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RESUMEN 

En este estudio se evaluó el efecto del celecoxib, sobre la proliferación ceiular, 
inducción de apoptosis y los mecanismos involucrados en el evento de la apoptosis, 
en la línea celular glioma C6 de rata in vitro . 

Para estudiar el efecto del ce lecoxib sobre la proliferación celular, se tomaron 
grupos de cultivos de células C6 de glioma de rata : controles , tratados con dimetil 
sulfóxido (DMSO), tratadas con celecoxib (cbx) y grupos de células tratadas con 
celecoxib más prostaglandina E2 (PGE2) , en tiempos de tratamiento de 2, 4 Y 6 horas 
respectivamente. Al finalizar los tratamientos , se determinó la viabilidad celular por 
ensayos de Metil tetrazolium (MTT). 

Los resultados sugieren que el celecoxib es capaz de inducir apoptosis (p< 
0.001) con concentraciones de 50 y 75 ~M de manera proporcional al tiempo de 
exposición . Cuando las células son tratadas con una concentración de 25 y 50 ~M 
celecoxib en presencia de Prostaglandina E2; las células revierten el efecto del 
compuesto y son rescatadas en un 100% y cuando se utiliza una concentración de 
75 ~M de celecoxib , las células no son capaces de ser rescatadas de la apoptosis 
(p< 0.001), después de 6 horas de tratamiento . 

En la determinación del efecto apoptótico generado por el celecoxib sobre la línea 
celular glioma C6 de rata , se utilizó la técnica de Western blot, analizando los 
niveles de expresión de las proteínas PCNA, activación de la Caspasa 3 y la 
hidrólisis de PARP. 

El celecoxib, es capaz de disminuir (p<0.01) los niveles de procaspasa 3 e 
incrementar los de la caspasa 3, ejerce un efecto importante en la hidrólisis y 
disminución de la PARP y se observa una menor expresión (p< 0.01) de la proteina 
PCNA. 

Para conocer el porcentaje de apoptosis y las fases en las que se encontraban las 
células después del tratamiento , se realizó !a prueba de anexina VI yoduro de 
propid io y la técnica de citometría de flujo con yoduro de propidio, respectivamente. 

Los resultados muestran que las células tratadas con 50 ~M de celecoxib después de 
6 horas de tratamiento, un 55% están vivas, el 30% apoptosis tardía, el 7% 
necróticas y el 8% se encuentran en apoptosis temprana. Con la concentración de 75 
¡..¡M de celecoxib, se observa que la mayor parte de las células son necróticas (65%), 
en apoptosis tardía (20%) en apoptosis temprana un 2% y células aún vivas un 13%, 
después de 6 horas de tratamiento. 

Para observar el tipo de muerte celular apoptótica y necrótica, se aplicó la técnica de 
la doble tinción naranja de acridina/bromuro de etidio . 



Se observó que la mayor cantidad de células , se encuentran vivas y le siguen las que 
están en apoptosis tardía, mostrando una gran cantidad de núcleos verdes 
fragmentados (característica de la apoptosis) cuando se utiliza una concentración de 
50 iJM de celecoxib y en la concentración de 75 iJM de celecoxib, se observa n 
muchos núcleos rojos (característica de la necrosis) , además de haber una gran 
cantidad de núcleos verdes fragmentados y pequeña cantidad células aún vivas . 

Para conocer si el efecto proapoptótico del celecoxib es mediante un mecanismo 
dependiente o independiente de la actividad de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), se 
determinaron en cada uno de los cultivos, los niveles de expresión de las proteínas 
Bcl-2 e IkBa proteína inhibitoria del factor transcripcional NF-kB, mediante las 
técnicas de Western blot. 

Se encontró que la expresión de BcI-2 no cambió después de 6 horas de haber 
tratado las células con celecoxib y los niveles de expresión de la proteína IkBa se 
ven incrementados después de 6 horas de exposición con el compuesto. 

Los datos obtenidos permiten concluir que el celecoxib ejerce un efecto apoptótico en 
la línea celular glioma C6 de rata in vitro, a bajas concentraciones de celecoxib 25 y 
50 iJM en presencia de PGE2, actúa como un mecanismo dependiente de la actividad 
de la ciclooxigenasa 2 y a concentraciones altas> 75 IJM, actúa como un mecanismo 
independiente de la actividad de la ciclooxigenasa 2. La apoptosis observada en la 
línea celular glioma C6 de rata es independiente de la proteína antiapoptótica BcI-2 . 
En las 'células tratadas con altas dosis de celecoxib, se encontraron niveles más altos 
de la proteína IkBa en comparación con el grupo control. Finalmente este hallazgo 
sugiere que uno de los posibles mecanismos de acción involucra la posible 
inactivación del factor transcripcional NF-kB. 
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INTRODUCCiÓN 

La angiogénesis consiste en la formación de nuevos vasos que se ramifican de los 

ya existentes, usualmente de una vénula, y se sabe que este suele ser el evento 

primario en la mayoría de las condiciones patológicas, tal y como ocurre en la 

vascularización de los tumores. 

La angiogénesis es factor fundamental para la producción, el desarrollo y la 

reparación tisular; todo ello depende del crecimiento regulado de los vasos 

sanguíneos ya que si no se controla conduce a la situación que mantiene el progreso 

de enfermedades neoplásicas y no neoplásicas, el crecimiento tumoral va siempre 

asociado a prol iferación vascular sin la cual no es posible la multiplicación de las 

células neoplásicas (O'Amore, 1999). 

La mayoría de los tumores se desarrollan de una lesión primaria in situ , no mayor de 

2 a 3 mm3
, asintomático, que puede permanecer totalmente a vascular por meses o 

años; de repente un pequeño grupo de las células tumorales cambia a un fenotipo 

angiogénico y se inicia una rápida vascularización. Las células tumorales pueden 

expresar uno o varios de los factores reguladores positivos de angiogénesis, como el 

Factor de crecimiento endotelial vascular, Receptor del Factor de crecimiento 

endotelial vascular, Ciciooxigenasa-2, Factor de crecimiento epidérmico y el Factor 

de crecimiento derivado de plaquetas (Folkman , 1995). 
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En cuanto a los tumores del sistema nervioso central (SNC), los gliomas malignos 

(GM) son los tumores cerebrales primarios más frecuentes . Los tres tipos 

histopatológicos más frecuentes son: el glioblastoma multiforme (GBM) de grado IV, 

el astrocitoma anaplásico de grado 111 y el oligodendroglioma anaplásico (OA) de 

grado 111 (Molina, 2002), con una frecuencia de 5-8 casos por cada 100,000 

habitantes (De Angelis, 2001). 

Los gliomas malignos, causan globalmente un 2% de las muertes por cáncer, se 

caracterizan por una historia natural particular, que les distingue de la mayoría de las 

neoplasias sólidas y por ser resistentes a diferentes tratamientos como el quirúrgico, 

radioterapia, inmunoterapia y quimioterapia sistémica o local (Molina 2002). El 

término glioma hace referencia a los tumores derivados del tejido glial cerebral 

(astrocitos, oligodendrocitos y células epedendimarias) (Zamora y Espinosa, 1994). 

• Los astrocitomas infiltrantes difusos, son los tumores más comunes del SNC 

ocupan el 60% de todos los tumores primarios y tienden a ser malignos. 

• Los astrocitomas difusos de alto grado de malignidad, son tumores de 

pronóstico sombrío, con tendencia a reaparecer tras un tratamiento quirúrgico (con o 

sin radioterapia/quimioterapia). 

Estos tumores se distínguen por la heterogeneidad de la población celular glial del 

que están constituidos, con predominio de glia anaplásica que se produce 
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rápidamente, presentan imágenes de mitosis muy abundantes y rica 

neovascularización con hiperplasia endotelial, frecuentemente tan intensa que causa 

obstrucción vascular y por ende abundantes áreas de necrosis tisular que actúan a 

su vez con estímulo hipóxico inductor de angiogénesis (Black, 1995; Plate, 1995; 

Plate, 1999; Bikfalvi, 1999; Samoto, et al., 1995). 

Tanto el GBM como el AA, se caracterizan por presentar altas tasas de proliferación 

celular y angiogénesis (Plate 1995; Lundal et al., 1998), ambos procesos están 

relacionados con la capacidad para producir factores de crecimiento, tales como el 

factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF), factor de crecimiento hepatocítico (HGF) y el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), (Moriyama, et al., 1995; Strugar, et al., 1995, Cheng, et al., 1996; 

Guerin & Laterra 1997; Strugar, et al. , Jensen, 1998; Strugar, et al., 1999, Schmidt, et 

al., 1999; Arrieta, et al., 2001 a/b). 

Las prostaglandinas son sintetizadas en algunos tejidos de manera autócrina y 

parácr'ina (Jackel, 2001). 

Diferentes reportes indican que el ácido araquidónico no existe en forma libre en el 

interior de las células, normalmente está esterificado en los fosfolípidos de 

membrana, especialmente en la posición C2 de la fosfatidilcolina y del 

fosfatidilinositol. La liberación del ácido araquidónico, procede de la hidrólisis de los 

fosfolípidos estructurales de la membrana celular, en un proceso catalizado por la 
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fosfolipasa A2 (PLA2) y en plaquetas en el ser humano por la diacilglicerol lipasa 

(Presscott y Majereus, 1983), o por el incremento citosólico de calcio (Ca2+), el cual 

también activa estas enzimas (Smith, 1992). 

Los estímulos físicos hacen que penetre el ión Ca2
+ a la célula alterando la 

membrana celular provocando la activación de la fosfolipasa A2, la cual hidroliza los 

fosfolípidos de membrana con liberación del ácido araquidónico. Una vez liberado 

parte del ácido araquidón ico es metabolizado en forma rápida hasta obtener varios 

productos oxigenados por acción de diferentes sistemas enzimáticos como la 

ciclooxigenasa, lipooxigenasa o familias de citocromo P-450 (Okazaki , 1981). 

La síntesis de los mediadores inflamatorios abarca tres fases principalmente: 1) la 

movilización del ácido araquidónico desde los fosfolípidos de la membrana celular, 

mediada por la actividad de la enzima fosfolipasa A2; 2) la conversión a endoperóxido 

de prostaglandina PGG2 y PGH2, mediante la acción de una enzima ciclooxigenasa 

(COX), también llamada prostaglandin endoperóxido sintasa y 3) la isomerización o 

reducción del endoperóxido PGH2 hacia una serie de derivados biológicamente 

importantes, como son las prostaglandinas de la serie E (PGE2), D (PGD2 ) , F 

(PGF2a), J (PGJ2), prostaciclina (PGI2) y tromboxanos (TXA), lo cual requiere de 

enzimas sintasas específicas, el ácido araquidónico, también puede ser transformado 

para producir leucotrienos (LTs) y otros eicosatetranoicos (HETEs), a través de una 

enzima lipooxigenasa (LO) (Holgate, et al., 1987; Vane, 1995; Hansen, et al. , 1999; 

Sumitani, et al., 2001 ; Kakiuchi , et al., 2002). Todos estos compuestos contribuyen a 

- .+ -



la formación del exudado vascular debido al efecto vasodilatador de las PGs (Vane, 

1995; Evans, et al., 2001). 

En cuanto a los miembros de la ciclooxigenasa (COX), se ha demostrado la 

existencia de al menos dos isoformas; las mejores descritas son la Ciclooxigenasa 1 

(COX-1) y la Ciclooxigenasa 2 (COX-2), las cuales mantienen un 60% de los 

aminoácidos de las dos isoformas de manera idéntica, sin embargo, en la región del 

sitio activo, la homología aminoacídica es aproximadamente del 90% y ambas 

isoformas contienen un largo y estrecho canal hidrofóbico con una curvatura en 

orquilla al final para acomodar el ácido araquidónico que ambas utilizan como 

sustrato (Stichtenoth, et al., 2001). 

La COX-1, se encuentra expresada de manera constitutiva en varios tejidos en un 

nivel constante, aunque difiere según el tejido, se cree que es la enzima asociada 

con la formación de prostanoides (Miyamoto, et al., 1976; DeWitt, 1991), es la 

responsable de la acción citoprotectora en tejidos y órganos, semejante a la de la 

mucosa gástrica y del riñón (Smith, et al., 1995), sus funciones son 

predominantemente en el retículo endoplásmico y la membrana plasmática, además 

de participar en las funciones fisiológicas y homeostáticas (Versteeg, et al., 1999). 

Contrariamente la COX-2 no se detecta en la mayoría de los tejidos, pero se puede 

inducir su síntesis en altos niveles, después de algunas horas de haber sido 

estimulado el tejido con sustancias proinflamatorias (Morham, et al., 1995; Vane, 

etal., 1998). 
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Aunque los genes que codifican la síntesis de la COX-1 y la COX-2, son distintos e 

independientes, la reacción enzimática que catalizan es idéntica, debido a la similitud 

que existe entre ambas isoenzimas en una misma especie y que alcanzan un 60%, 

aproximadamente en lo estructural y un 90% en el sitio de regulación enzimática 

(Cryer y DuBois, 1999). 

Sin embargo existen importantes diferencias estructurales que determínan la 

inhibición selectiva de COX por algunos fármacos. Por ejemplo existe una región 

regulada por los glucocorticoides en el gen de la COX-2 . Este efecto es el 

responsable de la inhibición in vitro e in vivo de la enzima COX-2 cuando esta ha 

sido inducida por citocinas o endotoxinas (Morham, et al., 1995; Appleton , et al., 

1996; Cryer, 1999). Los glicocorticoides no afectan la COX-1. Cada isoenzima tiene 

una localización intracelular diferente, la COX-1 se encuentra principalmente sobre la 

membrana celular del retículo endoplásmico y en algunas veces alrededor del 

núcleo. La COX-2 en cambio, se localiza predominantemente en la membrana 

nuclear y en muy pequeña parte en el citoplasma (Morham, 1995; Appleton , et al., 

1996; Cryer y DuBois, 1999). 

La mayor parte del conocimiento de esas enzimas, proviene de estudios en los que 

se les inhibe de manera farmacológica con antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs) 

e inhibidores específicos de COX (Langenbach, et al., 1995; Mahler, et al., 1996). 

Mahler et al., en 1996, investigaron algunas de las funciones de las isoenzimas en 

ratones que carecían de los genes Ptgs 1 y Ptgs 2, responsables de la expresión de 
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las isoenzimas COX-1 y COX-2 respectivamente, encontrando que la COX-1 

contribuye en cierto grado al proceso inflamatorio, parto y luteolisis. Además su 

ausencia no es causa suficiente para el desarrollo de úlceras gástricas. Por otro lado 

la COX-2 no es esencial para producir una respuesta inflamatoria y participa en la 

diferenciación celular, mitogénesis y funciones reproductivas específicas. En el 

cuadro 1 se comparan algunas propiedades de ambas enzimas. 

60% 60% 

Membrana del retículo 
Envoltura nuclear (se 

(se mantiene), Membrana del 
en la 
nuclear retículo endoplásmico 

(algunas veces) 

Células, tejidos y 
órganos en los que se 
expresa. 

Plaquetas, células 
endoteliales, estómago, 
riñón, músculo liso, vaso 
deferente, epidídimo y 
otros tejidos. 

et al., 1992; Seibert, et al., 
DuBois 1999' Jackson 
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Así mismo, estudios recientes muestran que esta enzima COX-2 se encuentra muy 

sobreexpresada en varios tipos de cáncer como el colorectal, pulmonar, mamario, de 

vejiga, hígado, cuello, cabeza, tumores cerebrales, esófago, próstata y riñón, sin 

afectar la expresión de COX-1 (Hwang, 1998; Fornier, et al., 2000; Fosslien, 2000; 

Masferrer, et al., 2000; Dempke, et al., 2001). 

La sobreexpresión de esta enzima altera la adhesión celular, inhibe la apoptosis y 

modifica las respuestas de señales reguladoras de crecimiento (Tsujii y DuBois, 

1995; Resenberg, 1991), además de. mantener una gran correlación con el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor), el cual 

es el primero en aumentar en la progresión y displasia del carcinoma (Jablonska, et 

al., 2002; Shemirani y Crowe, 2002; Chen, et al., 2003) . 

El modo de acción de la COX-2 en la carcinogénesis, incluye múltiples mecanismos 

que actúan de diferentes maneras en las enfermedades malignas. Las 

prostaglandinas juegan un papel muy importante en las neoplasias, especialmente 

las de la serie E, estas inducen proliferación celular, invasión, angiogénesis y 

metástasis (DuBois, et al., 1994; Chang, et al., 1999; Shin, et al., 2001) y la 

autorregulación de la señal de mecanismos de transducción, responsable de 

mantener las diferentes etapas de la célula y bien comunicación entre célula y célula 

(Subbaramiah, 1998). La PGE2 inhibe el factor de necrosis tumoral a (TNFa) e induce 

interleucina 10 (IL-10), una citocina con efecto inmunosupresor (Kunel, 1986; 

Kambayashi, et al., 1995; Stolina, et al., 2000). 
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Hallazgos recientes reportan la existencia de diferentes enzimas sintasas de 

prostaglandina E2 acopladas a cada isoenzima COX. La enzima prostaglandina E 

sintasa citosólica (cPGES), también denominada p23, esta se expresa en forma 

constitutiva y ubicua en el citosol de casi todas las células y tejidos, y se ha 

observado, que se encuentra muy asociada predominantemente con la actividad de 

COX-1 (Tanioka, 2003). En tanto que la enzima prostaglandina E2 sintasa microsomal 

1 (mPGES-1), es una enzima perinuclear asociada fuertemente con las células 

relacionadas que son inducidas con estímulos proinflamatorios, esta isoenzima 

mPGES-1, está asociada principalmente con la sobreexpresión de la enzima COX-2 . 

Así mismo reportes recientes evidencian la existencia de una tercera isoenzima 

microsomal denominada prostaglandina E2 sintasa microsomal 2 (mPGES-2), es una 

enzima constitutiva y tiende a elevar su expresión en respuesta a estímulos 

inflamatorios, promueve la producción de PGE2 a través de la actividad de las dos 

enzimas COX-1 y COX-2 (Miyamoto, et al., 2003) . 

Existen controversias de la actividad de COX-2 y la síntesis de prostaglandinas 

(Sabine, 2001) . Los inhibidores selectivos de la COX-2, son actualmente muy 

utilizados como efectivos quimiopreventivos y agentes quimioterapéuticos (Grubbs, 

et al., 2000; Hosomi, et al. , 2000; Souza, et al., 2000; Tsubouchi, et al., 2000), los 

efectos de estos inhibidores específicos de la COX-2 sobre la proliferación de células 

cancerígenas siguen siendo estudiados. Las bases moleculares de los efectos 

quimiopreventivos de los NSAIDs, en el cáncer de colon , están siendo atribuidos a la 
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inhibición de la COX-2, por la susceptibilidad de las células de cáncer de colon a 

apoptosis (Rigas, 2000). 

Dentro de esta familia de inhibidores de la COX-2, se han clasificado en preferentes 

como el meloxicam, piroxicam, nimesulide y los COXIBS ó especificas donde se 

engloban los nuevos fármacos mucho más selectivos para esta enzima y que no 

pierden dicha selectividad a dosis más altas entre ellos se encuentran, el celecoxib 

(Celebrex) (Figura 1), Refecoxib (Vioxx), Valdecoxib y Parecoxib, caracterizados por 

presentar dentro de su estructura química una sulfonamida . Ninguno de estos 

compuestos presenta actividad antiagregante, antiinflamatorias , antipiréticas y 

analgésicas (Geiss, 1998; Wiholm, 2001 ; EMEA, 2002; Cruz, 2003). 

Los resultados clínicos realizados al celecoxib, han demostrado que poseen ventajas 

a nivel de seguridad gastrointestinal, agregación plaquetaria y tiempo de sangrado lo 

que los convierte en buenos candidatos para ser empleados en los pacientes 

(Hawkey, 1999; Bombandier, et al., 2000; Greemberg, et al., 2000; Silverstein, et al. , 

2000). 

El estudio realizado al celecoxib muestra que se encuentra constituido químicamente 

por la 4-[5-(4-metil fenil)-3-(trifluoro metil)-1 hidro-pirazo-1-ilo] bencenosulfamida, 

molecUiarmente contiene los siguientes compuestos C17H4hN60 2 y tiene un peso 

molecular de 381.38 g/mol (Figura 1). 
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En 1998 la Administración de Drogas y Alimentos (FDA) organismo sanitario de los 

Estados Unidos que regula los medicamentos en ese país, aprobó el uso del 

antiinflamatorio celecoxib como medida adicional en el tratamiento estándar de los 

pacientes con problemas de poliposis adematosa familiar (FAP), osteartritis y artritis 

reumatoide (Golberg, et al., 1996). Además este inhibidor ha mostrado ser un potente 

antineoplásico en varios modelos experimentales de cáncer colorectal, pulmón, 

mama, hígado, cuello, cabeza, esófago, próstata y vejiga, no afectando la expresión 

de la isoenzima COX-1. En estos estudios se muestran sus potentes propiedades 

antiproliferativas, antiangiogénicas y apoptóticas (Hwang, et al., 1998; Fornier, et al., 

2000; Masferrer, et al., 2000; Dempke, et al., 2001). 

Figura 1. Estructura química del celecoxib. 
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Los mecanismos de acción para poder elucidar el daño a las células cancerígenas no 

se conocen aún, sin embargo se proponen dos rutas por las cuales ejerce su afecto, 

una dependiente y otra independiente de la actividad de la isoenzima COX-2. 

Mecanismo dependiente de la actividad de la Ciclooxigenasa 2. 

En estudios realizados in vitro e in vivo , se ha observado que la expresión de la 

ciclooxigenasa 2, juega un papel importante en la carcinogénesis y desarrollo del 

colengiocarcinoma extra hepático, observándose que la proliferación celular se ve 

abatida al administrar el celecoxib de una manera dosis dependiente, provoca 

arresto en las fases GO-G 1 del ciclo celular en la línea SK-CHA-1, además de 

mostrar una reducción en la formación de vasos sanguíneos, los cuales suministran 

nutrientes para el crecimiento y proliferación celular (Jacoby, et al. , 2000 ; 

Takahashi, et al., 2000; Richter, 2001). En células (de la línea celular SK-Mel-28) de 

mela noma fueron tratadas con celecoxib, mostrando una disminución dosis 

dependiente y al ser expuestas con el fármaco en presencia de Prostaglandina E2, 

este prostanoide, permitió a las células revertir el efecto y ayudo a que fuesen 

rescatadas de la apoptosis de manera proporcional al tiempo de exposición (Denker, 

C., et al., 2001). 

La PGE2 incrementa la proliferación en las líneas celulares de cáncer de colon y 

colengiocarcinoma, activando la fosfatidilinositol tres cinasa (PI3K), la cual activa 
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fosfatidilinositoles bis y tris fosfato (PI 2P y PI 3P respectivamente) la fosforilación de 

ellos provoca que haya sitios de unión de proteínas como PKB/Akt, la cual fosforila e 

inactiva proteínas importantes para que se lleve a cabo la apoptosis como, BAO y la 

Caspasa 9; además la PGE2 activa la vía del adenilato ciclasa , el cual cata I iza la 

conversión de adenosina trifosfato (ATP) a adenosina monofosfato cíclico (AMPc), 

aumentando sus niveles, este incremento de AMPc, activan la proteína cinasa A 

(PKA), proteína que estimula la activación del factor transcripcional CREB (CRE-

Bending), importante en la transcripción de genes como las ciclinas O y A en la 

proliferación celular (Takahashi, et al., 2000; Richter, et al., 2001; Sheng, et al., 2001) 

(Figura 2) . 

• 
Figura 2. Mecanismo dependiente de COX-2 

Tetsuka et al., en 1996, probaron el papel de dos antioxidantes que inhiben la 

expresión de COX-2 la rotenona y la pirrolidina ditiocarbanato (POTC), observando 

que las especies reactivas de oxígeno (ROS), juegan un papel importante en la 
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obtención de PGE2 , debido a que las ROS, ejercen un papel importante, al ser 

segundos mensajeros y activan rutas importantes en la activación de varias 

proteínas, el papel que desempañan las ROS, en la ciclooxigenasa 2, radica 

principalmente en la peroxidación y endoperoxidación, pasos que son importante en 

la obtención de prostanoides importantemente involucrados en la proliferación 

celular. 

Mecanismo independiente de la actividad de COX-2. 

Se ha reportado que los NSAIDs provocan cambios en la proliferación celular, 

retardo en las fases del ciclo celular e inducción de apoptosis, elevando las 

concentraciones hasta 5000 veces más que las que se necesitan para inhibir la 

actividad de COX-2 (Manif, et al., 1996; Barnes, et al. , 1998; Tsujii, et al., 1998), 

además de mostrar una reducción en la angiogénesis, metástasis, e inhibición de la 

proliferación celular (Kawamori, et al. , 1998; Sheng, et al. , 1998; Hussey y Tisdale, 

2000). 

Otro estudio donde se empleo celecoxib, se determinó que este inhibidor provoca 

arresto en el ciclo celular desde una concentración de 50 ~M, Y lo adjudican a la 

inhibición de la expresión de proteínas reguladoras del ciclo celular como lo son las 

ciclinas A y B Y la cinasa dependiente de ciclinas (CdK), proteínas esenciales para el 

paso de la fase G1 a S, además este inhibidor específico de COX-2, promueve la 
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activación de p21 wAF1 y p27K1P1 inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas CdK, 

bloqueando la entrada a la fase S del ciclo celular y promoviendo la apoptosis 

(Harper, et al., 1993; Zhang, et al., 1997; Zou y Anges, 1997 ; Barkett y Glimore, 

1999; Bratton, etal., 2000; Grbsch , eta/., 2001) . 

Estudios realizados en células de cáncer de colon tratadas con NSAIDs inhiben al 

factor transcripcional -kB (NF-kB), esta inhibición provoca arresto e induce la 

apoptosis (Baeuerle, 1996). 

Otros reportes muestran que el gen NF-kB juega un papel muy importante en la 

respuesta inmune, desarrollo y crecimiento del linaje celular, apoptosis, inflamación, 

progresión del ciclo celular, oncogénesis , replicación viral y varias respuestas 

autoinmunes (Henry, etal., 1999; Lim, etal., 2001) . 

La activación de NF-kB está involucrada en gran medida con el estrés, y es activado 

por una gran variedad de estímulos en los que se incluyen los factores de 

crecimiento, citocinas, linfocinas, UV, agentes farmacológicos y otras formas de 

estrés. En su forma inactiva NF-kB se encuentra secuestrado en citosol , por los 

miembíOs de la familia de proteínas inhibitorias I Kappa Ba (lkBa). Diferentes 

estímulos son los que activan a NF-kB, provocando la fosforilación de IkBa, seguida 

por la ubiquitinación y su degradación subsecuente. 
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La familia de proteínas de IkBa son fosforiladas por el complejo IkB cinasa 

constituida por Ikk-a, Ikk-[3, Ikk-y e Ikk-E. El resultado de esta fosforilación expone las 

señales de localización nuclear (NLS) sobre las subunidades de NF-kB y la 

subsecuente traslocación de la molécula al núcleo. En el núcleo, NF-kB se ancla 

manteniendo una secuencia (5'-GGGACTTTCC-3'), provocando la activación y 

transcripción de varios genes como c-myc, COX-2, VEGF, ciclinas A, E, D, 

interleucinas, TNFa, IkBa, etc. (Figura 3). En células de mamífero se han 

identificado 5 subunidades de NF-kB en forma de dímeros (Rel-A (p65), p50, Rel-B, 

c-Rel y p52). La forma más común y mejor caracterizada de NF-kB es el 

heterodímero p50-p65. En cada combinación de los dímeros muestran afinidades 

distintas en el anclaje y transactivación potencial del DNA (Sen, 1986; Frank, 1999; 

Egida, et al., 2002). 

VEGF, COX-2, c-myc J .' Ciclinas D, A, E 

~'OO'. \lú~~ ___ 

Figura 3. Mecanismo independiente de COX-2, mediado por NF-kB 
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Hsu et al., en el 2000 y Sheng y colaboradores en el 2001 , encontraron que lineas 

celulares HCA-7 y PC-3 de cáncer de colon y próstata, respectivamente, 

sobreexpresan COX-2, células que al ser tratadas con inhibidores de esta enzima 

como el SC-58125 y NS398, promueven la muerte celular independientemente de la 

actividad de COX-2. 

Observaron que la apoptosis es a través de la inactivación de la proteina 

antiapoptótica mitocondrial Bcl-2 y por la expresión de la proteina proapoptótica Bax, 

esta muerte desencadenada por Bax, esta mediada por la activación de la proteina 

proapoptótica Bid, la cual se fragmenta dejando un extremo carboxilo llamado Bid­

truncado (Bid-t), el cual oligomeriza Bax, y provoca su traslocación desde el citosol 

hasta la membrana externa de la mitocondria donde va a secuestrar e inactivar la 

proteína antiapoptótica BcI-2, lo que permite la liberación del citocromo c de la matriz 

mitocondrial al citosol el cual se une al dATP y provoca el reclutamiento del factor 

asociado a apoptosis (APAF-1) con la subsecuente activación de la caspasa 9, la 

cual provoca la activación de las caspasas efectoras de muerte 3, 6 Y 7, las cuales 

hidrolizan proteínas importantes para la reparación del DNA, como la poli ADP ribosa 

polimerasa (PARP) y la activación de DNAsas que posteriormente fragmentan el 

sustrato y/o ácido desoxirribonucleico (ADN). (Harper, et al., 1993; Zhang, et al., 

1997; Zou y Anges, 1997; Barkett y Gilmore, 1999; Bratton, et al., 2000; Grbsch, 

et al., 2001). En la siguiente Figura 4, se muestra el mecanismo pictográfico de la 

actividad de la proteína antiapotótica BcI-2. 

- 17 -



• ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
Bcl-2 

. ' 
Apar-l 

Procaspasa 3 Y 7 

ProcaspaSil ) 

Caspasa 3 
Activa 

Caspasa 7 
Activa 

~ .. ".R.~ ••• BI-Rliialf~ _.{lg.ER.K •• I~j 
, LI 

Caspasa 2 

Caspasa 
B 

Caspasa 6 .. 
Caspasa 

10 • 
Figura 4_ Mecanismo independiente de COX-2, mediado por BcI-2 

Sánchez y colaboradores en el 2003, reportaron que en la línea celular NSCLC de 

cáncer de pulmón, el celecoxib, inhibe la actividad de la enzima COX-2 utilizando una 

concentración menor a 10 !-1M, demostrando que se requieren concentraciones 200 

veces más que las necesarias para la inducción de la apoptosis; la muerte celular la 

asocian con la liberación del factor inductor de apoptosis (AIF) y del citocromo c del 

espacio intramembranal de la mitocondria al citosol , al ser liberado AIF , este se 

trasloca al núcleo y fragmenta el sustrato. En la Figura 5 se muestra el evento 

ocurrido mediado por AIF. 
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Figura 5. Mecanismo independiente de COX-2 mediado por AIF. 
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JUSTIFICACiÓN 

De los tumores malignos el 2 % corresponde a neoplasias primarias del sistema 

nervioso central, con una incidencia de 5-8/100,000 (De Angelis 2001 ). 

A pesar de intensas investigaciones, tanto el glioblastoma multiforme como el 

astrocitoma anaplásico, continúan siendo resistentes a cualquier tratamiento 

quirúrgico, radioterapia, quimioterapia sistémica o local , así como a inmunoterapia. 

Estudios epidemiológicos han reportado que a partir del diagnóstico la sobrevida 

del paciente es menor a un año, pese a los diversos tratamientos. Estudiar la 

fisiopatología e identificar tratamientos alternativos es de vital importancia. 

En experimentos in vitro e in vivo, se ha mostrado que el Celecoxib, inhibidor 

específico de la Ciciooxigenasa 2, promueve la muerte celular en células de 

poliposis adematosa familiar (cáncer de colon), cuando son sometidas las células 

con este compuesto, sin embargo otros trabajos muestran que cuando el fármaco 

es administrado en presencia de prostaglandina E2 (PGE2), las células son 

rescatadas de la apoptosis. 

Se sabe que la PGE2 es un metabolito importante que se obtiene del metabolismo 

del ácido araquidónico, mediado por la ciclooxigenasa, y participa de manera 
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importante en las fases del ciclo celular, además de activar rutas bioquímicas 

principales, que permiten la transcripción de genes que son importantes para la 

proliferación celular, favoreciendo de esta manera la supervivencia de la célula. 

Por estos motivos y conociendo el hecho de que el Celecoxib vislumbra como un 

potente antineoplásico para el tratamiento del cáncer de cualquier tipo u origen, el 

presente trabajo pretende elucidar cuál es el mecanismo de acción del Celecoxib y 

los posibles mecanismos moleculares que ocurren durante la apoptosis, en 

cultivos de la línea celular glioma C6 de rata in vitro . 
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OBJETIVO GENERAL 

• Estudiar el efecto del celecoxib sobre la proliferación celular, inducción de 

apoptosis y los posibles mecanismos moleculares involucrados en el glioma 

maligno experimental C6 de rata in vitro. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Determinar la presencia de COX-2 en la línea celular glioma C6 de rata por 

Western blot. 

• Valorar el efecto del celecoxib sobre la proliferación celular en el glioma C6 

de rata in vitro por Metil tetrazolium. 

• Determinar los posibles mecanismos moleculares por los cuales el 

celecoxib ejerce su efecto proapoptótico con las técnicas de Western blot, Doble 

Tinción, Anexina 5, Citometría de flujo y Electroforesis. 

- 22 -



HIPÓTESIS 

• Si el celecoxib induce apoptosis, en la linea celular gl ioma C6 de rata in 

vitro , este efecto se observará inhibido en presencia de Prostaglandina E2 (PGE2) , 

de no ser así, será a través de un mecanismo independiente de la actividad de 

COX-2, mediante la posible inactivación del factor transcripcional NF-kB y/o de la 

proteína antiapoptótica BcI-2. 
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METODO 

Para la elaboración de este estudio, fue importante determinar la 

sobreexpresión de COX-2 en la línea celular glioma C6 de rata , de esta 

manera se justificó el uso de este inhibidor selectivo de la isoforma COX-2 

sobre el glioma C6 de rata, isoforma ampliamente implicada en procesos 

proliferativos. 

Para lo cual se realizó lo siguiente: 

Determinación de los niveles de la enzima COX-2 por Western blot 

Los cultivos de la línea celular glioma C6 de rata, se lisaron y se determinó la 

concentración de las proteínas por el método de Bradford , bajo condiciones 

desnaturalizantes, las proteínas fueron separadas en geles SOS! PAGE, se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se bloquearon los sitios 

inespecíficos y se incubaron las membranas con el anticuerpo específico 

durante toda la noche a 4° C. Al día siguiente se realizaron 3 lavados de 10 

minutos y se incubaron con un anticuerpo secundario peroxidado a temperatura 

ambiente, transcurrido este tiempo se lavaron con PBS-Tween y se revelaron 

porquimioluminiscencia. Los niveles de expresión de la enzima COX-2, se 

normalizaron con su (3-actina, empleando un análisis densitométrico. 
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Purificación del celecoxib 

Se adquirió el celebrex (celecoxib) comercialmente en presentación de 

cápsulas de 200 mg, se obtuvo el polvo blanco de la cápsula, se agitó en 

cloroformo (CHCI 3) durante una hora, se separó por filtración , obteniendo dos 

porciones una fracción sólida, que es vehículo, esta porción se desechó y la 

solucíón clorofórmica que contiene el celecoxib , la cual se evaporó por un 

sistema de rotavapor a 60°C, para la obtención del celecoxib , el compuesto 

obtenido se sometió a resonancia magnética nuclear de protones H1, mediante 

los desplazamientos químicos y multiplicidad de la señal, con la cual se analizó 

dicho compuesto. 

Efecto del celecoxib sobre las células de glioma e6 de rata 

Se utilizaron células de glioma C6 de rata , obtenidas de American Tissue 

Culture Collection (Rockville MO), clonadas en un tumor glial de rata inducido 

con N-nitrosometilurea. Fueron cultivadas en un medio Oulbelco modificado, 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, mantenidas a 37°C en una 

atmósfera húmeda con 5% de CO2 . 

Para conocer el efecto del celecoxib sobre la línea celular, se formaron grupos 

de cultivos del glioma C6 de rata: aquellos que no recib ieron tratamiento, 

cultivos tratados con 50, 75 Y 100 !-1M de celecoxib disuelto en Oimetil 
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sulfóxido (DMSO), cultivos tratados con las diferentes dosis de celecoxib en 

presencia de prostaglandina E2 ( 10-6 Y 10-8 M) disuelta en DMSO, y cultivos 

tratados con DMSO a las mismas dosis antes mencionadas de los diferentes 

tratamientos, observando el efecto a las 2, 4 Y 6 horas posteriores al 

tratamiento. Todos los grupos se mantuvieron bajo las condiciones de un 

medio séptico. 

Ensayo de viabilidad celular. 

Para determinar cuantitativamente la viabilidad celular todos los cultivos fueron 

tratados con las sales de tetrazolium (MTT) a una concentración de 1 O~M, este 

colorante es hidrolizado a cristales de formazán púrpura por células 

metabólicamente activas (Hansen , 1989), 4 horas después de incubación, se 

agregaron 1 00 ~I de la solución solubilizadora , posteriormente se cuantificó el 

formazán por medio de un estudio colorimétrico utilizando un lector de ELlSA a 

una longitud de onda entre 540 nm. 

Determinación de Apoptosis. 

La determinación del efecto apoptótico del celecoxib sobre la línea celular 

glioma C6 de rata, se utilizó la técnica de Western blot, analizando los niveles 
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de expresión de la proteínas antiapoptótica y proapoptótica BcI-2, la activación 

de la Caspasa 3, hidrólisis de PARP y actividad de PCNA. 

Para la extracción de ONA genómico, se realizó mediante el método de 

AquaPure Genómico ONA (Biorad), el cual fue separado por electroforesis en 

un gel de agarosa al 1 % Y visualizado con luz ultravioleta, para determinar su 

integridad o patrón de escalera, observado en células apoptóticas, de cada uno 

de los cultivos (controles y tratados con las diferentes dosis de celecoxib, 

celecoxib más PGE2 y OMSO) después de cada período de incubación. 

Para conocer el porcentaje de células apoptóticas, se empleo la técnica de 

anexina VI yoduro de propidio para lo cual , se toman 4X105 células de cada 

uno de los tratamientos control y tratadas, se lavan con PBS 1 X, se centrifugan 

a 3000 rpm minuto, el botón celular, se homogeniza con 5 ¡JI buffer de unión + 

10 ¡JI de yoduro de propidio, se incuba en la oscuridad por 20 minutos, 

posteriormente se lavan las células 2 veces con PBS 1 X Y se analizan con el 

citómetro de flujo . 

La manera de conocer las fases del ciclo celular, en las que se encuentra la 

célula, es usual tomar una cantidad de 4X106 de células control y tratadas, se 

centrifugan y fijan durante toda noche con etanol al 70% a 4°C, se lavan con 

PBS por 3 ocasiones, posteriormente, se incuban 1 hora con 1 mglml de 

RNAasa y 20 ¡Jg/ml de yoduro de propidio a temperatura ambiente, para 

analizar con el citómetro de flujo . 
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Para la determinación de apoptosis por la técnica de doble tinción naranja de 

acridina-bromuro de etidio, se prepara una mezcla maestra en una proporción 

1: 1 de los dos reactivos, se cuantifican un total de 5X 105 y/o 1 x1 06 células, en 

cada pozo, se adiciona de 1 - 3 ~I de la solución stock, se homogenizan las 

células cuidadosamente para no desprenderlas, y rápidamente se observan en 

el microscopio de fluorescencia para observar el tipo de daño generado en 

cada una de ellas. 

Determinación de los mecanismos moleculares. 

Para conocer si el efecto proapoptótico del celecoxib es mediante un 

mecanismo dependiente o independiente de la actividad de COX-2, se 

determinaron en cada uno de los cultivos, los niveles de expresión de las 

proteínas de la Ciclooxigenasa 2, Bcl-2, IkBa proteína inhibitoria del factor 

transcripcional NF-kB, mediante las técnicas de Western blot antes descritas. 

Análisis estadístico 

Para comparar las diferentes variables (viabilidad celular, apoptosis, niveles y 

las diferentes proteínas) entre los diferentes grupos experimentales se 

utilizaron las pruebas estadísticas de "t" de Student. 
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RESULTADOS 

VIABILIDAD CELULAR POR ENSAYOS DE METIL TETRAZOLlUM (MTT) 

La medición de la viabilidad celular por metil tetrazolium (MTT), permite 

conocer el porcentaje de células viables, después de haber sido tratadas con 

algún compuesto, las células aún vivas, introducen el MTT a su interior y por 

reacciones enzimáticas generadas en la mitocondria reducen el MTT hasta 

cristales de formazán , virando de un tono amarillo a un color púrpura . 

En este experimento se encontró que las células tratadas con celecoxib, 

después de 6 horas de tratamiento, con una concentración de 25IJM, muestra 

poca disminución en la viabilidad celular (3%), cuando se duplica la 

concentración a 50IJM, el porcentaje de células muertas aumenta hasta un 

33%, cuando se utilizan concentraciones altas de celecoxib de 75IJM, 

disminuye la viabilidad celular de manera muy significativa (p< 0.001), 

alrededor del 87%, durante el periodo de tratamiento. 

En la Figura 6 ,se muestran los resultados obtenidos al medir la viabilidad 

celular en células tratadas con celecoxib a distintas dosis de concentración. 
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Prueba "1" de Sludenl *p< 0.05, ***p< 0.01, ***p< 0.001 

Figura 6. Efecto del celecoxib sobre la viabilidad celular. 

EXPRESiÓN DEL ANTíGENO NUCLEAR DE PROLIFERACiÓN 

CELULAR (PCNA) 

El arltígeno nuclear de proliferación celular (peNA). permite observar cuando la 

célula se encuentra viva yen división, si la expresión de esta proteína aumenta, 

sirve como un marcador que indica que la célula se encuentra metabólicamente 

activa. En este experimento se observó que la proteína peNA, manifiesta en 

mayor cantidad en las células control y en las tratadas con dimetil sulfóxido y 

celecoxib, disminuye significativamente la expresión de peNA, de manera 

proporcional al tiempo de exposición, lo cual sugiere que la gran mayoría de 

células se encuentran arrestadas en alguna de las fases del ciclo celular o bien 

están ya se encuentran muertas. En la Figura 7 se muestra la expresión de 

peNA después de haber sido tratada con celecoxib. 
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Figura 7. Western blot de PCNA con 75IJM de celecoxib. 

DETERMINACiÓN DE APOPTOSIS POR DOBLE TINCIÓN (NARANJA DE 

ACRIDINA-BROMURO DE ETIDIO) 

Una de las maneras de comprobar de manera visual, si la muerte celular es 

mediada por apoptosis o necrosis, es a través de técnica de la doble tinción 

(naranja de acridina-bromuro de etidio), la naranja de acridina, es una molécula 

muy pequeña, propiedad que le permite atravesar la membrana plasmática y 

teñir tanto núcleo de color verde intenso, como citoplasma de un verde más 

tenue, observándose un color verde cuando las células están vivas, de un 

verde intenso los núcleos que han sido fragmentados y dañados, esto último es 

caracteristica propia de la apoptosis temprana y cuando la muerte es por 
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necrosis, la célula se hincha y explota, liberando todo su contenido al espacio 

extramembranal , provocando daño en las célu las vecinas o adyacentes, esta 

ruptura en la membrana, permite la entrada del bromuro de etidio, el cual es 

una molécula grande y que solo puede incorporarse cuando la membrana 

plasmática está fragmentada, tiñendo el núcleo por la unión a las histonas y no 

histonas de un color rojo intenso. 

En este experimento se observó, que la muerte celular es mediada primero por 

la apoptosis en un 30%, cuando las células son tratadas con una concentración 

de 50IJM de Cbx, pero cuando se eleva la concentración a 75IJM de Cbx, el 

daño, se eleva y provoca que la célula entre a apoptosis y rápidamente le siga 

la muerte necrótica, como una respuesta de la célula a ser exterminada 

rápidamente , observándose en este experimento que la muerte celular se 

manifestó en un 70% del total de las células, siendo un 35% las células 

apoptóticas y un 45% necróticas. Cuando las células fueron tratadas con 

DMSO no presentaron ninguna disminución en la muerte celular después de 6 

horas de tratamiento a ninguna de las dos dosis 50 Y 751JM. En la figura 8 se 

muestran las fotografías del efecto generado por el compuesto sobre las 

células C6 de rata , vistas a 100X. 

A. MORFOLOGíA CELULAR 

-. 
" • • ..1' .. 

CONTROL APOPTOSIS NECROSIS 
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B. TRATAMIENTOS: 

Cbx 50 ¡.¡M DMSO 50 ¡.¡M Cbx 75 ¡.¡M DMSO 75¡.¡M · 

2 HORAS 2 HORAS 2 HORAS 2 HORAS 

4 HORAS 4 HORAS 4 HORAS 4 HORAS 

6 HORAS 6 HORAS 6 HORAS 6 HORAS 

Figura 8. Doble tinción naranja de acridina-bromuro de etidio 

PRUEBA DE ANEXINA 5 

Existen evidencias que prueban que la inducción del poro de transición de 

permeabilidad, el cual puede liberar calcio de la matriz mitocondrial al citosol, 

un evento que puede llevar primero a la activación de fosfolipasas, proteasas y 

endonucleasas, hacia la muerte celular por necrosis (Kass y Orrenius, 1999). 

Esta es una manera de cerrar, la relación existente entre apoptosis y necrosis, 
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esta es dependiente de la dosis y posiblemente de la reversibilidad del poro de 

transición (Bonfoco, el al., 1995). Diferentes grupos de investigadores sugieren 

que estos mecanismos de muerte celular pueden ocurrir (Dypbukt, et al., 1995; 

Majno, et al., 1995; Raffray, el al., 1997; Nacarawa, el al., 1998; Halestrap, et 

al., 1999). 

En este experimento se observó, que la muerte celular es debida a la acción de 

proteasas que conllevan a apoptosis primeramente, de manera significativa; a 

medida que incrementa el tiempo de exposición disminuyen las células vivas y 

aumentan las apoptóticas, esto es observado, cuando las células son tratadas 

con una concentración de 50IJM de celecoxib. Cuando se incrementa la 

concentración a 75IJM, se observan los dos tipos de muerte celular: apoptótica 

en primer lugar, seguida de una muerte necrótica; siendo la más frecuente la 

mue(ie por necrosis cuando se deja expuestos los cultivos celulares por 

periodos largos de 6 horas, esto asociado, como una acción que toma la célula , 

para acelerar su destrucción. En la Tabla 1 y 2 se muestran los valores 

obtenidos de la Media ± la desviación estándar. 

ANEXINA 5 CON 50 IJM DE CELECOXIB 

Tratamie %de % de Apoptosis 
%de 

n'lq (Hrs) Necrosis Tardía 
%deVivas Apoptosis 

Temprana 
Control 2.47 13.7 82.17 1.61 

1 0.1 ± O 0.17 ± O 73.84 ± O 25.89 ± O 
2 4.6 ± O 2.23 ± O 72.35 ± O 20.82 ± O 
3 6.15 ± O 16.61 + O 68 .99 ± O 8.25 ± O 
4 5.94 ± 0.084 27.67 ± 8.64* 61 .18 ± 9.404 5.16 ± 0.905 
5 6.285 ± 5.437* 34.1 ± 11 .02* 52.92 ± 14.23* 6.695 ± 2.227* 
6 5.135 ± 4.136* 34.73 ± 1.781 51.68 ± 3.832 8.46 ± 2.093* 

Prueba " t" de Student *p< 0.05 

Tabla 1. Prueba de Anexina 5 con 50IJM de celecoxib. 
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Tr~mie 
ANEXINA 5 CON 75 ~M DE CELECOXIB 

%de % de Apoptosis %deVivas 
% de Apoptosis 

nto (Hrs) Necrosis tardía , temprana 
Control 3.72 14.69 79.96 0.81 

1 23.67 ± 7.96 28.19±10.9 41.47± 3.38 6.7 ± 0.47 
2 47.785 ± 3.63 13.875 ± 9.21 32.53 ± 18.67 1.305 ± 0.54 
3 37.745 ± 5.10* 24.59 + 8.27* 28.815+ 3.16* 3.63 ± 1.05* 
4 39.16 ± 3.02* 39.065 ± 0.03* 20.695 ± 0.37* 2.32 ± 0.47* 
5 54.905 ± 0.37* 25.295 ± 3.33* 18.725 ± 0.99* 1.875 ± 0.16* 

---ª 70.51 ± 0.72* 31.54 ± 18.6* 12.64 ± 3.52* 2.31 ± 2.66* 

Prueba "t" de Student . p< 0.01 

Tabla 2. Prueba de Anexina 5 con 75IJM de celecoxib. 

CITOMETRíA DE FLUJO 

La citometría de flujo , permite observar daños generados en la célula , 

agruparlos y mostrar el tipo de muerte celular que ha sufrido, mostrando 

porcentajes de cada una de las fases en las cuales se encuentra cada una de 

ellas. En la tabla 3, se muestran los resultados encontrados en la citometría, 

cuando fue utilizada una concentración de 50 IJM, afirman que la mayor parte 

de las células, se encuentran en la fase de Go Y G1, lo cual indíca, que la mayor 

parte de las células, se encuentran reparando el daño que les ha provocado el 

compuesto durante el tiempo de exposición, la cantidad de células que se 

encontraban en la fase de S, es baja, comparada a la que se encuentra en la 

fase de G2 esta fase nos permite observar que las células que se encontraban 

en esa fase lograron ser dañadas y que les generó tal daño, que en la fase G2, 

quedaron arrestadas, por tanto no lograron pasar a la otra fase del ciclo celular, 

es decir a la mitosis, observándose así, que las células se encontraban en esa 

fase , se encontraban reparando el daño generado al ADN. 
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Tie~o 
ENSAYO DE CITOMETRíA DE FLUJO CON 50 11M DE CELECOXIB 

Tratamiento 0/0 de Apoptosis 0/0 de GO-G1 0/0 de S 0/0 de G2-M 
(Hrs) 

1 Cbx 1.23 ± 0.042 64±0.18' 20.6 ± 0. 15' 3.05 ± 0.66 
1 Cbx + PGE2 0.51 ± 0.61 72.2 ± 1.62' 19.6 ± 1.37' 2.88 ± 0.48 
2 Cbx 4.37 ± 1.43' 54.9 ± 1.75' 25.6 ± 0.12' 7.92 ± 0.80' 
2 Cbx + PGE2 2.46 ± 0.67 66.6 ± 3.09' 21.5 ± 0.91' 3.66 ± 0.37 
3 Cbx 5.64 ± 3.03' 55.4 ± 2.9' 27.1 ± 0. 73' 6.86 ± 1.03' 

3 Cbx + PGE2 1.81 ± 0.87 61.9 ± 0.88' 25.7 ± 1.68' 5.88 ± 0.09' 
4 Cbx 4.74±1 .94' 50 .9 ± 0.40' 30.4±2.1 8' 6.61 ± 0.40' 
4 Cbx + PGE2 1.62 ± 0.37 63.2 ± 4.43' 24.8 ± 2.27' 5.56 ± 0.47 

5 Cbx 5.53 ± 0.39' 54.6 ± 1.33' 25.5 ± 0.32' 6. 50 ± 1.38' 

5 Cbx + PGE2 2.29 ± 0.58 62.3 ± 7.65' 24.4 ± 4.33' 5.56 ± 0.55 
6 Cbx 17.9 ± 2. 11 ' 39.3 ± 2.08' 34.2 ± 0.25' 5.01 ± 0.45 
6 Cbx + PGE2 5.42 ± 2.41 ' 58.7 ± 1.12' 25.33 ± 0.76' 5.71 ± 1.35' 

Prueba "(" de Student ' p< 0.05, "p< 0.01 

Tabla 3. Resultados de citometría de flujo . 

DETERMINACiÓN DE APOPTOSIS POR ELECTROFORESIS (PATRÓN DE 

. ESCALERA) CON UNA CONCENTRACiÓN DE 75IJM DE CELECOXIB 

El patrón escalera de DNA (electroforesis) , permite observar la fragmentación 

del material genético de células después de haber sido expuestas a fármacos, 

estos rompimientos van desde los 150 a 200 pares de bases ó múltiplos de 

estos, cuando la célula, presenta daño de este tipo, la muerte celular se asocia 

que es mediada por apoptosis. 

En este experimento se observó que las células control y tratadas con DMSO a 

una concentración de 75iJM después de 2, 4 Y 6 horas no muestra daño alguno 

en su material genético, lo cual sugiere que este compuesto no daña a la célula 

y que el efecto es atribuido a el celecoxib. 
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Una de las muestras más culminantes en la muerte por apoptosis es a través 

de la observación del patrón de escalera del AON, en este experimento, se 

observa que desde las primeras 2 horas de exposición, las células en 

presencia con celecoxib a una concentración de 751JM, muestran una 

degradación considerable, de manera proporcional al tiempo de exposición, lo 

cual sugiere, que la célula, ya se encuentra muerta. En la Figura 9 se muestra 

el efecto del compuesto después de 6 horas de exposición en las células. 

Marcador Control Células Células tratadas 
de PM tratadas con con 

Figura 9. Patrón de escalera de AON. 

EXPRESiÓN DE LA PROCASPASA-3 

Son una familia de enzimas con trece miembros que tienen en común la 

presencia de cisteína en su centro activo y que efectúan el corte en el 
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aminoácido Aspartato (Cisteinil-ASPartato específico-proteASAS). Durante la 

apoptosis se promueve la activación de proteasas, que inician la degradación 

de las proteínas de filamentos intermedios de la matriz nuclear. Se cree que 

debido a que la cromatina se encuentra adosada a estos sitios, la 

fragmentación de los mismos promueve la desorganización de la cromatina 

(Peitsch, et al., 1994; Jun, et al., 1998). La activación posterior de 

endonucleasas que tienen accesos a las regiones de ADN entre los 

nucleosomas lo hidrolizan. Su fragmentación se considera como un elemento 

diagnóstico de la muerte celular por apoptosis. 

Las caspasas son probablemente las moléculas efectoras más importantes de 

la apoptosis, contribuyen de manera importante a través del desensamble de la 

estructura celular, como lo ilustra la destrucción de la lámina nuclear, que es 

una estructura rígida que tapiza internamente la membrana nuclear y está 

implicada en la organización de la cromatina (Weil , 1996). La lámina está 

formada por polímeros de proteínas filamentosas intermedias. Durante la 

apoptosis las proteínas son derivadas a un sitio único por las caspasas, 

causando el colapso de la lámina y contribuyendo a la fragmentación de la 

cromatina (Samali, 1999). La regulación de estas caspasas da cuenta de una 

característica espectacular de estos sistemas: mantienen a la proteasa efectora 

inactiva pero en respuesta de cantidades mínimas de un inductor apropiado, 

son capaces de activar grandes cantidades de ésta rápidamente. 

En este experimento se observó la expresión de la procaspasa 3, debido a que 

solo la forma inactiva puede ser observada, ya que esta cuando es activada 
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bajo algún estímulo disminuye su expresión de procaspasa para activarse en 

forma de caspasa , en las células control y tratadas a una concentración de 

75¡.;M de DMSO, la expresión de la procaspasa 3 está muy marcada , lo que 

indica que no se está activando, cuando las células son tratadas con una 

concentración de 75IJM de celecoxib, la expresión va disminuyendo pero la 

actividad está aumentando, proporcional al tiempo de exposición, lo que indica 

que la muerte celular es mediada por la actividad de caspasas _ En la Figura 10 

se muestra la expresión de la procaspasa 3 en células de glioma C6 de rata. 

Figura 10. Gráfica de la expresión de procaspasa 3 

EXPRESiÓN DE LA POLI ADP RIBOSA POLlMERASA 

La poli ADP ribosa polimerasa (PARP) es una proteina de reparación de ADN, 

y se observa en mayor proporción cuando el material genético ha sufrido 
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modificaciones que afectan la transición en el paso de una fase a otra del ciclo 

celular, esta rápidamente incrementa sus niveles para reparar todo el daño. 

En este experimento se observó que la PARP, se encuentra presente en mayor 

proporción en las células control y células tratadas con DMSO después de 6 

horas de exposición. Cuando las células son tratadas a una concentración de 

75~M de celecoxib los niveles aumentan después de 2 horas de tratamiento, 

tratando de reparar el daño, a medida que va transcurriendo el tiempo, la 

presencia de esta proteína va disminuyendo, de tal manera que a las 6 horas 

de exposición es tanto el daño que la proteína no puede repararlo lo que puede 

deberse a que la célula está ya muerta . En la Figura 11 se muestra la 

expresión de la proteína PARP. 

-U 
DMSO ____ ~C~b~x ____ _ 

I -U 6 2 4 6 Hrs. 

PARP "'R"IIIIIlIIíoa""_,, ~'_ 

Figura 11. Western blot de la prote ína PARP. 

EFECTO DE LA PGE2 SOBRE LA ACTIVIDAD ANTIPROLlFERATIVA DEL 

CELECOXIB EN CELULAS GUOMA C6 DE RATA 

La PGE2, es un prostanoide producto del ácido araquidónico, que participa de 

manera importante en la activación de proteínas que están involucradas en los 

procesos de las fases del ciclo celular. Participa de manera importante en el 

rescate celular, sus altos niveles permiten la prolife ración celular . 
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En este experimento se determinó el mecanismo de acción de dicho 

prostanoide observándose , que en las células tratadas con 25¡.;M de celecoxib, . 

muestran un 4% de apoptosis y 50 ¡.;M de Cbx, disminuye hasta un 33%, y 

cuando se someten en presencia de prostaglandina E2, no muestran 

disminución en la viabilidad celular, esto es debido a que las células son 

expuestas con el fármaco son rescatadas en un 100% de la apoptosis en 

ambas concentraciones. Cuando las células son tratadas una concentración de 

75¡.;M, se observa una disminución de la viabilidad celular en 87% y cuando 

son expuestas las células con esa misma concentración más PGE2, se observa 

que la viabilidad celular disminuye hasta un 86% de manera dosis dependiente. 

En la Figura 12 se muestra gráficamente el efecto que genera el celecoxib y 

celecoxib + PGE2. 
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Figura 12. Efecto de la PGE2 sobre la actividad antiproliferativa del celecoxib en 

la línea celu lar glioma C6 de rata. 
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NIVELES DE EXPRESiÓN DE Bcl-2 

BcI-2 es un miembro de la familia de proteínas antiapoptóticas mitocondriales, 

la sobreexpresión de esta proteína ha sido considerada como un factor que 

impide o retarda la apoptosis, cuando ésta es inducida por algunos factores 

como las radiaciones y, los glucocorticoides , el choque térmico, la 

quimioterapia y la exposición a radicales libres. La expresión de la proteína BcI-

2 también ha sido observada en células malignizadas y, por consiguiente, ha 

sido relacionada con la oncogénesis y, además, con la protección del tejido 

neoplásico que recibe radiaciones o quimioterapia. 

La sobreexpresión de BcI-2 es un hallazgo constante en muchas leucemias, 

linfomas y tumores sólidos. Aparentemente, BcI-2 parece funcionar como un 

antioxidante e inhibe la apoptosis alterando el flujo de calcio hacia los 

organelos intracelulares. Otros trabajos han encontrado pruebas de que BcI-2 

inhibe el transporte de la proteína p53 hacia el núcleo de las células . 

En este trabajo se observó, que los niveles del gen expresado en la proteína 

Bcl-2, no disminuyeron después de haber sido tratadas con DMSO y celecoxib 

con de 6 horas de tratamiento, indicando que el experimento es independiente 

de la actividad de BcI-2, sugiriendo que la apoptosis observada no esta 

influenciada por la actividad de esta proteína . 

En ia Figura 13, se graficó la expresión de la proteína, después de haber 

tratado las células con celecoxib durante 6 horas . 
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Figura 13. Niveles de expresión de la proteína Bcl-2. 

NIVELES DE EXPRESiÓN DE NF-kB 

Este factor transcripcional NF-kB es importante, ya que permite la transición de 

una fase a otra del ciclo celular, a través de la transcripción de 

genes involucrados en la proliferación celular como lo es la misma 

transcripción de COX-2, VEGF, IkBa, la transcripción de este último, permite 

que de manera negativa pueda mantenerse la expresión de NF-kB, a través de 

la degradación de la proteína IkBa, liberando NF-kB y de esta manera 

mantenga una respuesta que estimule el rescate celular. 

Los resultados obtenidos muestran que las células expuestas a altas 

concentraciones de celecoxib , aumentan signi fi cativamente los niveles de IkBa 

con respecto a los controles, sugiriendo la inhibición de NF-kB, mediante su 
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concentración citosólica . En la Figura 14, se muestra el Western blot y la 

gráfica de la expresión de IkBa, después de haber sido tratadas las células con 

una concentración de 75IJM de celecoxib. 

* * * 

-U DMSO Cbx 
I -U Hrs. 

IkBa 
Prueba "1" de Sludenl p<O.01 

Figura 14. Niveles de expresión de la proteína IkBa. 
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DISCUSiÓN 

Los gliomas malignos, son los tumores cerebrales primarios más frecuentes, 

causan globalmente el 2% de las muertes por cáncer. A pesar de intensas 

investigaciones, tanto el glioblastoma multiforme como el astrocitoma anaplásico, 

continúan siendo resistentes a cualquier tratamiento: quirúrgico, radioterapia , 

inmunoterapia y quimioterapia sistémica o local (Zamora y Espinosa, 1994; 

DeAngelis, 2001; Molina, et al., 2002). 

Estudios epidemiológicos han reportado que a partir del diagnóstico la sobrevida 

del paciente es menor a un año, pese a los diversos tratamientos . Estudiar la 

fisiopatología e identificar tratamientos alternativos es de vital importancia. 

El celecoxib es un fármaco que está siendo empleando como un quimiopreventivo 

en el tratamiento de poliposis adematosa familiar (cáncer de colon) en pacientes 

que presentan este mal. Este compuesto celecoxib, es un inhibidor específico de 

la ciclooxigenasa 2, esta enzima se ha encontrado sobreexpresada en varios 

tipos de cáncer como el colorectal, pulmonar, mamario, de hígado, cabeza , cuello 

tumores cerebrales, esófago, próstata y vejiga, su modo de acción en el papel de 

la carcinogénesis incluye múltiples mecanismos que actúan de maneras distintas 

en las enfermedades malignas. La inhibición de esta isoenzima, por la acción de 

NSAIDs, provoca una disminución en la producción de las prostaglandinas, estos 

prostanoides, especialmente las de la serie E, inducen proliferación , invasión , 
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angiogénesis y metástasis, además de regular la señalización de mecanismos de 

transducción, responsables de mantener las etapas del ciclo celular. En base a 

esto podemos asumir que las prostaglandinas participan de manera importante en 

crecimiento celular y además, juegan un papel importante en la inflamación a 

través de la activación de proteínas, que participan de manera importante en 

proliferación celular y su inhibición permite la inhibición de la angiogénesis, 

progresión celular y favorece el que se lleve a cabo la apoptosis (Black, 1995; 

Plate y Risau, 1995; Samoto, et al., 1995; Lundal, et al., 1998; Wallace, 1998; 

Bikfalvi, 1999; Euchenhofer,1998; Plate, 1999). 

Sin embargo existen controversias hasta la fecha en torno al rol de acción de cada 

enzima de ciclooxigenasa como responsable de la síntesis de prostaglandinas, 

debido a que diferentes estudios muestran que ambas isoenzimas participan de 

manera independiente, en respuesta a la administración de algún agente externo, 

que altera de manera importante la supervivencia celular (Grubbs, et al., 2000 ; 

Hosomi, et al., 2000; Souza, et al., 2000; Tsubouchi, et al., 2000). 

Existen evidencias que prueban que la apoptosis es mediada por dos mecanismos 

distintos por inhibición directa de la enzima COX-2 y por mecanismos 

independientes de su actividad (Stichtenoth, et al., 2001 

Los resultados encontrados en el presente trabajo mostraron una disminución baja 

en la viabilidad celular en células C6 después de haber sido tratadas con 25¡.¡M de 
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celecoxib y mostró un aumento en el cuando fueron expuestas con 501JM , y redujo 

de manera muy significativa hasta un 87% la viabilidad celular, después de 

haberse aumentado la concentración a 75IJM de celecoxib después de 6 horas de 

tratamiento, resultados similares fueron encontrados en células QBC939 de 

colengiocarcinoma, donde se comprobó el potente efecto que genera a nivel 

celular este inhibidor en diferentes modelos de cáncer, este compuesto, inhibe la 

multiplicidad del tumor intestinal en un 71 % comparado con los grupos control 

(Jacoby, et al., 2000; Takahashi, et al., 2000; Wu, 2003). 

El daño generado por el tratamiento en las células, permite observar la 

inactivación de proteínas importantes, que permiten la sobrevivencia de la célula , 

como el antígeno nuclear de proliferación celular (peNA) que tiene como finalidad 

expresarse cuando la célula se encuentra en división y se observa que su 

expresión disminuye en comparación al control después de 6 horas de exposición , 

infiriéndose que la célula ya se encuentra muerta y otra como la poli ADP ribosa 

polimerasa (PARP) la cual se activa cuando la célula sufre daño en el material 

genético y se muestra en sus niveles más altos de expresión para reparar el daño 

generado en el DNA, viéndose que después de 2 horas de tratamiento la PARP 

está muy activa, pero disminuye su actividad significativamente después de 6 

horas de estar en presencia de celecoxib, lo cual nos indica que la célula se 

encuentra muy dañada y no es posible el poder reparar su daño ella misma 

(Bratton, et al., 2000; Grbsch, et al., 2001), esta inactivación de estas proteínas, 

permite el suicidio celular y la activación de proteínas que conlleven a cabo toda la 
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cadena de muerte y que inicia con la activación de proteasas responsables de la 

fragmentación del sustrato, como caspasa ejecutora de muerte 3, en este 

experimento, se observó una disminución en la expresión de la procaspasa 3, 

característica que indica, que está activándose la caspasa 3, de manera 

proporcional al tiempo de exposición y comparadas con el grupo control , 

sugiriendo que esta proteasa es una de las responsables de la fragmentación del 

ONA. 

En este estudio se observó la degradación del material genético y una manera es 

por patrón de escalera de ONA, cuando las células fueron expuestas con 75~M 

de celecoxib, se observó, que desde la primera hora ya existe degradación en el 

material genético y esta fractura en el material genético, es proporcional al tiempo 

de exposición del fármaco, después de 6 horas de tratamiento, todo el ONA está 

fragmentado, característica de que se está llevando a cabo muerte celular 

mediada por apoptosis. 

La técnica de la doble tinción naranja de acridina-bromuro de etidio, comprobó de 

manera visible, que en estas células dañadas, incorporaron una mayor cantidad 

de naranja de acridina, en el núcleo, tiñéndolo el ONA que ha sido fragmentado de 

un color verde más intenso en comparación a las células control, en ambas 

concentraciones probadas 50 y 75~M de celecoxib, ese color observado indicó 

que la mayor parte de las células se encontraban en una etapa de apoptosis 

temprana y cuando se incrementa la concentración a 75 ~M de celecoxib, las 
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células muertas presentan núcleos rojos, lo cual indica, la fractura de la membrana 

plasmática y la subsecuente incorporación del bromuro de etidio, característica de 

una muerte mediada por necrosis. 

Cuando se determinó la viabilidad celular por MTT, las células son tratadas con 

una concentración de 25, 50 Y 75~M de celecoxib, genera una disminución en la 

proliferación celular de manera proporcional al tiempo de exposición y cuando son 

expuestas a las mismas concentraciones más 1 ~M de PGE2 , las células en las 

primeras concentraciones 25 y 50~M de celecoxib son rescatadas de la apoptosis, 

sugiriendo que es un mecanismo dependiente de la actividad de la ciclooxigenasa 

2, solo a bajas concentraciones del compuesto y al elevar la concentración del 

celecoxib a 75~M más 1 ~M de PGE2, las células no lograr sobrevivir a pesar de 

tener el prostanoide en el medio, el cual le permite poder revertir la apoptosis, lo 

cual indica que el daño es tanto que la célula no es capaz de repararlo y prende 

otros mecanismos para poder sobrevivir, actuando como un mecanismo 

independiente la actividad de la ciclooxigenasa 2. 

Existen evidencias que prueban que la inducción del poro de transición de 

permeabilidad, puede liberar Ca2
+ de la matriz mitocondrial al citosol, un evento 

que puede conllevar primero el acompañamiento de la activación de fosfolipasas, 

proteasas y endonucleasas, hacia la muerte celular por necrosis (Kass, 1999; 

Arrenius, 1999). Esta es una manera de cerrar, la relación existente entre 

apoptosis y necrosis , esta es dependiente de la dosis y posiblemente de la 
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reversibilidad del poro de transición (Bonfoco, 1995). Diferentes grupos de 

investigadores sugieren que estos mecanismos de muerte celular puede ocurrir 

(Dypbukt, 1995; Majno, 1995; Raffray, 1997; Nacarawa, 1998; Halestrap, 1999). 

Los resultados obtenidos de la prueba de Anexina V se observó, que la muerte 

celular es debida por la acción de proteasas que conllevan a apoptosis 

primeramente, de manera significativa a medida que incrementa el tiempo de 

exposición disminuyen las células vivas y aumentan las apoptóticas, esto es 

observado, cuando las células son tratadas con una concentración de 50jJM de 

celecoxib y se observan las dos muertes celulares, la apoptótica seguida de una 

muerte necrótica cuando se incrementa la concentración a 75jJM de celecoxib , 

siendo la más observada la muerte por necrosis como una acción que toma la 

célula para acelerar su suicidio . 

El estudio realizado de citometría de flujo en células C6 de glioma de rata, muestra 

que el celecoxib a una concentración de 50jJM inhibe la proliferación celular e 

induce apoptosis por una supresión en la producción de PGE2, y además provoca 

arresto, acumulando la mayor cantidad de células en la fase G1, debido a que se 

encuentran reparando el daño que se ha generado por el compuesto y en la fase 

S del ciclo celular, las acumula de tal manera que las células que se encontraban 

en esa fase, no pueden pasar a la fase G2, ya que se encuentran check points , los 

cuales se encargan de corroborar que no existe ya ningún daño en todo el material 

genético, y las células que no fueron capaces de reparar el daño, se encuentran 
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en una etapa de muerte celular. A pesar de que las células tienen el meta bolito 

que permite la recuperación celular, las células se concentraban ensu mayoría en 

las mismas fases, reparando el daño generado en ellas. En células OBC 939 de 

colengiocarcinoma de colon, se encontraron resultados muy similares, donde el 

celecoxib, provoca de igual manera, arresto en las fases GO/G 1 del ciclo celular. 

La expresión de BcI-2 en este experimento no variaron después de haber sido 

tratadas las células con celecoxib, estos resultados muestran que el mecanismo 

es independiente de la actividad de BcI-2, resultados similares se encontraron en 

el modelo experimental de cáncer de próstata. En esa línea celular se atribuye la 

inducción de apoptosis a la inactivación de la proteína Akt, independiente de la 

actividad de Bcl-2. 

El factor transcripcional NF-kB, puede actuar a través de una transcripción 

negativa, su observación es difícil, puede observarse su actividad a través de 

IkBa, en este experi~ento, las células tratadas con altas dosis de Cbx se 

encontraron niveles muy altos de la proteína IkBa en comparación con el grupo 

control. 

Este hallazgo sugiere que uno de los posibles mecanismos de acción involucra la 

posibleinactivación del factor transcripcional NF-kB, ya que este factor 

transcripcional tiene la capacidad de actuar de distintas maneras y de estar 

involucrado en muchos eventos en la célula , la actividad de este factor 
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transcripcional, está asociado de manera importante con el crecimiento celular, y 

su inactivación favorece que la célula pueda reconocer los daños que ha sufrido y 

repararlos, tardándose el tiempo necesario para que una célula pueda terminar 

con su ciclo de vida y no tenga que estar dividiéndose descontrolada mente. 

- 52 -



CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos indican que la apoptosis generada por el celecoxib, es 

dependiente de la actividad de COX-2, solo a bajas concentraciones (25 y 50 iJM), 

debido a que las células en presencia de celecoxib + PGE2, son rescatadas de la 

apoptosis en un 100%. 

Así mismo cuando se utilizan concentraciones altas de celecoxib y estas son 

expuestas en presencia de PGE2 , permite que no exista rescate en las células de 

la apoptosis, lo cual sugiere que el celecoxib, actúa ejerciendo su efecto 

apoptótico a través de los dos mecanismos moleculares dependiente e 

independiente de la actividad de COX-2. 

La apoptosis observada en la línea celular glioma C6 de rata es independiente de 

la proteína antiapoptótica Bc\-2. En el modelo experimental de cáncer de próstata 

se han encontrado resultados similares. En esa línea celular se atribuye la 

inducción de apoptosis a la inactivación de la proteína Akt, independiente de Bcl-2 . 

En las células tratadas con altas dosis de celecoxib, se encontraron niveles más 

altos de la proteína IkBa en comparación con el grupo control. Este hallazgo 

sugiere que uno de los posibles mecanismos de acción involucra la posible 

inactivación del factor transcripcional NF-kB. 
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