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RESUMEN  

 

Diversos estudios han mostrado el efecto apoptótico de la fracción concentrada de 

lectina (FCL) del frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) sobre diferentes líneas 

celulares cancerígenas. Actualmente se realizan estudios con una lectina 

recombinante (Lr), la cual es producida a partir de la levadura transformada Pichia 

pastoris. Se desconocen los mecanismos por los que esta lectina tiene efectos 

apoptóticos, uno de estos mecanismos tiene que ver con la naturaleza de las 

señales de calcio, ya que éstas tienen mucha relevancia en la regulación de las 

funciones celulares. Una forma de identificar y comprender la posible remodelación 

de la homeostasis del calcio en algunos tipos de cáncer es comparar la naturaleza 

de las señales de calcio en líneas celulares transformadas y no transformadas. El 

presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar las señales de calcio citoplasmático 

en dos líneas celulares de mama: MCF-7 (células de cáncer de mama) y MCF-12F 

(células no transformadas), esto en presencia de la lectina recombinante (Lr). Las 

dos líneas celulares mantenidas en cultivo celular fueron expuestas a diferentes 

concentraciones de Lr, se determinaron las concentraciones de calcio por medio del 

fluoróforo Fluo-4 AM para posteriormente analizar estas concentraciones y 

determinar mecanismos de movilización de calcio ON y OFF. Las concentraciones 

de calcio citoplasmático tras la aplicación de Lr (1 mg/ml), fueron distintas en ambas 

líneas, lo que sugiere que la remodelación del calcio tras la exposición a Lr es 

distinta en las líneas celulares transformadas (MCF-7) en comparación con las no 

transformadas (MCF-12F). Los resultados obtenidos sugieren que la Lr puede ser 

capaz de movilizar calcio en ambas líneas celulares de manera diferencial. 

 

Palabras Clave: calcio, lectinas, lectina recombinante, apoptosis, líneas celulares, 

frijol Tépari.  
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SUMMARY 

 

Several studies have shown the apoptotic effect of the concentrated fraction of lectin 

(FCL) from the Tepari bean Phaseolus acutifolius on different cancer cell lines. 

Various studies are currently being carried out with a recombinant lectin (Lr), which 

is produced from the transformed yeast Pichia pastoris. Many of the mechanisms by 

which this lectin has managed to have apoptotic effects are unknown, one of these 

mechanisms has to do with the nature of calcium signals since they are highly 

relevant in the regulation of cellular functions. One way to identify and understand 

the possible remodeling of calcium homeostasis in some cancers is to compare the 

nature of calcium signals in transformed and non-transformed cell lines. The present 

work aimed to characterize cytoplasmic calcium signals in two breast cell lines: MCF-

7 (breast cancer cells) and MCF-12F (non-transformed cells), this in the presence of 

recombinant lectin (Lr). The two cell lines maintained in cell culture were exposed to 

different concentrations of Lr, calcium concentrations were determined using the 

fluorophore Fluo-4 AM to later analyze these concentrations and determine 

mechanisms of calcium mobilization ON and OFF. The cytoplasmic calcium 

concentrations after the application of Lr (1mg/ml), were different in both lines, which 

suggests that the remodeling of calcium after exposure to Lr is different in the 

transformed cell lines (MCF-7) compared to the untransformed (MCF-12F). The 

results obtained suggest that the Lr may be able to mobilize calcium in both cell lines 

in a different way. 

 

Key words: calcium, lectins, recombinant lectin, apoptosis, cell lines, Tepary bean. 
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I. INTRODUCCIÓN  

El cáncer de mama es el tipo de neoplasia más común y la causa más frecuente de muerte 

entre las mujeres de todo el mundo (Nagini, 2017), por esta razón es necesario desarrollar 

alternativas terapéuticas para la prevención y/o tratamiento del cáncer de mama. Una 

alternativa a los quimioterapéuticos convencionales actuales son los compuestos 

bioactivos de productos naturales, como los obtenidos a partir de alimentos 

convencionales, ya que tienen propiedades curativas que están siendo ampliamente 

investigadas para la creación de fármacos y alimentos nutraceúticos (Ji et al., 2009).  

En este sentido, las lectinas han sido objeto de estudio desde hace cuatro décadas por sus 

actividades biológicas, son proteínas que pueden reconocer y unir hidratos de carbono 

simples o complejos, de manera reversible, específica y conservando su estructura 

(Lagarda-Diaz et al., 2017; Moreira et al., 1991).  

El frijol Tépari Phaseolus acutifolius es una leguminosa anual adaptada a las regiones 

áridas y semiáridas (Jiménez Galindo et al., 2012). García-Gasca y colaboradores (2012) 

han obtenido una fracción concentrada de lectinas (FCL) a partir de técnicas 

cromatográficas del frijol Tépari. La FCL contiene múltiples proteínas, sin embargo se 

identificó que la actividad citotóxica se debe a dos fracciones de proteínas denominadas 

LN1 y LN2 (Torres-Arteaga et al., 2016). Los estudios realizados por el mismo equipo de 

trabajo sugieren que la fracción concentrada en lectinas (FCL) presenta un efecto citotóxico 

mayor sobre células de cáncer, en comparación con células no transformadas, al mismo 

tiempo presentan baja toxicidad y un buen nivel de tolerabilidad en ratas (Ferriz-Martínez 

et al., 2015; García-Gasca et al., 2012).  

Sin embargo, la purificación de FCL tiene algunos inconvenientes asociados a los sistemas 

de purificación tradicionales. Por lo anterior, actualmente se utiliza un sistema heterólogo 

con Pichia pastoris, para la producción continua de lectina recombinante (Lr), que ofrece 

mayores rendimientos y con la misma actividad biológica que LN2, conservando su efecto 

citotóxico sobre células de cáncer (Martínez-Alarcón, 2019). 

Se han descrito distintos mecanismos de acción por los cuales las lectinas ejercen su 

efecto. En particular, nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en estudiar las respuestas 
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inducidas a corto plazo, es por ello que nos hemos fijado en la activación de respuestas 

inducida en los primeros minutos, asociado al papel que tienen los segundos mensajeros.  

El calcio es un segundo mensajero que detona y controla varios procesos celulares, entre 

los que se encuentra la muerte celular programada. Las células cancerígenas realizan 

modificaciones a la dinámica de calcio y a las proteínas que regulan su concentración en 

el citosol, de esta forma favorecen su proliferación e inhiben señales que derivan en 

apoptosis (Dubois et al., 2013; Stewart et al., 2015). Diversos compuestos bioactivos 

movilizan calcio produciendo cambios en el potencial mitocondrial provocando una 

disfunción en la mitocondria de células de diferentes tipos de cáncer (Giampazolias y Tait, 

2016; Zorov et al., 2014).  

Díaz-Betancourt (2018) realizó estudios sobre la dinámica de calcio en líneas celulares 

MCF-7 y MCF-12F encontrando que la fracción concentrada de lectina induce alteraciones 

en la homeostasis de calcio (datos no publicados). Estas son las primeras evidencias en 

que se demuestra que la FCL, es capaz de inducir cambios en la concentración de calcio 

citoplasmático de manera diferencial en células de cáncer de mama MCF-7 con respecto a 

células no transformadas MCF-12F. Además, mostraron que existe alteración en la 

viabilidad celular al ser expuestas a FCL. Es importante señalar que se necesitan estudios 

para determinar si Lr moviliza calcio como lo hace la FCL, así como caracterizar la 

activación a corto plazo de las vías de señalización y la expresión de marcadores 

apoptóticos que llevan a la célula cancerígena a la muerte celular.  

Por lo anterior, en el presente trabajo de tesis se investigaron los efectos de la aplicación 

de diferentes concentraciones de Lr en la movilización de calcio a corto tiempo en las líneas 

celulares MCF-7 y MCF-12F. 
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II. ANTECEDENTES  

2.1. Lectinas.  

 

Las lectinas se definen como proteínas o glicoproteínas que pueden reconocer y unir 

hidratos de carbono libres o conjugados (glicoproteínas, glucolípidos o polisacáridos), de 

una manera reversible, altamente específica y sin modificar su estructura (Figura 1) 

(Lagarda-Diaz et al., 2017; Moreira et al., 1991). Están distribuidas en una amplia variedad 

de organismos vivos y son particularmente abundantes en plantas. Durante mucho tiempo, 

estas proteínas se denominaron hemaglutininas debido a su capacidad para aglutinar 

glóbulos rojos (Cummings et al., 1982). Han sido clasificadas con base en diferentes 

criterios, como el origen taxonómico, localización celular, la especificidad del 

reconocimiento de hidratos de carbono, funciones y estructura. Entre las lectinas 

estudiadas hasta ahora, las de leguminosas son la familia más grande, están presentes en 

cantidades altas dependiendo de la genética particular de la especie de leguminosa y de 

factores ambientales durante su cultivo y se acumulan principalmente en las semillas (Nasi 

et al., 2009).  

 

Figura 1. Estructura macromolecular de las lectinas de leguminosas. 

(A) tetrámero con dominios de reconocimiento de carbohidratos (rojo); (B) imagen amplificada de monómero 
con hojas β (amarillo), giros α (púrpura), sitios de unión a metales y dominio de reconocimiento de 
carbohidratos (Imagen modificada de Protein Data Bank (código de acceso 1GZ9). Fuente: Lagarda-Díaz et 
al., (2017).  
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2.2. Lectinas y su efecto citotóxico en células cancerígenas.  

 

El potencial terapéutico de las lectinas se basa en su actividad antitumoral y efectos 

citotóxicos a través de la inducción a la muerte celular programada como la apoptosis y la 

autofagia (Fu et al., 2011). De igual forma las lectinas tienen la capacidad adicional de 

distinguir entre células normales y transformadas que son frecuentemente más sensibles a 

sus efectos citotóxicos (Schwarz et al., 1999). 

2.3. Lectinas del frijol Tépari. 

 

García-Gasca y colaboradores (2012) obtuvieron una fracción de proteína semipura del 

frijol Tépari, con la que se hicieron diferentes pruebas encontrando un efecto citotóxico 

diferencial en diferentes líneas celulares, así como como un aumento en la unión celular a 

las placas de cultivo. A partir de esta fracción semipura se obtuvieron dos fracciones de 

proteína: una fracción concentrada en lectinas (FCL) y una fracción semipura rica en 

inhibidores de proteasas, la cuales tenían efectos distintos sobre células cancerígenas 

(García-Gasta et al., 2012).  

Para el 2016 Torres-Arteaga y colaboradores, purificaron y caracterizaron dos fracciones 

de lectinas LN1 Y LN2 analizando las dos fracciones de proteínas observando que, a pesar 

de la alta homología en su secuencia, punto isoeléctrico y masa molecular, las fracciones 

de lectinas mostraban diferencias en su comportamiento biológico, haciendo referencia a 

su actividad aglutinante, así como, en su efecto citotóxico en células de cáncer de colon. 

En el 2017 Moreno-Celis y colaboradores realizaron un estudio donde vieron un mayor 

efecto de la FCL sobre tumores tempranos de cáncer de colon en un estudio in vivo, donde 

se les indujo el cáncer con dos compuestos por separado: 1,2-dimetilhidrazina (DMH) o 

azoximetano/dextrano sódico sulfato (AOM/DSS). Los resultados mostraron que la FCL 

presenta efectos antiproliferativos y proapoptóticos relacionados con la vía de transducción 
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de señales de Akt en su forma activada y un aumento de la actividad de la caspasa 3, pero 

no a la activación de p53 (Moreno-Celis et al., 2017). 

Posteriormente, Moreno-Celis y colaboradores (2020), realizaron un estudio in vitro con la 

fracción de lectina, en este estudio se buscó obtener evidencia que mostrará el efecto que 

tenía la FCL al activar mecanismos específicos de muerte celular programada. En el estudio 

se obtuvieron varios resultados entre los que destaca la determinación de concentraciones 

letales de lectina en diferentes líneas celulares de cáncer de colon en donde se evaluó 

apoptosis relacionada con caspasas y se descartó la inducción de necrosis. Además, se 

evaluó la expresión de los genes p53 y proteínas relacionadas con la apoptosis Bcl-2, 

mostrando mayor nivel de expresión en las primeras 8 horas seguidas de una importante 

disminución a las 24 h. 

Finalmente, se inició con la producción de una lectina recombinante (Lr), ya que el principal 

inconveniente del uso de la FCL era que su purificación a partir de semillas de frijol es lenta, 

costosa y proporciona bajos rendimientos. Por ello para obtener una cantidad mayor de 

lectina de frijol Tépari, se desarrollaron diferentes sistemas para producir la lectina 

(Martínez-Alarcón et al., 2018; Martínez-Alarcón et al., 2019). 

Es importante señalar que las lectinas de frijol Tépari son glicoproteínas complejas y que 

las modificaciones postraduccionales pueden influir en el plegamiento de las proteínas y 

en consecuencia se altera la función biológica de la glucoproteína, por lo que se necesitó 

buscar nuevas alternativas de producción. Como las bacterias carecen de orgánulos para 

el procesamiento postraduccional, las levaduras son el sistema más común para la 

expresión de glicoproteínas, como las lectinas de leguminosas (Martínez-Alarcón et al., 

2019). 

Martínez-Alarcón y colaboradores (2020) encontraron un sistema eficiente a partir de la 

levadura Pichia pastoris para la producción de una lectina recombinante con potencial 

anticancerígeno con un rendimiento adecuado para proceder con ensayos de citotoxicidad 

in vitro en células cancerígenas y realizar pruebas in vivo (Martínez-Alarcón et al., 2020). 

En la Figura 2 se muestra la estructura de la lectina recombinante de frijol Tépari. 
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Figura 2. Estructura, N-glicosilación e interacciones de interfaz en el tetrámero de la lectina 
recombinante. (AI) tetrámero rTBL-1 coloreado por cadenas con cadenas A, B, C y D en verde claro, 
verde oscuro, azul oscuro y azul claro, respectivamente, con Ca2 + representado en esferas rojas y 
Mn2 + representado en esferas grises. (AII) Estabilización interacciones de la interfaz entre las 
cadenas A y B. (AIII) Interacciones estabilizadoras de la interfaz entre B y cadenas. (AIV) 
Interacciones GlcNAc en la interfaz de dos cadenas adyacentes. (B) Estructura de los N-glucanos 
identificados en cada monómero de rTBL-1 (Martínez-Alarcón et al., 2020). 

2.4. Calcio (Ca2+) como segundo mensajero en la activación de procesos celulares. 

 

Históricamente, el papel del ion Calcio (Ca2+) como un marcador de la muerte celular se 

remonta a la observación de Fleckenstein de que la entrada de Ca2+ en exceso a los 

cardiomiocitos conlleva a la patología cardiaca después de la isquemia (Fleckenstein et al., 

1977). Subsecuentes estudios enfatizaron la importancia general de este hallazgo, ya que 

tanto la sobre estimulación de receptores como muchos agentes citotóxicos fueron 

encontrados como causantes de la entrada letal de Ca2+ dentro de la célula. (Orrenius et 

al., 2003). 

Un gran número de estímulos influyen en el incremento de la concentración del Ca2+ 

citosólico ([Ca2+]i) y la liberación de Ca2+ del Retículo Endoplásmico (RE); por lo tanto, las 

células están constantemente trabajando para mantener el correcto gradiente de 

concentración. En condiciones fisiológicas, los estímulos generalmente promueven el 

incremento en [Ca2+]i de forma lenta y transitoria, bajo condiciones patológicas, variaciones 
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en el [Ca2+]i inducido por estos estímulos son más pronunciados y sostenidos. En particular, 

durante la muerte celular programada, especialmente la apoptosis, el [Ca2+]i es 

incrementado de forma dramática. Como consecuencia de ello, la mitocondria introduce 

grandes cantidades de Ca2+, dando pie a la inducción de la apoptosis (Harr et al., 2010). 

En el metabolismo del Ca2+ están implicadas múltiples moléculas reguladoras y 

desreguladoras que van a actuar dependiendo de señales y funcionamiento celular. La 

mitocondria es un organelo celular clave, ya que el Ca2+ mitocondrial juega un papel 

esencial en el mantenimiento de la homeostasis y participa en el metabolismo celular, 

control electroquímico del Ca2+ citosólico, funciones secretoras, supervivencia celular, 

proliferación, migración y muerte celular (Marchi y Pinton, 2016). 

Recientemente se descubrió que existe un complejo macromolecular que forma poros en 

la membrana mitocondrial y reguladora de subunidades que sirven para la entrada de Ca2+ 

a la mitocondria, y no una proteína individual como antes se creía (Marchi y Pinton, 2014). 

Por lo tanto, podemos decir que la naturaleza dual del Ca2+, un elemento con carga y un 

efector bioquímico, lo hacen uno de los factores más versátiles para lograr una gran 

variedad de diferentes eventos celulares, desde la regulación metabólica hasta el control 

del ciclo celular y diferenciación (Berridge et al., 2003). 

2.5. Dinámica de calcio celular como activador de diferentes mecanismos celulares. 

 

El calcio es un segundo mensajero que regula muchas funciones celulares, entre ellas, la 

exocitosis, proliferación y la autodestrucción ordenada de la célula. La dinámica de calcio 

en las células, tiene un efecto transitorio en función del tiempo (Figura 3). Todos aquellos 

mecanismos que están asociados al incremento de calcio en el citoplasma se conocen 

como mecanismos ON; en ellos se incluyen aquellos que permiten la entrada de calcio a 

partir de la membrana plasmática (entrada capacitiva), así como aquellos que inducen la 

salida de calcio de reservorios intracelulares (denominada como liberación de calcio). Por 

otra parte, todos aquellos que implican que la concentración de calcio disminuya en el 

citoplasma, se conocen como mecanismos OFF (que incluyen la extracción de calcio a 
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través de la membrana plasmática, así como la reincorporación del catión divalente a 

reservorios intracelulares).  

Los mecanismos ON se activan al recibir un estímulo que inicia la entrada de calcio 

capacitiva y la liberación de éste a partir de reservorios intracelulares. La activación de 

diversos procesos celulares en espacios temporales que van de microsegundos hasta 

horas. Los mecanismos OFF permiten la salida de calcio hacia el espacio extracelular, así 

como la recaptura hacia espacios intracelulares llevando la concentración de calcio 

citoplasmático a niveles basales (Berridge et al., 2003). En células normales, la 

concentración citoplasmática de Ca2+ está en el rango de los nM, sin embargo, su 

distribución no es homogénea, ya que se ejerce un estricto control sobre este segundo 

mensajero para mantener la homeostasis. El Ca2+ está presente en altas concentraciones 

en los llamados reservorios intracelulares, principalmente en el retículo endo/sarcoplásmico 

(ER/SR) y el aparato de Golgi donde las concentraciones oscilan entre 300 y 1000 M 

(Bonora et al., 2013; Brini et al., 1998). En el citoplasma, matriz mitocondrial y luz 

peroxisomal se mantienen concentraciones de Ca2+ muy bajas de 100 a 500 nM, ya que 

en estos sitios es donde se ejerce la señalización (Rizzuto et al., 1992).  

En mecanismos específicos como la apoptosis celular se producen variaciones sostenidas 

y pronunciadas de [Ca2+]i (calcio intracelular citoplasmático) (Berridge et al., 2003; Danese 

et al., 2017). En las células cancerígenas la dinámica de calcio y la expresión de las 

proteínas implicadas en su regulación se ven alteradas, de tal manera que los estímulos 

pueden producir una elevación sostenida de [Ca2+]i, como consecuencia un incremento de 

calcio más prologado, que puede favorecer la proliferación celular. La célula también puede 

responder acortando el tiempo de aumento de calcio citoplasmático para evadir señales de 

activación de muerte celular haciendo más eficaz la salida y la recaptura por parte de los 

reservorios intracelulares (Dubois et al., 2013; Stewart et al., 2015).  
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Figura 3. Dinámica de calcio y homeostasis.  Los mecanismos ON se activan al recibir un estímulo 
que inicia la entrada capacitiva de calcio y la liberación de éste a partir de reservorios intracelulares, 
activando diversos procesos celulares, en un periodo de tiempo de microsegundos hasta horas. Los 
mecanismos OFF permiten la salida de calcio intracelular hacia el espacio extracelular y la recaptura 
hacia espacios intracelulares llevando la concentración de calcio citoplasmático a niveles basales. 
Fuente: Tomado y modificado de Berridge, et al. (2003). 

2.7. Dinámica de calcio en células transformadas y no transformadas. 

 

Los estudios sobre disrupción de la homeóstasis de calcio en donde se analiza las señales 

de calcio tanto en células transformadas como en no transformadas Figura 4 y la relación 

que guarda con la muerte celular programada en diferentes líneas celulares al someter a 

estas a diferentes estímulos como lo son compuestos bioactivos (principalmente fenoles) 

han sido reportadas ampliamente. Estos estudios permiten dilucidar si la muerte de la célula 

activada por los compuestos fenólicos está relacionada con la disrupción de la homeostasis 

de calcio, así como determinar la vía de apoptosis (mitocondrial o citoplasmática) y la 
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caracterización de vías de señalización, mediante pruebas moleculares y celulares. De esta 

forma, se puede conocer más sobre los mecanismos sobre los cuales los compuestos 

ejercen su acción lo que permitiría el diseño de fármacos, suplementos y productos 

nutraceúticos con mayor eficacia para el tratamiento y prevención del cáncer (Lim et al., 

2019; Lim et al., 2017; Yeh et al., 2017). 

 

Figura 4. Ejemplos de remodelación hipotética de la señalización de Ca2+, de células tumorogénicas y no 
tumorogénicas. Cada representación estilizada de Ca2+ representa modelos de diversos aspectos de las vías 
de señalización de Ca2+ intracelular, incluidos (a) vías de entrada de Ca2+ (b) vías de salida de Ca2+ y c) 
frecuencia de oscilación de la [Ca2+]i. Fuente: Stewart et al., (2015).  
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IV. JUSTIFICACIÓN 

 

Los mecanismos de acción de los efectos Citotóxicos de la FCL de frijol Tépari han sido 

estudiados a partir de las 8 a 72 h, así como para la Lr pero existen pocos estudios que 

muestren el efecto en los primeros segundos. Se han propuesto varios mecanismos que 

pueden llevar a la activación de la muerte celular programada, dependiendo de las 

propiedades químicas de las lectinas, las vías celulares para producir la muerte celular 

pueden ser diferentes. La movilización de calcio intracelular está relacionada con la 

activación de procesos de muerte celular.   

Se ha sugerido que la fracción concentrada de lectina (FCL) moviliza calcio citoplasmático 

en las líneas celulares MCF-7 Y MCF-12F. Estos estudios han mostrado que la interacción 

con membranas celulares y la determinación de concentraciones de calcio citoplasmático 

permiten desarrollar un modelo hipotético para explicar los mecanismos activados en los 

primeros minutos previos a la aparición de señales apoptóticas de la FCL (Galicia-Castillo, 

2021). 

Concretamente, aún se desconoce sí la Lr, es capaz de movilizar calcio en líneas celulares 

transformadas y no transformadas. Este estudio permitirá determinar las concentraciones 

a las que la lectina recombinante, modifica los niveles de calcio citosólico, en ambas líneas 

celulares (MCF-7 y MCF-12F), además de que se podrá ampliar el conocimiento sobre los 

mecanismos de acción de Lr para producir la muerte selectiva de células cancerígenas. 

Una vez obtenido nuestros resultados esperamos que nuestros experimentos pueden 

llevarse a otras líneas celulares, ampliarse y combinarse con otros experimentos a nivel 

molecular hasta el desarrollo de fármacos con efectos anticancerígenos. 
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V. HIPÓTESIS 
 

La Lr (lectina recombinante) de frijol Tépari inducirá la movilización de calcio citoplasmático; 

dosis dependiente, en las líneas celulares MCF-7 y MCF-12F. 

 

VI. OBJETIVOS 

6.1. Objetivo general  

 

Caracterizar las señales de calcio citoplasmático en dos líneas celulares de mama MCF-7 

(células de cáncer de mama) y MCF-12F (células no transformadas) en presencia de 

diferentes concentraciones de lectina recombinante (Lr). 

6.2. Objetivos específicos  

 

1. Determinar si la Lr es capaz de movilizar calcio de manera dosis dependiente, en 

las líneas celulares MCF-7 y MCF-12F tras un tratamiento con Lr por medio de 

sondas intensiométricas como el indicador Fluo-4 AM.  

 

2. Realizar el análisis biofísico de los tiempos de la activación de la respuesta a Lr 

capaces de inducir cambios en las concentraciones. 
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VII. MATERIALES  

 

Los reactivos utilizados en el diseño experimental de este estudio fueron obtenidos de las 

siguientes empresas: Histopaque-1119 Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.). Suero Fetal 

Bovino (FBS), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) de Gibco® (Gaithersburg, 

USA), estreptomicina, penicilina, Fluo-4AM™ de Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), 

solución Krebs y ácido plurónico. 

VIII. MÉTODOS  

8.1. Cultivo celular.  

 

Para el cultivo de las líneas de células de mama se utilizó la técnica reportada por Saldaña 

y colaboradores (2009) y Díaz- Betancourt (2019). La línea celular de cáncer de mama MCF-

7 (ATTC® HTB-22™) y la línea no transformada a cáncer MCF-12F (ATTC® CRL-10783™) 

fueron proporcionadas por la unidad de proteogenómica del INB, UNAM campus Juriquilla 

(Cuadro 1). Las células fueron sembradas en cajas Petri en medio DMEM (suplementado 

con 5% de FBS y 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml estreptomicina), se mantuvieron a una 

temperatura de 37°C, con una atmosfera de 5%CO2 y 95%O2 (Saldaña et al., 2009).  

El subcultivo se realizó cada dos días para mantenerlas en confluencia las células de 

acuerdo a la siguiente metodología(ver Figura  5): 

1. Se puso a baño María a una temperatura de 37ºC, el medio DMEM, la tripsina y el 

verseno. 

2. Posteriormente se observaron las células al microscopio para revisar la confluencia 

de cáncerlas células. 

3. Una vez revisada la confluencia de mamalas células, se procede a aspirar el medio 

de las células. 

4. Posteriormente agregamos 1ml de PBS y 1ml de verseno. 

5. Después se pasa al proceso de tripzinización para despegar las células de la caja 

Petri, una vez hecho esto se inactiva la tripsina con el medio DMEM. 

6. El paso final es sembrar las células en los vidrios. 
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Figura  5. Descripción de procesos de subcultivo de células MCF-7 Y MCF12F. 
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En la Tabla 1 se describen algunas de las características principales de las líneas 

celulares utilizadas.  

Línea celular MCF-7 Características  

 

Humano, Homo sapiens 
Tejido mamario; derivado 
de sitio metastásico: 
efusión pleural. 
Adenocarcinoma 
Epitelial 

Línea celular MCF-12F Características  

 

Humano, Homo sapiens 
Tejido mamario, pecho. 
Epitelial 

Tabla 1. Descripción de las células MCF-7 y de células nos transformadas MCF-12F. 

El cultivo de células se hizo de acuerdo al manual de la ATCC. El medio base fue 

DMEM formulado por ATCC, número de catálogo 30-2007. Se sembraron 3x104 

células y se preparó el medio de crecimiento completo agregado suero fetal bovino 

(SFB) hasta una concentración final del 10%. 
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Las células fueron donadas por la Dra. Carmen Aceves y la Dra. Evangelina 

Delgado del Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma de 

México (UNAM).  

8.2. Determinación de concentraciones calcio.  

 

Los cambios en la concentración intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i) fueron registrados 

después de que las células fueron sembradas sobre portaobjetos de vidrio con una 

confluencia 80-100% por 24 h (ver Figura  6). Se incubaron las células MCF-12F y 

MCF-7 por 15 minutos a temperatura ambiente con 5 µM de Fluo4-AM (Thermo 

Fisher, No. F14201) en solución de Krebs (KS): NaCl 150 mM, KCL 1 mM, MgCl2 1 

mM, CaCl2 2 mM, Glucosa 4 mM, y HEPES 10 mM, pH 7.4, suplementado con 0.5% 

de BSA y 0.01% de ácido plurónico. Las células se lavaron dos veces con KS para 

eliminar el Fluo4-AM extracelular. Las células cargadas en los vidrios se observaron 

y colocaron en un microscopio MVX 10 Olympus con una amplificación de 630 

aumentos, y una cámara XM10 Olympus, con una velocidad de captura de una 

imagen por segundo. Se realizaron mediciones fluorescentes utilizando un cubo de 

fluorescencia de GFP.  
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Figura  6. Procedimiento de carga de células al microscopio. 

La captura de imágenes (frames) en tiempo real de las células tratadas con la FCL, se 

obtuvieron con el programa Olympus Cell P. Las capturas de imágenes se salvaron en 

formato avi, y luego fueron transformados a formato de secuencia (seq) con el programa 

Image ProPlus versión 6.0. En el programa Image J se realizó el análisis de las regiones 

de interés (ROIs) del campo visual de las células para obtener los datos cuantitativos de 

los cambios de la intensidad de la fluorescencia reportadas como Unidades de 

Fluorescencia Arbitraria (UFAs), para posteriormente analizar y graficar estos transitorios 

en el programa OriginPro 2017, en donde se reporta la media de las UFAs de los ROIs 
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seleccionados a través del tiempo de las diferentes concentraciones de FCL utilizadas 

(Saldaña et al., 2009).  

8.3. Diseño experimental y Análisis estadístico . 

 

Se llevó a cabo un diseño experimental con dos factores. 

Factores:  

1. La línea celular 

Factor: línea celular: con dos niveles: la línea celular MCF-7 Y MCF-12F. 

 

2. Lectina recombinante  

Factor: lectinas: con 3 niveles: Concentraciones 10 µg/ml, 100 µg/ml, 1 

mg/ml. 

Variable dependiente:  

A. Nivel de calcio en el citosol, medido en unidades arbitrarias de fluorescencia. 

Unidad experimental: Nuestra unidad experimental fue una caja Petri de 6cm, con 

3.2X106 células. 

Unidad de medición: La unidad de medición fue nuestro campo de observación, 

donde se determinaron la fluctuación de calcio a 50 por campo de observación.  

Para el análisis de los datos se realizaron pruebas de ANOVA de una vía, y 

comparaciones Post hoc con un intervalo de confianza del 99% (p<0.001) utilizando 

el paquete estadístico OrigenLab 2021. El análisis de imágenes se realizó con el 

paquete Image J del NIH, donde se realizaron los análisis gráficos. 
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IX. RESULTADOS 

9.1. Determinación de los tiempos medios de activación; ON y OFF de las 

respuestas máxima de calcio inducidas por diferentes concentraciones de Lectina 
recombinante (Lr .  

Es importante conocer o definir ON y OFF ya que de esta manera se tendrá una 

mejor compresión de los resultados que a continuación se presentan. 

1. ON se define como el tiempo medio de activación a la respuesta máxima del 

mecanismo de aumento de calcio en el citosol de las células. La entrada de 

calcio puede ser a través de la membrana plasmática (conocido también 

como entrada capacitativa de calcio) o bien por la liberación de calcio a partir 

de reservorios intracelulares como el retículo endoplásmico o mitocondria. 

Estos experimentos han sido corroborados farmacológicamente por nuestro 

grupo de investigación. Los fármacos impiden la entrada de calcio a través 

de la membrana plasmática o bien por la liberación de calcio del retículo 

endoplásmico (Saldaña et al., 2009) 

2. OFF se define como el tiempo medio de activación a la respuesta máxima 

del mecanismo de disminución de la concentración de calcio en el 

citoplasma. Este descenso se debe principalmente por la salida de calcio del 

citoplasma hacia el espacio extracelular por medio de ATPasas de calcio de 

membrana plasmática, o bien por el regreso de calcio al retículo 

endoplásmico por medio de la ATPasa de retículo sarcoplásmico (SERCA ó 

SERCa2+) (Saldaña et al., 2009). 

En la Figura 7 se ilustra como podemos ver ON y OFF,  en una señal transitoria de 

calcio. Esto se realiza analizando el valor basal y el tiempo en alcanzar el pico de la 

respuesta en incremento de calcio inducido por Lr (ON). Mientras que la 



30 
 

determinación del decremento de calcio se considera del pico de la respuesta al 

regreso a la línea basal (OFF) 

 

Figura 7. Señal transitoria de calcio donde determinamos la ON y OFF 

 

A continuación, se muestran los resultados y análisis de transitorios de calcio 

inducidos por FCL y Lr en células transformadas MCF-7 y MCF-12F a 

concentraciones de 10 µg/ml, 100 µg/ml y 1mg/ml (Figuras 6 a 19). 

 

Figura 8. Determinación de transitorios de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 10 µg/ml. 
en células MCF-12F. 
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Figura 9. Determinación de transitorios de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 10 µg/ml. 
en células no transformadas MCF-12F 

Como se puede observar en las gráficas de la Figura 8 y Figura 9 tanto las FCL y 

Lr en mismas concentraciones, pueden aumentar los niveles de calcio, 

observándose una mayor respuesta con FCL en las células no transformadas MCF-

12F. 

 

Figura 10. Determinación de transitorios de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 1 mg/ml. 
en células MCF-12F  
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Figura 11. Determinación de transitorios de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 1 mg/ml 
en células MCF-12F  

Como se observa en las gráficas la Figura 10 y Figura 11, tras el aumento de las 

concentraciones tanto de FCL Y Lr, se produce un mayor aumento de calcio 

citosólico en las células MCF-12F indicando que esta dosis pudiera ser más efectiva 

a la hora de producir un efecto transitorio en los niveles de calcio citosólico, en las 

células MCF-12F. Si bien estos resultados parten de la comparación de datos 

normalizados, la reproducción de la condición experimental (n=3) indica que la 

distribución de los datos sigue el curso de la dosis respuesta. 

 

Figura 12. Determinación de transitorios de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 10 µg/ml 
en células MCF-7  
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Figura 13. Determinación de transitorios de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 10 µg/ml en 
células MCF-7  

Tras la aplicación de una dosis de 10 µg/ml tanto de FCL Y Lr, las células 

transformadas a cáncer MCF-7, no mostraron una respuesta tras el estímulo, como 

se puede observar en la Figura 12 y Figura 13. 

 

Figura 14. Determinación de transitorios de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 100 

µg/ml en células MCF-7  
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Figura 15. Determinación de transitorios de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 100 µg/ml 
en células MCF-7  

En la gráfica de la Figura 14 se puede apreciar que al aumentar la dosis de FCL a 

100µg/ml en las células transformadas MCF-7 se logra apreciar una mayor 

respuesta, por su parte la Lr, no detona un efecto importante en la variación de 

calcio en las células MCF-12a, como se puede observar en la Figura 15. Al aumentar 

más la dosis tanto de FCL Y Lr a 1mg/ml, la respuesta observada es mayor con 

respecto a las dosis más bajas en la línea celular MCF-7, como lo vemos en la 

Figura 16 y Figura 17  

 

Figura 16. Determinación de transitorios de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 1 mg/ml 

en células MCF-7  
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Figura 17. Determinación de transitorios de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 1 mg/ml. en 
células MCF-7  

Como se puede ver en las gráficas de la Figura 18 y Figura 19 al comparar la 

respuesta tras la aplicación de 1mg/ml de FCL en ambas líneas celulares, se aprecia 

una diferencia en el tiempo al cual se alcanza la mayor respuesta entre las células 

MCF-12F, y MCF-7 

 

Figura 18. Señales transitorias de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 1 mg/ml en 

células MCF-12F  
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Figura 19. Señales transitorias de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 1 mg/ml en 

células MCF-7  

Observando las gráficas de la Figura 20 y Figura 21 se aprecia una respuesta muy 

diferente entre ambas líneas celulares tratadas con Lr en concentración de 1mg/ml, 

estas graficas muestran una respuesta del aumento de las concentraciones de 

calcio en ambas líneas celulares, pero siendo más representativa en las células 

MCF-12F, ya que en las células MCF-7 la respuesta fue menor y en un tiempo más 

prolongado. Estas observaciones si bien son preliminares, indican que las 

diferencias presentes de las células transformadas MCF-7 son menos responsivas 

que las células control o no transformadas MCF-12F. 

 

Figura 20. Señales transitorias de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 1 mg/ml en células 
MCF-12F   
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Figura 21. Señales transitorias de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 1 mg/ml en células 

MCF-7   

Como bien lo señala Stewart y colaboradores (2015), las señales transitorias de 

calcio presentan diferencias importantes al comparar células transformadas con 

células no transformadas, como se presentó anteriormente en la Figura 20 y Figura 

21, se puede observar que las señales transitorias de Calcio en las líneas celulares 

transformadas MCF-7 Y no transformadas MCF-12F son distintas entre sí, esto nos 

pudiera indicar que tanto los mecánicos de entrada, recaptura y salida de calcio en 

las células tras el tratamiento son distintas en cada línea celular. 

 

Figura 22. Determinación de la respuesta al pico, representación gráfica del Mecanismo ON y 

tiempo de activación de la respuesta en presencia de una concentración de FCL 10 mg/mL en células 
MCF-12F. 
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En la Figura 22, se puede observar un ejemplo del análisis de la respuesta máxima 

en los tiempos de la activación ON en los niveles de calcio. El registro de los tiempos 

de activación se realiza con el programa OrigenLab 2021, de la siguiente manera. 

Se aíslan los datos desde el tiempo cero; o imagen 1, hasta el dato en el cual se 

alcanza la fluorescencia máxima (o pico de la respuesta por incremento de calcio). 

En la figura es el trazo en color negro. A continuación, el programa ajusta una curva 

dosis respuesta mediante 1000 iteraciones (hasta mil ajustes de la curva dosis 

respuesta) para tener una curva de ajusta lo más optimizada a nuestros datos. En 

la figura se muestra como trazo rojo.  El programa después de realizar el ajuste nos 

da una salida de datos en el cual se puede obtener un valor de  (tao) de activación 

(ON) o tiempo medio de activación que consiste básicamente en encontrar un valor 

de tiempo de activación del 50% de la respuesta. En el caso mostrado como 

ejemplo, hace referencia a 24.8 segundos. Este análisis fue realizado paro cada 

replica de nuestra condición experimental. 

En el Cuadro 2 mostramos un promedio más menos la desviación estándar 

encontrada para una n=3 experimentos independientes para cada tratamiento, de 

cada análisis de los tiempos de activación de la respuesta (ON) a FCL y LR. 

Cuadro 2. Tiempo medio de activación; en segundos, al pico de la respuesta FCL y a Lr en células 
MCF-12F. Los resultados representan el promedio de 3 experimentos independientes ± desviación 
estándar. Se utilizo una prueba t student para comparación de medias. p<.05, las letras expresan 
diferencia estadística entre las muestras por renglón.  

Concentración  FCL Lr 

1 mg/ml 38 ± 12a 31 ± 10b 

10 µg/ml 23 ± 4a 20 ± 2a 

100 ng/ml 21 ± 4a 19 ± 3a 

 

Se observa el análisis de tres experimentos independientes, donde se usaron tres 

concentraciones distintas tanto de FCL Y Lr en células MCF12F. Se obtuvo el 
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promedio del tiempo, del pico máximo de la respuesta. Así mismo se puede 

determinar una diferencia significativa en la respuesta en la concentración de 

1mg/ml, sugiriendo una posible diferencia en los efectos tanto de FCL y Lr en la 

movilización de calcio en las células MCF-12F. 

X. DISCUSIÓN  

 

Cada día surge nueva información que permite comprender más el efecto 

anticancerígeno de algunos compuestos activos naturales. La mayoría de estos 

compuestos han mostrado capacidad para modificar la naturaleza de las señales 

celulares, entre ellas la regulación del ciclo celular y la activación de procesos 

proapoptóticos. En este sentido, poco o nada se sabe de los mecanismos a corto 

plazo que pudieran activar y descontrolar la transducción de señales. La propuesta 

presentada en este trabajo, es que la las Lectinas; ya sea en Fracción Concentrada 

(FCL) o en Lectina Recombinante (Lr), muestran por primera vez, que son capaces 

de activar movilización de calcio en un periodo corto de tiempo del orden de 

segundos. Se conoce perfectamente en la literatura, que el calcio es un segundo 

mensajero muy importante en la generación de respuestas celulares a diferentes 

tiempos (Berridge 2003). Este tiempo respuesta generada por un segundo 

mensajero van del orden de milisegundos hasta horas o días. Por ejemplo, 

liberación de neurotransmisores hasta la diferenciación celular durante del 

desarrollo embrionario. Evidentemente pasando por procesos celulares de duración 

intermedia como la transcripción (segundos), traducción (minutos) e incluso la 

activación de la apoptosis (horas) (ver Figura 3). 

Por otra parte, se ha podido determinar que algunos compuestos bioactivos, pueden 

producir un aumento en la concentración de calcio y como consecuencia la 

activación de procesos de muerte celular por diferentes vías (Varghese et al., 2017). 

En un estudio realizado por Yu y colaboradores en el (2018), se evaluó el efecto de 

la citisina (alcaloide utilizado para el tratamiento a la nicotina), que es uno de los 

principales componentes bioactivos que se encuentran en el árbol Sophora 

Alopecuraides L, descubriendo un incremento en los niveles de calcio dosis 



40 
 

dependiente en células hepáticas HepG2, en el estudio se concluyó que las citisina 

es capaz de inducir apoptosis vía estrés del retículo endoplasmático (RE). De igual 

forma Gerbino y colaboradores (2018) estudiaron el efecto de un extracto etanólico 

de raíz de diente de león (DRE) sobre la señalización de Ca2+ en células de riñón 

embrionario humano HEK-293, encontrando que la DRE aumenta de manera dosis 

dependiente las concentraciones de calcio. Como se puede ver muchos de los 

compuestos activos naturales con efecto anticancerígeno ya demostrado, causan 

aumentos sobre las concentraciones de calcio citosólico y su efecto suele ser dosis 

dependiente. 

El presente estudio muestra que al igual que en el estudio realizado por Yu y 

Gerbino (2018), el aumento en las concentraciones de calcio es dependiente de la 

dosis de Lr. Este no es un de los primeros estudios donde ya se ha visto ello, ya 

que en años anteriores Winter y colaboradores en el (2015) estudiaron el efecto de 

las chalconas; flavonoides naturales de cadena abierta, que al igual que la Lr han 

demostrado actividad anticancerígena en múltiples células tumorales. En el estudio 

se mostró que las chalconas inducen un aumento en la concentración de calcio 

celular, concluyendo que las chalconas podrían inducir estrés en el RE al igual que 

la citisina 

Actualmente existe poca información en relación al efecto de la Lr sobre las 

concentraciones de calcio en líneas celulares. En el grupo de trabajo es la primera 

vez que se ha informado que tanto la FCL como la Lr son capaces de movilizar 

calcio en líneas celulares de cáncer de mama. A partir del 2018 se empezó a 

estudiar el efecto de la FCL, los primeros resultados obtenidos por Díaz-Betancourt 

(2018) abrieron una ventana para seguir analizando los efectos causados por la 

Lectina en células de cáncer de mama MCF-7 Y MCF-12F, ya que por primera vez 

se demostró que la FCL era capaz de movilizar calcio no solo en líneas células 

transformadas, sino también en células no transformadas.  

Galicia-Castillo (2021) demuestran que tanto FCL y Lr pueden movilizar el calcio 

citosólico de ambas células transformadas y no transformadas, sin embargo, las 

concentraciones utilizadas por Galicia-Castillo no lograron demostrar si la Lr 
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realmente tiene un efecto importante en la movilización de calcio de ambas líneas 

celulares. Los estudios realizados a largo plazo tanto por el grupo de trabajo de 

Saldaña y colaboradores, , muestran que las células MCF-7 tras la exposición a la 

lectina no logran recuperarse, sin embargo, las células MCF-12F se recuperan 

dándole a la FCL una capacidad selectiva. 

Se conoce que los aumentos de calcio en diferentes líneas celulares, puede activar 

diferentes vías por la cual una célula termina muriendo, como lo es el caso de Wong 

y colaboradores (2013) que identificaron un nuevo inductor autofágico, 

saikosaponin-d (Ssd), de una planta Bupleurum falcatum L. (Umbelliferae) que 

induce la autofagia en varios tipos de células cancerosas a través de la formación 

de autofagosomas medidos por la formación GFP-LC3, demostrando que Ssd 

aumenta el nivel de calcio citosólico a través de la inhibición directa de la bomba 

Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico/endoplásmico, lo que lleva a la inducción 

de autofagia a través de la activación del Ca2+/calmodulina objetivo de la vía de la 

rapamicina.  

Es importante que los próximos estudios con la Lectina recombinante (Lr), vayan 

dirigidos a evaluar las posibles vías relacionadas con el aumento de calcio por las 

que la Lr induce este efecto citotóxico en las líneas celulares cancerígenas, es 

necesario evaluar la función de los principales canales, bombas, transportadores de 

calcio en líneas celulares específicas, ampliando la información se puede tener un 

dato más preciso de cómo se da este aumento de calcio en las líneas celulares, con 

la finalidad de poder conocer cómo es que afecta de manera selectiva a las líneas 

celulares transformadas. 

Finalmente consideramos en el grupo de trabajo que el mecanismo de acción de 

FCL y Lr, son diferentes en ambas líneas celulares estudiadas. Esta diferencia 

sugerimos que se deben a las isoformas de las proteínas encargadas de regular la 

concentración de calcio (mecanismos ON y OFF). Esto debido a que probablemente 

los procesos de biotransformación celular por el cáncer, produce una serie de 

cambios en el genoma que han culminado con una poliploidía en células MCF 7 

(aproximadamente 100 cromosomas por célula) y a mutaciones en diversos genes 
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e incluso en aquellos involucrados en la regulación de la concentración de calcio 

citosólico. 

Así mismo, se están realizando estudios de la secuenciación de transcriptomas para 

desvelar algunos de los cambios en los genomas de ambas líneas celulares y que 

son retadas; de manera dosis dependiente, por diversos compuestos bioactivos.  
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XI. CONCLUSIONES  

 

• Este trabajo junto con los de Díaz-Betancourt (2018) y Galicia-Castillo (2021), 

muestran las primeras evidencias de que las FCL y la Lr son capaces de 

movilizar calcio en el citosol de células de mama y células de cáncer de 

mama.  

• Se ha mostrado que la FCL es más eficiente en la movilización de calcio que 

la Lr y esto probablemente se debe a un efecto sinérgico que se da en la 

fracción concentrada y la cantidad de compuestos bioactivos presentes en 

dicha fracción. Esto pudiera explicar porque cuando se trabaja con una 

Lectina recombinante (Lr); más pura, las respuestas se ven disminuidas. 

• Estos resultados sugieren que la Lr es capaz de movilizar calcio en ambas 

líneas celulares, sin embargo, es necesario que se hagan más estudios, con 

otras concentraciones de Lr en ambas líneas celulares MCF-7 Y MCF-12F, 

así como también en líneas celulares distintos a las utilizadas en este trabajo. 

• Por otro lado, las concentraciones de calcio citoplasmático tras la aplicación 

de la Lr, fueron distintas en ambas líneas, lo que pudiera demostrar que las 

señales de calcio tras un estímulo son muy distintas en las líneas celulares 

transformadas en comparación con la no transformadas.  

• El presente trabajo ha logrado determinar las concentraciones a la cual la 

lectina recombinante es capaz de producir una activación de calcio en las 

células no cancerígenas, estas concentraciones podrán ser utilizadas en 

estudios posteriores en los cuales se buscará evaluar marcadores 

moleculares relacionados a la dinámica de calcio en ambas líneas celulares. 

Sin embargo, este trabajo no logró de terminar a que concentración de Lr 

puede inducir movilización de calcio a corto plazo.  

• Es relevante mencionar que trabajos de García-Gasca, han demostrado que 

la Lr es capaz de activar la apoptosis a tiempos aproximados de 2 h de 

incubación. Mientras que los resultados de este proyecto muestran que a 

concentraciones de 1mg/mL, evidenciamos un incremento de la 

concentración de calcio en el citoplasma de las células MCF-7 o células 
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transformadas a cáncer y no logramos ver una recaptura del calcio, por lo 

que podemos sugerir que la incapacidad de recaptura del calcio pudiera 

deberse a cambios estructurales en proteínas como la ATPasa de calcio del 

Retículo Endoplásmico (SERCA) debido a mutaciones, lo cual percibimos 

solo como un incremento lento y paulatino de la concentración de calcio en 

el citoplasma (mecanismo ON) y no logramos ver la recaptura del catión 

(mecanismo OFF). 

• Sin lugar a dudas, el efecto de la Lr y de la FCL, pueden seguir estudiándose 

desde diversos enfoques científicos como la Biofísica o la Biología Celular, 

sin embargo, en el grupo de trabajo consideramos que las respuestas a corto 

plazo las podremos encontrar volteando a ver los sistemas de expresión a 

corto plazo a nivel transcripcional. 
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ANEXOS 

 

Comparación de señales de calcio inducidos por FCL y Lr a concentraciones de 
10 µg/ml. en células MCF-12F. 

  

 

Comparación de señales de calcio inducidos por FCL y Lr a concentraciones de 1 
mg/ml. en células MCF-12F. 
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Comparación de señales de calcio inducidos por FCL y Lr a concentraciones de 10 
µg/ml. en células MCF-7. 

  

 

Comparación de señales de calcio inducidos por FCL y Lr a concentraciones de 1 
mg/ml. en células MCF-7. 
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Comparación de señales de calcio inducidos por FCL a concentraciones de 1 mg/ml. 
en células MCF-7 y MCF-12F. 

  

 

Comparación de señales de calcio inducidos por Lr a concentraciones de 1 mg/ml. 
en células MCF-7 y MCF-12F. 

  

 

 

 

 


