídrico. 

 Vainillina 

 Solución (1:1) de HCl 8% : vanillina 1% (tomar 10 ml de cada reactivo y mezclar = 20 

ml). Se prepara al momento de emplease. No reutilizar. 

 Los  experimentos se realizan por triplicado para cada muestra.  
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Método:  

 

1. Colocar 200 mg de muestra en un matraz de 50 ml y adicionar 10 ml de metanol. 

2. Cubrir la muestra con papel aluminio y agitar durante 24 h.  

3. Centrifugar a 4,000 rpm por 10 min. 

4. Tomar 50 μl del sobrenadante (muestra) y colocarlo en los pozos. 

5. Adicionar 200 μl de la solución 1:1 de HCl 8% : vainillina 1%. Debe adicionarse de 50 

μl en 50 μl a cada uno de los pozos y repetir la operación hasta completar los 250 μl. 

6. Se prepara un blanco al cual se le adicionan 50 μl del sobrenadante (muestra y se le 

añaden 200 μl de HCl al 4%). 

7. Leer en MULTISKAN con filtros de 492  540 nm. 

8. Comparar con la curva de calibración estándar de (+)-catequina. 
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Curva de calibración (+)-catequina 

 

En la Figura A.3 se muestra la curva de calibración de (+)-catequina. La ecuación 

que se obtuvo fue y = 0.271x + 0.007 con un coeficiente de correlación (R
2
) de 0.996. De 

esta curva se interpolo la concentración de taninos condensados de la muestras de la 

variedad Bayo Madero y su fracción no digerible, y los resultados fueron expresados como 

mg equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra liofilizada. 

 

 

 
Figura A.3. Curva de calibración de (+)-catequina obtenida por el método de la vainillina-

HCl para la cuantificación de fenoles. 
Cada punto representa la media de tres experimentos independientes con tres repeticiones. 
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ANEXO 4 

 

Cuantificación de ácidos grasos de cadena corta 

 

 En la Figura A.4 se muestra la curva de calibración de ácidos grasos de cadena 

corta. Las ecuaciones obtenidas fueron para ácido acético y = 33.70x – 62.32 con un 

coeficiente de correlación (R
2
) de 0.997; para ácido propiónico y = 24.45x – 47.59 con un 

coeficiente de correlación (R
2
) de 0.997; para ácido butírico y = 10.85x – 24.96 con un 

coeficiente de correlación (R
2
) de 0.996. A partir de esta curva, se interpoló la 

concentración de ácidos grasos de cadena corta en el contenido cecal, colónico y fecal de 

ratas tratadas con FC o FND de frijol cocido Bayo Madero e inducidas químicamente con 

AOM, y son expresados como mM equivalentes de ácido acético, propiónico y butírico por 

gramo de muestra. 

 

 

Figura A.4. Curva de calibración de ácidos grasos de cadena corta obtenida por 

cromatografía de gases. 
Cada punto representa la media y la desviación estándar de dos análisis independientes con 

dos repeticiones. 
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ANEXO 5 

 

Actividad de -glucoronidasa 

 

 La Figura A.5 muestra la curva de calibración de la actividad de -glucoronidasa. 

La ecuaciones obtenida fue y = 0.075x + 0.000 con un coeficiente de correlación (R
2
) de 

0.999. Partiendo de esta curva, se interpoló la actividad de la enzima -glucoronidasa en el 

contenido cecal, colónico y fecal de ratas tratadas con FC o FND de frijol cocido Bayo 

Madero e inducidas químicamente con AOM, y es expresada como nmol / min / gramo de 

muestra. 

 

 

Figura A.5. Curva de calibración de la actividad de -glucoronidasa. 
Cada punto representa la media y la desviación estándar de tres análisis independientes con tres 

repeticiones. 
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ANEXO 6 

 

 

Extracción de ARN 

 

 

 

En la Figura A.6 se muestra el ARN extraído de los diferentes grupos 

experimentales. 

 

 

 

 

 
     A       B        C       D      E       F  

 

 

Figura A.6. ARN total de los grupos evaluados: A) Control, B) AOM, C) FC, D) FND, E) 

FC+AOM y F) FND+AOM.  
FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible; AOM = Azoximetano.  
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ANEXO 7 

Síntesis de ADNc 

 

 La Figura A.7 muestra los geles representativos del ADNc sintetizado a partir de los 

diferentes grupos experimentales durante la estandarización de los ciclos óptimos. 

A)         B) 

                 
CICLOS       18    21   24   27   30   35   38              18    21   24    27   30    35   38 

  

C)         D) 

                
CICLOS          18    21    24    27   30    35   38           18    21    24    27    30    35  38 

 

Figura A.7. Optimización de ciclos de PCR: A) Control, B) AOM, C) FC+AOM y D) 

FND+AOM. El círculo rojo indica el ciclo elegido como el óptimo para cada 

grupo de tratamiento. 
FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible; AOM = Azoximetano.  
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ANEXO 8 

 

 

Figura A.8. Diseño del arreglo de PCR con genes que participan en la cascada de señalización de p53 de rata (PARN-027A) 
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ANEXO 9 

 

Extracción de proteínas en tejido animal 

 

Solución amortiguadora para extracción de proteínas 

 

Reactivos   

 

Preparar las siguientes soluciones stock para 100 ml cada una 

   

 Hepes 500 mM (0.5 M)  

 11.915 g en 100 ml 

 NaCl 1500 mM (1.5 M) 

 8.766 g en 100 ml 

 NaPP 100 mM (0.1 M) 

 4.4671 g en 100 ml   

 MgCl2 10 mM (0.01 M)  

 0.2033 g en 100 ml  

 NaF 500 mM (0.5 M)   

 2.0995 g en 100 ml  

 EDTA 20 mM (0.02 M)  

 0.7604 g en 100 ml  

 PMSF 60 mM (0.06 M)  

0.1046 en 100 ml de isopropanol. Alicuotar y congelar.  

 Na3VO4 200 mM (0.2 M)   

 0.9192 g en 100 ml. Ver nota para su activación. 

 CaCl2 25 mM (0.025M) 

 0.2775 g en 100 ml 

 

Preparación de la solución amortiguadora  

 

De las soluciones stock se toman las siguientes cantidades de cada solución para 

preparar el buffer que se utilizará para poder homogenizar el tejido. El volumen restante es 

completado con agua HPLC (estos cálculos son para 1 ml de solución amortiguadora). La 

solución amortiguadora debe mantenerse en hielo durante su uso. 

 

 Hepes 50 mM    100 l 

 NaCl 150 mM   100 l 

 NaPP 10 mM    100 l 

 MgCl2 1 mM    100 l 

 NaF 50 mM    20 l 

 EDTA 2 mM    100 l 
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 PMSF 2 mM    66.6 l 

 Na3VO4 2 mM   10 l 

 NP-40 1%   10 l 

 Glicerol 10%   100 l 

 SDS 0.01 g p/10 ml  0.001 g p/1 ml 

 CaCl2 1mM    40 l 

 Agregar al final gota a gota. 

 

Nota: 

 Activación de Na3VO4 

Se realizan los cálculos para la concentración deseada, se ajusta el pH a 10, usando 

NaOH 1N o HCl 1 N (la solución se torna amarilla). Esta solución se calienta a ebullición 

hasta obtener una solución transparente, se enfría y reajusta el pH a 10, se repite esta 

operación hasta que la solución sea totalmente transparente y el pH estable. Finalmente, se 

alicuota y se congela. 
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ANEXO 10 

 

 

Cuantificación de proteína por la técnica de Bradford 

 

1. Se realiza una curva estándar como se muestra a continuación: 

 

Dilución estándar (albúmina 

sérica bovina) 
Concentración ( g/ml) 

100 l std + 500 l H2O 100 

500 l + 500 l H2O 50 

500 l + 500 l H2O 25 

500 l + 500 l H2O 12.5 

500 l + 500 l H2O 6.25 

500 l + 500 l H2O 3.125 

500 l + 500 l H2O 1.56 

 

2. Colocar 10 l del estándar (albúmina sérica bovina) o la dilución más 200 l del 

reactivo de Bradford, dejar reaccionar 5 min. 

3. Leer a 620 nm en microplaca. 

4. Graficar y obtener ecuación. 

5. Colocar 10 l de muestra más 200 l de reactivo de Bradford.  

6. Sustituir absorbancia en la ecuación. 

 

 

Reactivo de Bradford 

 

 5 mg de Azul de Coomassie G-250. 

 2.5 etanol 

 5 ml de ácido fosfórico 

 

1. Aforar a 50 ml, mezclar en agitación hasta disolver. 

2. Filtrar y guardar en refrigeración. 
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Curva de calibración de albúmina sérica bovina 

 

En la Figura A.10 se muestra la curva de calibración de albúmina sérica bovina. La 

ecuación que se obtuvo fue y = 0.001x + 0.002 con un coeficiente de correlación (R
2
) de 

0.9990. De esta curva se interpoló la concentración de proteínas totales de los grupos de 

tratamientos evaluados expresados como μg equivalentes de albúmina por μl de muestra. 

 

 

Figura A.10. Curva de calibración de la albúmina sérica bovina. 
Cada punto representa la media y la desviación estándar de tres análisis independientes con tres 

repeticiones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0012x + 0.0029 
R² = 0.9995 

0 

0.05 

0.1 

0.15 

0.2 

0.25 

0.3 

0.35 

0.4 

0 50 100 150 200 250 300 

g equivalentes de albúmina por l de muestra 

A
b

so
rb

an
ci

a 



177 

 

 

 

Cuadro A.10. Concentración de proteína de los diferentes tratamientos determinada por el 

método de Bradford. 

 

Muestra 

 

Concentración 

(μg/μl del extracto de proteínas) 

Control 71.5 

FC 52.6 

FND 77.1 

AOM 41.2 

FC+AOM 40.7 

FND+AOM 43.7 

Cada valor representa la media de dos réplicas con dos repeticiones 
FC = Frijol cocido; FND = Fracción no digerible; AOM = Azoximetano.  
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ANEXO 11 

 

Solución digestora de proteínas (Laemmli) 

 

Reactivos 

 

 Glicerol 30% (1.5 ml) 

 Tris-HCl 100 mM pH 6.8 (1 ml) 

 SDS 10% (0.5 g) 

 Azul de bromofenol 1% (0.05 g) 

 Mercaptoetanol 4% (0.2 ml) 

 

Adicionar las cantidades de cada reactivo y aforar a 5 ml con agua grado HPLC. 

 

1. Después de la cuantificación, digerir la proteína 1:1 (1 ml proteína : 1 ml solución 

digestora) y poner en ebullición por 5 min. 

2. Congelar y usar en electroforesis. 

3. No olvidar re-calcular el contenido de proteína para la dilución con esta solución.  
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ANEXO 12 

 

 

Electroforesis SDS-PAGE 

 

 

Reactivos 

 

 Acrilamida 30% y bisacrilamida 0.938%  

  Para 200 ml  acrilamida   60 g  

   Bisacrilamida   1.876 g 

   Agua destilada 200 ml 

  Almacenar en refrigeración en frasco ámbar o aluminio. 

 

 Glicerol 79.5%  

  Glicerol    79.5 ml 

  Agua destilada   20.5 ml 

 

 Persulfato de amonio al 10% 

  1 g para 10 ml de agua. 

  Alicuotar en eppendorff y congelar. 

 

 Buffer separador pH 8.8 (2x) 

Tris base    18.15 g 

  Agua destilada  100 ml 

  Diluir el tris base en 80 ml de agua destilada y ajustar pH a 8.8 con HCl.  

Aforar a 100 ml. 

 

 Buffer concentrador pH 6.8 (1x) 

Tris base   6 g 

  Agua destilada   100 ml 

  Diluir tris base en 80 ml de agua destilada. 

  Ajustar pH 6.8 con HCl y aforar a 100 ml. 

 

 SDS 10% 

 1 g en 10 ml de agua destilada. 

 

 Buffer superior 

 Tris base (0.1 M)  12.11 g/l 

 Tricina (0.1 M)  17.76 g/l 

 SDS (0.1%)   1 g/l 

 

 Buffer inferior 

 Tris-HCl 8.9 (0.2 M) 

 Tris    24.22 g/l 

 HCl     1.1 ml/l 
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 Solución de tinción de geles 

 Azul de Coomasie  1 g 

 Solución de lavado   100 ml 

 

 Solución para teñir geles 

 Metanol   400 ml 

 Ácido acético glacial   100 ml 

 Agua destilada   500 ml 

 

 

Procedimiento para electroforesis SDS-PAGE 

 

1. Limpiar con etanol los vidrios y peines. 

2. Colocar los vidrios en los sujetadores y luego montar en los soportes. 

3. Llenar de agua para verificar que no haya fugas. Luego se vacia el agua y se seca con 

un papel filtro. 

4. Se coloca el peine y se marca a medio centímetro debajo del peine de la base del pozo 

para indicar el tamaño del gel separador. 

5. Se preparan los geles, primero el separador (respetando el orden en el que aparecen los 

reactivos), luego se le adicionan unas gotas de agua para sellar. Se espera a que 

solidifique aproximadamente 20 minutos y se retira el agua con papeles filtro tratando 

de no tocar el gel. 

6. Se prepara el gel de condensación y se agrega, se pone el peine. Se espera a que 

solidifique y se marcan los pozos. 

7. Se montan los vidrios en la cámara de electroforesis y se retiran los peines. Se llena con 

buffer superior, verificando que se llenen los pozos de buffer. 

8. Se cargan las muestras digeridas en los pozos. 

9. Colocar 5 l del marcador o estándar para verificar PM. 

10. Correr a 120 volts durante 120 minutos para tejido de colon en frío (4ºC), en 

refrigerador. 

 

Concentración de los geles para electroforesis 

 

Reactivo Gel separador 10% Gel condensador 4% 

Acrilamida (30%)-

BisAcrilamida (0.938) 

3.3 ml 0.4 ml 

Tris-HCl 1 M pH 6.8 --------- 0.75 ml 

Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 3.3 ml 1.5 ml 

SDS 10% 0.1 ml 0.1 ml 

Glicerol 79.5 % 1.3 ml --------- 

H2O HPLC 2 ml 3.65 ml 

Persulfato de amonio 80 μl 80 μl 

Temed 8 μl 8 μl 
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Tinción de geles con azul de Coomassie 

 

1. Después de la electroforesis, colocar uno de los geles en la solución de tinción con azul 

de Coomassie de 5 a 10 minutos en agitación. 

2. Retirar el colorante (reusable) y lavar con la solución de lavado hasta visualizar las 

bandas, aproximadamente 15 minutos. 

3. Cambiar la solución de lavado las veces que sea necesario. Dejar toda la noche en 

solución de lavado si es necesario. 

 

 

 

Transferencia semi-seca 

 

Reactivos  

 

 Buffer de transferencia pH 9.0 - 9.4 

 Tris base 48 mM  5.82 g 

 Glicina 39 mM  2.92 g 

 Aforar a 1 l. No ajustar pH. Guardar en refrigeración. 

 

 Solución para teñir membrana 

 Rojo Ponceau 0.1%  0.04 g 

 Metanol 50%   20 ml 

 Ácido acético 10%  4 ml 

 Aforar a 40 ml con agua destilada. 

 

 Solución 1 para desteñir 

 Metanol 80%   80 ml 

 Ácido acético 10%  10 ml 

Aforar a 100 ml con agua destilada. 

 

 Solución 2 para desteñir 

 Metanol 50%   50 ml 

 Ácido acético 10%  10 ml 

 Aforar a 100 ml con agua destilada. 

 

 

Procedimiento de transferencia semi-seca 

 

1. Una vez terminada la electroforesis, colocar los geles en buffer de transferencia mínimo 

15 minutos. 

2. Activar membranas de PVDF: 

  Pasar por metanol 

  Pasar por agua HPLC 

  Colocarla en buffer de transferencia por 15 minutos. 
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3. Colocar 3 filtros delgados o 2 gruesos previamente humedecidos en buffer de 

transferencia en el equipo de transferencia. Utilizar rodillo para eliminar burbujas. 

4. Colocar membrana en los filtros. 

5. Colocar encima el gel con las proteínas hacia arriba. 

6. Colocar otros 3 filtros delgados o 2 filtros gruesos y pasar rodillo. 

7. Limpiar el excedente de buffer con papel. 

8. Cerrar el equipo y correr a 15 volts durante 18 minutos. 

9. Al terminar de correr se tiñe la membrana con rojo de ponceau y se destiñe con las 

soluciones 1 y 2. 

10. Si la membrana no se utiliza en el momento, se guarda entre 2 papeles filtros secos y se 

cubren con papel aluminio en el refrigerador. 

 

Tinción de membranas PVDF 

 

1. Poner membrana en solución para teñir (rojo ponceau) durante 5 minutos. La solución 

se reutiliza. 

2. Desteñir membrana con solución 1 por 5 minutos. Tirar solución. 

3. Desteñir membrana con solución 2 por 10 minutos. Tirar solución. 

 

 

Western blot 

 

 

Reactivos  

 

 Soluciones stock: 

 

Tris-HCl 1 M pH 8  

 12.11 g para 100 ml 

NaCl 5 M 

 29.22 g para 100 ml.  

Pulverizar en mortero y refrigerar. 

 

 TBS 

 Tris-HCl 0.01 M pH 8  10 ml 

(partir de solución stock) 

 NaCl 5 M   30 ml 

 Aforar a 1 l. Filtrar y refrigerar. 

  

 TTBS 

  Tris-HCl 1 M   10 ml 

(partir de solución stock) 

  NaCl 5 M   30 ml 

  Tween 20   1 ml 

  Aforar a 1l. Filtrar y refrigerar. 
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 Solución bloqueadora 

  Leche en polvo descremada     0.375 g (para 2 pozos y anticuerpos) 

  TBS    75 ml 

  Filtrar y refrigerar. Utilizar máximo en 2 días. 

 

 Anticuerpos 

  Leche bloqueadora  3 ml 

  Anticuerpo primario  dependiendo de la proteína 

  Anticuerpo secundario dependiendo de la proteína 

 

 

Procedimiento para Western blot 

 

1 El western blot se realiza siguiendo la metodología descrita por el sistema para 

detección de proteínas SNAP i.d. (Millipore, Corporation, Billerica, MA).  

2 Los casetes se preparan de acuerdo al protocolo de manufactura y la membrana de 

PVDF conteniendo las proteínas y activada con metanol y agua, se coloca en su 

interior, con las proteínas hacia abajo.  

3 Los sitios no específicos de la membrana se bloquean con una solución bloqueadora al 

0.5% aplicando vacío.  

4 La membrana se incuba durante 10 minutos con el anticuerpo primario de interés 

(15:1500) a temperatura ambiente.  

5 Los anticuerpos se disuelven en solución bloqueadora al 0.5%. Transcurrido el tiempo 

de la incubación con el anticuerpo primario, la membrana se lava con un esquema de 

3 lavados con TTBS aplicando vacío continuo.  

6 Posteriormente, la membrana se incuba con un segundo anticuerpo de interés 

(2.5:1500) durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

7 Transcurrido este tiempo, la membrana se lava 3 veces con TTBS aplicando vacío 

continuo.  

8 La membrana se incuba con la solución de quimioluminiscencia durante el tiempo 

necesario para cada proteína de interés exponiendo la membrana a una película 

fotográfica. Las bandas se cuantifican con software ImagenJ versión 1.39 y los 

valores se expresan como porcentaje de intensidad de pixeles. 
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