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RESUMEN 
Las lectinas son proteínas o glicoproteínas que se encuentran en casi todos los niveles de la 
vida, desde bacterias hasta mamíferos, se unen específicamente a carbohidratos y no tienen 
actividad enzimática sobre los azúcares que reconocen. La mayoría de las plantas contienen 
una o más de estas lectinas y son de importancia biológica y experimental. En este trabajo se 
determinó la actividad aglutinante de la lectina de frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) y su 
efecto citotóxico sobre fibroblastos de ratón transformados con el oncogen v-mos. La fracción 
rica en lectina de ayocote mostró efecto inhibitorio de la proliferación celular y de la 
sobreviviencia en función de la concentración (p<0.05). Se obtuvieron las CI50 y CL50 de 4.54 
y 2.33 ng de proteína/mL, respectivamente. Los resultados sobre el mecanismo de acción 
sugieren que la lectina no provoca la muerte de las células por necrosis. Futuros estudios se 
enfocaran en la purificación de la lectina y caracterización del efecto biológico. 
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INTRODUCCION 

El frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) es una leguminosa altamente cultivada en 
México, tiene una alta adaptación en zonas con altitudes desde 1800 hasta 2400 m por lo que 
puede ser una buena alternativa de alimentación para ciertas comunidades (Vargas e Irizar, 
2005). Se ha encontrado que las semillas del ayocote tienen, como muchas leguminosas, 
lectinas. Estas moléculas pueden ser nocivas e incluso tóxicas para los animales, incluido el 
hombre por lo que muchas veces necesitan ser removidos o inactivados por medio de 
tratamiento con calor o lavados para poder ser utilizados en la dieta (Grant y col., 1991). 

Las lectinas son proteínas o glicoproteínas que se unen específicamente a 
carbohidratos, no son de naturaleza inmunológica y no presentan actividad enzimática sobre 
los carbohidratos que reconocen (Rüdiger y Gabius, 2002). Las lectinas fueron descritas 
originalmente por su capacidad de aglutinar células, y se sabe que difieren en su capacidad 
para reconocer carbohidratos (Varki y col., 1999). Entre sus funciones biológicas destaca su 
participación en las interacciones célula-célula y matriz extracelular-célula, su papel en la 
fertilización y en el desarrollo así como defensa contra patógenos y predadores. 
Experimentalmente son utilizadas para la clasificación de tipos celulares, identificación y 
selección de células mutadas con glicosilación alterada, en la mitogénesis de células y en 
ensayos de glicotransferasas y glicosidasas (Rüdiger y Gabius, 2002). Se ha propuesto que la 
habilidad hematoaglutinante podría servir para monitorear lectinas potencialmente tóxicas in 
vitro (Vasconcelos y Oliveira, 2004). 

En estudios in vitro, in vivo y pruebas clínicas se ha probado que algunas lectinas 
tienen actividad quimiopreventiva contra cáncer (González de Mejía y Prisecaru, 2005). En 
nuestro laboratorio se ha demostrado que la lectina de frijol tépari (P. acutifolius) afecta de 
forma diferencial la proliferación y sobrevivencia de diferentes tipos de células cancerígenas 
(Yllescas, 2006; Castañeda, 2007; López, 2007). Por lo anterior, en este trabajo se analizó la 
capacidad citotóxica de la lectina del frijol ayocote sobre fibroblastos de ratón transformados 
con el oncogén v-mos. 
 
 



MATERIALES Y MÉTODOS 
Para el cultivo celular se empleó medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), 

alto en glucosa, de GIBCO BRL (Grand Island, NY, EUA); suero de ternera (ST) de HyClone 
(Logan UT, EUA). Otros reactivos para el cultivo celular fueron de Sigma (Sigma Chem; St. 
Louis MO, EUA), los reactivos y solventes fueron de J.T. Baker (J.T. Baker; Xalostoc, Estado 
de México, México) y las cajas de cultivo de Corning (Corning Costar; Corning, NY, EUA).  

La fracción rica en IP liofilizada fue donada por el Dr. Alejandro Blanco 
(CINVESTAV-Irapuato) obtenida mediante precipitación selectiva y cromatografía de 
exclusión molecular (Campos, 1997). Se determinó la cantidad de proteína de la fracción de 
IP por el método de Bradford (1976) y el perfil electroforético mediante electroforesis 
denaturalizante (SDS-PAGE), en geles de 12.5 mm de espesor al 12.5% de poliacrilamida 
cargando 10 μg de proteína en el carril (Laemmli, 1970). 

Para los ensayos biológicos se emplearon fibroblastos 3T3 de ratón, transformados 
con el oncogen v-mos. Las células se incubaron a 37º C en DMEM al 5% ST en una 
incubadora FELISA con cámaras de gasificación manual, en atmósfera humidificada al 10% 
de CO2.  

Para determinar la actividad aglutinante se utilizó el método de diluciones dobles 
seriadas en placas de ELISA de 96 pozos (Jaffé, 1980) con eritrocitos de conejo previamente 
fijados con glutaraldehído (Turner y Liener, 1975). La placa se analizó en un microscopio 
invertido y la actividad aglutinante se determinó utilizando una escala arbitraria y apreciativa 
mediante la ecuación AE=2n/mg donde AE es la actividad específica aglutinante expresada en 
unidades por mg de proteína (U/mg), n es la última dilución con aglutinación apreciable al 
microscopio y mg es la cantidad de proteína inicial cuantificada por el método de Bradford.  

Las células v-mos se sembraron (1x104 células por pozo) en placas de 24 pozos con 
DMEM y 5% de ST. Después de 48 h, el medio de cultivo se cambió por DMEM adicionado 
con 0.5% de albúmina sérica de bovino (ASB, Serologicals 810664) y diferentes 
concentraciones de la fracción semipura de lectina (100, 10, 1, 0.1, 0.01 ngP/mL) La tasa de 
proliferación se calculó mediante la comparación con las células tratadas con 0.5% de ASB. 
La tasa de sobrevivencia se calculó comparando el número de células al finaliza el experineto 
con el número de células al inicio (control inicial). Después de 48 h de tratamiento, el número 
celular se determinó cosechando las células con tripsina al 0.15% y se contaron con un 
hemocitómetro (García-Gasca y col., 2002).  

A partir de las curvas dosis respuesta se determinaron la concentración inhibitoria 
media (CI50) y la concentración letal media (CL50) mediante regresiones lineales del 
porcentaje de proliferación o sobrevivencia contra el logaritmo de la concentración. Las 
ecuaciones se obtuvieron utilizando el programa JMP versión 5.0. Los experimentos se 
realizaron por duplicado en al menos tres repeticiones independientes. 

El efecto necrótico de la lectina se determinó mediante la cuantificación de lactato 
deshidrogenasa (LDH) utilizando un kit comercial (LDH-Cytotoxicity Assay, BioVision, cat 
No. K311-400). 

Para el análisis estadístico se realizaron ANOVA para la comparación de medias entre 
tratamientos (Tuckey (p<0.05%)) o para cada tratamiento respecto a su control (Dunnett 
(p<0.05%)) utilizando los programas Statgraphics versión 5.1 y SPSS versión 12.0. 
 
RESULTADOS 

La actividad aglutinante específica para la fracción rica en lectina de ayocote fue de 
44,138 unidades de aglutinación (UA) por mg de proteína. Dicha actividad resulta alta en 
comparación con las calculadas para lectinas de otras leguminosas. Una fracción similar de 
fijol tépari (Phaseolus acutifolius) presentó una actividad específica de aproximadamente 
5,000 UA/mg de proteína (López-Martínez, 2007). Sin embargo, es importante considerar que 



dicha actividad se calculó con un lote diferente de eritrocitos y, dada la especificidad de las 
lectinas por las células sanguíneas, es probable que los eritrocitos de conejo empleados en 
este estudio hayan sido más afines, dato que tendrá que corroborarse para poder comparar la 
actividad de las lectinas estudiadas.  

El perfil electroforético de la fracción rica en lectina se muestra en la Figura 1., en la 
que observan cuatro bandas, de 45, 31, 22 y 20 kDa aproximadamente. Las lectinas de 
leguminosas se presentan principalmente como tetrámeros con subunidades de masa 
molecular relativa entre 28 kDa (Pusztai y col., 1987) y 34 kDa (González de Mejía y col., 
1990), por lo que el resultado obtenido sugiere que la banda de 31 kDa podría ser la lectina 
del frijol ayocote. Será necesario caracterizar la banda de glicoproteína y continuar con la 
purificación de la lectina.  

Las curvas dosis-respuesta del efecto de la fracción rica en lectina de frijol ayocote se 
muestran en la Figura 2. La fracción rica en lectina presentó un efecto citotóxico dependiente 
de la concentración administrada. Se determinaron las CI50 y la CL50 que fueron de 4.54 y 
2.33 ngP/mL, respectivamente. Se observa que se requirió aproximadamente la mitad de la 
concentración para provocar la muerte de las células en lugar de sólo inhibir su proliferación.  

La CL50 se utilizó para determinar el efecto de la fracción rica en lectina de ayocote 
sobre la muerte inespecífica de las células transformadas (necrosis), cuantificando la 
concentración de lactato deshidrogenasa en el medio después de los tratamientos. El resultado 
obtenido mostró valores por debajo del límite de detección del equipo utilizado para el caso 
de las células tratadas con la fracción de lectina. Este resultado sugiere que es muy baja la 
concentración de LDH en el medio de cultivo por lo que muy pocas células mueren por 
necrosis sin embrago, será necesario incrementar el número de experimentos. Debido a que la 
muerte por necrosis no parece ser importante como mecanismo de citotoxicidad por el 
tratamiento con la lectina, es muy probable que esta proteína induzca apoptosis (González de 
Mejía y Prisecaru, 2005), por lo que futuros estudios se enfocarán a determinar este aspecto. 
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Figura 1. Perfil electroforético de la fracción rica en lectina de ayocote. Se 
realizó una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 12.5%. Se 
muestra el carril de los marcadores de peso molecular (M) y el carril en el que se 
cargó la fracción estudiada (1). La flecha indica la banda de 31 kDa, 
probablemente la lectina.  
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Figura 2. Efecto de la fracción rica en lectina de ayocote sobre la proliferación y sobrevivencia de 
fibroblastos transformados de ratón. Las células se sembraron en placas de 24 pozos y a las 48 h se cambiaron 
condiciones. Se determinó el efecto de la fracción estudiada sobre proliferación (A) y sobrevivencia (B). A partir 
de estas curvas se detrminaron las CI50 y CL50, respectivamente. Las letras minúsculas indican las diferencias 
entre los tratamientos (Tukey, p≤ 0.05) y los asteriscos indican diferencia entre cada tratamiento respecto al 
número de células al inicio del experimento (Dunnett, p≤ 0.05). Se muestra el promedio de al menos dos 
experimentos independientes. 



CONCLUSIONES 
Los resultados sugieren que la lectina extraída del frijol ayocote tiene actividad citotóxica 
sobre las células transformadas. Esta actividad depende de la concentración de lectina que se 
administre a las células. La cuantificación de lactato deshidrogenasa sugiere que las células no 
mueren de manera necrótica, por lo que probablemente el tipo de muerte pueda ser por vía 
apoptótica. Será necesario purificar a homogeneidad la lectina y caracterizar su efecto 
citotóxico en células cancerígenas.  
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