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Resumen 

Las enfermedades crónicas degenerativas son un problema de salud a nivel 

mundial y, en México, una de las principales causas de muerte es el cáncer. 

Dicha enfermedad se encuentra en crecimiento en relación al número de nuevos 

casos por año en el mundo y la demanda de nuevos productos. Por lo anterior, 

es necesario profundizar en el estudio de compuestos que puedan presentar 

efectos contra el crecimiento, desarrollo y movilidad de células de cáncer, tales 

como las lectinas o los inhibidores de proteasa (IP). En este trabajo se 

caracterizó parcialmente una fracción rica en lectinas e IP de frijol Tépari (LIP-

60), además de que se probó el efecto biológico del resto de proteínas presentes 

en la fracción. El IP presentó actividad inhibitoria contra tripsina y quimotripsina, 

además de que la lectina que contiene presentó actividad aglutinante contra 

eritrocitos A+. Se utilizaron diversos métodos de purificación para determinar la 

proteína responsable del efecto citotóxico de la fracción LIP-60, y se estandarizó 

una metodología de análisis de imagen con el programa ImageJ, para determinar 

parámetros de sobrevivencia para la línea de fibroblastos de ratón 3T3/v-mos. 

Se determinó el efecto citotóxico de LIP-60 y la proteína no lectina obtenida 

mediante métodos cromatográficos (PnL-C). Los resultados muestran que la 

PnL-C no provoca significativamente un efecto citotóxico, lo que sugiere que 

dicho efecto es dependiente principalmente de las lectinas presentes.  

Palabras clave: Cáncer, Frijol Tépari, Lectina, Purificación, Proteínas. 
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Abstract 

Chronic degenerative diseases are a health problem worldwide and in Mexico, 

cancer is one of the leading causes of death. The disease is growing in relation 

to the number of new cases per year in the world and demand for new products. 

Thus, it is  necessary to deepen the study of compounds, such as lectins or 

protease inhibitors, that could present effects against the growth, development 

and motility of cancer cells, as lectins and protease inhibitors (PI). In this work, a 

fraction rich in lectins and PI from Tepary bean (LIP-60) was partially 

characterized, in addition the biological effect of other proteins in the fraction was 

tested. Trypsin and chymotrypsin inhibitory activity, and also binding activity 

against A+ erythrocytes were found on this fraction. Several purification methods 

were used in order to determine the protein responsible for the cytotoxic effect of 

LIP-60 fraction, and image analysis methodology was standardized using the 

imageJ program to determine parameters of survival for 3T3/v-mos fibroblasts. 

The cytotoxic effect of LIP-60 and the no-lectin protein obtained by 

chromatographic methods (PnL-C) was determined.The results showed that PnL-

C causes no significant cytotoxic effect, indicating that this effect is dependent 

primarily on lectins. 

 

Keywords: Cancer, Tepary Bean, Lectin, Protein, Purification. 
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1. Introducción. 

Los mamíferos están constituidos por millones de millones de células vivas, las 

cuales se encuentran constantemente bajo diversos procesos pero presentan un 

comportamiento similar. Tales células crecen y se dividen formando nuevas 

células, órganos, y complejos de interacciones entre ellas para después morir de 

manera ordenada. Existen diversos procesos que pueden ocasionar alteraciones 

o aberraciones en los procesos celulares (Malats y Castaño-Vinyals, 2007), 

como en el caso del cáncer, el cual es un proceso de crecimiento y diseminación 

autónomo de células. Este proceso puede originarse de cualquier tipo celular y 

dispersarse a la totalidad del cuerpo con la capacidad de formar un tumor. El 

cáncer suele invadir el tejido circundante y puede provocar metástasis en puntos 

distantes del organismo (WHO, 2015).  

El cáncer es una de las principales causas de muerte en el mundo, esta 

problemática incrementa el número de medicamentos y tratamientos alternativos 

para resolver el problema de salud. En México, la tasa reportada de incidencia 

de cáncer en mujeres para el 2012, fue cáncer de mama como primer lugar 

seguida de cáncer de colon; para el caso de hombres se fue de cáncer prostático, 

seguido de pulmonar y en tercer lugar cáncer de colon (Globocan, 2012). Dicha 

problemática ha incrementado en las últimas décadas, provocando aumento en 

la demanda hospitalaria y de medicamentos (WHO, 2015).  

La búsqueda de moléculas más selectivas y que provoquen menores efectos 

secundarios en los tratamientos contra enfermedades crónico degenerativas, se 

ha potencializado en los últimos años. En la actualidad se exploran nuevas 

alternativas de terapias contra cáncer, particularmente utilizando extractos de 

hierbas medicinales o componentes de plantas (Grassi y col., 2013; Behzad y 

col., 2014). Las plantas son fuente de diferentes tipos de compuestos con 

capacidad medicinal, entre ellas, las leguminosas representan una fuente 

interesante de compuestos bioactivos (Mojica y Mejía., 2015). 

El frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) contiene diversas propiedades que le 

proveen resistencia a sequía y a parásitos. Este frijol presenta compuestos 

antinutricios como fitatos, lectinas e inhibidores de proteasas, los cuales se 
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encuentran en altas cantidades en los extractos crudos (Zaugg y col., 2013). 

Estos compuestos pueden desaparecer casi del todo después de la cocción, por 

lo que al ser consumidos no constituyen un riesgo para la salud (García-Gasca 

y col., 2002). Respecto al frijol común, el frijol Tépari tiene concentraciones 

menores de lectinas, sin embargo, se sabe que éstas poseen alta actividad 

biológica (González de Mejía y col., 2005). 

En nuestro grupo se ha mostrado que inhibidores de proteasas (IP) presentes en 

dicho frijol, tienen la capacidad de incrementar la adhesión celular e inhibir la 

capacidad de invasión in vitro, además de disminuir la actividad de algunas 

proteasas (García-Gasca y col., 2012; García-Gasca y col., 2002) además de 

que pueden presentar complejos activos contra quimotripcina (Roldán-Padrón 

2014). Por su parte, lectinas presentes en el frijol Tépari son capaces de 

reconocer a células de cáncer humano, inhibiendo la proliferación y 

sobrevivencia celular en función de la concentración, mediante la inducción de 

apoptosis (García-Gasca y col., 2012).  

Recientemente se inició el estudio de una fracción combinada de IP y lectinas de 

frijol Tépari, con la finalidad de encontrar un posible efecto sinérgico. Los 

estudios toxicológicos mostraron que la fracción combinada presenta menos 

efectos adversos que la fracción concentrada en lectina (FCL) (López-Sánchez 

y col., 2010; Ferriz-Martínez y col., 2015). El presente trabajo se enfocó en 

caracterizar la fracción combinada de IP y lectinas de frijol Tépari, con la finalidad 

de contribuir al conocimiento de las propiedades biológicas de esta fracción y su 

potencial como herramienta terapéutica contra cáncer de colon.  
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2. Antecedentes  

2.1 Frijol Tépari. 

En el Norte de México y sur de los Estados Unidos, se cultiva una especie de 

frijol conocida como Tépari. Aunque su consumo está limitado a dicha región, 

este cultivo es particularmente atractivo, debido a sus características 

agronómicas, como la resistencia a plagas y sequía (González de Mejía y col., 

2005). El nombre científico del frijol Tépari es Phaseolus acutifolius, pertenece a 

la familia Fabaceae, y crece de forma silvestre en algunas regiones áridas y 

semiáridas del suroeste de Estados Unidos, desde la parte central del estado de 

Arizona, EU hasta el sur de Nicaragua. Su origen se remonta a 5000 a.C., en el 

Valle de Tehuacán, Puebla, lugar en donde se encontraron las semillas más 

antiguas. Fue una de las cinco especies de Phaseolus domesticadas en América 

en tiempos precolombinos (Debouck, 1994). No se conoce con precisión dónde 

se empezó a domesticar esta especie, pero algunas de las causas del descuido 

del cultivo de frijol Tépari es la pérdida de consumo tradicional en las 

comunidades indígenas y la escasez de demanda en los grandes mercados. Su 

cultivo potencial en áreas desérticas es extenso debido a su resistencia a la 

sequía, al calor y a su adaptabilidad a altas concentraciones salinas del suelo 

(González de Mejía y col., 2005). 

El frijol Tépari se utiliza principalmente como alimento para humanos y animales 

debido a su gran contenido proteínico sin embargo, su bajo consumo representa 

una subutilización de su alto contenido de proteínas y carbohidratos (Osman y 

col., 2003). Esta semilla presenta compuestos antinutricios como fitatos, lectinas 

e inhibidores de proteasas (IP) que, aunque relativamente altas en el extracto 

crudo, desaparecen casi del todo después de la cocción, por lo que al ser 

consumidos no constituyen un riesgo para la salud. Respecto al frijol común, el 

frijol Tépari tiene concentraciones menores de lectinas, sin embargo, éstas 

poseen una actividad biológica mayor (González de Mejía y col., 2005).  
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2.2 Inhibidores de proteasas de frijol Tépari 

Los IP son proteínas con actividad inhibitoria contra enzimas proteolíticas, 

participan en diversos procesos dentro de las plantas, como mecanismo de 

defensa contra patógenos, resistencia a sequia entre otros, además de que su 

estudio está orientado a utilizarlos como control biológico en la industria (Katoch 

y col., 2015).  

En el reino vegetal se ha descrito un amplio número de IP en las semillas de 

leguminosas (Mello y col., 2003; Sousa y col., 2014). Dichos IP se clasificaban 

tradicionalmente de acuerdo con los tipos de enzima que reconocen, entre los 

cuales se encuentran las metalopeptidasas, serín peptidasas y otras. 

Actualmente los IP se clasifican en diversas familias, de acuerdo la secuencia de 

aminoácidos que presentan y la estructura tridimensional del dominio que 

presentan (Rawlings y col., 2008). Uno de los grupos más estudiados son los IP 

de la familia Bowman-Birk o (BBI, por sus siglas en inglés), los cuales han 

generado interés en los últimos años por sus posibles aplicaciones 

biotecnológicas y en medicina (Campos-Contreras y col., 1997).). Estos IP 

contienen de 60 a 90 aminoácidos (Prassad y col., 2010) y presentan dominio 

contra tripsina el cual contiene los aminoácidos serina, histidina, y ácido 

aspártico como sitio catalítico. El IP reportado en el frijol Tépari ha mostrado 

propiedades bioactivas. En 1997, Campos y col. describieron un IP tipo Bowman-

Birk proveniente del frijol Tépari que presentaba un peso molecular de 8,764.6 

Da, y una alta resistencia a temperatura mayor de los 50 C° además de a pH 

bajo. Dicho IP contiene un sitio activo contra tripsina y a su vez contra 

quimotripsina, con la que puede realizar la formación de un complejo activo 

enzima-inhibidor altamente estable (Roldán-Padrón, 2014). Este tipo de 

inhibidores presentan una estructura canónica que les brinda la función 

inhibitoria, uniéndose al sitio activo de la proteasa (Walker, 1994; Mendoza y 

Cassaretto, 2012).    
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2.3 Lectinas de frijol Tépari 

Las lectinas se encuentran presentes en prácticamente todos los organismos 

vivos, pero de mayor forma en los granos de diversas semillas. Particularmente, 

las lectinas de leguminosas son glicoproteínas que se presentan como factores 

anti-nutricionales y pueden causar trastornos intestinales, dada su capacidad de 

actuar como alergenos tóxicos y hemaglutininas (He y col., 2015). Algunas 

lectinas presentes en el género Phaseolus se han comenzado a explotar ya que 

se conocen algunos efectos benéficos para la salud ya sea contra cáncer, virus 

de la inmunodeficiencia (anti-VIH) o infecciones microbianas, pudiendo servir 

como tratamiento por su alta especificidad a carbohidratos (Da Silva y Correia, 

2014). Las proteínas pueden estar unidas a diversos grupos que les confieren 

estructura o función, como carbohidratos (Zachara y Hart, 2004). En las 

leguminosas las lectinas ocupan del (2% al 10% del total de proteínas) en la 

semilla y se distinguen por presentar interacción proteína–carbohidrato (Carlini y 

Grossi-de-Sá, 2002; Damodaran y col., 2008). Los carbohidratos que interactúan 

en las lectinas pueden contener propiedades hidrofílicas polares, estos 

carbohidratos pueden estar arreglados de forma muy diversa y constituyen del 1 

al 80% del total del peso molecular de la proteína (He y col., 2015; Torres, 2010). 

Estas características le dan una  compleja particularidad a este tipo de proteínas, 

como la capacidad de aglutinar algunos tipos celulares, mostrando un alto grado 

de especificidad por eritrocitos humanos y de igual forma algunos eritrocitos 

animales (Boyd y Sharpleigh, 1954), además de afinidad a células cancerígenas 

(Jaffé, 1980; García-Gasca y col., 2012).  

Por su parte, la purificación y caracterización de lectinas del Tépari ha permitido 

determinar diversas propiedades activas (Torres, 2010; Wang y Amin, 2014), ya 

que son proteínas que reconocen de igual forma líneas celulares de cáncer con 

una gran especificidad (Mendoza y col 2007, García-Gasca y col., 2012). Las 

lectinas de leguminosas han mostrado una aplicación potencial como agentes 

antitumorales, ya que se conoce su interacción con diferentes carbohidratos 

presentes en la superficie de células cancerígenas (Ueno y col., 2000).  
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En 2011, Valadez-Vega y col. reportaron que una lectina proveniente del frijol 

Tépari purificada mediante columna de fetuina-agarosa, presentó efecto 

antiproliferativo sobre células de cáncer SW480. En nuestro grupo  hemos 

estandarizado la obtención de una fracción concentrada de lectinas (FCL) de 

frijol Tépari, mediante cromatografía de exclusión de peso molecular (Torres, 

2010). Esta FCL presenta efecto citotóxico diferencial sobre líneas celulares de 

cáncer (García-Gasca y col., 2012), mediante la inducción de apoptosis (Ferriz 

Martínez, datos no publicados). 

En modelos animales se han administrado lectinas de Phaseolus vulgaris y se 

ha encontrado aumento de la inmunoglobulina (Ig) en sistema inmune de ratas, 

esta respuesta inmune continua, sugirió que los mecanismos normales de 

defensa fueron parcialmente reprimidos en las ratas tratadas (Rougé y col., 2010; 

Kumar et al, 2013). Por su parte, la FCL de frijol Tépari ha mostrado baja 

toxicidad, administrada vía oral en ratas Sprague Dawley a una concentración 

de 50 mg/kg de peso corporal, aplicada 3 veces por semana durante 6 semanas 

(López-Sánchez y col., 2010). Se ha observado activación del sistema inmune, 

ya que el porcentaje de granulocitos aumenta de forma significativa (Ferrriz-

Martinez y col., 2015). Además, presenta efecto inhibitorio sobre la 

tumorogénesis colónica temprana (Ferriz-Martínez, datos no publicados).  
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3. Justificación 

Los resultados obtenidos hasta ahora sugieren un efecto apoptótico de lectinas 

de frijol Tépari, así como un posible efecto en la disminución de la movilidad 

celular causada por el IP.  Por lo tanto, resulta importante caracterizar una 

fracción que contenga ambos tipos de proteínas bioactivas. Los costos que 

representa purificar este tipo de proteínas y probarlas en modelos animales son 

altos, además, su rendimiento es muy bajo. Por lo tanto, se propone trabajar con 

una fracción que contemple las dos proteínas bioactivas.   
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4. Hipótesis 

El efecto bioactivo que presenta la lectina presente en la fracción LIP-60 obtenida 

de frijol Tépari contra líneas celulares de cáncer, es la principal responsable de 

la muerte celular y no el resto de proteínas de la fracción  

5. Objetivos 

5.1 Objetivo General 

Obtener la fracción proteica no lectina, para conocer si otras proteínas pudieran 

participar en la actividad citotóxica de la FCL  

5.2 Objetivos específicos 

 Obtener una fracción combinada de IP y lectinas de frijol Tépari. 

 Separar los diferentes componentes proteínicos de la fracción. 

 Determinar las unidades inhibitorias, aglutinantes, así como el perfil 

proteínico de la fracción. 

 Determinar el efecto en la proliferación celular de la fracción de las 

proteínas no lectinas de la fracción sobre células de cáncer. 

 Evaular mediante análisis de imagen la morfología, tamaño, coloración, 

simetría celular, y utilizar estos parámetros para determinar la muerte y 

sobreviviencia celular 
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6. Materiales y Métodos. 

6.1 Obtención de la fracción combinada IP y lectinas 

El proceso de extracción de los IP y lectinas se basó en la metodología propuesta 

por Campos y col. (1997). Las semillas de frijol tépari (Phaseolus acutifolius) 

fueron obtenidas en la comunidad de Arizpe en Hermosillo Sonora, (30°19ʹ 

51.96ʺ N, 110° 10ʹ 04.36ʺ O). La semilla se trituró en un molino eléctrico modelo 

A-10 (Analytical Tekmar, Germany) hasta obtener harina. La harina fue 

desgrasada con una mezcla de cloroformo-metanol 3:1 (v/v), en proporción 4:1 

p/v (harina-agua) en agitación por 30 min. Los solventes se retiraron por filtración 

al vacío y se repitió el proceso 3 veces. La harina desgrasada se secó a 

temperatura ambiente. Las proteínas de interés se extrajeron de la siguiente 

manera. Se colocaron 100 g de harina desgrasada en 500 mL de agua 

desionizada, en agitación constante a 4º C durante 12 h. posteriormente, esta 

mezcla se centrifugó a 39,200 G. Se recuperó el sobrenadante (extracto crudo) 

y se sometió a diferentes estrategias de obtención de la fracción combinada IP y 

lectinas. 

Primera estrategia: Separación de proteínas mediante membranas de Amicon. 

Con la intención de eliminar la proteína mayor a 50 kDa se utilizó un filtro de 

Amicon de 50 kDa, ya que se sabe que la subunidad de la lectina de frijol Tépari 

tiene un peso molecular aproximado de 30 kDa y el IP de 8 kDa. A partir del 

extracto crudo se realizó una precipitación secuencial con sulfato de amonio, 

iniciando con 40% de saturación, se recuperó el sobrenadante y se llevó al 70% 

de saturación para precipitar la proteína (P-70), que se dializó contra agua 

utilizando membrana de 3 kDa. El P-70 se trató con SDS (20 mg/mL) con la 

intención de desnaturalizar la forma tetramérica de la lectina y permitir la filtración 

de las subunidades. Brevemente, a 5 mL de P-70 se le adicionaron 100 mg de 

SDS, se agitó durante 30 min, se procedió a filtrar el extracto a través de un 

amicón de 50 kDa. Una vez filtrada, se recuperaron las dos fracciones (arriba y 

abajo del filtro de 50 kDa). Se procedió a eliminar el SDS por ultrafiltración, 

utilizando una membrana de amicón de 3 kDa. Al eliminar el SDS de la muestra, 

algunas proteínas se volvieron insolubles y precipitaron, por lo que se registró 
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pérdida de proteína, sin saber si dicha proteína era de interés. Se llevó a cabo 

una electroforesis al 10% con SDS en el sistema de Laemmli (1970). 

Segunda estrategia: Optimización de la obtención de la fracción por precipitación 

secuencial. Una de las opciones que se consideró para obtener la fracción de 

interés, fue procesar la muestra mediante cromatografía de exclusión de peso 

molecular, donde se separa la FCL y el IP. Esta opción se descartó debido a que 

implicaba una mayor manipulación de la muestra, así como un incremento en 

costos de obtención, ya que era necesario, primero separar al IP y las lectinas y 

luego nuevamente mezclarlos. De acuerdo a resultados previos, se sabe que la 

mayor actividad aglutinante se recupera al precipitar secuencialmente al 40% y 

al 60%, por lo que se optó por caracterizar dicha fracción (LIP-60). Brevemente, 

se sometió a una precipitación secuencial con sulfato de amonio, primero al 40% 

en agitación constante durante 1 h a 4° C, seguido de una precipitación al 60% 

con sulfato de amonio a 4° C por 1 h a 39,200 g. La proteína obtenida se dializó 

con una membrana (Spectra/Por membrana tubular de microporos de 3.5 kD). 

Las muestras se liofilizaron y almacenaron para su posterior utilización a -20 °C. 

6.2 Análisis de proteínas 

6.2.1 Perfil electroforético monodimensional  

Los perfiles electroforéticos de las fracciones obtenidas se obtuvieron mediante 

SDS-PAGE, en geles de poliacrilamida al 10% (mediante el método de Laemmli 

(1970). La cantidad de proteína total en la fracción LIP-60 se determinó 

previamente con el método de Bradford (1976). Se tomó una muestra del 

extracto crudo, extracto precipitado al 40%, extracto precipitado al 60%, fase 

soluble e insoluble, para posteriormente desgrasar con cloroformo en una 

relación v/v y se mantuvieron en agitación por 10 min, posteriormente se retiró el 

sobrenadante para cuantificar el total de proteínas y determinar el perfil 

proteínico por electroforesis. 
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6.2.2 Determinación de presencia de IP mediante zimogramas con tripsina 

bovina en membrana de celulosa 

La detección de las proteínas con actividad de IP fue mediante la digestión con 

tripsina bovina se llevó a cabo según los protocolos de Ohlsson y col. (1986) y 

Vinokurov y col. (2005). Se realizó una electroforesis de acuerdo al sistema de 

Laemmli (1970). Posteriormente sobre el gel se colocó una membrana de 

celulosa previamente embebida en sustrato SAAPFpNA (N-Succinil-Alanina-

Alanina-Prolina-Fenilalanina-p-nitroanilida) en dimetilsulfoxido (DMSO) 43.5 

mg/10 mL, para medir la actividad proteolítica tipo qimotripsina. Se incubó a 37°C 

por 2 h (o hasta observar coloración amarilla en alguno de los carriles) y se lavó 

con Na2NO3 0.1%, sulfato de amonio y con N-1-naftiletilendiamina durante 

periodos de 5 min cada una. Terminada la electroforesis el gel se tiñó con azul 

de Comassie y se destiñó con una solución de ácido acético 10%. 

6.2.3 Tinción con plata 

La tinción con plata se realizó según el protocolo reportado por Blum y col. 

(1987), basado en el procedimiento de tinción de plata no amoniacal. Después 

de la electroforesis, los geles fueron puestos en agitación lenta durante 10 min, 

en una solución de metanol al 40% y formaldehído (12.5 μL de formaldehído al 

37% en 25 mL). Posteriormente, los geles se lavaron dos veces con agua, 5 min 

por cada lavado y e1 lavado de 1 min con una solución de tiosulfato de sodio 

(0.2 g/L), con agitación lenta. Se eliminó el tiosulfato de sodio y se realizaron dos 

lavados con agua de 20 s cada uno, enseguida se sumergieron en una solución 

de nitrato de plata 0.1% durante 10 min. La proteína fue revelada posteriormente 

al agitar el gel en una solución de carbonato de sodio, tiosulfato de sodio y 

formaldehído, hasta que la coloración café de las bandas se desarrolló 

completamente. La reacción se detuvo al añadir 5 mL de ácido cítrico 2.3 M y 5 

mL de ácido acético al 25%, el gel se montó en una hoja de acrílico y se escaneó.  
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6.3 Determinación de actividades biológicas de IP y lectinas 

6.3.1 Actividad Inhibitoria de proteasas 

A partir de la fracción LIP-60 se determinó la actividad inhibitoria del IP contra 

tripsina bovina con el sustrato N-benzoil-arginina-etil-ester (BAEE), de acuerdo 

con el método de (Schwertz y Takenaka, 1955), y usando el sustrato N-benzoil-

arginina-p-nitroanillida (BApNA), en un espectrofotómetro de microplacas de 96 

pozos (Erlanger y col., 1961). Se realizó un dilución 1:10 a partir de la fracción 

LIP-60, se tomó una muestra de 5 μL, al cual se le agregaron 95 μL de buffer 

Tris-HCl 0.1 M pH 8, 10 μL de tripsina bovina y 10 μL de sustrato BApNA y se 

leyó a 405 nm en un espectrofotómetro para microplaca xMark™. Se tomó un 

pozo como control utilizando la misma cantidad de sustrato y enzima sin la 

fracción LIP-60. 

La actividad inhibitoria contra quimotripsina se determinó de la siguiente manera. 

Se tomó una muestra de 5 μL al cual se le agregaron 95 μL de buffer Tris-HCl 

0.1 M pH 8, 10 μL de quimotripsina bovina y 10 μL de sustrato Suc-AAPF-pNA 

mediante el método de (Erlangery col., 1961). 

6.3.2 Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad inhibitoria 

Se determinó la actividad inhibitoria con tres buffers Tris-HCl, 10mM, 500mM y 

1 M, pH 8.0. Utilizando la enzima tripsina con el sustrato Bz-R-pNA en un 

espectrofotómetro para microplaca xMark™, como se describió anteriormente 

con el método de (Schwertz y Takenaka, 1955). 

6.3.3 Desglicosilación de lectinas contenidas en LIP-60 

La preparación de la enzima se realizó a partir de 50 U/mg de la enzima PNGase 

F (Sigma Aldrich, No catálogo (P7367-50UN), se disolvieron en 1mL de buffer 

(NH4)2CO3 50mM, previamente filtrado y ajustado a un pH de 7.5. 

La fracción LIP-60 se preparó a partir de 50 μg de proteína disuelta en buffer 

(NH4)2CO3 50mM pH7.5 y se mezcló con 16 μL de ditiotreitol 10mM (DTT; 

SIGMA, St. Louis, MO, USA), y de 20 μL de Iodo acetamida 50 Mm (IAA; SIGMA, 
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St. Louis, MO, USA), por 12 h a 37 °C. Posteriormente se dializó para eliminar el 

DTT y el IAA de la solución y se le agregaron 6 U de enzima para ser incubando 

toda la noche a 37° C. La mezcla se dializó nuevamente para eliminar los 

polisacáridos digeridos y se determinó actividad aglutinante con el método de 

(Adamova y col., 2014) y el perfil electroforético de la fracción LIP-60. 

6.3.4 Actividad Aglutinante. 

La determinación de la actividad aglutinante se realizó mediante el método 

descrito por (Jaffé, 1980), en el cual se realizan diluciones dobles seriadas en 

placas de 96 pozos, se colocaron 100 μL de PBS como control negativo, después 

en los pozos inferiores se agregó por triplicado, 100 μL de la fracción FCL a una 

concentración de 1mg/mL (previamente se determinó la concentración de 

proteína por Bradford 1976), se realizó lo mismo para LIP-60 y para la Lectina 

marcada. Posteriormente se agregaron 50 μL de PBS en el resto de placa y se 

realizaron diluciones seriadas comenzando en el primer pozo y pasando a los 

siguientes. A cada pozo se le agregaron 50 μL de eritrocitos humanos tipo A+ al 

2%, los cuales habían sido previamente fijados con glutaraldehído (Turner y 

Liener, 1975) y se incubó a 37º C durante 2 h. La placa se leyó en un microscopio 

invertido y la actividad aglutinante se determinó utilizando una escala arbitraria y 

apreciativa. La actividad específica se cuantificó mediante la ecuación.  

 

AE=Actividad específica aglutinante (U/mg) expresada en unidades por mg de 

proteína inicial, n=Última dilución con aglutinación apreciable al microscopio, 

mientras que  mg es la cantidad de proteína presente en la muestra. 

6.4 Separación de proteínas contenidas en LIP-60 

6.4.1 Purificación de proteínas por elución en geles de electroforesis 

La separación de las proteínas de LIP-60 se llevó a cabo por punción a partir de 

geles de poliacrilamida al 10% en los que se colocaron un total de 40 µg de 
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proteína por pozo en un peine de cinco pozos. La electroforesis se corrió a 80 V 

por 2 h a 4° C, se cortó un fragmento lateral de 1 cm del gel el cual se tiñó con 

Azul de Coomassie para determinar la presencia de las proteínas de interés. Con 

el resto del gel se realizaron cortes transversales para separar las lectinas 

detectada a 30 kDa, posteriormente el IP se retiró realizando otro corte en la 

parte inferior del gel a 8 kDa, el resto de las proteínas detectadas se colectaron. 

Las muestras obtenidas se congelaron a -20° C. 

A partir de las bandas extraídas se realizó la separación de proteínas por el 

método de (Harrington, 1990). Brevemente, se colocó la acrilamida con buffer de 

elución Tris 1M pH8 por 5 min, seguido de tres lavados de 10 mL con agua 

durante 5 min cada uno. El gel se maceró y se le agregaron 10 mL de buffer 

tampón de elución Tris 25mM, Glicina 50 mM y SDS 0.05% aforado con agua 

milliQ, durante 10 min con agitación constante. Se realizaron 4 lavados a la 

muestra y se colectó el buffer de lavado para ser concentrado y dializado contra 

una membrana de 3 kDa en amicón. Posteriormente el buffer se pasó por papel 

filtro y después por una membrana de 0.22 micras para eliminar los restos de 

acrilamida. La fracción no lectina se le llamó proteína no Lectina purificada por 

elución (PnL-E), se mantuvo almacenada a -20°C para posteriormente realizar 

pruebas de actividad aglutinante efecto citotóxico y perfil proteínico. 

6.4.2 Purificación de proteínas por cromatografía de exclusión de peso molecular 

G-75 e intercambio iónico. 

La fracción LIP-60 se separó en una columna de filtración en gel con Sephadex 

G-75 (Pharmacia Biotech; Uppsala, Suiza), dicha columna se equilibró con buffer 

de bicarbonato de amonio 0.01 M (pH 7.8), a una temperatura de 4° C. Se 

colectaron fracciones de 90 gotas a una velocidad de 1 gota cada 10 seg. A cada 

fracción se le midió absorbancia a 280 nm en un espectofotómetro Beckman DU-

65. Todas las fracciones se sometieron a un análisis de actividad aglutinante, 

donde se colectaron dos pools, el primero con presencia de actividad aglutinante, 

el segundo pool contenía el resto de proteína sin actividad aglutinante. 

Posteriormente, el primer pool se concentró y se purificó por medio de una 

cromatografía de intercambio iónico, utilizando un cartucho Econo Pack High Q, 
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en un equipo ECONO BioRad, a una velocidad de flujo de 1 mL por min. Se 

colectaron 120 fracciones, a las cuales se les midió la presencia de actividad 

aglutinante. De igual forma, se colectaron los tubos que contenían proteína con 

actividad aglutinante (lectina) y el resto de tubos, los cuales no presentaban esta 

condición (proteína no lectina purificada por Cromatografía de Exclusión 

Molecular y Cromatografía Intercambio Iónico, PnL-C). Los dos pools se 

dializaron, liofilizaron y almacenaron a -20° C, para posteriormente determinar el 

perfil proteínico y su efecto citotóxico. 

6.5 Análisis de citotoxicidad 

Para determinar la concentración letal 50 (CL50) de la fracción LIP-60 se utilizaron 

células HT-29 de cáncer de colon (García-Gasca y col., 2012). Brevemente, las 

células se cultivaron en placas de 24 pozos (1x104 células/pozo) en Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium DMEM con 10% de suero fetal bovino (SFB). A las 24 

h se les cambió el medio a DMEM con 2% de SFB para sincronizarlas. A las 

siguientes 24 h se contaron dos pozos como control inicial (Co), se agregaron 

los tratamientos en DMEM con 0.5% de albúmina sérica de bovina (ASB) y la 

CL50 de la FCL (0.402 mg/mL) utilizado como control positivo, se colocó una 

concentración igual de la fracción LIP-60 (0.804 mg/mL). La concentración 

probada de LIP-60 se determinó su actividad aglutinante específica con la de la 

FCL. Las células se incubaron por 8 h, se cosecharon y se contaron al 

microscopio. El porcentaje de sobrevivencia se calculó en función del número de 

células al inicio del experimento (Co).  

Posteriormente, se determinó la actividad citotóxica de las proteínas separadas 

de la fracción LIP-60 sobre células 3T3/v-mos. Las células se cultivaron en 

placas de 24 pozos (1x104 células/pozo) en DMEM con 10% de suero fetal 

bovino (SFB). A las 24 h se les cambió el medio a DMEM con 2% de SFB para 

sincronizarlas. A las siguientes 24 h se contaron dos pozos como control inicial 

(Co) se agregaron los tratamientos en DMEM con 0.5% de albúmina sérica de 

bovina (ASB). Para los diferentes tratamientos de colocaron las fracciones de 

proteína por cuadruplicado. Para los tratamientos 1 y 2 (PnL-E y PnL-C, 

respectivamente) se utilizaron concentraciones de 0.402 mg/mL, para el 

tratamiento 3 se utilizó la CL50 de la FCL (0.402 mg/mL) utilizado como control 

positivo, finalmente para el tratamiento 4, LIP-60, se colocó su CL50 (0.804 



 

 
 

16 

mg/mL). Las células se incubaron por 8 h. Debido a dificultades para cosechar a 

las células con tripsina, se tomaron cuatro fotografías por pozo para 

posteriormente analizarlas en el programa ImageJ. 

6.6 Análisis de Imagen  

La toma de imagen se realizó en el microscopio invertido Zeiss- axiovert A1 a 

una resolución de 10X. Para cada imagen tomada se dividió el campo visual en 

cuatro partes y se normalizaron las imágenes, eliminando las dos con mayor y 

menor número de células como se observa en la Figura 1. Posteriormente se 

realizó un análisis en el programa IMAGEJ 1.50b (National Institutes of Health, 

Bethesda, USA). Se tomaron diferentes parámetros como área (cobertura total 

de la célula), Feret (distancia entre los 2 puntos más alejados de la célula), 

circularidad, AR (relación de aspecto entre el eje mayor y el eje menor de un 

objeto), redondez (caracteriza qué tan sinuoso es el perímetro de un objeto), 

coloración de célula (brillante vs gris). Con todos estos parámetros, el programa 

calcula el total de diferencias respecto al control, dicho parámetro puede 

asociarse con supervivencia o muerte celular. Posteriormente cada valor que 

arrojó el programa, se analizó en el paquete estadístico MINITAB 17, donde se 

realizó una ANOVA de un factor con valor de significancia de 0.05 entre los 

diversos tratamientos y pos hoc con Tukey y Dunnett, para determinar la 

diferencia entre tratamientos  
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Figura 1. Fotografía tomada al control ASB con células 3T3/v-mos. Se observa la 

forma en la cual se tomaron los campos de cada tratamiento independiente para 

su análisis (40x). 
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7. Resultados y discusión 

7.1 Obtención de la fracción LIP-60 

La presencia de diversas proteínas en las leguminosas brinda una gran 

oportunidad de estudio, ya que presentan diferentes propiedades y se ha 

considerado uno de las mejores fuentes de proteína vegetal (Hernández y col., 

1996, Suárez-Martínez y col., 2015). En este trabajo se describieron algunas de 

las características que presentan la fracción LIP-60, proveniente del frijol Tépari. 

Esta fracción contiene un grupo de lectinas e IP de bajo peso molecular. La 

separación de proteínas del extracto crudo de frijol Tépari, por ultrafiltración, no 

permitió una adecuada recuperación así como se muestra en la Figura 2. Si bien 

las proteínas solubles recuperadas por abajo del corte de 50 kDa, contenían la 

banda de la subunidad de lectinas y el IP, se registraron algunas bandas de alto 

peso molecular, aunque en menor proporción que el P-70. Sin embargo, la 

cantidad de proteína retenida por arriba de 50 kDa, así como la cantidad de 

proteína insoluble perdida después de eliminar el SDS, mostraron muy baja 

eficiencia del método, ya que en la fracción de interés (proteína soluble por abajo 

del corte de 50 kDa) sólo se recuperó el 8.4% de proteína respecto a P-70 se 

puede observar en el Cuadro 1. La proteína insoluble mostró muy bajo contenido 

de proteína ya que no fue posible determinarla con precisión dada la propia 

insolubilidad.  

Como segunda estrategia se llevó a cabo la obtención de la fracción que 

contuviera tanto lectinas de interés, como IP, mediante la precipitación 

secuencial a partir del extracto crudo de proteína de frijol Tépari (LIP-60). Se 

obtuvo un rendimiento de 0.98 g de liofilizado por cada 100 g de harina, la cual 

contenía 0.49 g de proteína cuantificada por Bradford.  

La actividad inhibitoria que presentó la fracción LIP-60 contra tripsina, utilizando 

los sustrato BAEE y BApNA fueron diferentes, dado que son sustratos de 

diferente tamaño y el rango de lectura cambia, además de que las metodologías 

presentan cambios, se muestran mayores unidades en el caso del sustrato 

BApNA. Para la quimotripsina las unidades presentadas fueron similares a las 

que se observaron para tripsina con el sustrato BAEE, aunque son diferentes 
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tipos de enzima. La actividad aglutinante de la fracción LIP-60 se vio disminuidas 

en más del 50% en relación a la FCL reportada por Ángeles-Zaragoza en 2009. 

 

Figura 2. Electroforesis de las fracciones obtenidas mediante membrana de 

amicón de 50 kDa. Se realizó una SDS-PAGE con gel al 10% de poliacrilamida, se 

cargaron 15 g de proteína por carril. 1) marcadores de peso molecular, 2) FCL, 3) IP 

puro, 4) P-70, 5) proteínas por arriba del corte de 50 kDa, 6) proteínas por abajo del 

corte de 50 kDa, 7) proteínas insolubles por arriba del corte de 50 kDa, 8) proteínas 

insolubles por abajo del corte de 50 kDa.  

Cuadro 1. Recuperación de proteína con membrana de amicon-50 kDa. 

 P70 

Soluble 

arriba de 

50 kDa 

Soluble 

debajo de 

50 kDa 

Insoluble 

arriba de 

50 kDa 

Insoluble 

abajo de 

50 kDa 

Contenido de 

proteína (mg) 22.59 5.42 1.89 0.41 0.13 

Recuperación 

(%) 100 24.00 8.40 ND ND 

ND. No determinado 
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Cuadro 2. Unidades aglutinantes e inhibitorias de la fracción LIP-60 contra 

tripsina y quimotripsina 

Unidades  Inhibitorias 

Enzima/Sustrato 
UI/mg 

proteína 

UI/mg 

liofilizado 

Tripsina/BAEE 168 630 

Tripsina/BApNA 4,100 15,365 

Quimotripsina/SAAAPFpNa 680 2,550 

Unidades  aglutinantes 

UA/mg proteína  

2,782.62 

UA/mg liofilizado 

1,279.2 

El perfil proteínico permitió observar un total de 15 proteínas mediante la tinción 

de Coomassie, mientras que con la tinción con plata se observa un perfil distinto 

con 14 proteínas presentes (Figura 3). En relación con la FCL reportada en los 

trabajos de Torres en 2010, Ortega de Santiago en 2012, y Ferriz en 2015, se 

observa el mismo perfil de proteínas obtenido del frijol Tépari. 

 

Figura 3. Perfil electroforético de la fracción LIP-60. 1) Marcador de paso molecular, 

2) LIP-60 tinción Coumassie, se muestra la presencia de la Lectinas (LECs) a 30 kD y 

el Inhibidor de Proteasa (IP) en 8 kD, 3) LIP-60 tinción con plata. 4) zimograma de 

inhibición contra tripsina bovina. 
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7.2 Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad inhibitoria  

Se probó el efecto de la fuerza iónica para inactivar a los IP. Para el caso del 

efecto de la fuerza iónica sobre la actividad inhibitoria, se observó un aumento 

de la actividad inhibitoria con la molaridad del buffer. Es posible que las altas 

concentraciones de sales potencialicen la inhibición, teniendo su efecto máximo 

a 1 M (Figura 4). Esta concentración salina se ha reportado en el intestino 

humano (Márquez y col., 2004), lo que sugiere que la actividad IP permanece 

intacta.  

 

Figura 4. Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad Inhibitoria de la fracción 

LIP-60, contra tripsina bovina. 
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7.3 Desglicosilación de LIP-60 

Con la finalidad de inactivar a las lectinas y permitir la determinación de la 

actividad biológica de las proteínas no lectina, se probó la desglicosilación 

enzimática. Sin embargo, la desglicosilación con PGNasa F no fue suficiente 

para retirar los oligisacáridos de las lectinas bajo las condiciones probadas 

(Cuadro 3). Probablemente sea necesario utilizar otras enzimas en conjunto y a 

mayores tiempos de incubación. Sin embargo, este procedimiento no era 

consistente con la finalidad de proyecto.  

Cuadro 3. Aglutinación recuperada posterior al tratamiento enzimático. 

Tratamiento Concentración  

de enzima 

Lectina Aglutinación 

a 12 h 

Aglutinaci

ón a 24 h 

PNGasa F 6U 50 µg 8 7 

Control + --- 50 µg 8 8 

Control - --- 0 µg --- --- 

Una unidad equivale a la reacción que  1 mili-unidad (IUB)  Unidades biológicas 

internacionales. En donde (U) es la unidad que cataliza la liberación de oligosacáridos 

ligados a N de un nanomol a 37°C, a pH 7.5. 

7.4 Separación de proteínas contenidas en LIP-60 

La técnica de purificación por elución presentó algunos problemas en la 

recuperación de la proteína de interés. En la Figura 5 se muestra la proteína no 

lectina, además de la lectina presentes en la fracción LIP-60. Se observó un 

barrido en el carril de la proteína no lectina, posiblemente por degradación de 

proteína. En el Cuadro 4 se muestra la recuperación de proteína por este 

método. 
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Figura 5. Perfil electroforético de las fracciones de proteína obtenidas por el 

método de Elución de la fracción LIP-60. 1) Marcador de peso molecular 2) Proteína 

no L 10µg 3) Lectina 4) Proteína no L. Se cargaron 20 µg de proteína por carril. 

Cuadro 4. Porcentaje de recuperación a partir de la extracción por elución de las 

proteínas purificadas por SDS PAGE 

PROTEÍNA RECUPERACIÓN (g) 

LIP-60 inicial 5,600 

Lectina 297.2 

Inhibidor de proteasas 507.92 

Proteína no lectina ni IP 1322.72 

Total 2127.84 (38%) 

Utilizando la separación de proteínas mediante cromatografía de exclusión de 

peso molecular y cromatografía de intercambio iónico, fue posible obtener una 

buena separación de la proteína. El la Figura 6 se muestra el cromatograma 

obtenido por exclusión de peso molecular, donde se aprecia el pico característico 

de la FCL reportado por Torres en 2010. Si bien, mediante este método es 

posible separar las lectinas de los IP, no es posible separar otras proteínas 

diferentes a las lectinas. Por ello se tomó la fracción 2 y se sometió a 
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cromatografía de intercambio iónico, como se observa en la Figura 7, esto para 

separar de mejor forma las lectinas del resto de proteínas de la fracción. 

 
Figura 6. Cromatografía de filtración en gel Sephadex G-75 de LIP-60. En azul se 

muestra el perfil a 280 nm de la proteína LIP-60, en rojo se muestra la presencia de 

aglutinación. 

En la Figura 7 se muestra el cromatograma de intercambio iónico de la fracción 

2 obtenida de la cromatografía de exclusión de peso molecular. Las fracciones 

4, 6 y 8 que se observan, se unieron a las 1 y 3 obtenidas de la cromatografía de 

exclusión de peso molecular, a dichas fracciones se les llamó proteína no Lectina 

obtenida por cromatografía (PnL-C). Las fracciones 5 y 7 se unieron y se les 

llamó Proteína tipo Lectina. Para los dos tipos de proteína se corrió un gel de 

poliacrilamida al 10%, para determinar su perfil proteico como se observa en la 

Figura 8. 

En la Figura 8 se observa el perfil electroforético para las distintas muestras 

obtenidas. Se observa la banda bien definida de la proteína tipo lectina presente 

en la fracción LIP-60 carril 4. En el carril 5 se puede observar el resto de proteínas 

y se nota una banda que presenta un peso molecular similar a la que se muestra 

en el carril 4. Dicho resultado sugiere que existen proteínas tipo no lectinas, que 

presenten un peso molecular similar al de la lectina. Este método de separación 

mostró tener mejores resultados tanto en reproducibilidad como en rendimiento. 
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Figura 7. Cromatografía de intercambio iónico de la fracción 2. En azul se muestra 

la absorbancia a 220 nm, en rojo la presencia de aglutinación, en verde el gradiente de 

salinidad de 0 M a 1 M NaCl. 

 

Figura 8. Perfil electroforético de las fracciones obtenidas de la fracción LIP-60 a 

partir de los métodos cromatográficos. 1) Marcador de peso molecular 2) FCL 3) LIP-

60 4) Lectina fracciones 5 y 7, 5) Proteína no Lectina obtenida por cromatografía de 

exclusión molecular e intercambio iónico, (PnL-C) fracciones 1, 3, 4 y 6. 

7.5 Análisis de citotoxicidad 

Se determinó el efecto citotóxico de LIP-60 sobre células de cáncer de colon HT-

29 (Figura 9). Debido a que se cuenta con los datos de citotoxicidad para la FCL 

sobre la misma línea celular, se determinó la actividad aglutinante de LIP-60, 

para homologar las dosis en función de su capacidad aglutinante. Obteniendo 

para LIP-60 (2,782.61 UA/mg proteína) en relación a la FCL, 6,497.5 UA/mg 
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proteína. Por lo anterior, se duplicó la concentración para igualar las unidades 

aglutinantes de la CL50 de la FCL. Se observó un efecto citotóxico similar para 

ambas fracciones. En estudios anteriores se determinó que el IP no presenta 

citotoxicidad, (García-Gasca y col., 2012), por lo que este resultado sugiere que 

el efecto citotóxico está relacionado directamente a la presencia de lectinas en 

la fracción.  

 

Figura 9. Efecto citotóxico de FCL y LIP-60 sobre células HT-29. Se observa el 

control ASB (0.402 mg/mL) y los tratamientos FCL (0.402 mg/mL) y LIP-60 (0.804 

mg/mL). Se cosecharon las células con tripsina 8 horas después y se contaron con un 

hemocitómetro. Los asteriscos en la gráfica muestran diferencia estadística significativa 

respecto al control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre 

todos los tratamientos (Tukey, p<0.05) 

Debido a que el efecto de la FCL y de IP de frijol Tépari se ha caracterizado 

previamente sobre fibroblastos 3T3/v-mos (García-Gasca y col., 2012), se 

determinó el efecto citotóxico de la PnL-C, FCL y LIP-60 con la finalidad de 

conocer particularmente el efecto de las PnL-C. En la Figura 10 se muestran 

microfotografías de cada uno de los tratamientos. Con estas imágenes es posible 

determinar que la presencia de lectinas en los tratamientos provoca cambios 

significativos en la morfología celular (c y d). Estos cambios pueden estar 

relacionados con el desprendimiento celular típico del proceso de muerte, 

además de que el tamaño y la coloración cambian en relación al control, tanto el 

control como la PnL-C (a y b) muestran morfología tipo fibroblasto con mayor 
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número de focos de adhesión, buen tamaño y dispersión más homogénea en la 

caja, además de que su simetría fue muy similar entre ellas. Esta característica 

fue observada por García-Gasca en 2002 y García y col., en 2012. 

 

Figura 10. Morfología celular de fibroblastos 3T3/v-mos tratados con las 

fracciones estudiadas. Se muestra a) Control ASB, b) proteína no lectina purificada 

por cromatografía de exclusión molecular y cromatografía intercambio iónico (PnL-C), 

c) fracción concentrada de lectina (FCL), d) fracción lectina-inhibidor de proteasas (LIP-

60). Aumento 10x. 

La Figura 11 muestra el parámetro de área (cobertura celular). Este parámetro 

permitió diferenciar si las células se encontraban adheridas a través del cálculo 

de área cubierta. La adhesión al sustrato es un indicativo de sobrevivencia 

celular, se observa que la PnL-C, no presentó diferencia estadística significativa 

respecto al control, mientras que las células tratadas con FCL o LIP-60 

provocaron una disminución significativa. Se observa que, incluso, existe 

diferencia estadística entre FCL y LIP-60, esta última presentó el valor más bajo, 

lo que sugiere un efecto mayor cuando se encentran juntos IP y lectinas. 
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Figura 11. Cobertura celular de área para células 3T3/v-mos tratadas con las 

proteínas de interés. Los asteriscos muestran diferencia estadística significativa 

respecto al control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre 

todos los tratamientos (Tukey, p<0.05) 

Para el perímetro celular (Figura 12), se observaron resultados similares para el 

caso de los tratamientos con FCL y LIP-60, sin embargo, se observó un efecto 

significativo con el tratamiento con PnL-C, lo que sugiere disminución del tamaño 

celular, posiblemente como resultado de citotoxicidad. Este mismo resultado se 

observó para la circularidad (Figura 13), en donde los tratamientos mostraron 

una mayor circularidad, parámetro relacionado con muerte celular. La 

circularidad es una característica que presenta una de las mayores diferencias 

entre los tratamientos, ya que (mientras un objeto sea más circular, su dispersión 

en la gráfica de acerca más a 1).  

 



 

 
 

29 

 

Figura 12. Cobertura celular de área para células tratadas con las fracciones de 

proteína estudiadas. Los asteriscos muestran diferencia estadística significativa 

respecto al control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre 

todos los tratamientos (Tukey, p<0.05). Se utilizó el programa ImageJ. 

En la Figura 13 se puede observar que el perímetro celular no mostró diferencias 

significativas, mientras que los tratamientos control y PnL-C fueron 

completamente diferentes a los controles positivos. Este parámetro permite 

determinar el efecto que presenta el tratamiento sobre el perímetro de cada 

célula, y determinar algún tipo de afectación. 

 

Figura 13. Perímetro celular, tratamientos con las fracciones de proteína 

estudiadas sobre células. Los asteriscos muestran diferencia estadística significativa 

respecto al control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre 
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todos los tratamientos (Tukey, p<0.05). Se utilizó el programa ImageJ. La circularidad 

es un factor permite discriminar el estado en que se encuentran las células ya 

que, al ser fibroblastos, su naturaleza es permanecer expandidas y formar 

estructuras amorfas. Con un criterio de circularidad cercano al 1 la célula ha 

perdido su estructura, lo que puede relacionarse con muerte celular. El control 

presentó una circularidad de 0.33, mientras que el tratamiento que presentó 

mayor circularidad fue el tratado con LIP-60. 

 

Figura 14 Circularidad celular para células tratadas con las fracciones de proteína 

estudiadas. Los asteriscos muestran diferencia estadística significativa respecto al 

control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre todos los 

tratamientos (Tukey, p<0.05). Se utilizó el programa ImageJ. 

La diferencia de Feret o longitud celular (Figura 15), presentó resultados 

consistentes con el perímetro y la circularidad, ya que los tratamientos afectaron 

diferencialmente la distancia de los dos puntos más alejados de la célula. Dichos 

resultados son similares a los reportados por Kapur y col. en 2007, en donde 

encontraron que el Feret se modificó entre diferentes cultivos celulares primarios, 

afectando la morfología celular. 

La relación aspecto es la diferencia que existe entre el eje inferior y el eje superior 

de la célula, puede ayudar a diferenciar entre un tipo celular y otro, ya que se 

pueden detectar cambios muy puntuales en la célula. En la Figura 15 se muestra 

que los diversos tratamientos fueron estadísticamente diferentes en relación al 

control, pero se observa que los tratamientos FCL y LIP-60 no presentaron 

cambios estadísticamente significativos entre ellos. 
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Figura 15. Feret celular para células tratadas con las fracciones de proteína 

estudiadas. Los asteriscos muestran diferencia estadística significativa respecto al 

control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre todos los 

tratamientos (Tukey, p<0.05). Se utilizó el programa ImageJ. 

 

Figura 16. Relación de aspecto (AR) para células tratadas con las fracciones de 

proteína estudiadas. Los asteriscos muestran diferencia estadística significativa 

respecto al control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre 

todos los tratamientos (Tukey, p<0.05). Se utilizó el programa ImageJ. 

La redondez (Figura 17) que presentan las células 3T3/v-mos es poco usual, ya 

que son células que son células adherentes, la redondez está relacionada con la 

separación de la célula y muerte celular. Agnieszka y col. en 2015 determinaron 

que el incremento en la concentración de metformina en fibroblastos 3T3, 
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afectaba redondez de la célula, llevándola de alguna forma a ser menos amorfa, 

pero no perdía de sus capacidades de división o invasión celular. 

 

Figura 17. Capacidad (Redondez) para células tratadas con las fracciones de 

proteína estudiadas. Los asteriscos muestran diferencia estadística significativa 

respecto al control (Dunnett, p<0.05), las letras minúsculas indican diferencia entre 

todos los tratamientos (Tukey, p<0.05). Se utilizó el programa ImageJ. 

Finalmente, utilizando todos estos parámetros fue posible calcular el porcentaje 

de sobrevivencia celular (Figura 18). De esta forma, fue posible observar que la 

PnL-C no provoca efecto citotóxico, mientras que la FCL y LIP-60 provocan 

citotoxicidad de forma diferencial. 
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Figura 18. Porcentaje de sobreviviencia a 8 h de los diversos tratamientos de 

proteína sobre células 3T3/v-mos. Las células se trataron durante 8 horas y 

posteriormente se determinó el porcentaje de sobrevivencia mediante análisis de 

imagen con las fotografías tomadas de los tratamientos, esto a partir de los diversos 

parámetros antes descritos en el programa ImajeJ,  

Con estos resultados fue posible determinar que la presencia de lectinas en los 

tratamientos provocó cambios significativos en la morfología y aspecto celular, 

relacionados posiblemente con el proceso de muerte celular. El resultado para 

FCL fue similar al descrito anteriormente (García-Gasca y col., en 2012). El IP 

de frijol Tépari ejerce un efecto positivo sobre la adhesión celular y algunas de 

sus características están descritas por Campos y cols, 1997 y Roldán-Padrón 

2015. Dicho inhibidor se encuentra presente en la fracción LIP-60 y en la fracción 

PnL-C, lo que puede explicar la dificultad para cosechar las células con tripsina 

y cambios en la morfología celular.  
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8. Conclusiones 

La obtención de una fracción combinada lectinas-IP de frijol Tépari fue posible 

utilizando precipitación secuencial primero al 40% y posteriormente al 60% con 

sulfato de amonio. Este método permite una menor manipulación de la muestra, 

menores pasos de purificación y, con ello, menores costos.  

El análisis de las proteínas no lectina sobre la citotoxicidad, permitió determinar 

que la citotoxicidad está relacionada directamente con la presencia de lectinas, 

sin embrago, no se descarta el efecto de IP sobre la adhesión celular u otra 

proteína presente en esta fracción.  

Los análisis de imagen permitieron determinar la estructura, tamaño, morfología, 

muerte celular y otras características celulares, fueron de gran utilidad en el 

análisis de los tratamientos con las diferentes fracciones.  

La presencia de proteínas inespecíficas puede llevar a un grado de estrés a las 

células, dicho resultado indicó que el tratamiento PnL-C puede causar cambios 

en la estructura celular, no se descarta un proceso de adaptación al medio 

celular. 

La suma de los diversos parámetros analizados en los tratamientos con células 

3T3/v-mos permitieron hacer una aproximación a la determinación de muerte 

celular. Será necesario profundizar más en el uso de esta metodología.  
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