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RE S UME N 

Las lectinas son proteínas bioactivas con la capacidad de reconocer los carbohidra-

tos de la membrana celular de manera específica. Diversas lectinas de plantas han 

demostrado potencial diagnóstico y terapéutico contra cáncer, y su citotoxicidad 

contra las células transformadas está mediada por la inducción de apoptosis. Tra-

bajos anteriores han determinado la actividad citotóxica de una fracción de lectinas 

de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) (TBLF) por sus siglas en inglés y su efecto 

antitumoral sobre el cáncer de colon. En este trabajo, un grupo de lectinas de frijol 

Tépari se purificó por cromatografía de exclusión molecular e intercambio iónico. Se 

observaron dos picos de actividad aglutinante, que se analizaron por SDS-PAGE, y 

la lectina con el perfil más limpio fue nombrada TBL‐IE2. Dado que dicha lectina 

mostró una única banda de proteínas en electroforesis en dos dimensiones, fue se-

leccionada para su acoplamiento a Quantum Dots (QD) por la técnica de microfluí-

dica, denominando al complejo TBL‐IE2-QD. El método por microfluídica permitió la 

formación de complejos homogéneos, cuya visualización se logró usando micros-

copía Multifotón y Microscopía Electrónica de Transmisión (MET). La fluorescencia 

de los QD y del complejo TBL‐IE2-QD presentó una diferencia de 5 nm en la longitud 

de onda de emisión. El tamaño de partícula del complejo TBL‐IE2-QD fue de 380 

nm. El potencial zeta del complejo fue menor en relación a la lectina no marcada 

con un promedio de -18,51 mV, lo que implica la unión de QD a la proteína. La 

citotoxicidad de TBL‐IE2 y TBL‐IE2‐QD se analizó contra la línea celular HT‐29, de-

terminando un efecto citotóxico significativamente diferente entre ambas (p ≤ 0.05). 

La CL50 fue de 1 X 10−3 y 1.7 X 10−3 mg/mL, respectivamente. La técnica microfluí-

dica permitió un acoplamiento homogéneo entre el QD y la lectina, mejorando sus-

tancialmente el proceso de etiquetado en relación con otras técnicas de marcaje. 

Los estudios futuros se centrarán en el uso del complejo TBL‐IE2‐QD como un po-

tencial método de diagnóstico para el reconocimiento de tejidos tumorales, que per-

mitirá además dar seguimiento directo a la interacción de la lectina con el tejido 

blanco. 

Palabras clave: Cáncer, lectinas, frijol Tépari, purificación de proteínas, Quantum 
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ABS TR ACT  

Lectins are bioactive proteins with the ability to recognize carbohydrates in the cell 

membrane in a specific way. Various lectins from plants have shown diagnostic and 

therapeutic potential against cancer, and their cytotoxicity against transformed cells 

is mediated by the induction of apoptosis. Previous works have determined the cy-

totoxic activity of a Tepary bean (Phaseolus acutifolius) lectin fraction (TBLF) and its 

antitumor effect on colon cancer. In this work, a group of Tepary bean lectins were 

purified by size exclusion and ion exchange chromatography. Two peaks of agglu-

tinating activity were observed, which were analyzed by SDS-PAGE, and the lectin 

with the cleanest profile was named TBL-IE2. Since said lectin showed a single pro-

tein band in two-dimensional electrophoresis, it was selected for coupling to Quan-

tum Dots (QD) by the microfluidic technique, naming the complex TBL-IE2-QD. The 

microfluidic method allowed the formation of homogeneous complexes, whose vis-

ualization was achieved using Multiphoton microscopy and Transmission Electron 

Microscopy (MET). The fluorescence of the QD and the TBL-IE2-QD complex 

showed a difference of 5 nm in the emission wavelength. The particle size of the 

TBL-IE2-QD complex was 380 nm. The zeta potential of the complex was lower 

compared to the unlabeled lectin, with an average of -18.51 mV, which implies the 

binding of QD to the protein. The cytotoxicity of TBL-IE2 and TBL-IE2-QD was ana-

lyzed against the HT-29 cell line, determining a significantly different cytotoxic effect 

between the two (p ≤ 0.05). The LC50 was 1 X 10-3 and 1.7 X 10-3 mg / mL, respec-

tively. The microfluidic technique allowed a homogeneous coupling between QD and 

lectin, substantially improving the labeling process in relation to other labeling tech-

niques. Future studies will focus on the use of the TBL-IE2-QD complex as a poten-

tial diagnostic method for the recognition of tumor tissues, which will also allow direct 

monitoring of the interaction of lectin with target tissue. 

Keywords: Cancer, lectins, Tepary bean, protein purification, Quantum Dot.  
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1. Introducción 

Las lectinas son un grupo heterogéneo de proteínas de origen no inmune, omnipre-

sentes en la naturaleza, capaces de unirse de forma específica y reversible a mono 

y u oligosacáridos, y dentro de este grupo, las lectinas de leguminosas son las más 

estudiadas (Cavada y col., 2020). Estas proteínas, que presentan diversas funcio-

nes, se caracterizan por poseer al menos un dominio no catalítico de unión reversi-

ble a carbohidratos en su estructura (Van Damme y col., 2003; Liu y col., 2013; Van 

Damme, 2014; Jiang y col., 2015; Manning y col., 2017), el cual les confiere funcio-

nes de gran interés para el área biomédica. Particularmente, han destacado por sus 

efectos contra cáncer (Dan y col., 2016; Coulibaly y Youan, 2017; Lagarda-Diaz y 

col., 2017) a través de interacciones con moléculas de superficie en las membranas 

de las células transformadas. Lo anterior posibilita dos de sus principales funciones, 

la detección de este tipo de células (Brooks, 2017; Hashim y col., 2017); y su activi-

dad citototóxica, efectuada a través de la inducción a apoptosis, autofagia e inhibi-

ción del crecimiento tumoral (Liu y col., 2010; Liu y col., 2013; Pervin y col., 2015). 

A pesar de que los mecanismos de acción no han sido descifrados por completo, 

algunas vías de señalización han sido propuestas (Fu y col., 2011; Shi y col., 2013; 

Jiang y col., 2015; Yau y col., 2015), y los efectos de diferentes lectinas han sido 

reportados en repetidas ocasiones (González de Mejía y Prisecaru, 2005; Fu y col., 

2011; Jiang y col., 2015; Pervin y col., 2015; Coelho y col., 2017; Estrada-Martínez 

y col., 2017; Poiroux y col., 2017).  

En nuestro grupo de trabajo hemos purificado una fracción concentrada en lectinas 

(FCL) de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) que ha mostrado efecto citotóxico dife-

rencial (García-Gasca y col., 2012), baja toxicidad sistémica y activación del sistema 

inmune (Ferriz-Martínez y col., 2015); y entre los efectos adversos se encuentra 

atrofia intestinal no disfuncional (Alatorre-Cruz y col., 2018). La FCL ha mostrado 

efecto inhibitorio de la carcinogénesis temprana mediante la inducción de apoptosis 

(Moreno-Celis y col., 2017; 2020). Asimismo, se ha caracterizado la estructura mo-

lecular de las principales lectinas presentes en la FCL (Torres-Arteaga y col., 2016). 
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Caracterizar la interacción de las lectinas con otras estructuras celulares resulta fun-

damental para comprender sus los mecanismos de acción (Cong y col., 2016), y así 

facilitar el diseño de fármacos basados en ellas. Sin embargo, el estudio de proteí-

nas específicas requiere un alto grado de pureza, que permita la observación de su 

interacción con otras estructuras y organismos, así como de la dinámica intra e in-

tercelular que pueden presentar diversas proteínas extracelulares. 

Los Quantum dots (QD), son nanocristales semiconductores que poseen propieda-

des fisicoquímicas superiores a las que presentan los fluorocromos y proteínas fluo-

rescentes convencionales (Bilan y col., 2016), como lo son su biocompatibilidad, 

fotoestabilidad, rango de excitación definidos, espectros de emisión estrechos y un 

alto rendimiento de fluorescencia (Chan y col., 2002; Mo y col., 2017; Moura y col., 

2018). Estas características son deseables para el marcaje y seguimiento de pro-

teínas in vitro (Pinaud y col., 2010; Fontes y col., 2012; Pierobon y Cappello, 2012; 

Yao y col., 2018). En los últimos años, algunas lectinas de plantas han sido marca-

das con QD para su seguimiento in vitro (Zhelev y col., 2005; Liu y col., 2011; Zhang 

y col., 2013b) por medio de diferentes técnicas (Cunha y col. 2018a). Sin embargo, 

la eficiencia y diversidad de las técnicas de acoplamiento podría mejorarse, para 

obtener un marcaje más heterogéneo, que permita su posterior seguimiento, redu-

ciendo la formación de aglomerados moleculares. Es por ello que la exploración de 

técnicas de marcaje más precisas, resulta de gran utilidad. 

Por su parte, la microfluídica es una plataforma con aplicaciones biomédicas que 

involucra la manipulación de fluidos en escalas de decenas a cientos de micróme-

tros, con un control preciso y un alto rendimiento. Su utilización permite tanto el 

acoplamiento como la separación de partículas, llevada a cabo por medio de cana-

les microfluídicos regulables. Esta técnica otorga ventajas como un bajo costo y 

optimización en el uso de reactivos, alta portabilidad y sensibilidad, y posibilidad de 

automatización (Chen y Fan, 2016; Zhang y col., 2016). A pesar de sus ventajas, 

esta técnica no ha sido utilizada hasta el momento para el marcaje de lectinas. Por 
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 3 

lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue obtener y purificar al menos una lec-

tina de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius), para marcarla con nanopartículas de QD 

por medio de microfluídica, describir la técnica y caracterizar el complejo formado.  
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2. Antecedentes 
 

2.1 Lectinas 

La naturaleza presenta una gran cantidad de moléculas y estructuras, entre las cua-

les se encuentran las proteínas, que constituyen las macromoléculas más abundan-

tes en las células, las más estudiadas, y quizá las de mayor importancia biológica 

dentro de los organismos vivos. Sus funciones involucran las actividades más bási-

cas y esenciales de la vida, entre las que se encuentran el metabolismo, sistema 

inmune, hormonas, transporte de moléculas, movimiento, estructura, crecimiento, 

transmisión de impulsos nerviosos, memoria, comunicación, diferenciación y reco-

nocimiento celular, entre otros (Kessel y Ben-Tal, 2010), además del desencadena-

miento de diversas cascadas de señalización en las células (Davenport y col., 2020; 

Hanrahan y col., 2020). 

Las proteínas son moléculas conformadas por secuencias precisas de aminoácidos, 

que incluyen una cadena polipeptídica formada por una cadena principal. Se unen 

de manera covalente del grupo α-carboxilo de un aminoácido al grupo α-amino de 

otro aminoácido, acompañado de la pérdida de una molécula de agua, obteniendo 

así un enlace peptídico o enlace amida (Rashid y col., 2015; Appell y col., 2018). El 

amino (NH2) y el carboxilo (COOH) se encuentran unidos al carbono central (Cα), 

que a su vez se encuentra adherido a un hidrógeno y una cadena lateral R. Esta 

última cadena difiere en cada aminoácido y es la que confiere las propiedades es-

pecíficas a los más de 20 aminoácidos existentes (Xiong, 2006). La forma en que 

se pliegan las proteínas da lugar a una estructura tridimensional en la que, incluso 

pequeños cambios químicos, físicos o espaciales pueden llegar a cambiar su fun-

ción (Alberts y col., 2002). Entre ellos, sus enlaces con otras estructuras, como lo 

son los carbohidratos, también pueden modificar estructura o función (Zachara y 

Hart, 2004; Liu y col., 2015). 

Las lectinas son un grupo diverso de proteínas, mayormente glicoproteínas, de ori-

gen no inmune, que se enlazan de manera estable, específica y reversible a car-
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bohidratos sin alterar su estructura covalente, dando origen a una variedad de pro-

cesos celulares (Liu y col., 2013; Ribeiro y col., 2014, Estrada-Martínez y col., 2017; 

Singh y Walia, 2018). Aunado a estas características, las lectinas, por definición, 

deben poseer al menos un dominio no catalítico de unión reversible a mono u oligo-

sacáridos (Peumans & Van Damme, 1995). La mayoría de las lectinas también pre-

sentan la capacidad de aglutinar eritrocitos (Ribeiro y col., 2018). 

En la naturaleza, las lectinas se distribuyen de manera ubicua en todos los reinos 

(Peumans & Van Damme, 1995). La amplia distribución de las lectinas en la natu-

raleza, en términos de especies, tejidos y células, refleja la importancia de estas 

moléculas en los organismos vivos (Da Silva, 2018). La aparición de muchos domi-

nios de lectina específicos de plantas y animales en protozoos, y la aparición de 

ellos junto con dominios de proteínas de funciones no relacionadas, apuntan a la 

participación de lectinas en múltiples procesos dentro de la célula (Sivaji y col., 

2019). Las lectinas son particularmente abundantes en las plantas, se encuentran 

en diversas especies de los principales grupos taxonómicos, localizándose en teji-

dos vegetales como raíces, hojas, rizomas, bulbos, tubérculos, tallos, corteza, flo-

res, frutos, savia de floema, látex y néctar, pero se almacenan principalmente en las 

semillas de las leguminosas (Ribeiro y col., 2014; 2018; Gautam y col., 2018). 

La importancia de las lectinas reside en la selectividad de unión a carbohidratos y 

glicoconjugados complejos, la cual les otorga una especificidad y potencial únicos, 

que resultan de gran interés para las áreas biomédicas y biotecnológicas (Ghaza-

rian y col., 2011). Estas particularidades las han convertido en objeto de investiga-

ción y diversos grupos de trabajo han reportado efectos tóxicos, antifúngicos, anti-

bacteriales, antivirales, antiproliferativos y antitumorales (Sitohy y col., 2007; Ribeiro 

y col., 2014; Dan y col., 2016), y se vinculan con efectos contra procesos patológi-

cos, incluido el cáncer (Ribeiro y col., 2014; Kabir y col., 2015). El reconocimiento 

selectivo y específico a estructuras de glicanos que poseen las lectinas, presenta 

utilidad tanto diagnóstica como terapéutica. Distintas lectinas se han utilizado para 

diagnosticar carcinoma hepatocelular, tumores testiculares, cáncer de ovario, 

mama, páncreas, y cáncer colorectal (Coulibaly y Youan, 2017). 
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En este sentido, es importante mencionar que la base de la capacidad de las lecti-

nas para identificar células transformadas, radica en el tipo de carbohidratos que 

cubren la superficie celular, ya que, en presencia de procesos de cáncer, enzimas 

como glicosidasas y glicosiltransferasas suelen encontrarse tanto suprimidas como 

sobreexpresadas, lo que resulta en patrones de glicosilación alterados tanto en los 

N-glicanos como en los O-glicanos, los cuales son identificables por las lectinas 

(Poiroux y col., 2017). Por medio de microarreglos de lectinas se detectan las inter-

acciones entre las lectinas y las estructuras de los glicanos y se pueden comparar 

muestras de distintos tejidos y estadíos, aprovechando la presencia o abundancia 

de ciertas glicoformas como biomarcadores para la detección y clasificación (Pear-

son y Gallagher, 2019). 

Este grupo de proteínas interactúan no solamente con los glicanos de otras proteí-

nas, sino que pueden reconocer y unirse a carbohidratos de moléculas como glico-

lípidos, proteoglicanos, polisacáridos y azúcares libres, y mediar eventos biológicos 

(De Schutter y Van Damme, 2015; Cavada y col., 2020). Sus uniones no covalentes 

involucran puentes de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas y fuerzas de Van der 

Waals (Singh y Walia, 2018). La especificidad de las lectinas hacia los carbohidratos 

está determinada por los sitios de unión en los aminoácidos conservados de la es-

tructura tridimensional de las lectinas (Gautam y col., 2020). 

Los carbohidratos que interactúan en las lectinas pueden contener propiedades hi-

drofílicas, 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., 2016). 

Estas características confieren una compleja particularidad a las lectinas, como la 

capacidad de aglutinar algunos tipos celulares, mostrando un alto grado de especi-

ficidad por eritrocitos humanos y de igual forma algunos eritrocitos animales (Boyd 

y Shapleigh, 1954), además de su afinidad a células cancerígenas (Jaffé, 1980; 

García-Gasca y col., 2012; Gupta y col., 2020). 

Otro atributo importante de las lectinas, es su habilidad para soportar la digestión 

sin ser degradadas por las condiciones de pH o enzimas digestivas (Ribeiro y col., 
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2018; Martínez-Alarcón y col., 2020), la cual les permite unirse a grupos glicosilos 

de la membrana de las células que recubren el tracto digestivo, e inducir una serie 

de reacciones antinutricias (Alatorre-Cruz y col., 2018). De esta forma pueden afec-

tar el recambio de células epiteliales, dañar las membranas laminares del epitelio, 

interferir con la digestión y absorción de nutrientes, estimular cambios en la micro-

biota, modular el sistema inmune del tracto digestivo y causar hipertrofia e hiperpla-

sia en el intestino delgado (Zhao y col., 2019; Gautam y col., 2020). Además, algu-

nas lectinas pueden ingresar de manera intacta a la circulación, manteniendo su 

actividad biológica (Vasconcelos y col., 2004; Ribeiro y col., 2014; Ferríz-Martínez 

y col., 2015). 

Con respecto a sus mecanismos de acción en células tumorales, se sabe que las 

lectinas pueden inducir diferentes vías de señalización para inhibir el crecimiento y 

promover la muerte de células transformadas, como la inducción a apoptosis de-

pendiente de caspasas, que es llevada a cabo a través de la unión de las lectinas a 

los receptores de membrana de las células. También se ha reportado que las lecti-

nas tienen la capacidad de generar la producción de cantidades elevadas de espe-

cies reactivas de oxígeno en la mitocondria, las cuales se acumulan en las células 

de cáncer, y a la vez, desencadenar la activación de las proteínas supresoras de 

cáncer p38 y p53. Otras lectinas pueden provocar autofagia (Gautam y col., 2020). 

En particular, las lectinas con péptidos cortos y repetidos que forman dominios de 

unión a carbohidratos, no solamente son de gran interés para comprender la evolu-

ción de las proteínas, sino que también se pueden usar como herramienta para di-

señar receptores, biomoléculas o fármacos (Ghazarian y col., 2011). La glicobiolo-

gía sintética ahora proporciona las herramientas para diseñar la especificidad de las 

lectinas, así como su estructura, multivalencia y topologías, además de crear unio-

nes más fuertes (Pearson y Gallagher, 2019). Dire
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2.1.1 Lectinas de leguminosas 

En México existen aproximadamente 1,800 especies de leguminosas silvestres, dis-

tribuidas en diversas regiones, más del 33% de ellas se encuentran dentro del de-

sierto de Sonora. Se ha descrito el aislamiento y la purificación de lectinas de semi-

llas de plantas nativas como Parkinsonia aculeata, Olneya tesota, Acacia constricta, 

Prosopis juliflora, Cercidium praecox, Caesalpinia caladenia y Phaseolus acutifolius 

(Lagarda-Díaz y col., 2017). Las lectinas de estas plantas involucran a un grupo de 

isolectinas diferentes, en comparación con las que se encuentran las lectinas del 

género Phaseolus (López y col., 2019). Las lectinas de leguminosas constituyen la 

familia más abundante de lectinas en plantas, y posiblemente la más estudiada (Ha-

mid y col., 2013, Ribeiro y col., 2018), ya que se han aislado más de 100 miembros 

de esta familia. En las leguminosas, las lectinas se encuentran especialmente con-

centradas en las semillas, ocupando del 2% al 10% del total de proteínas de la se-

milla (Ribeiro y col., 2014).  

Las funciones de las lectinas de leguminosas en las plantas no han sido del todo 

descritas, refiriéndose a que uno de sus papeles principales es el de reserva en la 

semilla (Ribeiro y col., 2014). Las lectinas de leguminosas han mostrado una apli-

cación potencial como agentes antitumorales, ya que se conoce su interacción con 

diferentes carbohidratos presentes en la superficie de células cancerígenas (Ueno 

y col., 2000; Sivaji y col 2019; Gautam y col., 2020). Se ha observado que las lecti-

nas de leguminosas pueden tener efectos sobre la proliferación celular, crecimiento, 

diferenciación, supervivencia y la inducción de apoptosis (Fukuda y col., 2006; Fe-

rríz-Martínez y col., 2010; Ferríz-Martínez y col., 2015; Moreno-Celis y col., 2017; 

2020; Ribeiro y col., 2018). 

Diferentes especies del género Phaseolus presentan un alto contenido de lectinas 

de leguminosas con diferentes especificidades, y los efectos inductores de apopto-

sis han sido documentados, lo que indica que, a pesar de sus diferentes especifici-

dades, despliegan actividades antineoplásicas y apoptóticas en común. Lectinas 

purificadas de Canavalia ensiformis, Vicia faba, Astragalus mongholicus, Bauhinia 

forticata, Griffonia simplicifolia, Lotus corniculatus (Bhutia y col., 2019), Phaseolus 
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acutifolius (García-Gasca y col., 2012), Phaseolus vulgaris, Lens culinaris, Glycine 

max, Sophora flavescens, Pisum sativum (Gautam y col., 2020) entre otras, han 

mostrado una fuerte actividad antiproliferativa a través de la inducción a apoptosis. 

Usualmente la estructura de las lectinas de leguminosas se compone de dos a cua-

tro subunidades, de 25 a 30 kDa, cada una con un sitio de unión a carbohidratos, y 

sitios de unión a metales para cationes bivalentes (Ca2+ y Mn2+) (Carlini y Grossi-

de-Sá, 2002; Damodaran y col., 2008). La estabilidad en la unión de sus monómeros 

puede ser atribuida a la interacción hidrofóbica, puentes de hidrógeno y enlaces 

salinos (Ribeiro y col., 2014; Lagarda-Díaz y col., 2017). Las lectinas de legumino-

sas suelen exhibir diversas estructuras primarias homólogas, lo que indica que este 

tipo de proteínas han sido conservadas a través de la evolución (Sharon y Lis, 

1990). La estructura primaria de las lectinas de leguminosas está conformada por 

una cadena polipeptídica de aproximadamente 250 aminoácidos, presentando uno 

o dos N-oligosacáridos (Ambrosi y col., 2005; Gautam y col., 2018). La estructura 

tridimensional de esta familia de lectinas, se caracteriza por la presencia de láminas 

β y por la falta de hélices α, además de la presencia de varios pliegues correspon-

dientes a diferentes motivos estructurales de unión a carbohidratos (Vijayan y Chan-

dra, 1999). En su estructura pueden presentar diversos glicanos como D- Manosa, 

D-galactosa, D-Glucosa, L-fucosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-galacto-

samina, Ácido salicílico, Glucosamina y Galactosamina. 

Cada lectina contiene un dominio de reconocimiento a carbohidratos con una arqui-

tectura accesible que permite el enlazamiento no covalente tanto a monosacáridos 

como a oligosacáridos; este dominio es el que confiere la especificidad de la lectina 

(Grandhi y col., 2015). Estas glicoproteínas se presentan como factores anti-nutri-

cionales y pueden causar trastornos intestinales dada su capacidad de actuar como 

alérgenos tóxicos y hemaglutininas (He y col., 2015). Además, se distinguen por 

presentar interacciones proteína–carbohidrato (Carlini y Grossi-de-Sá, 2002; Damo-

daran y col., 2008), por lo que constituyen un punto crucial en el estudio de las bases 

moleculares de las interacciones entre esos dos macronutrimentos (Lagarda-Díaz y 
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 10 

col., 2017). Las lectinas de leguminosas constituyen una fuente de péptidos nutra-

céuticos y bioactivos que pueden ser liberados tras procesos de purificación, con 

fines de apoyar a la salud y prevenir enfermedades (Gautam y col., 2020).  

2.1.2 Purificación de lectinas 

La propiedad de las lectinas de reconocimiento molecular específico hace relevante 

su investigación en ámbitos relacionados a su purificación, análisis estructural, apli-

caciones in vitro e in vivo, así como sus usos biotecnológicos en diferentes áreas 

como biología molecular y celular, inmunología, farmacología, medicina, análisis clí-

nicos y nanotecnología (Gautam y col., 2020). Sin embargo, previo al estudio de las 

lectinas es necesario extraerla de las plantas. Los procesos de aislamiento y purifi-

cación de las lectinas conllevan una serie de pasos que deben ser llevados a cabo 

en condiciones de frío, y que habitualmente inician eliminando la grasa utilizando 

acetona o hexano, después colocar la proteína en buffer de fosfatos (PBS) a pH 7.2 

para posteriormente realizar una diálisis y una o más precipitaciones con sulfato de 

amonio para remover las proteínas adicionales. Las fracciones que resultan positi-

vas a hemoaglutinación, son cargadas a una columna de filtración en gel o de cro-

matografía de afinidad, y las proteínas sustraídas son posteriormente sometidas a 

separación por medio de la técnica de electroforesis SDS-PAGE, que cual permite 

la confirmación o identificación de su peso molecular (Gautam y col., 2020).  

Adicional a la cromatografía de afinidad y cromatografía de filtración en gel, que son 

las técnicas más utilizadas para la purificación de lectinas, se han descrito otras 

técnicas como la cromatografía de intercambio iónico y aniónico, HPLC, cromato-

grafía de capa fina, separación magnética, tecnología de membranas, y fracciona-

miento en dos o más fases acuosas inmiscibles, entre otras (Torres-Arteaga y col., 

2016; Da Silva y col., 2018; Welch y col., 2020; Kumar y Barros 2020). 

Sin embargo, las técnicas actuales de purificación presentan dificultades para la 

producción de lectinas en gran escala (Gautam y col., 2020) debido al elevado costo 

y uso de reactivos, el tiempo prolongado que se requiere para llevar a cabo todos 

los pasos, y aunado a esto, el bajo rendimiento que se obtiene, situación que ha 
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llevado a la utilización de tecnologías de ingeniería genética para la producción de 

lectinas recombinantes (Gautam y col., 2020; Martínez-Alarcón y col., 2020). 

2.1.3 Lectinas de frijol Tépari 

Algunas lectinas presentes en el género Phaseolus han sido ampliamente estudia-

das en los últimos años puesto que se han observado efectos contra cáncer, virus 

e infecciones microbianas, estas características sugieren un potencial para trata-

mientos contra enfermedades virares o crónico degenerativas debido a su alta es-

pecificidad a carbohidratos (Da Silva y Correia, 2014). 

El frijol Tépari, de nombre científico Phaseolus acutifolius, perteneciente a la familia 

Fabaceae, es una especie originaria del Norte de México y sur de los Estados Uni-

dos. Consiste en un cultivo particularmente atractivo, debido a sus características 

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

2005), ya que crece de forma silvestre en algunas regiones áridas y semiáridas. 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; Blair y col., 

2012), aunque no se conoce con precisión dónde se inició la domesticación de esta 

especie. Se ha reportado el descuido del cultivo de frijol Tépari debido a la pérdida 

del 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 Prisecaru, 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 nutricional (Osman y col., 2003). Sin em-

bargo, esta semilla presenta compuestos antinutricios como fitatos, lectinas e inhi-

bidores de proteasas (IP) que, aunque relativamente altas en el extracto crudo, des-

aparecen 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 
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concentraciones menores de lectinas, sin embargo, éstas poseen una actividad bio-

lógica mayor tanto en aglutinación con eritrocitos A+ como en citotoxicidad contra 

células cancerígenas (González de Mejía y Prisecaru, 2005). Recientemente, el in-

terés acerca de esta especie de frijol, se ha enfocado en el efecto anticancerígeno 

reportado en diversos trabajos. 

La purificación y caracterización de lectinas del frijol Tépari ha permitido determinar 

diversas propiedades activas (Wang y Amin, 2014), como lo es el reconocimiento 

de líneas celulares de cáncer con una gran especificidad (García-Gasca y col., 

2012). Se ha estandarizado la obtención de una fracción concentrada de lectinas 

(FCL) de frijol Tépari, mediante cromatografía de exclusión de peso molecular (Gar-

cía-Gasca y col., 2012; Torres-Arteaga y col., 2016). Isoformas de lectinas de frijol 

Tépari han sido previamente purificadas y parcialmente caracterizadas (Castillo-Vi-

llanueva y col., 2007; Valadez-Vega y col., 2011; Torres-Arteaga y col., 2016), mos-

trando estructuras monoméricas, diméricas, triméricas y tetraméricas, con diversas 

funciones (Estrada-Martínez y col., 2017). Se han descrito dos diferentes lectinas 

de no unión a fetuína obtenidas tras el mismo proceso de purificación, existiendo 

entre ellas una alta homología en sus secuencias, estructuras, puntos isoeléctricos 

(4.6 y 4.7) y masas moleculares aparentes (ambas de 28 kDa), pero con diferencias 

en su actividad biológica, una produciendo mayor aglutinación, y la otra desencade-

nando mayor citotoxicidad. La secuencia de una lectina de frijol Tépari (tomada de 

Torres-Arteaga y col., 2016), se muestra en la Figura 1 y la estructura modelada en 

la Figura 2. 

 

Figura 1. Secuencia de la lectina de frijol Tépari obtenida a través de espectrometría 

de masas. En rojo se muestra el sitio de reconocimiento a carbohidratos (Torres-Artega y 

col., 2016; y datos no publicados). 
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Figura 2. Modelo in-sílico de lectina de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius). A) En azul 

se observa el amino terminal, en rojo el carboxilo terminal y en amarillo las lisinas presentes 

en la secuencia, b) En azul se observa el amino terminal, en rojo el carboxilo terminal y en 

amarillo las lisinas, de igual forma se observa una representación del posible acomodo de 

QD acoplados a los grupos amino disponibles de la lectina (Moreno-Salgado, datos no pu-

blicados). 

2.1.3.1 Citotoxicidad y potencial terapéutico de lectinas de frijol Tépari 

Lectinas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) han sido estudiadas en los últimos 

años, debido a su efecto citotóxico diferencial, dosis-dependiente, sobre distintas 

líneas celulares de cáncer in vitro (García-Gasca y col., 2012). Una fracción con-

centrada en lectinas (FCL) de este frijol, ha mostrado un efecto citotóxico diferencial 

sobre líneas celulares de cáncer de mama, cérvix y colon, con mayor efecto en esta 

última (García-Gasca y col., 2012). Se ha identificado que el mecanismo de acción 

está relacionado con la inducción de apoptosis mediada por caspasas con aumento 

en p53; además de que induce arresto al ciclo celular en G0/G1 (Moreno-Celis y 

col., 2020). 

Por otro lado, experimentos in vivo reportaron que la FCL de frijol Tépari presenta 

baja toxicidad tras su administración oral a ratas Sprague Dawley, a una dosis de 

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

pez-Sánchez y col., 2010). Tras su administración, se ha observado la activación 

del sistema inmune, evidenciado por el aumento en el porcentaje de granulocitos 

(Ferrriz-Martinez y col., 2015); atrofia en las vellosidades del intestino delgado e 
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hipertrofia pancreática (Alatorre-Cruz y col., 2018). Sin embargo, dichos efectos 

desaparecen cuando cesa la administración de esta lectina. Aunado a ello, se re-

portó que la administración intragástrica de lectinas a ratas con cáncer de colon 

inducido químicamente, disminuyó la presencia de lesiones premalignas de bajo 

grado (Moreno-Celis y col., 2017).  

La evidencia mencionada apunta a que las lectinas de frijol Tépari presentan poten-

cial terapéutico contra células de cáncer. Para desarrollar un fármaco es necesario 

conocer más a fondo el tipo de interacción con las células de cáncer, por lo que el 

marcaje y seguimiento de su dinámica resultaría de gran utilidad. 

2.2 Marcaje de proteínas 

La conjugación de proteínas con fluoróforos es comúnmente utilizada para estudiar 

su localización celular y las interacciones proteína-proteína (Zhang y col., 2018). 

Más allá de los avances en óptica y detectores, las imágenes biológicas se han 

beneficiado en gran medida del desarrollo de herramientas moleculares para eti-

quetar fluorescentemente las biomoléculas (Li y col., 2017a, 2017b). 

El marcaje de macromoléculas proporciona información valiosa sobre los procesos 

y los posibles cambios que ocurren en las células después de tratamientos experi-

mentales (Moghaddam-Taaheri y Karlsson, 2018). El marcaje de proteínas es de 

particular interés, ya que posibilita observar su localización intracelular, interaccio-

nes, dinámica y vías de señalización de las proteínas en las células vivas, lo cual 

es esencial para descifrar los procesos biológicos (Bozhanova y col., 2017; Li y col., 

2017a). 

En los casos en los que se pretende marcar lectinas con nanopartículas QD, la téc-

nica de bioconjugación a elegir toma un papel importante, puesto que es necesario 

preservar las propiedades biológicas de ambas moléculas: la fluorescencia de los 

QD y la actividad biológica de las lectinas. Por lo tanto, se necesitaría que cuando 

los QD se encuentren acoplados a la lectina, ésta siga manteniendo al menos un 
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sitio de unión a carbohidratos disponible para tener que lograr su aplicación bioló-

gica. 

Básicamente, se emplean tres tipos diferentes de etiquetas para el marcaje de pro-

teínas: isótopos estables, etiquetas masivas y fluoróforos. Mientras que las proteí-

nas marcadas con isótopos estables y etiquetas de masa se miden y diferencian por 

espectrometría de masas, las etiquetas fluorescentes se detectan con imágenes de 

fluorescencia (Obermaier y col., 2015). El enfoque más aplicado en biología celular 

es el uso de proteínas autofluorescentes (AFP) para iluminar proteínas, organelos, 

estructuras celulares y células (Li y col., 2017b). Además de ellas, existen técnicas 

para marcar las proteínas de interés incluso dentro de células vivas por medio de 

tinción no-covalente basada en anticuerpos, o por medio de la bioconjugación a un 

compuesto con propiedades fluorescentes, a través de enlaces covalentes estables 

(Moghaddam-Taaheri y Karlsson, 2018).  

En microscopía se ha utilizado el marcaje de moléculas para lograr su fluorescencia 

y evidenciar la proteína marcada y, de esta manera, obtener información sobre su 

interacción con los grupos expuestos de la superficie celular. Sin embargo, las des-

ventajas que han presentado la mayoría de las técnicas de marcaje mencionadas, 

son la citotoxicidad, dilución, fotoblanqueo de las muestras y baja emisión de señal 

(Progatsky y col., 2013), lo que ha llevado a la búsqueda de nuevas formas de mar-

caje. Una alternativa reciente ha sido el uso de nanotecnología y compuestos. 

Las lectinas se han conjugado con fracciones fluorescentes para su aplicación en 

estudios biológicos, para aumentar la sensibilidad y proporcionar especificidad bio-

química a los ensayos in vivo o in vitro, atributos que lo las convierten en herramien-

tas útiles para proporcionar una comprensión complementaria de los mecanismos 

involucrados en el cáncer. Entre estas fracciones se encuentran nanoestructuras 

como dendrímeros, fullerenos, nanotubos de carbono, nanopartículas metálicas, li-

posomas, polímeros y puntos cuánticos o Quantum dots (QD) (Cunha y col., 2018; 

Carvalho y col., 2019). Las gliconanopartículas resultantes se han utilizado para la 
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detección de proteínas, la obtención de imágenes celulares, la separación celular y 

la movilización de enzimas (Cunha y col., 2018).  

2.2.1 Marcaje con Quantum dots 

Los Quantum dots (QD) son nanocristales semiconductores fluorescentes, con un 

diámetro de 2 a 10 nanómetros, que poseen características físicas, químicas y óp-

ticas deseables en el marcaje de moléculas. Esta tecnología ha surgido en los últi-

mos años como un método innovador de marcaje en la microscopía (Chan y col., 

2002; Gao y col., 2008). Entre las ventajas que ofrecen estas nanopartículas, se 

encuentra una superficie activa para conjugaciones, la capacidad de excitación en 

una sola longitud de onda, la emisión estrecha dependiente del tamaño, la alta lu-

miniscencia y baja fotosensibilidad a la irradiación de luz UV (Cunha y col., 2018; 

Carvalho y col., 2019; Babu y col., 2007). Además, su tamaño pequeño evita distor-

siones conformacionales que pueden producirse al agregar moléculas grandes, 

como proteínas. 

Los QD han sido utilizados para marcar lectinas de plantas con el fin de rastrear su 

dinámica dentro de las células in vivo, obteniendo resultados prometedores (Gao y 

col., 2008; Liu y col., 2011; Zhang y col., 2013a; Amano y col., 2014). Usualmente, 

la estrategia para la síntesis de QD consiste en la mezcla rápida de soluciones pre-

cursoras (fuentes de calcogenuro, cationes metálicos y agentes estabilizantes), se-

guido de su agitación a una temperatura controlada (superior a los 20 °C para me-

dios no polares y alrededor de 80°C para procedimientos hidrofílicos) en una atmós-

fera inerte (Cunha y col., 2018). 

Se han reportado aplicaciones de la conjugación de complejos lectina-QD como 

biosensores, sistemas teranósticos, sondas multimodales, sondas fluorescentes 

para el estudio de microorganismos, células y otros, así como herramienta para es-

tudiar la glicobiología del cáncer. Las principales técnicas reportadas para el aco-

plamiento de biomoléculas a QD son (Cunha y col., 2018): 
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a. Adsorción, la cual se basa en las interacciones no covalentes entre los QD y las 

moléculas, como las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas (Tenorio y col., 

2015; Zhang 2011).  

b. Enlace covalente, cuando los grupos funcionales de la superficie de los QD se 

unen de manera covalente a las biomoléculas, formando compuestos orgánicos 

como amidas, iminas o enlaces disulfuro (Saran y col., 2011; Cabral y col., 2015). 

c. Intercambio de estabilizador, una molécula que contiene un grupo tiol (-SH) es 

adicionada a los QD y se produce un intercambio del estabilizador (Robinson y 

col., 2005; Higuchi y col., 2008). 

d. Modificación de la superficie de los QD con moléculas de polietilenglicol (Jeong 

y col., 2012). 

Sin embargo, no se menciona ni se encontró hasta la fecha ningún trabajo en el que 

se reporte el marcaje de lectinas con QD por medio de microfluídica.  

2.3 Técnica microfluídica 

La microfluídica se ocupa del comportamiento, el control preciso y la manipulación 

de fluidos y partículas en la escala de decenas a cientos de micrómetros (Whitesides 

2006; Zhang y col., 2015; Shang y col., 2017; Bhalla y col., 2018; Chen y col., 2020). 

Es una plataforma con aplicaciones biomédicas y químicas que permite conjugar, 

separar y fraccionar biopartículas, por medio de canales de tamaño micrométrico, 

que presenta múltiples ventajas con respecto a plataformas a gran escala como 

centrifugación y citometría de flujo. Entre las principales se encuentran la utilización 

de volúmenes reducidos de muestras, procesamiento rápido, alta sensibilidad, bajo 

costo, probabilidad y el potencial de automatización, que disminuye la posibilidad 

de error humano (Zhang y col., 2016).  

El campo de la microfluídica ha experimentado un fuerte crecimiento en la última 

década, sobre todo en lo correspondiente a las disciplinas científicas y de ingeniería, 

ya que se han encontrado usos entre los que se incluyen el diagnóstico, tecnologías 

de detección basadas en células, investigación unicelular, química analítica, elec-

trónica, biosensores y micro y nanofabricación de partículas (Hou y col., 2017). La 
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posibilidad de diseño de los canales microfluídicos de los microchips, permite que 

las moléculas sean inyectadas en diferentes concentraciones (Liao y col., 2019) y 

el flujo sea regulado, por lo que la utilización de este tipo de plataforma resulta de 

gran utilidad en el acoplamiento lectina-QD. En la Figura 3, se muestra un chip de 

polidimetilsiloxano (PDMS) con sus canales microfluídicos que llevan a un colector. 

 

Figura 3. Microchip de polidimetilsiloxano. Distancia longitudinal 5 cm, ancho 2.5 cm. 

Se pueden observar de lado izquierdo las entradas de flujo por medio de los canales inter-

nos, en la parte derecha se muestra la salida de los flujos combinados, tamaño de poro 7 

micras.  

En la naturaleza, existen proteínas que interactúan con carbohidratos de manera no 

covalente, entre las que se encuentran las enzimas, los anticuerpos y las lectinas 

(Lis y Sharon, 1998). Estas últimas han adquirido una gran importancia en el ámbito 

de la biomedicina en las últimas décadas, especialmente en la investigación rela-

cionada al cáncer, puesto que su capacidad de reconocimiento y unión a carbohi-

dratos, resulta una herramienta valiosa para la detección de células malignas, ade-

más del potencial efecto antitumoral que han demostrado (Bhutia y col., 2019). 
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3. Materiales y métodos 
 

3.1 Obtención y procesamiento de semillas 

Las semillas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) fueron obtenidas en la comuni-

dad de Arizpe en Hermosillo, Sonora, México (30°19ʹ 51.96ʺ N, 110° 10ʹ 04.36ʺ O). 

Una muestra fue depositada e identificada en el Herbario Dr. Jerzy Rzedowski de la 

Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autónoma de Querétaro, registro 

número QMEX00007888.  

3.2 Extracción de lectinas 

La obtención de lectinas fue realizada con base en la metodología descrita por Gar-

cía-Gasca y col. (2012). La fracción concentrada de la lectina (FCL) se obtuvo por 

purificación parcial mediante precipitación selectiva con sulfato de amonio y croma-

tografía de exclusión de peso molecular (Torres-Arteaga y col., 2016). Brevemente, 

la harina se obtuvo mediante la molienda de las semillas crudas de frijol Tépari, se 

realizó un triple proceso de desgrasado con una mezcla de cloroformo-metanol 2:1 

en una proporción 4:1 p/v, y el extracto crudo se obtuvo mezclando 100 g de harina 

en 500 mL de Tris-HCl 50 mM pH 8 a 4 ºC durante 12 h. Se realizó una precipitación 

secuencial con sulfato de amonio iniciando con 40% de saturación, se recuperó el 

sobrenadante y se llevó a 70% de saturación para precipitar la lectina, posterior a 

esto fue dializada, sometida a liofilización y almacenada a -20°C para su posterior 

utilización. 

3.3 Purificación de proteínas por cromatografía de exclusión de peso molecu-
lar G-75 e intercambio iónico 

Las lectinas fueron purificadas en una columna de filtración en gel con Sephadex 

G-75 (Pharmacia Biotech; Uppsala, Suecia), la cual se calibró con buffer de bicar-

bonato de amonio 0.01 M (pH 7.8), a una temperatura de 4 °C. Se colectaron frac-

ciones de 90 gotas a una velocidad de 1 gota por cada 10 segundos. La absorbancia 

de cada una de las fracciones fue determinada a 280 nm en un espectofotómetro 

Beckman DU-65. Todas las fracciones fueron sometidas a un análisis de actividad 

aglutinante, tras el cual se colectaron las fracciones que presentaron aglutinación. 
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Posteriormente, el pool obtenido fue sometido a cromatografía de intercambio ió-

nico, utilizando un cartucho Econo Pack High Q, en un equipo ECONO BioRad, a 

una velocidad de flujo de 1 mL/min. Se colectaron 120 fracciones, a las cuales se 

les determinaron las unidades aglutinantes de forma independiente. De igual ma-

nera, se separaron dos fracciones que contenían proteína con actividad aglutinante 

(TBL‐IE1 y TBL‐IE2). 

3.4 Actividad aglutinante 

La cuantificación de proteína y determinación de la actividad aglutinante se realizó 

mediante el método descrito por Bradford (1976), Jaffé (1980) y Adamová y col. 

(2014), utilizando como control positivo la fracción concentrada de lectina (FCL) de 

frijol Tépari, cuya actividad aglutinante contra eritrocitos humanos A+ es aproxima-

damente 5,565 UA/mg proteína, de acuerdo con datos reportados por García-Gasca 

y col. (2012). 

3.5 Perfil electroforético monodimensional, tinción con ácido periódico, Wes-
tern Blot y electroforesis en 2D 

Las lectinas purificadas fueron separadas por medio de la técnica SDS-PAGE, em-

pleando el método de Laemmli (1970), con geles al 10%, teñidos con Azul de 

Coomassie. Además, se realizó la detección de polisacáridos a través de la tinción 

con ácido periodico reactivo de (Schiff) a través del método descrito por Walker 

(1994). Otro gel fue transferido a membrana de nitrocelulosa, la membrana fue blo-

queada con solución salina tamponada con Tris-TBS. Se utilizó un anticuerpo pri-

mario anti conejo diseñado previamente en el laboratorio, en el cual se incubó du-

rante 2 h, seguido de tres lavados con TBST, posteriormente se incubó en un anti-

cuerpo secundario AffiniPure Goat no Anti-Rabbit IgG (Santa Cruz, CA), durante 1 

h. Después del lavado final, las proteínas inmuno-reactivas se visualizaron con el 

kit ECL Western Blotting Analysis System AmershamTM. 

Para la electroforesis bidimensional, se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% y 

tiras de pH 4-7. La electroforesis isoeléctrica (IEF) se realizó siguiendo el protocolo 
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de Amersham Biosciences. Brevemente, la muestra de proteína se diluyó con solu-

ción de rehidratación (urea 8.0 M, CHAPS al 2%, DTT al 0.8%, tampón IPG al 0.5%, 

pH 4-7 y azul de bromofenol al 0.002%), se colocó en un soporte para tiras y se 

cubrió con DryStrip durante 15 h a temperatura ambiente. El IEF se realizó con un 

procedimiento de gradiente: 250 V, 1 h; 500 V, 0.5 h; 1000 V, 0.5 h; 8000 V, 3 h y 

25,000 V h. Las tiras se equilibraron luego en un buffer A (Tris-HCl 50 mM, pH 8,8, 

urea 6 M, glicerol al 30%, SDS al 2% y DTT 65 mM) y se reequilibraron a través de 

un buffer B que contenía yodoacetamida 130 mM en lugar de DTT. Después de 

cargar los geles de poliacrilamida al 10% para la separación de la segunda dimen-

sión (Sistema de Electroforesis Hoeffer, Amersham), la SDS-PAGE se tiñó con ni-

trato de plata.  

3.6 Marcaje de TBL-IE2 con glutaraldehído 
 
El marcaje de TBL-IE2 con glutaraldehído se realizó colocando en un vaso de pre-

cipitado 20 µg de proteína con 10 mL de agua destilada, la mezcla se mantuvo en 

agitación con un agitador magnético a 60 rpm en ausencia de luz. Se colocaron 0.10 

mg/mL de QD, posteriormente, por goteo, se agregaron 50µL de gluraldehído al 2%, 

la mezcla se mantuvo en agitación por 10 minutos para después llevar la mezcla a 

diálisis contra agua para su observación en microscopía. 

3.7 Acoplamiento Lectina-Quantum Dot por el método de microfluídica 

El marcaje se realizó con un microchip de polidimetilsiloxano con diámetro de poro 

de 7 µm proporcionado por el laboratorio de la Dra. Natalia Hassan en la Universidad 

Metropolitana de Chile. Como se muestra en la Figura 4, se realizó un primer lavado 

del microchip con una combinación de H2O2: HCl: H2O,1:1:5 mL a una velocidad de 

flujo de 1.2 mL/h, seguido por un segundo lavado con 1mL de agua milliQ a una 

velocidad de flujo de 6 mL/h, tras el cual se utilizó aire para retirar el exceso de 

agua. Posteriormente, se colocaron 300 µL de Neat Trimethyl octadecyl silanol, y 

se realizó un lavado secuencial con 2 mL de DMSO, 2 mL agua milliQ y 2 mL de 
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acetona, se aplicó aire a presión para dejar el chip seco, posterior a esto se coloca-

ron mangueras nuevas de 15 cm en los orificios del chip y se continuó con el aco-

plamiento lectina-QD. 

Se colocaron 20 µg de lectina diluidos en 10 mL de buffer MES pH7 en una jeringa 

Terumo de 10 mL, a una velocidad de flujo de 1.8 mL/h, con una bomba de infusión 

Kds Scientific modelo 100. Por otro lado, los QD diluidos en PBS 1X pH 7 a una 

concentración de 0.0095 mg/mL, fueron colocados en una jeringa de 10 mL marca 

Terumo, a una velocidad de flujo de 2.4 mL/h. El conjugado se dializó a través de 

una membrana de 3.5 kDa para eliminar los QD no acoplados, posteriormente se 

realizaron las pruebas correspondientes de caracterización. 

 

Figura 4. Esquema de técnica de acoplamiento por microfuídica de lectina con Quan-

tum dots. 

3.8 Determinación del espectro de emisión de TBL-IE2-QD por microscopía 
multifotón 

Los QD se disolvieron en un buffer de fosfato a 0.16 M, pH 7.4 y se mantuvieron a 

4 °C. Posteriormente, se conjugaron con la lectina por método de microfluídica. Los 

QD, la proteína TBL-IE2 y TBLiE2-QD fueron tratados de la misma forma, las mues-

tras se colocaron en portaobjetos de vidrio y se cubrieron con cubreobjetos Zeiss 
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de alto rendimiento (D = 0.17 mm +/- 0.005 mm, índice de refracción = 1.5255 +/- 

0.0015, número de Abbe = 56 +/- 2) y se observaron en microscopio multifotón LSM 

880-NLO, Zeiss, Alemania). 

La detección del espectro de emisión de los QD se realizó utilizando el sistema de 

microscopía multifotón mencionado, equipado con láser Ti: Sapphire (Chameleon 

vision II, Coherent, Escocia) capaz de sintonizar los rangos de 690 a 1060 nm. Las 

condiciones utilizadas fueron; Chameleon láser operado a 1.0% de potencia y orifi-

cio abierto (pinhole), esta tecnología permite un mejor análisis de la muestra. Las 

áreas completas para las observaciones se llevaron a cabo en el objetivo de inmer-

sión 60X/1.3, NA ∞ -0.17, Zeiss Plan NEOFLUAR. Las imágenes se adquirieron 

separando la emisión en tres canales: región azul o UV (371–440 nm), región 

verde/amarilla (450–550 nm) y región roja (560–730 nm). La exploración del "modo 

lambda" para la detección de la emisión espectral del complejo TBL-IE2-QD se 

realizó por excitación en dos longitudes de onda, a 780 nm y 850 nm. Todas las 

micrografías fueron capturadas en formato CZI a 1131 x 1131 píxeles y RGB. 

3.9 Análisis morfológico de TBL-IE2-QD por microscopía electrónica de trans-
misión (MET) 

La morfología del complejo TBL-IE2-QD se examinó con un microscopio electrónico 

de transmisión (Morgagni M-268, Philips/FEI, Países Bajos). Para el análisis de la 

morfología, se colocaron 7 μL de la muestra en rejillas de cobre revestidas con for-

mvar/carbono de 200 mallas (Ted Pella; Redding, CA, EU) y se incubaron durante 

10 min. El secado de la muestra se llevó a cabo a temperatura ambiente durante 5 

min. Las muestras se contrastaron con acetato de uranilo al 2.5% (Electron Micros-

copy Science; Hatfield, PA, Holanda) y se incubaron durante 15 min. Las condicio-

nes de funcionamiento en todos los experimentos fueron 80 kV de alto voltaje (EHT), 

en alta ampliación 1,000 - 180,000 X, presión de trabajo: 5 x 10-3 Pa (5 x 10-5 Torr). 

Las micrografías se capturaron en formato TIFF con un tamaño de 1376 x 1032 

píxeles y se capturaron en escala de grises. En este formato, 0 se asignó a negro y 

255 a blanco en la escala de grises. 
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3.10 Determinación de potencial Z y tamaño de partícula de TBL-IE2 y TBL-
IE2-QD 

El potencial Z y el diámetro del complejo TBL-IE2-QD se determinaron mediante 

dispersión dinámica de luz en un nanoanalizador Zetasizer Nano ZSP (Malvern Ins-

truments) en un ángulo de dispersión de 90° en modo lizs. Se utilizó agua desioni-

zada para estabilizar la medición de la carga eléctrica superficial del complejo TBL-

IE2-QD y reducir el ruido de los iones en solución. Las mediciones se realizaron por 

triplicado para cada ensayo en una celda zeta capilar plegada (DTS1027, Malvern 

Instruments). Con los datos obtenidos de la lectina y TBL-IE2-QD se realizó un aná-

lisis de varianza para determinar si existían diferencias significativas entre los dife-

rentes ensayos y el control empleando un alfa de 0.05, además de una prueba de 

rango post hoc Tukey para la comparación de pares de medias. 

Para determinar el tamaño de partícula se usó el equipo nanoanalizador Zetasizer 

Nano ZSP (Malvern Instruments) y una celda de polipropileno de 2 mL, como buffer 

se utilizó agua desionizada. Se realizó la medición por triplicado para cada ensayo 

la lectina y el complejo TBL-IE2-QD, para determinar si existían diferencias estadís-

ticas. Se realizó un análisis de varianza entre los ensayos y el control empleando 

un alfa de 0.05. Se realizaron pruebas de rango post hoc de Tukey para la compa-

ración de pares de medias. 

3.11 Efecto citotóxico del complejo TBL-IE2 y TBL-IE2-QD sobre células HT-29 

La línea celular HT-29, de adenocarcinoma rectal humano, fue obtenida de ATTC®. 

Se sembraron 1 x104 células por pozo en microplacas de 24 pozos (Corning®) (Sa-

cramento, CA, E. U.), se colocaron 0.5 mL de medio basal de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% (Biowest, 

Nuaillé, Francia). Después de 48 h, el medio se sustituyó con 1 mL de DMEM con 

2% de FBS para la sincronización del ciclo celular. Después de 24 h se realizaron 

dos replicas por separado de los siguientes tratamientos: 0.005, 0.001, 0.05, 0.01 y 

0.1 mg/mL de TBL‐IE2 y por otra parte de TBL‐IE2-QD, ambos por triplicado. Las 

proteínas fueron disueltas en 1 mL de medio DMEM con albúmina sérica bovina al 

2% (ASB). Los pozos control se llenaron con 1 mL de DMEM y ASB al 2%. Las 
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células se tripsinizaron y se colectaron después de 8 h de tratamiento, posterior-

mente se colocaron en una cámara Neubauer para su contabilización, y se deter-

minó el porcentaje de células vivas. Todos los conteos se realizaron por cuadrupli-

cado, en ensayos independientes. 

3.12 Análisis estadístico 

Para determinar si los efectos citotóxicos de la lectina TBL‐IE2 y el complejo TBL‐

IE2‐QD fueron significativamente diferentes, se realizó un análisis de covarianza 

(ANCOVA) utilizando la concentración como covariable. El análisis de los datos se 

realizó con el software R (The R Foundation for Statistical Computing, Viena, Aus-

tria), versión 3.5.3.  
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4. Resultados 
 

4.1 Purificación y caracterización de TBL-IE2  

Las proteínas obtenidas de frijol Tépari precipitadas con sulfato de amonio se cro-

matografiaron en Sephadex G-75 (Figura 5). Para determinar la actividad biológica 

de cada fracción, se analizó la aglutinación de los eritrocitos humanos tipo A RH 

positivos. Se obtuvieron fracciones ricas en lectinas de frijol Tépari, se agruparon y 

se sometieron a cromatografía de intercambio aniónico (Figura 6), eluyendo con 

NaCl 1.0 M, lo que produjo dos picos principales, ambos exhibiendo actividad aglu-

tinante. Estas fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE y los geles se tiñeron 

para determinar la presencia de proteína (Figura 2a), la detección de carbohidratos 

se realizó por tinción con ácido periódico (Schiff) (Figura 2b), y también mediante 

un anticuerpo específico para lectina (Figura 2c). Solo el pico 2 mostró una única 

proteína y una única banda de carbohidratos cuando se sometió a una electroforesis 

en 2D, exhibiendo un peso molecular de 30 kDa, con un punto isoeléctrico de 4.5 

(Figura 2d). Esta glicoproteína, que se nombró TBL-IE2 por sus siglas en inglés 

(Tepary Bean Lectin Fraction Ionic Exchange peak 2) fue seleccionada para aco-

plarse a nanopartículas Quantum Dot. 

Se realizó una SDS-PAGE de la FCL al salir de la cromatografía de exclusión de 

peso molecular y de las fracciones al salir de la cromatografía de intercambio iónico 

(Figura 7). Se determinó la presencia de glicoproteínas mediante la tinción de PASS. 

Se identificó la presencia de lectinas de frijol Tépari por Western blot y se corrió una 

electroforesis en 2D para purificarla (Figura 8). Posteriormente se corrió una SDS-

PAGE en 2D en un rango más estrecho de pH para mejorar la purificación (Figura 

9) y se realizó un Western blot para identificar a la lectina (Figura 10). 
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Figura 5. Cromatograma de filtración en gel (Sephadex G-75) para obtener la FCL. En 

el eje de las X, se observan las fracciones proteicas obtenidas tras la cromatografía; en el 

eje de las Y, lado izquierdo, se representa la absorbancia de las fracciones a 280 nm; y en 

el eje de las Y, lado derecho, las unidades aglutinantes por mg de proteína. Los puntos 

rojos indican las unidades aglutinantes sobre mg de proteína de las fracciones, la línea azul 

indica la absorbancia a 280 nm. El corchete indica las fracciones de proteína colectadas, 

que conforman la FCL (fracción concentrada en lectinas). 
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Figura 6. Cromatograma de intercambio iónico (Econo Pac High Q) de la FCL. En el 

eje de las X, se muestran las fracciones proteicas obtenidas tras la cromatografía; en el eje 

de las Y, del lado izquierdo, se representa la absorbancia de las fracciones a 220 nm; en el 

eje de las Y, lado derecho, se muestran las unidades aglutinantes por mg de proteína, y el 

gradiente de Cloruro de sodio. Los puntos rojos señalan las unidades aglutinantes sobre 

mg de proteína de las fracciones, la línea azul indica su absorbancia a 220 nm, y la línea 

punteada verde muestra el gradiente de salinidad que va de 0 a 1 M de Cloruro de Sodio. 

Los corchetes muestran la fracción TBL-IE2 obtenida en la cromatografía. 
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Figura 7. Electroforesis de FCL y TBL-IE2. a) SDS-PAGE 10%: Peso Molecular (MP). 1) 

FCL de Frijol Tépari, 2) Proteína TBL-IE2 obtenida de intercambio iónico. b) Tinción ácida 

periódica de Schiff el número uno muestra la FCL, mientras que el número dos se muestra 

la proteína TBL-IE2. 

 

Figura 8. Caracterización bioquímica de TBL-IE2. a) Western blot de la FCL y TBL-IE2, 

respectivamente, donde se observa el reconocimiento de una proteína de peso molecular 

aparente de 30 kDa, b) Perfil electroforético bidimensional de TBL-IE2 con rango de pH 4-

7. 
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Figura 9. SDS PAGE en 2D de la proteína TBL-IE2. Electroforesis en dos dimensiones 

con rango de pH 4.5 a 5.5. Se observa una banda de peso molecular aparente (PMA) de 

30 kDa, distribuida a lo largo del gel. 

 

Figura 10. Western Blot de 2D de la proteína TBL-IE2. Se realizó la electroforesis en dos 

dimensiones, en un rango de pH 4.5 a 5.5 y se realizó un Western blot. Se observa el 

reconocimiento del anticuerpo antilectina a la lectina de interés. 
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4.2 Marcaje y caracterización de TBL-IE2 con QD 

El acoplamiento de la TBL-IE2 a QD mediante microfluídica se observó mediante 

microscopía multifotón (Figura 11). Se analizaron cuatro variables: luz visible, fluo-

rescencia a 570 nm, combinado luz visible y fluorescencia 570 nm y análisis de 

lambda. Se registró una lectura cada 4 nm desde 400 hasta 700 nm (espectro de 

luz visible). El tamaño de los QD fue de 4-6 nm a una resolución de 180,000 Kv 

(Figura 12). 

 

Figura 11. Análisis óptico del acoplamiento de la TBL-IE2 a QD. Imágenes de fluores-

cencia: análisis en luz visible, análisis de excitación a 570 nm, luz visible y excitación a 570 

nm fusionados, análisis lambda de 400 a 700 nm con una distancia de 4 nm entre lecturas 

y longitud de onda de emisión de: a) TBL-IE2, no hay presencia de fluorescencia, como se 

muestra en las micrografías; b) Quantum Dot, se puede observar un solo pico a 570 nm en 

el gráfico como lo describe el proveedor de nanopartículas; c) Análisis del complejo TBL-
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IE2-QD, se puede observar un pico a 580 nm y un segundo pico a 560 nm con menor 

intensidad. 

 

Figura 12. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión para la lectina aco-

plada a QD. a) TBL-IE2 se puede observar una distribución homogénea de la proteína y 

ausencia de QD b) Complejo TBL-IE2-QD se puede observar la presencia de QD en toda 

la microfotografía, c) Marcaje de lectina (TBL-IE2) con QD por la técnica de glutaraldehído 

al 2%, se muestran clústeres de diversos tamaños además de la presencia de QD. 

4.3 Actividad aglutinante 

Posterior a la purificación se determinaron las unidades aglutinantes (UA) para TBL-

IE-2 y para TBL-IE2-QD, donde se observaron 12,300 UA/mg y para TBL-IE2, 9,300 

UA/mg de proteína, la presencia de fluorescencia se observa en la Figura 13. 
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Figura 13. Actividad aglutinante del complejo TBL-IE2-QD. Microfotografía por micros-

copía de fluorescencia, donde se observa la aglutinación de eritrocitos A+ de humano por el 

complejo TBL-IE2-QD, posterior a 2 h de incubación a 37 °C.  

 

4.4 Potencial Z y tamaño de partícula 

Los resultados obtenidos en el Zetasizer determinaron que el potencial zeta prome-

dio de TBL-IE2 fue de -8.52mV, mientras que para el complejo TBL-IE2-QD fue de 

-18.51 mV (p < 0.05) (Figura 14). Por su parte, el análisis de tamaño de partícula no 

mostró diferencia significativa entre TBL-IE2 y TBL-IE2-QD. La estandarización de 

la metodología de marcaje presentó diversas problemáticas dado que los análisis 

de potencial zeta y tamaño de partícula necesitan condiciones controladas. En la 

Figura 15, se observa la distribución del tamaño de partícula en relación con los 

pasos de purificación y marcaje. Se muestran algunos cambios de tamaño de la 

proteína TBL-IE2 posterior al marcaje con QD, aunado a la presencia de QD libres 

que no se acoplaron a la lectina. Posterior a la diálisis, se pudo observar la elimina-

ción de los QD presentes. 
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Figura 14. Potencial Zeta y tamaño de partícula de TBL-IE2 y TBL-IE2-QD. A) Potencial 

zeta promedio de la lectina no marcada (TBL-IE2) y la lectina marcada (TBL-IE2-QD), en 

mili volts (mV). B) Tamaño de la lectina TBL-IE2 y del complejo TBL-IE2-QD. Análisis post 

hoc Tukey, comparaciones múltiples de medias 95%. 
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Figura 15. Distribución del tamaño de partícula de TBL-IE2 y TBL-IE2-QD. A) En el 

caso de la lectina sin acoplar (TBL-IE2) se observa un pico máximo en el eje de 425 nm, 

indicando que la mayoría de moléculas se encuentran en ese tamaño de partícula, a su vez 

se muestra un pico de menor tamaño e intensidad. B) Tamaño de partícula de TBL-IE2-QD 

posterior al marcaje con la técnica de microfluídica, se observan dos picos, el primero se 

muestra en la escala de 100 nm mostrando una intensidad de 9 UA, el segundo pico se 

encuentra en el rango de 400 nm. C) Tamaño de partícula TBL-IE2-QD posterior a diálisis 

contra agua. Se observa un pico pequeño en el rango de 80 nm con una intensidad menos 

a las 3 UA, y a su vez, se muestra un pico bien definido a los 375 nm, con una intensidad 

aparente de 42 UA.  
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4.5 Efecto citotóxico de TBL-IE2 y de TBL-IE2-QD sobre células HT-29 

Posterior a la purificación, caracterización y marcaje de TBL-IE2 con QD, se realizó 

un análisis de citotoxicidad de TBL-IE2 y de TBL-IE2-QD contra células HT-29, de-

terminando la CL50 y las diferencias entre tratamientos como se muestra en la Figura 

16. 

 

Figura 17. Efecto citotóxico de TBL‐IE2 y el complejo TBL‐IE2‐QD sobre la línea celu-

lar HT-29. El porcentaje de sobrevivencia celular se muestra después de diferentes trata-

mientos con TBL‐IE2 y TBL‐IE2‐QD. Letras minúsculas (*) TBL‐IE2 y (&) TBL‐IE2‐QD indi-

can diferencias estadísticamente significativas entre las concentraciones para cada trata-

miento, (Tukey, p <0.05). Se realizaron tres experimentos independientes con las células 

HT-29. 

Tanto la lectina TBL-IE2, como el complejo TBL-IE2-QD, presentaron actividad ci-

totóxica contra células HT-29, de manera estadísticamente significativa con res-

pecto a los controles, en todas las concentraciones. El porcentaje de sobrevivencia 

celular no fue estadísticamente diferente entre la lectina marcada y la no marcada, 

lo que indica que, tras el marcaje, la lectina conservó su efecto citotóxico.  Dire
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5. Discusión 

Existe abundante información sobre la purificación de lectinas, sin embargo, las pu-

blicaciones referentes a su marcaje para la visualización microscópica, son limita-

das. En el presente trabajo se logró purificar por diversos métodos cromatográficos 

una lectina de frijol Tépari. Métodos como el de exclusión molecular y cromatografía 

de intercambio iónico se han descrito para la purificación de lectinas como la de 

Morone saxatilis (Feng y Vasta, 2020) o la de Galanthus nivalis (Van Damme. 2020). 

Estos métodos permiten continuar con el estudio de dichas proteínas, presentando 

moléculas viables para análisis moleculares, aunque se obtienen rendimientos ba-

jos. La lectina TBL-IE2 fue purificada por cromatografía de exclusión molecular, se-

guido de una cromatografía de intercambio iónico. La metodología utilizada es re-

producible, pero de alto costo, comparado con el rendimiento que se podría obtener 

al utilizar metodologías para la producción de lectinas recombinantes (Martínez-

Alarcón y col., 2019).  

En cuanto a la actividad aglutinante, en este caso fue de 12,300 UA/mg de proteína, 

comparada con las 5,566 UA/ mg de proteína de la FCL de frijol Tépari reportada 

por Ferríz-Martínez y col. (2015). El incremento de actividad aglutinante puede estar 

relacionado al mayor grado de pureza que presenta la proteína, que a su vez mejora 

la interacción con los carbohidratos de membrana de los eritrocitos. Al cuantificar la 

actividad aglutinante de la lectina unida a QD, TBL-IE2-QD, se observó un total de 

9,300 UA/mg de proteína, lo que sugiere que la unión de los QD puede estar provo-

cando obstrucción de los sitios de reconocimiento de la proteína con la membrana 

celular del eritrocito. Esta interacción puede ser dependiente de la cantidad de na-

nopartículas acopladas a cada proteína, sin embargo, hacen falta más estudios para 

confirmarlo. Aunque se ha reportado en trabajos previos que el marcaje no repre-

senta una afectación en la actividad citotóxica, sí se han observado alteraciones en 

la actividad aglutinante (Babu y col., 2007; Cunha y col., 2018b).  

La proteína TBL-IE2 presentó un punto isoeléctrico aparente de 4.5, igual a lo re-

portado por Torres-Arteaga y col. (2016), y ligeramente diferente a lo reportado en 
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otros trabajos con lectinas de Concavalina A, que describieron un pH de 5.5 (Sper-

ling y Parak, 2010). La técnica de purificación utilizada en este trabajo presentó mo-

dificaciones a lo reportado por García y col. (2012) y Torres-Arteaga y col. (2016), 

en donde se pudo obtener un mayor grado de pureza, pero un bajo rendimiento en 

la cantidad de proteína obtenida. 

Estudios previos definen lectinas de frijol Tépari con características similares en res-

pecto a peso molecular aparente, punto isoeléctrico, reconocimiento a carbohidratos 

por tinción de Schiff, y reconocimiento a anticuerpos antilectina, según lo reportado 

por Torres-Arteaga y col. (2016) y Moreno-Salgado (datos sin publicar). Sin em-

bargo, anteriormente se había obtenido una menor actividad aglutinante específica, 

lo que sugiere que el método empleado mejoró la recuperación de la proteína de 

interés. 

Pocas lectinas han sido acopladas a nanopartículas como los QD, ya sea por unión 

covalente como estreptavidina-biotina, glutaraldehído, EDC-NHS o adsorción 

(Cunha y col., 2018b). Estos métodos suelen ser los más comunes para el etique-

tado de proteínas, donde se ha reportado el uso de diversos pH para acoplar pro-

teínas con QD (Zhang 2014; Cunha y col., 2018). En este caso se utilizó el método 

de microfluídica y se determinó que el pH apropiado para el etiquetado TBL-IE2 con 

QD es de 7. Diversos trabajos reportan esta misma condición para otras lectinas 

como la fitohemaglutinina de frijol, Con A o lectina de Cramoll (Santos y col., 2006; 

Kara y col., 2014; Cunha y col., 2018). Pequeños cambios en el pH pueden ocasio-

nar obstrucción del sitio de reconocimiento, unión deficiente a moléculas receptoras, 

baja fluorescencia o fluorescencia nula (Cunha y col., 2018a). 

La microscopía de fluorescencia ha permitido que la ciencia pueda dar avances a 

saltos en las áreas de física, química o la biomedicina. Estos avances han permitido 

poder etiquetar moléculas orgánicas e inorgánicas con nanopartículas fluorescentes 

para describir procesos biológicos (Cunha y col., 2018a; Pashazadeh-Panahi y Ha-

sanzadeh, 2019), ya sea para la detección de células cancerosas, bacterias, hongos 

o moléculas que presenten carbohidratos (Kloepfer y col., 2003).  
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El análisis de espectrometría para TBL-IE2 no mostró florescencia, corroborando lo 

reportado por Albani (2004), Bird-Lieberman y col. (2012) y Baeten y col. (2014), 

quienes describen que las lectinas son moléculas que no presentan fluorescencia. 

Por otro lado, el análisis de QD mostró una emisión espectral con un pico máximo 

de fluorescencia a 574 nm, emisión que corresponde a las características señaladas 

por el fabricante, así como a los registros de otros trabajos que utilizan QD de teluro 

de cadmio (TeCd) en procesos de etiquetado de proteínas (Joglekar y col., 2017). 

El análisis del complejo TBL-IE2-QD mostró una emisión espectral entre 568 nm y 

586 nm mientras que los QD mostraron un único pico de fluorescencia a 570 nm. 

Resultados similares se encontraron en el trabajo de Arruda y col., en 2019, donde 

se etiquetó una lectina de la planta Moringa oleífera con QD de CdTe mostrando 

estabilidad en la longitud de onda de emisión y buena intensidad de fluorescencia 

en el reconocimiento de la matriz de larvas del mosco Aedes aegypti.  

La intensidad de emisión de los QD alcanzó las 150 unidades arbitrarias, mientras 

que el complejo TBL-IE2-QD alcanzó 1000 unidades arbitrarias, lo que contrasta 

con lo reportado por Li y col. (2020), donde se describe que la unión de aminoácidos 

o moléculas orgánicas puede disminuir la intensidad de fluorescencia de los QD. El 

incremento observado en este caso puede estar basado en el acomodo tridimensio-

nal que permite la técnica de microfluídica al unirse con los grupos amino de la 

lectina. Lo anterior muestra que el acoplamiento no produjo cambios significativos 

en la longitud de onda de emisión de fluorescencia. 

Los resultados obtenidos con la microscopía electrónica de transmisión (MET) mos-

traron diferencias entre TBL-IE2 y TBL-IE2-QD. El uso de MET permite observar el 

acomodo y la interacción de moléculas como las proteínas ADN o ARN acopladas 

con nanopartículas como los QD. Las proteínas son difíciles de observar por sus 

características y estructura ya que forman estructuras icosaédricas en la periferia 

de los puntos cuánticos (Li-Chan y Lacroix, 2018; Bagchi A 2018). Al acoplar la 

lectina al QD utilizando glutaraldehído se observaron clústeres similares a eicosae-

dros, lo que contrasta con los resultados obtenidos con la técnica de microfluídica, 

donde se muestra de manera homogénea el acoplamiento de la proteína a los QD. 
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Hasta el momento existen pocos trabajos de MET que muestren los conjugados de 

lectinas de manera homogénea, como se obtuvieron en el presente trabajo. La for-

mación de complejos de diferente tamaño fue observada por Zhang y col. (2013a) 

y Ahmed y col. (2015). En trabajos como el de Babu y col. (2007) se mostró que la 

proteína Con A puede formar clústeres o aglutinación con azúcares acoplados a 

QD, llevando a alteraciones en la medición de dispersión de luz, pero siendo funcio-

nales para la detección de carbohidratos en células HepG2. 

La disminución del potencial zeta entre TBL-IE2 y TBL-IE2-QD puede estar relacio-

nado a la cantidad de nanopartículas acopladas a la lectina, ya que los grupos car-

boxilo en la periferia de los QD le confiere una carga negativa, disminuyendo consi-

derablemente este potencial, el cual está dado por la totalidad de cargas negativas 

presentes en el complejo TBL-IE2-QD. Gao y col. (2018), reportaron la unión de una 

lectina de germen de trigo WGA a QD de CdSe/ZnS, funcionalizados con Metil-

PEG–PLA y maleimida-PEG–PLA complejo (WGA-QD-NP). estas proteínas son po-

tenciales herramientas de diagnóstico para el reconocimiento de microorganismos 

aunado al reconocimiento de tejidos y células tumorales. Dicho complejo no pre-

sentó diferencias significativas en el potencial zeta, dado que estos polímeros no 

ejercen una carga en el QD y su estabilidad está en el rango de las 24 h.  

Para el tamaño de partícula, Kumar y col. en 2012 reportan que la albumina sérica 

bovina incrementó significativamente su tamaño al acoplarse a moléculas de QD de 

ZnS, utilizando el método de unión con glutaraldehído. Gao y col. en 2008 encon-

traron que el complejo WGA-QD-NP no presentó diferencias significativas en ta-

maño de partícula comparándolo con la proteína WGA nativa. En el presente tra-

bajo, el escaneo que se realizó para determinar la presencia de moléculas diferentes 

a las esperadas mostró resultados favorables, donde sólo se observó un pico per-

teneciente a la lectina, mientras que posterior al marcaje se observaron dos picos, 

uno en la longitud de tamaño de los QD no acoplados, y el otro respectivo a la TBL-

IE2-QD. Posterior a la diálisis, se observó el complejo TBL-IE2-QD libre de residuos 

de QD que no fueron acoplados (Cunha y col., 2018a; Cunha y col., 2018b; Wang y 
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col., 2010). Se ha reportado que el tamaño de partícula puede intervenir en la inter-

acción y el destino de las moléculas en la célula (Rejman y col., 2004).  

La técnica microfluídica y la posterior diálisis favorecen la formación equimolecular 

de lectina-QD, lo que ayuda a tener un complejo más pequeño y que se comporte 

más parecido a la lectina, además de que favorece la observación en microscopía 

y el análisis de potencial zeta ya que los QD aportan una fluorescencia y potencial 

zeta estables. La publicación de otros trabajos como el reportado por Chang y col. 

(2012) fue muy útil para el acoplamiento de lectinas con QD. Gao y col. (2008) de-

terminaron que la lectina WGA y un complejo llamado WGA-QD-NP aplicado en 

células CaCo2 no presentó diferencias significativas en toxicidad, las moléculas del 

complejo WGA-QD-NP se internalizaron al aparato de Golgi y a los lisosomas, po-

siblemente por endocitosis mediada por el reconocimiento de N-acetil-glucosamina 

y ácido siálico en la superficie celular, seguido de mecanismos regulados por cla-

trina y caveolina. Cunha y col. en 2018 reportaron endocitosis y exocitosis de la 

proteína WGA conjugada a QD, en células de carcinoma de pulmón A549. Dichos 

resultados fueron probados con células cancerígenas que presentan sobre expre-

sadas diversas glicosilaciones en membrana que permiten este reconocimiento ce-

lular. 

La citotoxicidad de TBL-IE2 sobre líneas celulares de cáncer de colon HT-29, no 

mostró diferencias significativas con TBL-IE2-QD. La concentración letal media 

(CL50) fue de 1.0x10−3 y 1.7x10−3 mg/mL, respectivamente. Existe poca información 

sobre la citotoxicidad de lectinas acopladas a puntos cuánticos, lo que se ha repor-

tado indica que preserva su funcionalidad para reconocer distintos glúcidos o car-

bohidratos en la membrana celular como la N-acetil-glucosamina o el ácido siálico 

(Läubli y Varki 2019). 

Diversos QD como CdTe, ZnS, ZnOCa entre otros, muestran su factibilidad para 

acoplarse a proteínas, por lo que es posible determinar la interacción de los com-

plejos contra células cancerígenas (Zhang y col., 2013b; Cunha y col., 2018a). Los 

resultados obtenidos con complejos lectina-QD en células sugieren que el desarrollo 
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de proteínas acopladas a nanopartículas fluorescentes sería una buena opción para 

diagnosticar tejidos cancerosos (Ahmed y col., 2015). Se tienen reportes de la cito-

toxicidad que presentan los QD cuando se aplican a diversos tipos celulares, pero 

ésta se ve disminuida cuando se acoplan a proteínas (Chowdhury y col., 2018).  

6. Conclusiones 

Trabajos previos con lectinas de frijol Tépari han demostrado la efectividad de estas 

proteínas para aglutinar los eritrocitos A+ y desencadenar efectos citotóxicos en 

células de cáncer de colon y en experimentos in vivo. En el presente trabajo se logró 

la purificación y caracterización de una fracción de lectina (TBL-IE2) de este grano. 

Posteriormente, la lectina se acopló a nanopartículas QD, por medio de la técnica 

microfluídica, formando el complejo TBL-IE2-QD; el cual también se caracterizó, y 

se pudo comprobar la conservación de sus actividades biológicas, tanto aglutinación 

como citotoxicidad. El proceso de etiquetado realizado a través de la técnica de 

microfluídica permitió mantener características fisicoquímicas similares a las de la 

lectina sin marcar, permitiendo así la permanencia de sus efectos, y así mismo su 

visualización en microscopía. El complejo TBL-IE2-QD mostró estabilidad y capaci-

dad para ser utilizado en el futuro, con el fin de lograr la trazabilidad de las lectinas 

en sistemas in vitro e in vivo, como una herramienta para el diagnóstico molecular 

del cáncer.  
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