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RESUMEN 
“EFECTOS ANTIPROLIFERATIVOS Y APOPTÓTICOS DE LAS 

CASIOPEÍNAS® IIgli Y III-ia EN LÍNEAS TUMORALES HUMANAS” 
 
La quimioterapia del cáncer está dominada por una gran cantidad de agentes 
citotóxicos que se caracterizan por presentar paralelamente al tratamiento, 
múltiples efectos secundarios debilitantes. El objetivo de este trabajo fue 
evaluar in vitro e in vivo los efectos antiproliferativos y apoptóticos en células 
tumorales humanas, así como los efectos colaterales de dos nuevos agentes 
quimioterapéuticos con base en cobre, las Casiopeínas® III-ia  (Cas III-ia) y IIgli 
(Cas IIgli), con la finalidad de dilucidar sus mecanismos de acción. Ambos 
fármacos fueron evaluados in vitro (viabilidad, morfología, western blot, 
citometría de flujo y electroforesis en gel) e  in vivo (xenotransplante en el ratón 
desnudo) sobre carcinoma de colon HCT-15, para tratar de establecer su 
actividad antiproliferativa y apoptótica sobre las células tumorales, además de 
la actividad tóxica en los ratones tras la aplicación intraperitoneal. Aunado a lo 
anterior, ambos fármacos más un tercero, la Casiopeína III-La, se estudiaron in 
vivo utilizando xenotransplante en el ratón desnudo, de carcinoma cérvico 
uterino HeLa y prostático PC-3. En los modelos utilizados, Cas III-ia disminuyó 
la viabilidad e indujo apoptosis sobre HCT-15 in vitro de manera dosis 
dependiente y ciclo celular independiente, a través de la activación de Bax y 
caspasas, presumiblemente por la vía intrínseca. Por su parte, Cas IIgli 
disminuyó la viabilidad e indujo apoptosis dependiente de caspasas, en parte a 
través de la producción de especies reactivas de oxígeno. Además, ambos 
fármacos demostraron actividad sobre HCT-15 transplantada en el ratón 
desnudo. No obstante, evidenciaron inducir peritonitis de manera dosis 
dependiente. Sumado a lo anterior, ambos fármacos mostraron modesta 
actividad sobre carcinoma cérvico uterino HeLa, sin embargo, la Casiopeína® 
III-La fue la que evidenció la mayor actividad, aunque fue ligeramente tóxica. 
Sin embargo, ninguna de las Casiopeínas® utilizadas fue activa sobre 
carcinoma de próstata PC-3. Se plantea más de un mecanismo de acción para 
las Casiopeínas® utilizadas, que tendrán su punto de convergencia en la 
mitocondria. Basado en los resultados obtenidos en este estudio, es posible 
concluir que en los modelos utilizados, las Cas III-ia y IIgli tienen actividad  
antitumoral a través distintos mecanismos de acción y que ambas drogas son 
buenos candidatos para su evaluación clínica en humanos.  
 
PALABRAS CLAVES: casiopeína, quimioterapia, drogas citotóxicas, 
cáncer, cáncer colorectal, Bax. 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
ANTIPROLIFERATIVE AND APOPTOTIC EFFECTS OF CASIOPEINAS® II gli 

AND III-ia ON HUMAN TUMOR CELL LINES. 
 

Chemotherapy in cancer is dominated in its highest form by cytotoxic and other 
antimetabolites agents that are accompanied by debilitating secondary effects. 
This work’s objective was to evaluate in vitro and in vivo, the anti-proliferative 
and apoptotic effects on human cancer cells, as well as the secondary effects of 
two new copper based chemotherapeutic agents, Casiopeínas® III-ia  (Cas III-
ia) and IIgli (Cas IIgli)”, with the finality of pin-pointing its action mechanisms. 
Both drugs where evaluated in vitro (viability, morphology, western blot, 
cytometry flow, and gel electrophoresis) and in vivo (nude mice model) on colon 
carcinoma HCT-15, to try to establish its anti-proliferative and apoptotic effects 
on the tumor cells, as well as their toxic activity after the intraperitoneal 
application on nude mice. In addition both drugs and a third, Casiopeína III-La”, 
were studied in vivo using the nude mice model with HeLa cervical uterine 
carcinoma and PC-3 prostatic carcinoma. In the models used, Cas III-ia 
diminished the viability and induced apoptosis on HCT-15 in vitro in a dose 
dependent and cell cycle independent manner, through Bax and caspase 
activation, presumably by the intrinsic apoptosis pathway. In the other hand, 
Cas IIgli diminished the viability and induced apoptosis in a caspase dependent 
manner, in part through reactive oxygen species production.  Moreover, both 
drugs demonstrated activity over HCT-15 transplanted to the nude mice. 
However, evidence shows that they induced peritonitis in a dose dependent 
manner. Both drugs showed modest activity on HeLa cervical uterine 
carcinoma. However, Casiopeína® III-La showed a better activity, even though it 
was slightly toxic. Contrary to the data mentioned above, none of the 
Casiopeínas® showed activity on PC-3 prostate carcinoma.  More than one 
mechanism of action is proposed for the used Casiopeínas®, and these 
mechanisms will have their point of convergence in mitochondria.  Based on the 
results obtained in this study, it is possible to conclude that in these models, 
Cas III-ia and CasIIgli have anti-tumour activity through different action 
mechanisms, and that both drugs are good candidates for clinical evaluation in 
humans. 
 
KEY WORDS: casiopeina, chemotherapy, cytotoxic drugs, cancer, 
colorectal cancer, Bax. 
 



CAPÍTULO 1. Introducción 
 
1.1 Cáncer 
 

El cáncer es un grupo de enfermedades en el que las células afectadas 

adquieren capacidad de crecimiento descontrolado a través de un proceso de 

múltiples pasos, que envuelve el avance gradual de una célula normal a una 

neoplásica. Durante este proceso se generan mutaciones e inactivación de las 

vías relacionadas con diferenciación y apoptosis, así como la activación de las 

vías que promueven la proliferación y la diferenciación celular. Muchas 

mutaciones tienen lugar en protooncogenes y en genes supresores de tumores, 

lo que resulta en una desregulación del ciclo celular (Hanahan y Weinberg, 

2000; Bisonnette et al., 1992; García-Carrancá, 2003). Como resultado de lo 

anterior, las células cancerosas siguen un esquema de proliferación propio, lo 

que les confiere la permanencia no sólo en el tejido donde se originan, sino 

también pueden alcanzar lugares distantes a este nuevo crecimiento 

(Weinberg, 1996). 

 

Las estadísticas revelan que en los próximos años, el cáncer afectará a una de 

cada tres personas y que en occidente, es la causa de alrededor de 1 de cada 

4 muertes. Tanto en México como en el mundo, el cáncer es la segunda causa 

de muerte después de las enfermedades cardiacas. La Organización Mundial 

de la Salud predijo que para el año 2020 habrán 20 millones de nuevos 

pacientes con cáncer por año. Entre los hombres, las 8 principales 

localizaciones mortales de cáncer son: colon-recto, pulmón, estómago, hígado, 

esófago, boca-faringe, próstata y ganglios linfáticos. Con respecto al cáncer de 

colon y recto, éste es uno de los tumores malignos más comunes en los países 

desarrollados, con aproximadamente 19,000 y 160,000 casos en Inglaterra y 

Estados Unidos de Norteamérica, respectivamente (Parkin et al., 1985).  

 

En las mujeres, los órganos más afectados por esta enfermedad son la 

glándula mamaria, el estómago, el colon-recto, cuello del útero, pulmón, ovario, 

esófago e hígado. El principal cáncer en las mujeres en países en desarrollo es 

el de mama, seguido por el de estómago. Por otra parte, en los países 



desarrollados el cáncer de mama también se ubica en primer lugar seguido por 

cáncer colorrectal. (World health organization report, 1998). 

 

En México, el cáncer de bronquios y pulmón se manifiesta como la primera 

causa de muerte en los hombres con 4,355 casos y una tasa de 9 por 100,000. 

Le siguen el cáncer de próstata y estómago con 3,766 y 2,645 casos 

respectivamente. Otras neoplasias malignas motivo frecuentes de defunción en 

el hombre son las de hígado y vías biliares intra-hepáticas, de páncreas y de 

colon (INCan México, 1999). En mujeres, en los últimos 10 años el cáncer 

cérvico uterino se ha ubicado en el primer lugar en orden de frecuencia a pesar 

del programa de control existente desde 1974 (Flores et al., 2002). En el grupo 

etario de 30 a 44 años es la tercera causa de muerte y una de las primeras 10 

causas en todos los grupos de edad hasta los 64 años (Escandón-Romero et 

al., 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 La célula cancerosa 
 
Observaciones tanto de modelos tumorales humanos como animales, señalan 

que el desarrollo tumoral procede de una forma análoga a la evolución 

Darwiniana, en la cual una sucesión de cambios genéticos, cada uno de ellos 

brindándole ventajas en el tipo de crecimiento, da lugar a una transformación 

progresiva de células normales a células neoplásicas (Moncevičiūtė-Eringienė, 



2005). Existen más de 100 tipos de cáncer, los cuales dan lugar a subtipos 

encontrados en distintos órganos y tejidos. Se enumeran seis alteraciones 

básicas que dictan un comportamiento maligno (Hanahan y Weinberg, 2000). 

 

1. Auto suficiencia en señales de crecimiento. 

2. Insensibilidad a señales inhibitorias del crecimiento. 

3. Potencial replicativo ilimitado. 

4. Angiogénesis. 

5. Invasión y metástasis. 

6. Resistencia tumoral a apoptosis. 

 
   1.2.1 Auto suficiencia en señales de crecimiento 
 

   Las células tumorales muestran una dependencia reducida a factores de 

crecimiento exógeno. Se demostró que las células cancerosas son capaces de 

generar sus propias señales de crecimiento (acción autocrina), reduciendo por 

ende la dependencia con el microambiente externo, lo que afecta la 

homeostasis del comportamiento celular (Fedi et al., 1997). Sin embargo, 

estudios recientes revelaron que los fibroblastos de la matriz extracelular tienen 

una participación importante en el desarrollo y progresión de carcinomas, dada 

la presencia de muchas familias de factores de crecimiento (FGF, IGF, EGF, 

HGF, TGF-β) implicados de forma autocrina y paracrina en la interacción 

estroma – epitelio (Bhowmick et al., 2004).   

   Los receptores celulares que traducen señales de crecimiento al interior de 

las células son blancos de desregulación durante la patogénesis tumoral. La 

mayoría de los receptores que tienen actividad de tirosin cinasas en sus 

dominios citoplasmáticos, están sobre expresados en muchos tipos de cáncer. 

Por ejemplo, el factor de crecimiento epidermal está sobre expresado en 

tumores de mama, cerebro y estómago, mientras que receptores a HER2/neu  

están presentes en carcinomas mamarios y de estómago (Slamon et al., 1987; 

Yarden y Ullrich, 1988).  

 

   1.2.2 Insensibilidad a señales inhibitorias del crecimiento 
 



   Existen múltiples señales en el medio extracelular (matriz) e inhibidores 

solubles del crecimiento que colaboran en la manutención de la homeostasis 

celular. Estas señales son recibidas a través de receptores transmembranales 

que conectan a circuitos intracelulares. Las células tumorales son capaces de 

evadir estas señales. Una de las vías es a través del desbaratamiento de la vía 

de pRb, dejando a las células insensibles a factores que detienen el 

crecimiento. Dentro de estas moléculas se encuentra TGF-β, que mediante 

algunas formas (bloqueo de c-myc, síntesis de p15INK4B y proteína p21 que 

bloquean cinasas) previenen la fosforilación que inactiva pRB, por ende, 

bloquea el avance a través de G1 (Datto et al., 1997). Algunas células pierden 

la sensibilidad a TGF-β a través de receptores mutantes o no funcionales 

(Markowitz et al., 1995), mutación de Smad 4 (que traduce señal desde el 

ligando de TGF-β) y substituciones aminoacídicas de CDK4 (blanco inmediato 

de la acción de TGF-β) (Zuo et al., 1996).  

 

   Otras vías que se conocen, alteran la acción de pRB mediante la acción de 

algunas oncoproteínas, como lo es E7 del virus papiloma humano (Dyson et al., 

1989).  

 

 

 

   1.2.3 Potencial replicativo ilimitado 
 

   La mayoría de las células tumorales que son propagadas en cultivo parecen 

ser inmortales, lo que sugiere que el fenotipo del potencial replicativo se 

adquiere in vivo durante la progresión tumoral y es esencial para el desarrollo 

del crecimiento maligno (Hayfflick, 1997). Los tumores acumulan alteraciones 

genéticas al progresar y al menos una pequeña porción de estas alteraciones, 

están directamente relacionadas con el desarrollo de tumores (Cheng y Loeb, 

1993). Quienes demuestran lo anterior fueron Wright et al.,(1989), los que 

inactivaron p53 y Rb a fibroblastos senescentes, y estos comenzaron a replicar 

nuevamente, hasta entrar en un segundo estado de detención de división, 

nombrado crisis. Éste se caracteriza por muerte celular masiva, desarreglos 

cariotípicos asociados con fusiones término terminal de cromosomas y la 



emergencia ocasional de una célula variante (1 en 107), la que ha adquirido la 

capacidad de multiplicar sin límites hacia la inmortalización. 

 

   Asimismo, la actividad de la telomerasa en la manutención de la longitud de 

los telómeros se ha correlacionado con el fenotipo maligno. Los telómeros 

constituyen estructuras especializadas que forman los extremos de los 

cromosomas eucariontes que participan en funciones celulares tan importantes 

como la mitosis, la estabilidad cromosómica y el tiempo de vida de las estirpes 

celulares (Hernández-Fernández, 1999). Está demostrada su relación con 

algunas enfermedades, especialmente con el cáncer, ya que se encontró 

mayor actividad de telomerasa en algunos tumores, como mama, próstata y 

colon (Nawaz et al., 1997; Lin et al., 1997; Liu et al., 2006). 

 

 

 

 

   1.2.4 Angiogénesis 
 

   La angiogénesis es un fenómeno fisiológico importante que ocurre durante el 

desarrollo embrionario y en la reparación de heridas. Sin embargo, la 

angiogénesis desregulada es un mecanismo clave en algunas condiciones 

patológicas, como en la génesis tumoral e inflamación crónica (Folkman, 1995).     

 

   El crecimiento de un tumor más allá de 2 cm de diámetro, requiere de llevar a 

cabo múltiples cambios en su ambiente molecular. Uno de ellos, es la 

formación de nuevos vasos sanguíneos (neovascularización), que es un 

proceso que integra alteraciones genéticas de las células cancerosas y la 

respuesta del huésped, indispensable en la formación tumoral (Rak y Yu, 

2004). La formación de nuevos vasos sanguíneos al sitio del tumor es un 

requisito indispensable para el crecimiento tumoral y metástasis. Esto se debe 

a que la sangre y los vasos sanguíneos son fuentes no sólo de oxígeno, 

factores de crecimiento, nutrientes y metabolitos, sino también de hormonas, 

factores de crecimiento circulantes y derivados del endotelio (paracrino), útiles 

para invasividad, actividad proteolítica y metástasis (Rak et al., 1996). 



 

   Como ejemplo, VEGF es una citocina que tiene un importante papel en 

vasculogénesis y angiogénesis y su producción está regulada por la 

concentración local de oxígeno. La hipoxia estimula su producción, 

aumentando su transcripción (activando HIF) y la estabilidad del ARNm. Sin 

embargo, la concentración celular de oxígeno no es el único regulador de la 

síntesis de VEGF, ya que se demostró que algunas células neoplásicas pueden 

producirlo en normoxia (Mukhopadhyay y Datta, 2004).  

 

 

 

 

   1.2.5 Invasión y metástasis 
 

   La adhesión de las células a la matriz extracelular y a otras células es 

esencial para la integridad tisular. La adhesión celular regula vías de 

señalización intracelular que regulan proliferación, apoptosis, diferenciación y 

otros procesos (Brakebusch et al., 2002). Tarde o temprano, la mayoría de los 

tumores malignos generarán células con capacidad de abandonar el tumor 

primario produciendo metástasis, que hoy en día son la causa del 90% de las 

muertes asociadas a tumores (Sporn, 1996). Muchas clases de proteínas están 

envueltas en el contacto de la célula con su medio extracelular. Estas incluyen 

moléculas de adhesión celular (CAM´s) que median interacciones intercelulares 

y las integrinas, que interacciona células con su medio extracelular. Se ha 

demostrado que las células cancerosas pueden encender receptores de 

integrinas que ellas mismas expresan, favoreciendo aquellos que transmiten 

señales a favor del crecimiento (Giancotti y Ruoslahti, 1999). 

 

   La caderina E (expresada principalmente en células epiteliales) es útil para la 

transmisión de señales inhibitorias del crecimiento a través de contactos 

citoplasmáticos con β-catenina a los circuitos intracelulares de señalización. La 

función de la caderina E está alterada en la mayoría de los tumores epiteliales 

por mecanismos que involucran inactivación mutacional de genes de caderina 

E y β-catenina, represión transcripcional o proteólisis del dominio extracelular 



de caderina (Christofori y Semb, 1999). En un estudio realizado con 

fibroblastos transformados, las células que sobreexpresan integrina β1 

formaron tumores primarios significativamente más grandes y tenían mayor 

número de metástasis en hígado y pulmón (Brakebusch et al., 1999).  

 

   La cinasa de adhesión focal (FAK por sus siglas en inglés), regulada por p53, 

es un regulador clave de los sitios de adhesión a integrinas con el medio 

extracelular, señalización de factores de crecimiento, sobrevivencia celular y 

migración. FAK está frecuentemente sobre expresada en células tumorales, lo 

que se correlaciona con mal pronóstico (Owen et al., 1995). 

 

   1.2.6 Resistencia tumoral a apoptosis 

 

   El desarrollo de un mecanismo de muerte para controlar el número celular fue 

un evento esencial en la evolución de organismos multicelulares. Este 

mecanismo activo de control nombrado apoptosis, es requerido para la 

formación de órganos durante el desarrollo, para la homeostasis celular y para 

el buen funcionamiento del sistema inmune (Raff, 1992; Steller, 1995). Este tipo 

de muerte celular se caracteriza morfológicamente por condensación de 

cromatina en la periferia de la membrana nuclear, fragmentación nuclear, 

pérdida de contacto con las células vecinas, vacuolización de membrana 

(“blebs”) y formación de cuerpos apoptóticos, los que son fagocitados por otras 

células. Sin embargo, la membrana celular y las mitocondrias están bien 

preservadas (Wyllie et al., 1980; Ziegler y Groscurth, 2004).  

 

   La mayoría de las células cancerosas tienen defectos en el control normal de 

apoptosis. El primer ejemplo que caracterizó lo anterior, fue la traslocación 

cromosomal 14:18 encontrada en pacientes con linfomas foliculares, la cual 

yuxtapone la porción reguladora de inmunoglobulinas con el gen antiapoptótico 

Bcl-2 (Tsujimoto et al., 1984), cuyo efecto es dar resistencia a apoptosis 

mediada por la vía extrínseca, así como la supresión de proteínas 

proapoptóticas de la familia de Bcl-2, como Bax y Bak  (Wei et al., 2001).   

 



   Los componentes de la cascada de señalización de apoptosis, entre otros 

reguladores, están entre los objetivos más promisorios para la modulación de la 

inflamación y de la muerte celular en el tratamiento del cáncer (Reed, 2002). 

 

 

   1.2.6.1. Mecanismo de apoptosis 
 

   La apoptosis o muerte celular programada ocurre tanto en situaciones 

fisiológicas como patológicas. Durante la apoptosis se han identificado 

diferentes eventos celulares, los que ocurren a diferentes tiempos de éste 

proceso. Entre éstos está la degradación de proteínas, como las procaspasas, 

la cual no ocurre de forma caótica.  

 

   Las procaspasas son una familia de cisteín aspartato proteasas que se 

encuentran como moléculas inactivas, que al recibir la señal apoptogénica 

sufren un rompimiento proteolítico dando lugar a dos subunidades que 

constituyen la ezima activa o caspasa. (Duriez y Shah, 1997; Kidd 1998). Las 

caspasas fueron implicadas en el proceso de apoptosis con el descubrimiento 

de CED-3 (producto de un gen requerido para muerte celular en el nemátodo 

Caenorhabditis elegans). CED-3 está relacionado a la enzima convertidora de 

interleucina 1-β mamífera (ICE o caspasa 1), que a pesar de no participar en la 

apoptosis, dio pie al descubrimiento de una familia de proteasas con papeles 

diversos en inflamación y apoptosis (Yuan et al., 1993). Las caspasas 

activadas por una señal apoptótica tienen como blanco varios sustratos 

celulares, como otras caspasas, actina, poli (ADP-ribosa) polimerasa, fodrina y 

laminas, los cuales son responsables de los cambios morfológicos observados 

en las células en apoptosis (Buendia et al., 1999; Martin y Green, 1995). 

 

   Se han identificado dos vías de apoptosis, las cuales están intercomunicadas, 

la vía extrínseca y la vía intrínseca (Figura 1.1). La primera es mediada por 

receptores de muerte localizados en la superficie celular, como la familia de 

Fas y TNF-α (Nagata, 1997), que están ligados a proteínas adaptadoras 

específicas, como FADD o CRADD (Ahmad et al., 1997). Estas moléculas 

adaptadoras interaccionan con las caspasas iniciadoras (2, 8 y 10) disparando 



su autoactivación (Muzio et al., 1998; Martin et al., 1998). Las caspasas 

iniciadoras activan a las caspasas efectoras (3, 6 y 7) (Muzio et al., 1997).  

 

   La vía intrínseca está relacionada con la mitocondria e inicia con la liberación 

al citoplasma de varios factores ubicados en ella (como citocromo c, AIF, 

Omi/Htr2, Smac/DIABLO) y la posterior activación de vías dependientes e 

independientes de las caspasas.  El Citocromo c (en adelante Cit c) liberado se 

une a Apaf-1 y promueve su oligomerización (Liu et al., 1996; Srinivasula, 

1998). El reclutamiento de la pro-caspasa 9 al complejo Cit c – Apaf-1 da lugar 

a la formación del apoptosoma. Este apoptosoma activo resulta en la activación 

de la caspasa 9 y en la posterior activación de caspasa 3 (Li et al., 1997). En 

ambas vías, la activación de caspasas efectoras (3, 6 y 7) por caspasas 

iniciadoras (9, 2, 8 y 10) amplifica la señal apoptótica, para asegurar la muerte 

celular en una forma rápida, evitándose que el proceso de muerte se revierta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
Figura 1.1 Mecanismos de apoptosis. Existen dos mecanismos 
interrelacionados de apoptosis bien caracterizados. La vía extrínseca incluye la 
activación (FasL) de receptores de membrana (Fas), los cuales activan 
dominios de muerte (FADD) y a la caspasa 8, la que tiene como sustrato la 
caspasa 3 y Bid. La vía intrínseca, que se activa a través de tBid, daño al ADN 
y acortamiento de telómeros (entre otros), es a través de productos 
mitocondriales, los cuales activan caspasas, Cit c, bloquean IAP´s (Omi/Htr; 
Smac/DIABLO) o degradan directamente el ADN (AIF). Ambas vías convergen 
en la activación de caspasa 3, la cual a través de la activación/inactivación de 
sus sustratos, con capaces de inducir los cambios morfológicos característicos 
de este mecanismo de muerte.  
 
 
 
 
 
 
   1.2.6.2 Apoptosis y la mitocondria 
 
   La mitocondria es el organelo más importante en este mecanismo de muerte, 

ya que actúa como coordinador central de éste. La importancia de la 



mitocondria radica en la liberación de diferentes proteínas desde el espacio 

intermembranal, tales como el Cit c, quien es requerido como acarreador de 

electrones en la fosforilación oxidativa, proceso que genera la mayoría del ATP 

intracelular (Mathews, 1985). El mecanismo mediante el cual ocurre dicha 

liberación es aun desconocido, sin embargo, existen algunas hipótesis al 

respecto. La primera señala que al haber un estímulo pro apoptótico, hay una 

pérdida no específica de Cit c desde el espacio intermembranal debido a 

hinchamiento mitocondrial seguido de ruptura de la membrana externa 

(Kroemer et al., 1995, 1997), lo que se postula se debe a la apertura del poro 

de transición de permeabilidad en la membrana interna (Marzo et al., 1998) o 

por hiperpolarización de la membrana interna (Vander Heiden et al., 1997). Sin 

embargo, la teoría más aceptada del hinchamiento mitocondrial en apoptosis 

es la transición de la permeabilidad mitocondrial (MTP), causada por la 

apertura de un megaporo en la membrana mitocondrial interna (Gunter y 

Pfeiffer, 1990), lo que causa aumento de volumen y ruptura de la membrana 

externa. Ambos mecanismos descritos están relacionados con una pérdida del 

potencial de membrana (∆Ψm). El potencial de membrana es consecuencia de 

los protones que son expulsados desde la matriz, creando una carga negativa, 

el que es utilizado para la síntesis de ATP. Sin embargo, existe controversia ya 

que dependiendo de la célula y el estímulo, el ∆Ψm muestra disminución antes 

o después de la salida de Cit c. Un tercer mecanismo involucra la salida de Cit 

c a través de sitios discretos que no alteran el tamaño o la función mitocondrial, 

constituidos por canales formados por Bax y/o Bak oligomerizados en 

interacción con los canales aniónicos dependientes de voltaje (VDAC) 

(Martinou y Green, 2001). Con el tiempo se ha  postulado que el aumento de 

permeabilidad de potasio por la membrana interna, provoca hinchazón, ruptura 

de membrana externa y liberación de Cit c. Lo anterior es seguido por abertura 

de MTP y permeabilización de la membrana interna mitocondrial, que pueden 

ser bloqueados o activados por bcl-2 y Bax con relación a adenin nucleótido 

traslocasa (ANT, que interacciona con VDAC), respectivamente (Eliseev et al., 

2002). Por otro lado, ya se demostró que cardiolipina, fosfolípido mitocondrial 

que se ubica en los puntos de contacto entre la membrana externa e interna 

mitocondrial, está unido a Cit c al ser liberado y su presencia es de vital 

importancia en la acción de Bid y Bax en liposomas sintéticos (Zamzani y 



Kroemer, 2003). Sin embargo, los mecanismos moleculares envueltos en la 

permeabilización de la membrana mitocondrial y el papel de las proteínas de la 

familia de Bcl-2 en la regulación de estos mecanismos aún son materia de 

debate (Bettaieb et al., 2003)  

 

   Sin embargo, Van Ahsen et al., (2000) demostraron que si se induce la 

liberación de Cit c a través de bax pero se bloquean las caspasas, se libera 

todo el Cit c sin cursar la célula con apoptosis. Se postula que los cambios de 

la membrana interna mitocondrial, como pérdida de potencial de membrana e 

hinchamiento es dependiente de caspasas y que la célula utiliza vías 

glucolíticas para mantener los niveles de ATP. 

 

   No obstante la acción pro apoptótica del Cit c antes descrita, Oliver et al., 

(2005) demostraron la presencia constitutiva de Cit c en el citosol de una línea 

celular de leucemia resistente a quimioterapia (K562/ADR), la cual no cursaba 

con cambios morfológicos asociados a apoptosis y no estaba acompañada de 

otras proteínas apoptogénicas. Esta presencia se asoció con preservación de 

integridad y función mitocondrial, así como con proliferación celular.  

 

   Otras proteínas mitocondriales que intervienen en este mecanismo de muerte 

celular, a través de regulación de caspasas, son Smac/DIABLO (Wang, 2001) y 

Omi/HtrA2 (Hegde et al., 2001). Sus efectos apoptóticos los ejercen a través de 

la inhibición de una familia de proteínas inhibidoras de apoptosis, conocidas 

como XIAP (supresores endógenos de caspasas) (Du et al., 2000; Verhagen et 

al., 2000). Su salida desde la mitocondria se ha asociado a la salida de Cit c, 

los que compartirían un mecanismo similar, luego que no se registraran 

diferencias en los tiempos de expulsión al citosol (Zhuo et al., 2005). Sin 

embargo, Chauhan et al., (2001) demostraron que el tratamiento de células de 

mieloma múltiple con dexametasona disparó la liberación de Smac/DIABLO 

desde la mitocondria sin liberación de Cit c.  

 

   Además, existe otro mediador de apoptosis de origen mitocondrial, que es el 

factor inductor de apoptosis (AIF), cuya actividad es independiente a la 

activación de caspasas. AIF actúa directamente en el núcleo, produciendo 



principalmente condensación de la cromatina nuclear y fragmentación de ADN 

en segmentos de alrededor de 50 kb (Daugas et al., 2000). Su función principal 

en la mitocondria es similar a Cit c (aceptor/donador de electrones), pero una 

vez en el citoplasma, aparte de producir los cambios antes mencionados, es 

responsable de la salida de Cit c con pérdida de potencial de membrana. Por 

ende, AIF tiene efectos indirectos en la integridad de membrana mitocondrial 

(Susin et al., 1999). 

 
   1.2.6.3 Intercomunicación entre las vías intrínseca y extrínseca: la 
familia Bcl-2 
 
   Aunado a lo descrito, existe una intercomunicación entre ambos mecanismos 

de apoptosis. Las señales apoptóticas convergen en la mitocondria, a través de 

proteínas de la familia Bcl-2, la cual tiene tanto miembros pro apoptóticos 

(como Bax, Bid y bad) como anti apoptóticos (como Bcl-2, Bcl-XL) (Adams JW, 

2003)  y constituyen un punto crítico en el desarrollo de apoptosis. Los 

miembros de esta familia comparten homología en cuatro dominios, nombrados 

BH1, BH2, BH3 y BH4 (Adams y Cory, 1998). Las proteínas pro apoptóticas se 

pueden subdividir en subfamilias “multidominio” y “BH-3 only”. Las proteínas 

pro apoptóticas multidomios como Bax y Bak comparten homología entre los 

dominios BH 1 y 3, mientras que las proteínas BH-3 only, como Bid y Bim son 

similares a la familia de multidominio, pero la similitud de su secuencia se limita 

solo al dominio BH3. El radio de moléculas anti y pro apoptóticas determina la 

respuesta a la señal de muerte. La caspasa 8 puede activar la cascada de 

caspasas indirectamente por la vía mitocondrial mediante el rompimiento de 

Bid en dos fragmentos (p22 y p15). p15 se adhiere a la membrana externa 

mitocondrial y favorece la liberación de Cit c (Luo et al., 1998). Los 

mecanismos propuestos son a través de un modelo ligando receptor, en el que 

la porción BH3 de p15 Bid se une a Bcl-2 o Bax de membrana, los que sirven 

como receptores (Wang et al., 1996) y formadores de poros iónicos 

transmembranales (Minn et al., 1997). p15 podría regular esos poros formando 

canales híbridos. Otro mecanismo propuesto es que p15 Bid, con o sin 

proteínas asociadas, constituyen un poro para el paso selectivo de Cit c. Este 



mecanismo ha sido descrito para las toxinas A y B de difteria (Falnes et al., 

1992). 

 

   En condiciones fisiológicas, Bax existe como una proteína soluble en el 

citosol. Algunos estudios indican que se encuentra secuestrada a través de 

interacciones con proteínas inhibitorias, a pesar que el análisis de filtración en 

gel indica que es monomérica. Se proponen varias proteínas inactivantes de 

bax, como14-3-3, Humanina, Ku70, regulador de apoptosis con CARD (ARC), 

Proteínas de choque calórico y hexoquinasas (Lucken-Ardjomande y Martinou, 

2005). Sin embargo, aun falta demostrar que la inhibición del efecto de los 

inhibidores dispare apoptosis en forma espontánea. 

 

   1.2.6.4 Ejecución de apoptosis dependiente de caspasas 
 

   Al ser activadas las caspasas iniciadoras (2, 8, 9, 10), éstas inducen 

proteólisis de las caspasas efectoras (3, 6 y 7) las cuales tienen varios 

sustratos. Dentro de los blancos de las caspasas 3 y 7 está PARP [Poli(ADP-

ribosa) polimerasa. PARP es una proteína de 116 kD que ha sido implicada en 

reparación del ADN y en la manutención de la integridad genómica (Virág y 

Szabó, 2002, Bouchard et al., 2003). En forma resumida, PARP al percibir 

rompimiento en el ADN, se activa provocando el consumo de NAD+, 

inicialmente desde el citoplasma (Ying et al., 2005). La célula intenta regenerar 

el NAD+ desde nicotinamida a través de consumo de ATP, lo que en una célula 

dañada, va a llevar a reducción del NAD+, lo que afectará la glicólisis y la 

respiración celular. Esta descompensación energética va a llevar a la célula a 

una muerte irremediable a través de oncosis (Chiarugi, 2002). En apoptosis, 

PARP es degradada en fragmentos de 89 y 24 kD, lo que previene su 

sobreactivación (junto con su crisis energética) manteniendo la energía celular 

para ciertos pasos sensibles a ATP de apoptosis (Herceg y Wang, 1999), por lo 

que su degradación es considerada  un marcador confiable de apoptosis (Virág 

y Szabó, 2002). No obstante, hoy en día se conoce la forma de bloquear a 

PARP durante la muerte oncótica, por lo que este tipo de muerte dejó de ser un 

proceso accidental y ambiental (Alison y Sarraf, 1994), transformándose en un 

tipo de muerte predecible y regulable (Jagtap y Szabó, 2005).  



 

   Asimismo, las caspasas ejecutoras tienen otros sustratos. Una vez activadas 

producen proteólisis de algunas proteínas tanto del citoesqueleto como de la 

membrana nuclear. La proteólisis sobre actina y fodrina da lugar a una pérdida 

de la forma y del tamaño celular. La degradadación de lamina da como 

resultado el encogimiento nuclear (Mashima et al., 1999; Hengartner, 2000).  

 

   Además, dentro de los efectos de la activación de caspasas, existen dos 

daños que son característicos y que diferencian estados iniciales y tardíos de 

apoptosis. Uno de ellos es la exposición de fosfatidilserina, como daño 

temprano y el otro, es el rompimiento del ADN en fragmentos 

oligonucleosomales. 

 

   La distribución asimétrica de fosfolípidos de membrana con la exposición de 

fosfatidilserina (PS) es una característica fundamental en aquellas células 

cuyos disturbios son incompatibles con la función fisiológica de membranas, 

viabilidad celular y apoptosis. 

 

   Se han descritos 3 mecanismos de asimetría (Bevers et al., 1999):  

 

a. Bomba transportadora dependiente de ATP específica de 

aminofosfolípidos o aminofosfolípido traslocasa (APT) o “flipasa”. 

b. Migración bidireccional de fosfolípidos a través de la bicapa independiente 

de los grupos polares, o modelo de “escramblasa” de fosfolípidos. 

c. A través de “flopasa”, que es una bomba que dirige hacia afuera algunos 

fosfolípidos polares. Su función es mantener la asimetría en células 

intactas. 

  

   Con respecto a estos mecanismos, la inhibición de la flopasa por sí sola, no 

es capaz de generar una redistribución espontánea de lípidos (de Jong et al., 

1997; Bratton et al., 1997). Por otra parte, las condiciones de activación celular 

pueden estar caracterizadas por niveles elevados de Ca+2 intracelular, mismo 

que puede ser liberado desde el retículo endoplásmico por la acción de 

variadas drogas y por Bax (Nutt et al., 2002). Lo anterior puede causar el 



colapso de la asimetría de lípidos por activación de una escramblasa 

independiente de ATP y el subsiguiente movimiento bidireccional de toda clase 

de fosfolípidos (Bevers et al., 1998). Sin embargo, se demostró que la ATPasa 

de membrana plasmática es sustrato de caspasa 3, acto que libera el dominio 

de unión de calmodulina, lo que induce que esta bomba remueva rápidamente 

el calcio citosólico (Pászty et al., 2002) dejando esta hipótesis en duda. 

Además, en el mismo año Schwab et al., (2002) postulan que las capasas 

disparan necrosis secundaria cuando rompen e inactivan sistemas 

transportadores de Ca+2 de membrana plasmática, causando sobrecarga de 

Ca+2 y lisis de membrana.  

 

   Por ende, el mecanismo de exposición de PS es compartido, generándose 

por inhibición de APT más la activación de escramblasas, exposición de PS 

para luego reconocimiento y fagocitosis. Con respecto a esto, los macrófagos 

activados secretan una glicoproteína que se une a PS, lo que es reconocido 

por αvβ3 expresado en el fagocito (Hanayama et al., 2002). 

 

   Hasta hace poco tiempo se asumió que la exposición de PS era un evento 

dependiente de caspasas (Martin et al., 1996; Naito et al., 1997), sin embargo, 

Ferraro-Peyret et al., (2002) demostraron que en linfocitos T puede ocurrir una 

exposición de PS independiente de caspasas, proponiéndose a AIF como el 

responsable en la degradación de fodrina, proteína que se asocia con el 

mantenimiento de la asimetría de la membrana lipídica.  

 

   Sin embargo, el daño más severo a la célula en apoptosis es el rompimiento 

del ADN nuclear en fragmentos de 180 a 200 pares de bases, lo que es un 

evento tardío en este mecanismo de muerte y ocurre después de la formación 

de cuerpos apoptóticos o de la lisis final de la célula (Collins et al., 1997). Una 

vez activa la caspasa 3, es capaz de inducir el rompimiento de DFF (Factor de 

fragmentación de ADN), el cual se compone de dos subunidades: DFF40 (40-

kDa) y DFF45 (45kDa). DFF40 (también conocida como CAD) presenta 

actividad de endonucleasa intrínseca, mientras que DFF45 (o ICAD) sirve como 

chaperón e inhibidor de DFF40. La activación y formación de homo oligómeros 

de DFF40 y el rompimiento de DFF45, resulta en rompimientos de la doble 



hebra de ADN  en fragmentos internucleosomales (Zhang y Zu, 2001) (Figura 

1.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.2 Electroforesis en gel de agarosa de ADN celular. Columnas A, B, 
C, D: Rompimiento de ADN en fragmentos de 180 a 200 pares de base (flechas 
vacías). Columnas E, F, G: Degradación del ADN al azar. M: Marcador de 100 
pares de base (flechas rellenas). 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
   1.2.6.5 Función de p53 en la regulación de apoptosis 
 
  El gen p53 es uno de los genes más estudiados en la biología del cáncer 

humano. Este gen codifica para una proteína que es conocida como el 

“guardián del genoma”, basado en su habilidad de inducir arresto en G1 

después de daño al ADN (Lane, 1992). Esta proteína se clasifica dentro de las 

proteínas supresoras de tumores, ya que es un factor de transcripción que 

responde a estrés citotóxico como daño al ADN, aumentando la transcripción 

de genes que regulan el avance en el ciclo celular y apoptosis (Ko y Privies, 

1996).  En un principio, la falla en una o varias de sus funciones pueden 

explicar la alta frecuencia de las mutaciones de p53 en tumores humanos 

(Hainaut et al., 1998). 

 

   La mecánica de inducción de apoptosis a través de la vía de p53, favorece la 

expresión de proteínas envueltas en la vía intrínseca mitocondrial como Bax, 

NOXA, PUMA y p53AIP. Asimismo, en la vía extrínseca de receptores de 

membrana, p53 puede inducir la expresión de Fas y TRAIL. De tal forma, la 

presencia de p53 puede suprimir la expresión de genes antiapoptóticos, 

incluyendo Bcl-2, Bcl-xL o survivina. Sin embargo, p53 puede promover muerte 

celular a través de mecanismos independientes de transcripción y a la 

contribución de ambas vías dependerá de la célula, el contexto, la naturaleza y 

la intensidad de la señal (Slee et al., 2004). Tiene paralelamente otras 

funciones, como interacción con proteínas, efectos directos en mitocondria y 

relocalización de receptores de muerte en la superficie celular (Igney y 

Krammer, 2002). 

 



   El estatus de p53 puede ser relevante en la sensibilidad a radio y/o 

quimioterapia en algunos tipos tumorales y puede ser un factor pronóstico para 

una gran variedad de tipos tumorales (O´Connor et al., 1993). Las mutaciones 

del gen supresor p53 ocurren en alrededor del 50 al 70% de los tumores 

humanos, convirtiéndose en el blanco más frecuente de alteraciones en cáncer 

(Holstein et al., 1994, Jia et al., 1997). Estas mutaciones facilitan la 

carcinogénesis inactivando las actividades apoptóticas y de ciclo celular de la 

proteína silvestre (Oren, 1999). Por otro lado, en alrededor del 70% de los 

tumores de mama, se expresa p53 pero falla en suprimir el crecimiento celular 

(Samuels, 2001). Sin embargo, p53 puede inducir apoptosis en un tipo celular, 

pero no es requerido para activar la maquinaria de muerte celular programada 

en todos los tipos celulares. Por ejemplo, después de irradiar los timocitos, 

estos mueren de una forma dependiente de p53 (Lowe et al., 1993). 

Contrariamente, al irradiar células endoteliales, la muerte fue independiente a 

p53 (Santana et al., 1996). 

 

   La maquinaria apoptótica intrínseca es activa en la mayoría de los tumores y 

podría ser usada como blanco para eliminar selectivamente a las células 

cancerosas. Existen algunos informes que demuestran que las células 

tumorales (y no las normales) son preferencialmente sensibles a activar el 

apoptosoma o la mitocondria directamente (Nguyen y Wells, 2003). Con 

respecto a p53 y la actividad del apoptosoma, se encontró que las líneas 

celulares con p53 defectuoso matienen intacta la actividad del apoptosoma y la 

inversa, si el apoptosoma es defectuoso, se mantiene intacta la actividad de 

p53, sugiriéndose un patrón complementario entre la mutación de p53 y la 

actividad del apoptosoma (Mashima et al., 2005).   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

1.3. Quimioterapia del cáncer 
 

Hoy en día, la quimioterapia del cáncer está dominada por tratamientos con 

agentes citotóxicos. Aunque se han hecho avances en el tratamiento del 

cáncer, el impacto en las tasas de mortalidad ha sido modesto. Por ejemplo, el 

cáncer de pulmón, tiene una esperanza de vida a los 5 años del 5%, tasa que 

ha cambiado muy poco en los últimos 30 años. No obstante han habido 

algunos avances, ya que hoy se pueden alcanzar curas en algunas leucemias 

juveniles, tumor de Wilm, teratocarcinomas, coriocarcinomas y en tumores 

testiculares (Workman y Kaye, 2002; Blagosklonny, 2004). No obstante, el 

logro más espectacular de la oncología en los últimos tiempos se alcanzó con 

Gleevec, el que inhibe Bcr-Abl (inhibidor de apoptosis) e induce apoptosis en 

células de leucemia que expresan esta proteína (Sawyers, 2002).  

 

La meta terapéutica del cáncer es lograr activar la muerte celular selectiva a las 

células neoplásicas. En principio, existen al menos dos estrategias para 

alcanzar esta meta. La primera, es importante que el fármaco se acumule en el 

tejido tumoral para que favorezca su acumulación en las células transformadas. 

La segunda, se busca activar selectivamente la maquinaria de muerte celular 

en las células tumorales sin dañar las células no neoplásicas. (Johnstone et al., 

2002) 

 

La mayoría de los fármacos quimioterapéuticos pueden inducir apoptosis a 

través de la vía intrínseca mitocondrial directamente e incluso, pueden no 

activar caspasas. Obviamente cada una de los fármacos tienen distintos 

mecanismos de inducción de muerte. La respuesta de una célula frente al 

tratamiento dependerá del estímulo, el tipo celular, el medio extracelular y otros 

factores (Newton y Strasser, 2000). Sin embargo y en términos generales, dado 

que generalmente la quimioterapia ejecuta su acción a través de apoptosis, la 

modulación de los elementos claves de apoptosis directamente influencia la 

muerte o sobrevida de la célula maligna (Ryungsa, 2005).  



 

Estudios realizados en la última década indican que los agentes 

quimioterapéuticos inducen apoptosis in vitro e in vivo (Kaufmann y Earnshaw 

2000). Sin embargo, la falla en activar la maquinaria apoptótica se ha 

correlacionado con resistencia a este tipo de agentes, dirigiéndose la vista 

hacia los factores que regulan el ciclo apoptótico, así como al mecanismo en si 

(Kaufmann y Vaux, 2003.). En un estudio realizado por Svingen et al., (2004), 

se demostró que prácticamente todas las líneas celulares (a excepción de 

MCF-7) que corresponden al panel celular del National Cancer Institute, tienen 

activos sus mecanismos de muerte, en mayor o menor grado. No obstante, 

pequeñas pero detectables cantidades de caspasas 3, 9 y Apaf1 son 

suficientes para disparar apoptosis. En otras palabras, los factores que regulan 

la maquinaria apoptótica juegan un papel más importante que la variación en la 

maquinaria por sí misma. Dentro de estos factores se ha correlacionado a  p53, 

Bcl-2 y fármacos que inducen alteraciones al ADN.  

 
   1.3.1 Fármacos anticancerígenos 
 
   La quimioterapia en el cáncer es la mejor opción de tratamiento en etapas 

intermedias y avanzadas. Las drogas antineoplásicas (Cuadro 1.1) se pueden 

clasificar según su mecanismo de acción en:  

 

I) Agentes que dañan el ADN 

Los agentes alquilantes forman fuertes enlaces con el ADN a través de la 

formación de intermediarios de iones de carbono. Asimismo, otras 

moléculas pueden ser blanco de la acción de estos fármacos, como grupos 

nucleofílicos de proteínas y ARN. Este tipo de agente daña la célula 

independientemente de su fase en el ciclo celular. Entre los agentes 

alquilantes más representativos están las mostazas nitrogenadas, busulfán 

y nitrosureas, así como cisplatino y sus derivados. Con respecto a este 

último, su acción es mediante la producción de aductos y enlaces intra e 

inter cadenas de ADN, generación de especies reactivas de oxígeno, 

activación de p53, síntesis de Bax y activación del sistema receptor ligando 

CD95. 



 

II) Antimetabolitos 

Este tipo de agentes bloquean vías metabólicas envueltos en la síntesis de 

ADN. Se incluyen los antagonistas de ácido fólico, análogos de pirimidina y 

análogos de purina. Dentro de este grupo de drogas se encuentra 5-

fluorouracilo, cuyo mecanismo de acción está basado en bloquear la 

timidilato sintetasa, esencial para la síntesis de ADN. Asimismo, el 

metotrexato es un análogo de ácido fólico que inhibe la dihidrofolato 

reductasa, interfiriendo así con la síntesis de timidilatos y por ende, de ADN 

(Smorenburg et al., 2001) 

 

III) Agentes que interactúan con microtúbulos 

Los microtúbulos son polímeros proteicos, compuestos principalmente por 

tubulina, responsables de varios aspectos de la forma y movimiento celular. 

Dentro de esta familia, están los alcaloides de Vinka, los que interfieren con 

la polimerización de tubulina, dando lugar a arresto en la fase de mitosis del 

ciclo celular. También están los taxanos, quienes estabilizan los 

microtúbulos en estado polimerizado. Su mecanismo de acción lo ejerce a 

través de la mitocondria (p-53 independiente) y activación de genes de 

respuesta a estrés (Broker et al., 2004) e induce liberaciónde catepsina B 

desde lisosomas (Sugimura et al., 2004). 

 

IV) Terapia endocrina 

Dentro de esta familia, se encuentra tamoxifen, la que se une a los 

receptores a estrógenos y se usa en el tratamiento de cáncer metastásico 

mamario. También están incluidos los antiandrógenos, ya sea de origen 

esteroidal o no esteroidal, los que son usados para el tratamiento de 

pacientes con cáncer de próstata.  

 

V) Inhibidores de la topoisomerasa.  

En esta familia de drogas está etopósido, el que inhibe la síntesis de ADN a 

través de la inhibición de la topoisomerasa II. También está doxorrubicina y 

camptotecinas.   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1.1 Fármacos antineoplásicos frecuentemente utilizados en la 
quimioterapia del cáncer. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Los fármacos quimioterapéuticos alteran la cinética de proliferación celular e 

inducen apoptosis en las células transformadas a través de daño al ADN,  a los 

componentes de las membranas lipídicas y a proteínas plasmáticas, lo que 

causa una pérdida de la homeostasis celular, llevando a la célula a activar 

apoptosis a través de diversas vías (Herr y Debatin, 2001). La apoptosis es 

llevada a cabo si el daño excede la capacidad de reparación de la célula bajo el 

estímulo de muerte. Sin embargo, la resistencia a fármacos es un problema 



muy frecuente en el tratamiento de las neoplasias. El entendimiento de los 

mecanismos celulares que llevan a la muerte ha permitido visualizar 

racionalmente los usos de estas vías para poder exacerbar las terapias 

convencionales.  

 

   No obstante, la apoptosis no es el único mecanismo de muerte involucrado 

en la eliminación de células cancerosas o células normales. En una población 

celular pueden ocurrir muchos mecanismos de muerte distintos (por ejemplo, 

apoptosis, oncosis y autofagia) en forma simultánea (Kostin et al., 2003), e 

incluso múltiples programas de muerte pueden ser activados en una sola célula 

(Hueffer y Galan, 2004), lo que sugiere la existencia de vías comunes para los 

distintos mecanismos de muerte.  

 
   1.3.2 El cobre en cáncer 
 
   De los compuestos utilizados hoy en día en la terapia anticancerosa, sólo 3 

de los 46 que existen en el mercado, tienen un elemento metálico (que es el 

platino) como parte de su formulación. Estos son cisplatino, carboplatino y 

oxaliplatino. Sin embargo, desde la aparición del cisplatino en el mercado, 

muchos grupos de investigación han comenzado a desarrollar compuestos 

similares, principalmente basados en oro, platino, paladio y cobre. 

 

   Existen en investigación numerosas drogas con cobre (II) en su núcleo, las 

que fueron concebidas como potenciales antineoplásicos, de las cuales se han 

descrito variados mecanismos de acción. Se ha demostrado que uno de los 

blancos más comunes de los quelatos de cobre es el ADN, dada su actividad 

nucleofílica (Aruoma et al., 1991). Además, algunos investigadores 

evidenciaron que ciertos compuestos basados en cobre son capaces de inhibir 

la N-miristoiltransferasa e inducir apoptosis en células de cáncer de colon HT-

29 (Shrivastav, 2006). Otro grupos de trabajo demostraron la actividad de otros 

complejos de cobre (II) en leucemia humana y murina (Gokhale et al., 2001, 

Zhang et al., 2003).  

 



   Contrariamente, existen evidencias que el exceso de cobre puede favorecer 

la angiogénesis (Kent et al., 2004). Con respecto a esto, el cobre (pero no otros 

metales de transición) es un cofactor esencial para el proceso de angiogénesis 

(Brewer, 2001), debido a que estimula la proliferación y migración de células 

endoteliales (Hu, 1998). Estos datos generan distintos puntos de vista en la 

actividad del cobre en el desarrollo del cáncer.  

 

   Modificaciones de algunos derivados de compuestos de cobre han servido de 

base para la síntesis de compuestos anticancerosos, siendo las Casiopeínas 

una de las familias más representativas de esta clase de compuestos. 

 
   1.3.3 Casiopeínas 
 
   En 1980, la Dra. Lena Ruiz Azuara, de la División de Estudios de Posgrado 

de la Facultad de Química de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM), diseñó una serie compuestos de coordinación con posible actividad 

antineoplásica. La estructura química de las Casiopeínas® está formada por 

cobre (II), como centro metálico, que en la esfera de coordinación presenta un 

ligante bidentado tipo diimina (N-N) y otro que puede ser aminoacidato (N-O) o 

donador O-O (acetil acetonato o salicilaldehidato) (Ruiz-Azuara 1993, 1994, 

1996, 1997).  

 

   El cobre es un metal de transición que es esencial en los sistemas biológicos, 

ya que sus propiedades químicas le permiten participar en procesos 

fundamentales que involucran la transferencia de electrones asociada a 

enzimas oxidativas, por ejemplo: hemocianina, citocromo oxidasa y superóxido 

dismutasa. El cobre en su estado de oxidación (II) puede coordinar ligantes 

siguiendo una geometría cuadrada plana o pirámide de base cuadrada. Este 

centro metálico, puede participar en ciclos redox para liberar especies reactivas 

de oxígeno que pueden oxidar proteínas (atacando residuos azufrados y 

provocando entrecruzamiento proteico), lípidos, azúcares, ADN y ARN, que por 

consecuencia puede producir daño y muerte celular (Valencia y Morán, 2001). 

 



   Este grupo de compuestos fue diseñado pensando en que la planaridad en la 

geometría de la molécula y el ligante diimina (con carácter hidrofóbico), le 

conferían la posibilidad de actuar como intercalante a través de interacciones 

π-π con las bases púricas y pririmídicas del ADN; y el ligante cargado, le 

confería la polaridad necesaria para el transporte de la molécula (Bravo et al., 

2002).  

 

   Dentro de esta familia de fármacos, la Casiopeína III-ia® es una de las más 

ampliamente estudiadas (Gracia-Mora et al., 2001). Se describe dentro de su 

mecanismo de acción, la inhibición de la respiración celular mediante la 

inhibición de la α-cetoglutarato deshidrogenasa y la liberación de Cit c 

inhibiendo la respiración celular y la síntesis de ATP, lo que puede 

comprometer los procesos dependientes de energía como la duplicación celular 

(Marín Hernández et al., 2003). Asimismo, la presencia de Cu+2 en su centro, 

puede estar relacionado con la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) a través de la reacción de Fenton (Shackelford et al., 2000). No 

obstante, Tovar-Tovar et al., (1995) demostraron unión de este fármaco a 

adenina en un modelo in vitro. 

 

   Para la Casiopeína II-gli y otros compuestos de esta familia, se demostró que 

exhiben una gran actividad antiproliferativa en carcinoma ovárico (CH1), 

leucemia murina (L1210) (de Vizcaya et al., 2000) varios carcinomas cérvico 

uterinos (Gracia-Mora et al., 2001) y en glioma de rata (C6) (Trejo-Solis et al., 

2005), así como en el panel in vivo sugerido por el National Cancer Institute, 

utilizando las líneas L1210, sarcoma S180 y melanoma B16, aumentando la 

sobrevida del 16 al 200%, dependiendo de la dosis y del compuesto usado 

(Ruiz-Ramírez et al., 1991; Ruiz Ramírez  et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 El ratón desnudo en la evaluación de nuevos fármacos 
 

La selección de un modelo experimental apropiado es crítica para el 

descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos anticancerosos. El valor del 

modelo depende de su validación, selectividad, predictibilidad y 

reproducibilidad (Zubrud, 1972; De Vita y Schein, 1973). En el desarrollo de 

fármacos anticancerosos, el modelo de animal es seleccionado para demostrar 

el efecto de citotóxico del fármaco o agente biológico sobre el tumor 

transplantado en el sistema modelo. 

 
El ratón desnudo es uno de los descubrimientos más grandes en la 

investigación del cáncer, ya que entre otros, permite que los tumores humanos 

sean estudiados en otros animales. La mutación nu fue descrita por primera 

vez en 1966 en el laboratorio de virología del hospital Ruchill en Glasgow, 

Escocia. Sin embargo, no fue hasta 1968 en que se descubrió que el ratón 

desnudo homocigoto era atímico. Estudios posteriores, revelaron que el timo se 

mantenía rudimentario después del día 14, aparte de que mostraban 



leucopenia (815 a 3380 leucocitos/µL) y linfopenia mantenida en el tiempo, y la 

atrofia de las células linfoides dependientes del timo en la paracorteza de los 

linfonodos y en las regiones periarteriolares del bazo (Rygaard y Povlsen, 

1974).  

 

En 1978 se concluyó que la condición de atímico, se debía a un defecto en el 

desarrollo del ectodermo, la que ocurría durante la formación de la vesícula 

cervical el día 11 de la vida embrionaria (Holub et al, 1978), esta condición está 

ligada a un gen autosómico recesivo asociado a los genes rex y trembler en el 

grupo VII de ligazón, correspondiente al cromosoma 11.  

 

La mutación genera una falta de pelo, lo que le da el nombre de “desnudo” .En 

estos ratones ocurre una aplasia del timo y baja fertilidad, dado el escaso 

desarrollo de ovarios y el bajo conteo de ovocitos en la hembra. En el macho 

se evidencia alta proporción de espermatozoides inmóviles (Flanagan, 1966).  

 

La presencia de gamaglobulinas y la ausencia de linfocitos T indican que las 

células troncales para la linfopoyesis están presentes en el ratón desnudo, pero 

que los precursores de las células T son específicamente deprimidos (Wortis et 

al., 1971).  

 

Macroscópicamente el timo muestra una estructura nodular y fina, tanto en 

ratones normales como heterocigotos (nu/+), con proporciones normales de la 

médula y corteza. En el ratón desnudo hay grasa, tejido conectivo y estructuras 

quísticas, las que son interpretadas como epitelio tímico rudimentario. La 

morfología del sistema inmune en los ratones atímicos fue estudiado por 

primera vez por de Sousa et al., en 1969. Ellos observaron que los linfonodos 

de los heterocigotos y normales fueron encontrados normales en estructura y 

función, lo que no ocurría en los homocigotos (nu/nu), en donde se observó 

atrofia total de las células linfoides en la región paracortical, con la ausencia de 

desarrollo secundario de folículos linfoides. Las placas de Peyer mostraron una 

severa atrofia, así como el bazo del ratón desnudo, que demostró una falta de 

células linfoides en las áreas periarteriolares (Christenbury, 1977). 

 



A pesar de la ausencia de células T, el ratón desnudo tiene un complemento 

normal de células B en médula ósea, así como niveles elevados de células NK 

(Taconic, 1996). En estudios de ratones normales y atímicos infectados con 

Listeria monocytogenes y Brucella abortus, se demostró que los macrófagos 

tenían una actividad incrementada y se concluyó que estas células se 

encontraban activadas antes de la infección. La ausencia de un sistema 

inmune completamente desarrollado parece ser compensado en parte por una 

mayor actividad macrofágica (Cheers y Waller, 1975). 

 

El descubrimiento de que las neoplasias humanas pueden ser proliferadas en 

el ratón desnudo fue reconocido inmediatamente al instante como una 

herramienta en la investigación. En 1969 se publicó el primer informe 

preliminar, en el cual se detalla el éxito de proliferar un tumor humano maligno 

en un ratón desnudo (Rygaard y Povlsen, 1969). Desde entonces a la fecha, 

este modelo ha sido ampliamente utilizado para el estudio de los factores que 

influyen en el cáncer y en la metástasis. También es relevante su existencia en 

el estudio comparativo de la eficacia de distintos fármacos antineoplásicos, 

radioterapia, hormonoterapia e inmunoterapia en tumores humanos 

xenotransplantados, para poder llegar a tratamientos más certeros (Ferriols et 

al., 1997; Vanhoefer et al., 1997; Sabet et al.,  1999).  

 

El transplante puede llevarse a cabo tanto con trozos tumorales de 2 a 3 mm 

de diámetro, así como con células tumorales en suspensión. La mayoría de los 

investigadores transplantan los tumores subcutáneamente en el flanco, lo que 

permite su fácil observación y medición. También se pueden transplantar 

intraperitoneal, intramuscular, intravenosamente y bajo la cápsula del riñón 

(Bogden et al., 1978). 

 

El implante subcutáneo es el sitio predominante para la transplantación de 

tumores humanos en el ratón desnudo debido a su simplicidad y fácil acceso al 

tumor. De hecho, este provee el soporte principal para una prueba in vivo en el 

descubrimiento de fármacos y en programa de cernimiento del “National 

Cancer Institute” (NCI), E.U.A. 

 



Los protocolos internacionales definidos por el “Cancer Chemoterapy National 

Service Center” pertenecientes al NCI describen un programa capaz de evaluar 

actividad antineoplásica de nuevos fármacos, como parte de las pruebas de 

cernimiento preclínicas de fase I. Esta fase describe el uso de ratones 

desnudos xenotransplantados con tumores de colon, de pecho y de pulmón 

(Figura 1.3).  

 

 

TUMORES DE RATÓN 

L1210  LEUCEMIA 

B16 MELANOMA 

S180 SARCOMA 
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A ENSAYOS 
TOXICOLÓGICOS 

Y CLÍNICOS 

 

Figura 1.3 Protocolo in vivo definido para fase I preclínica.  Tumores de 
ratón y humanos que deben ser evaluados como parte de las pruebas de 
cernimiento preclínicas de fase I, según el NCI. 
 
 



Justificación 
 
Las Casiopeínas IIIia® y IIgli® han cubierto los requerimientos de actividad 

señalados por los protocolos internacionales mediante el empleo de líneas 

tumorales murinas y humanas in vitro así como en tumores murinos 

isotransplantados. Es por esta razón, que se decidió implementar la segunda 

fase de evaluación, que incluye líneas tumorales humanas xenotransplantadas 

al ratón desnudo, para así contribuir en el esclarecimiento de su actividad y 

mecanismos de acción. 

 
 
Hipótesis 
 
Las Casiopeínas III-ia® y IIgli® inducirán apoptosis in vitro en células 

neoplásicas de colon humano y así mismo, tendrán actividad antineoplásica en 

tumores de colon, cérvico uterino y de próstata humanos xenotransplantados al 

ratón nu/nu. No obstante, tendrán efectos colaterales indeseados en dosis 

terapéuticas.  

 

 

Objetivo general 
 

Evaluar si las Casiopeínas IIIia® y IIgli® producen apoptosis in vitro en células 

de colon y a la vez, establecer su capacidad de alcanzar los requerimientos de 

actividad antitumoral (volumen tumoral, función antitumoral e inhibición del 

crecimiento) exigidos por los protocolos internacionales en tumores colon, 

cérvico uterino y próstata xenotransplantados al ratón desnudo y al mismo 

tiempo, evaluar su efecto histopatológico y hematológico.  

 

 

Objetivos particulares 
 

1. Establecer la actividad y los mecanismos de acción in vitro de la 

Casiopeínas® III-ia y IIgli sobre las células de carcinoma de colon HCT-15. 



 

2. Establecer la actividad, los mecanismos de acción y efectos colaterales in 

vivo de las Casiopeínas® III-ia y IIgli en ratones xenotransplantados 

subcutáneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15. 
 

3. Evaluar la actividad antitumoral in vivo de las Casiopeínas® III-ia, IIgli y III-La 

contra las líneas tumorales humanas de próstata PC-3 y cérvico uterino HeLa 

transplantadas al ratón desnudo. 

 

4. Evaluar efectos colaterales a la aplicación de las Casiopeínas® III-ia, IIgli y 

III-La en los ratones xenotransplantados con HeLa, representados en pérdida 

de peso animal y en los valores de hemograma. 

 



CAPÍTULO 2. Actividad y mecanismos de acción in vitro de las Casiopeínas® 

III-ia y IIgli en células de carcinoma de colon HCT-15 

 

2.1 Antecedentes. 
 
El cáncer colorectal es la causa más común de muerte por cáncer después de 

las neoplasias de pulmón y de mama. Ha habido pocos avances en la 

disminución de la tasa de muerte en los últimos 50 años, aunque se observan 

algunos avances en la sobrevivencia, los cuales han sido enmascarados por la 

mayor incidencia de la enfermedad. La sobreviviencia a 5 años rodea el 40% 

de los pacientes, esto debido a la detección tardía de la enfermedad. No 

obstante, en los pacientes con cáncer diseminado, la sobrevida es de 7 meses. 

En aquellos que son sometidos a cirugía aparentemente curativa del tumor 

primario, más de la mitad muere dentro de los siguientes 5 años y el 80% 

tendrá recurrencia dentro de 2 años. (McDonald et al., 2004). La quimioterapia 

posoperativa aumenta el período de sobrevida en cáncer de colon en etapa III y 

se acepta como terapia estándar (Watanabe et al., 2001).  

 

La quimioterapia del cáncer tiene como objetivo principal activar la muerte 

selectiva de las células neoplásicas, sin dañar las células normales (Johnstone 

et al., 2002). Dentro de los mecanismos envueltos en la muerte celular, 

apoptosis juega un papel central en la muerte inducida por drogas en las 

células tumorales (Kaufmann y Earnshaw, 2000; Kim et al., 2003). Oxaliplatino 

y 5-fluorouracilo en combinación con otras drogas, han sido usados como 

tratamientos de elección para cáncer de colon avanzados, con tasas de 

respuesta en el 20 a 30% de los pacientes tratados (IMPACT investigators, 

1995; Cvitkovic y Bekradda, 1999; Saunders y Iveson, 2006). En la búsqueda 

de nuevos agentes, el uso de drogas con un centro metálico como el cobre, fue 

concebido y propuesto por el grupo dirigido por la Dra. Lena Ruiz Azuara de la 

Facultad de Química de la UNAM, como compuestos antineoplásicos.  

 
 
 



 
OBJETIVO 
Establecer la actividad y los mecanismos de acción in vitro de dos compuestos 

con centro de cobre(II),  las Casiopeínas® III-ia y IIgli, sobre las células de 

carcinoma de colon HCT-15. 

 



2.2 Material y métodos 
 
   2.2.1 Fármacos  

 

   2.2.1.1 Casiopeína III-ia® 

 
   La Casiopeína® III-ia (Figura 2.2.1) fue disuelta en agua estéril a 1mg/mL-1, 

conservándose a 4° C y en la oscuridad durante 48 horas. Los demás reactivos 

fueron obtenidos de fuentes comerciales. 
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Figura 2.2.1 Casiopeína III-ia 

 
a) Nombre común: Casiopeína III-ia. 

b) Clave: Cas III-ia. 

c) Fórmula: [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO3 · 2H2O 

d) Fórmula condensada: CuC17N3O5H19 2H2O 

e) Peso molecular: 444.93 g/mol (con dos moléculas de agua de 

cristalización).  

f) Solubilidad: 

• Soluble en H2O, EtOH, MeOH. 

• No es estable por debajo de pH 6. 

• Estable en solución acuosa por 7 días. 

• Soluciones amortiguadoras recomendadas: MOPS y TRIS. 

g) Análisis elemental: 
Teórico:   9.4% N, 45.9% C, 5.2 %H 



Experimental:  9.4 % N, 46.1 % C, 4.9 % H 

 
 

   2.2.1.2 Casiopeína IIgli®

 

   La Casiopeína® IIgli (Figura 2.2.2) fue disuelta en agua estéril a 1mg/mL-1, 

conservándose a 4° C y en la oscuridad durante 48 horas. 
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Figura 2.2.2 Casiopeína IIgli 

 
a) Nombre común: Casiopeína IIgli. 

b) Clave: Cas IIgli. 

c) Fórmula: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)H2O]NO3  

d) Fórmula condensada: CuC16H16N4O5 2H2O 

e) Peso Molecular: 443.90 g/mol (con moléculas de agua de 

cristalización).  

f) Solubilidad:  

• Soluble en H2O, EtOH, MeOH.  

• No es estable por debajo de pH 6. 

• Estable en solución acuosa por 7 días. 

• Soluciones amortiguadoras recomendadas: MOPS y TRIS. 

 
g) Análisis elemental 
Teórico:   12.6 %N, 43.3 %C, 4.5%H 

Experimental:  12.9 %N, 43.0 %C, 4.4 %H 
 



 
   2.2.2 Manejo de cultivo celular 
 

   La línea tumoral HCT-15 (adenocarcinoma colorectal) fue adquirida en 

American Type Culture Collection (ATCC) (American Tissue Culture Collection, 

Rockville, MD). Las células se mantuvieron en el laboratorio de cultivos de 

tejidos de la Unidad de Experimentación Animal de la Facultad de Química de 

la UNAM.  

 

Características de HCT-15 (ATCC): 

• Organismo: Homo sapiens (humano) 

• Género: macho 

• Órgano de origen: colon 

• Enfermedad: adenocarcinoma colorectal 

• Clasificación: tipo C de Duke 

• Morfología: epitelial 

• Propiedades de crecimiento: adherente 

• Propagación: RPMI 1640 con 0.2 mM de L-glutamina ajustado para 

contener 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de glucosa 10 mM de 

HEPES y 1 mM de piruvato de sodio; adicionado al 10% con suero fetal 

bovino.  

• Temperatura: 37° C 

• Atmósfera: 5% CO2 

• Tumorigenicidad: 100% en ratón desnudo  

 
   2.2.3 Manejo de las células 
 
   2.2.3.1 Descongelamiento de las células 
 

   Originalmente habían alrededor de 2 x 106 células congeladas en 1 mL de 

solución de DMSO : Suero fetal Bovino = 1 : 9. Las células se retiraron del 

tanque con nitrógeno líquido y se introdujeron al baño de 37° C. Mientras tanto, 

en la campana de flujo laminar se preparó un tubo con 8 mL de medio D-MEM 



(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). En cuanto se observó el 

descongelamiento, se pasó la suspensión celular al tubo ya preparado y se 

centrifugaron durante 5 minutos a 2000 rpm. Luego, el sobrenadante se 

desechó y el paquete celular se resuspendió en 1 mL de medio de cultivo y se 

procede a la siembra en dos botellas de cultivo de 25 mL. 

 

   2.2.3.2 Obtención del cultivo stock a confluencia 
 

   Las células se adicionaron con 5 mL de medio de cultivo Eagle´s modified 

medium (Sigma Chemical Co.) suplementado con 5% de Suero Fetal Bovino 

(Sigma Chemical Co.) y una mezcla 1 X de penicilina y amfotericina, 

incubándose a 37 °C y una atmósfera de 5% de CO2. Se revisaron diariamente 

para estimar el porcentaje de confluencia, cambiándose el medio de cultivo 

cada 48 h.  

 

   2.2.3.3 Tripsinización 
 

   Una vez que se obtuvo el cultivo a confluencia se aspiró el medio de cultivo 

de la caja, se lavaron con PBS 1 X y se aplicó 1 mL de solución de Tripsina – 

EDTA 1 X (Gibco® Invitrogen, Carlsbad), incubándose a 37º C (5 – 10 minutos) 

hasta que al microscopio se observaron las células desprendidas de la 

superficie y disgregadas. Se detuvo la reacción adicionando 8 mL de medio D-

MEM, se traspasaron a un tubo Falcon de 15 mL y se procedió a centrifugar a 

2000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se desechó y el paquete celular 

se resuspende en 1 mL de medio de cultivo. 

 

   2.2.3.4 Cuantificación de las células 
 

   En un tubo eppendorf se colocaron 20 µL de la suspensión de células y 80 µL 

de solución de azul tripano (Gibco® Invitrogen, Carlsbad), se mezcló 

perfectamente y se transfiere cuidadosamente a las dos secciones de un 

hemocitómetro. Utilizando el objetivo de 10 X, se procedió a contar el número 

de células teñidas y no teñidas por mm2. La cuenta se repitió en las otras 3 



secciones y después se hicieron los cálculos correspondientes a la viabilidad y 

al número de células por mL de suspensión. 
4105××= NC  

 

 

Donde: 

C  = Células por mililitro 

N  = Promedio de células contadas 

104= Factor de conversión de la cámara 

5 = Dilución celular  

 

Porcentaje de viabilidad ( )[ ] 100/ ×−= TocTeñToc  

Donde: 

Toc  = Total de células contadas 

Teñ  = Células teñidas 

 

Una vez hecho lo anterior, se sembraron 400,000 células en cajas de 25 mL, 

50,000 células en placas de 6 pozos o 20,000 células en cajas de 96 pozos 

(según correspondiera) y se procedió a la proliferación celular para los distintos 

experimentos.  

 
   2.2.4 Tratamientos in vitro  
 
   Cada vez que se obtuvieron las cajas o los pozos con 80 a 90% de 

confluencia, se procedió a aplicar los tratamientos, los cuales duraron 24 horas. 
Los tratamientos se realizaron en duplicado con concentraciones en incremento 

de las Casiopeínas. Las dosis utilizadas fueron 0, 2.5, 5.0, 10, 15, 20 µg/mL 

para la Casiopeína III-ia y 0, 1.25, 2.5, 5 y 10 µg/mL para la Casiopeína IIgli. 
 

   2.2.4.1 Viabilidad celular 
 
   Las células HCT-15 fueron sembradas en placas de 96 pozos, fueron 

tratadas con las concentraciones mencionadas durante 24 horas y procesadas 



como fue descrito por Skehan et al., (1990). Los cultivos se fijaron con ácido 

tricloroacético y fueron teñidos con Sulforrodamina B (Sigma Chemical Co) al 

0.4 % (peso/volumen) disuelta en ácido acético al 1%. Las células no fijadas 

fueron removidas por 4 lavados con ácido acético al 1%. Luego, la proteína 

adherida y teñida se solubilizó con 10 mM de Tris base [tris (hidroximetil) 

aminometano]. Una vez solubilizada, se determinó la densidad óptica en un 

lector de placa (Labsystem Multiskan MS, Finlandia) con una longitud de onda 

de 564 nm. 

 

   2.2.4.2 Western blot (sólo Cas III-ia) 

 

   Las células tratadas en las concentraciones en incremento de Cas III-ia 

fueron cosechadas y lavadas en PBS frío una vez. Luego se centrifugaron a 

2000 rpm y se resuspendieron en 200 µL de Cell Lysis-M buffer frío (Sigma 

Chemical Co.) más inhibidores de proteasas  (10 mg/mL Leupeptin, 1.0 µg/mL 

aprotinina y 0.1 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Sigma Chemical Co.) y 

luego fueron puestas en agitador clínico en cuarto refrigerado durante 30 

minutos. Luego, se removió el sobrenadante y se obtuvieron 5 µL de cada tubo 

(para cuantificación de proteínas) y se congeló hasta su uso. La cuantificación 

de proteínas se realizó con BCA Protein assay kit (Pierce Rockford, IL). Para 

esto, se depositaron los 5 µL obtenidos de cada tubo y se diluyeron 1:4 con 

agua estéril en placa de 96 pozos. Luego, se agregaron 200 µL de la solución 

de trabajo y se incubó la placa a 37 °C durante 30 minutos, posteriormente se 

dejó enfriar a temperatura ambiente y se midió la absorbancia con longitudes 

de onda de 564 nm en lector de placas (Multiskan MS, Finlandia). 

 

   Las muestras conteniendo similar cantidad de proteínas (40 µg) se mezclaron 

con volumen similar de solución amortiguadora de muestra (Tris-HCL 125 mM, 

pH 6.8, glicerol al 20%, SDS 4%, 0.02% de azul bromofenol y 2-mercaptoetanol 

al 10%) y se calentaron a 67 °C por 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron 

a 4 °C  5000 rpm durante 1 minuto y se expusieron a gel de electroforesis de 

poliacrilamida – SDS al 10%. Las proteínas se transfirieron a membrana de 

nitrocelulosa por una hora a 100 V con TRIS – HCl 25 mM, pH 8.0, glicina 125 

mM y metanol al 10%. Las membranas se bloquearon con leche light al 5% en 



solución amortiguadora de fosfatos 1X, para luego aplicar el anticuerpo anti 

PCNA (DAKO), el cual se dejó incubando toda la noche a 4 °C. Seguido de tres 

lavados consecutivos con PBS, se incubó con anticuerpo de oveja anti ratón 

(Santa Cruz Biotechnologies) durante 1 hora a temperatura ambiente, 

continuando con tres lavados con PBS. La quimioluminiscencia fue observada 

con el sistema de quimioluminiscencia aumentada (ECL) (Santa Cruz 

Biotechnologies). Posteriormente se expuso a película Kodak XAR-5-ray 

(Sigma Chemical Co.) durante aproximadamente 1 minuto, y despúes fue 

revelado. Se aplicó un procedimiento similar con BAX, y β-Actina (Santa Cruz 

Biotechnologies). Las intensidades de las bandas resultantes fueron evaluadas 

con el software ImageQuant versión 3.2.2.   

 

   2.2.4.3 Ciclo celular (Sólo Cas III-ia). 

 

   Seguido el tratamiento de las células con las dosis mencionadas, durante 24 

horas, éstas fueron cosechadas y centrifugadas dos veces (1200 rpm / 5 min) 

en PBS frío y resuspendidas en los reactivos de CycleTest Plus DNA (Becton y 

Dickinson, San Jose, CA), siguiendo la metodología del kit. Se añadieron 250 

µL del reactivo A (solución amortiguadora de tripsina) a cada tubo, se 

homogeneizaron suavemente y se incubaron a temperatura ambiente durante 

10 minutos. Luego, sin eliminar el reactivo A, se añadieron 200 µL del reactivo 

B (Inhibidor de tripsina y RNAasa en solución amortiguadora) y se 

homogeneizaron e incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente, se agregaron 200 µL del reactivo C (solución de tinción de Yoduro 

de Propidio) y se incubaron en refrigeración durante 10 minutos. Las muestras 

fueron analizadas inmediatamente en un FACSCalibur flow cytometer (Beckton 

Dickinson, San José, CA) y analizadas en el software CellFit. 

 
   2.2.4.4 Alteraciones morfológicas 

 

   Para este fin, las células tratadas con los distintos esquemas fueron 

desprendidas de forma mecánica, lavadas dos veces en PBS y separadas en 

dos grupos. Con uno de ellos, se hizo extendido en portaobjetos y se dejó 

secar a temperatura ambiente, para luego ser teñidas con Diff Quick (Hycel de 



México, México DF). Para ésto, los portaobjetos desecados fueron sumergidos 

en el reactivo A (fijador) por un minuto, luego en reactivo B (hemocolorante 1) 

por 20 pases por inmersión y finalmente en el reactivo C (hemocolorante 2) por 

20 pases por inmersión. Se sumergieron en agua para eliminar sobrantes de 

los colorantes, para luego ser montadas y observadas con microscopía de luz. 

Se observaron 100 células por tratamiento, describiéndose las alteraciones 

morfológicas más frecuentes.  

 

   El otro grupo de células fue fijado en glutaraldehído 2.5% amortiguado en 

cacodilato de sodio 0.2 M (pH= 7.4) por toda la noche a 4 °C. Posteriormente, 

las células fueron sometidas a 5 lavados en solución amortiguadora de 

cacodilatos y centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos en cada ciclo. Luego, las 

células fueron pos fijadas en tetraoxido de osmio 1% por 1 hora y sometidas a 

5 lavados en solución amortiguadora de cacodiltados a 1500 rpm por 5 

minutos.    Posteriormente, las muestras se deshidrataron con distintas 

diluciones de alcohol etílico (50, 70, 80, 90, 96, 100, 100, 100%) durante 7 

minutos en cada una y centrifugadas a 1500 rpm por 2 minutos entre un alcohol 

y el siguiente. A continuación, las células se infiltraron con óxido de propileno y 

resina en una proporción 2:1 durante 72 horas. Trascurrido el tiempo, se 

hicieron 2 cambios de resina de 1 hora a 60 °C cada una, para finalmente 

incluirse en cápsulas de agar embebidas en resina por 24 horas. Para las 

etapas de preinclusión e inclusión se emplearon resinas epóxicas (Epon 812). 

De esta inclusión, se obtuvieron secciones semifinas de 0.2 µm, las que se 

tiñeron con azul de toluidina y se observaron bajo microscopio óptico. 

Subsecuentemente, cortes ultra finos de 70-80 µm fueron montados en rejillas 

de cobre y teñidas con acetato de uranilo y contrateñidas con citrato de plomo 

antes de examinarlas bajo un microscopio electrónico de transmisión Zeiss EM 

900 (Stuttgart, Alemania) a un voltaje de 50 kv. Se observaron más de 50 

células por tratamiento, describiéndose y clasificándose las células en distintos 

niveles de alteración, que se describen a continuación.  

 

1 Sin alteraciones. La célula HCT-15 es de origen epitelial de colon 

humano. Ultraestructuralmente se caracteriza por presentar algunos 

remanentes de aparato ciliar, lo que se refleja en pequeñas 



prolongaciones polares, las cuales no son observables en todas las 

células. Los organelos más evidente son las mitocondrias, las cuales 

tienen un tamaño de alrededor de 2 µm, son alargadas, fusiformes y se 

distingue claramente la membrana externa, interna y las crestas 

mitocondriales. El aparato de golgi es poco evidente, así como el 

retículo endoplásmico. Los núcleos presentan variadas formas, siendo 

frecuente observarles escotados. La cromatina es laxa y 

frecuentemente se observan 2 nucléolos muy evidentes.    

 

2 Alteraciones ligeras. En este nivel, las células exhiben mitocondrias 

tumefactas sin pérdida de crestas, ni de su estructura mitocondrial. 

 

3 Apoptosis temprana: Lo observado en alteraciones ligeras más la 

formación de pequeñas vesículas (“blebs”) de membrana, así como la 

presencia de cromatina compacta adherida en la membrana nuclear 

formando un patrón de “crescent” o medialuna. Aunado a lo anterior, 

son evidentes ligeros agregados electrodensos rosetoides en el 

citoplasma.  

 

4 Apoptosis tardía: En apoptosis tardía, se observan agregados 

electrodensos redondos que corresponden a cromatina compacta, los 

cuales están o no cubiertos por una doble membrana, aunado a ligera 

aparición de espacios electrodensos, compatibles con degeneración 

hidrópica. Sin embargo, la membrana citoplásmica se mantiene íntegra 

y los cambios en organelos son mínimos. 

 
5 Degeneración hidrópica. Lo observado en 2 junto con que la célula 

muestra algunos espacios electrolúcidos (degeneración hidrópica) con 

la aparición de algunos acúmulos electrodensos rosetoides (ribosomas) 

entre medio de los organelos, la presencia de vacuolas moderadamente 

electrodensas y rodeadas por una membrana unilaminar, las que 

corresponden a lípidos. Pueden observarse en la superficie celular 

pequeñas vesículas (“blebs”) 

 



6 Daño mitocondrial. Lo observado en degeneración hidrópica más daño 

mitocondrial severo, se traduce en moderada a marcada tumefacción 

mitocondrial con pérdida de crestas mitocondriales y ligeros depósitos 

de material granular electrodenso en el interior de los mismos, así como 

en el núcleo. Cabe destacar que la tumefacción celular es moderada, 

observándose algunas células redondeadas y la manutención de la 

membrana plasmática.  

 

7 Oncosis. Alteración previa a la muerte acompañada con aumento de 

volumen celular y/o de organelos. En este nivel, se clasifican las células 

que presentan las alteraciones observadas en 6 más un marcado 

aumento de volumen y presencia de material electrodenso granular 

tanto en mitocondrias como en núcleos, aunado a nucléolo sin 

alteraciones y manutención de membrana plasmática. 

 

8 Necrosis. Se define necrosis como las características morfológicas de 

las células que están muertas y que han alcanzado equilibrio con el 

ambiente. Caerán dentro de esta clasificación las células que exhiban 

pérdida de continuidad de membrana plasmática, mitocondrias 

tumefactas y pérdida de crestas mitocondriales, marcada degeneración 

hidrópica, cromatina dispersa, nucléolo degenerado con lisis nucleolar y 

pérdida de matriz fibrilar mas un depósito puntiforme electrodenso en 

mitocondrias y núcleo. 

 

 

 

 

 

   2.2.4.5 Apoptosis 
 
   Se determinó apoptosis con anexina V por citometría de flujo como fue 

previamente descrito (Vermes et al., 1995). El método se basa en la unión de 

anexina V a fosfatidilserina que se transloca tempranamente desde membrana 

interna a la externa en células que cursan con apoptosis. Seguido el 



tratamiento de las células con las dosis ya mencionadas durante 24 horas, 

éstas fueron cosechadas y centrifugadas dos veces (200 g/5 min) en PBS frío y 

resuspendidas en 100 µL de solucion amortiguadora de incubación (10 mM 

HEPES/NaOH pH 7.4, NaCl 140 mM, 5 mM CaCl2). Tras este último lavado, las 

suspensiones celulares (100 µL) fueron pasadas a nuevos tubos con 5 µL de  

annexin-V-Fluos y 10 µL de solución stock de yoduro de propidio (50  µg/mL). 

Después de 20 minutos de incubación se agregó 400 µL de solución 

amortiguadora HEPES y las muestras fueron analizadas inmediatamente en un 

citómetro de flujo FACSCalibur (Beckton Dickinson, San Jose, CA) usando 

excitación de 488 nm, filtro Bandpass 515 nm para detección de fluoresceína y 

un filtro de > 560 nm para detección del yoduro de propidio. 

 

   La apoptosis se comprobó mediante un segundo método, en el cual se aisló 

DNA fragmentado y se analizó por electroforesis en gel de agarosa al 2% 

(peso/volumen) y teñido con bromuro de etidio, como fue descrito en el método 

de extracción de ADN Quantum PrepR AquaPure Genomic DNA kit (Bio-Rad).  

 

   2.2.5 Análisis estadístico 
 

   Todos los estudios in vitro fueron realizados en triplicado. Los datos 

obtenidos desde los experimentos in vitro fueron analizados con la prueba de 

Kruskal Wallis para análisis de rangos con el programa Analyst® de SAS® 8.0 

for Windows. La significancia utilizada en todos los estudios fue de 0.05. 

 

   Para los datos balanceados y analizados con Kruskal Wallis, una vez 

demostrada una diferencia estadística significativa (P <0,05), se procedió al 

cálculo del intervalo de confianza. Para esto, se utilizó el cálculo de ϕ̂  

utilizando un contraste ortogonal (-1 1), el cual se realizó de la siguiente 

manera: 

 

RR 21
ˆ −=ϕ  

 

   en donde: 



=R 1
 media de rangos del grupo 1 a comparar. 

=R 2
media de rangos del grupo 2 a comparar 

 

   La varianza de ϕ̂   se calculó de la siguiente manera: 
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   En donde = contraste correspondiente (-1 o 1) y N = tamaño de la población 

en estudio. 

a

 

   Con estos datos, ya es posible el cálculo del intervalo confianza, como sigue: 
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   Para asegurar que dos grupos son estadísticamente diferentes entre sí, el 

intervalo de confianza no debe involucrar el cero (0). Si lo involucra, quiere 

decir que no hay diferencia significativa entre los grupos (P >0,05). 

 

 

2.3 Resultados 
 

   2.3.1 Resultados para Casiopeína IIgli in vitro sobre HCT-15 
 

   2.3.1.1 Viabilidad 
 

   Con las dosis utilizadas, la Cas IIgli demostró alterar estadísticamente  la 

viabilidad a partir de la primera dosis (p=0.008), comportamiento que se repitió 

con todas las otras dosis con respecto al testigo (Figura 2.3.1). Aunado a lo 

anterior, al aumentar la concentración de Cas IIgli, no se observan diferencias 

entre los tratamientos (p>0.05) con el cálculo de intervalos de confianza (Anexo 

1). Estos datos se resumen en el cuadro 2.3.1. 



 
   No obstante, al incubar las células dos horas antes de la aplicación del 

fármaco con 10 mM de N-acetil cisteína (NAC), éste demostró proteger a las 

células de la muerte hasta en un 50% en la dosis de 1.25 µg/mL. Sin embargo, 

no ejerció efecto alguno sobre las otras concentraciones (Figura 5; Anexo 2). 

Aunado a lo anterior, existe una diferencia estadísticamente significativa 

(p=0.043) entre la dosis de 1.25 µg/mL sin y con NAC (Figura 5). Con estos 

datos se puede concluir que en dosis bajas, Cas IIgli induce parcialmente 

muerte a través de la generación de especies reactivas de oxígeno.  

 

 

 
 
Figura 2.3.1 Viabilidad in vitro de HCT-15 con Cas IIgli. Caja de valores 
extremos que representa la viabilidad de HCT-15 con y sin tratamiento previo 
con N-Acetil cisteína después de 24 horas de exposición a Cas IIgli en las 
distintas dosis. (*p<0.05) 
 
 
 
 
Cuadro 2.3.1 Estadística de la viabilidad de HCT-15 con Cas IIgli in vitro. 
Literales provenientes del cálculo de intervalo de confianza (95%) de las 
células HCT-15 tratadas in vitro en concentraciones ascendentes de la Cas 
IIgli. 
 

Cas IIgli (µg/mL) literal
0 a 

1.25 b 
2.5 b 
5 b 
10 b 



 
 
 

 

 

 

 

 

 

   2.3.1.2 Cambios morfológicos 

 
   2.3.1.2.1 Cambios citológicos 

 
   Una de las características de los fármacos antineoplásicos es la inducción de 

apoptosis. Este tipo de muerte se caracteriza por agregados cromatínicos en la 

membrana nuclear y la formación de cuerpos apoptóticos, mientras que la 

observación de organelos hinchados y ruptura de membrana celular es 

característico de necrosis (Ziegler and Groscurth, 2004). Al realizarse los 

estudios citológicos en células HCT-15 tratadas con Sas IIgli, se describieron 

las alteraciones morfológicas más frecuentemente observadas, las que se 

resumen de la siguiente forma: 

 

A)  Sin alteraciones: Las células eran redondas a ovales con 

bordes distintos. Los núcleos eran redondos a ovales y de 

tamaño no uniforme, muchos con una pequeña escotadura y 

1 a 3 nucléolos evidentes, de afinidad basofílica. El 

citoplasma era basofílico en moderada a escasa cantidad 

(Figura 2.3.2). 

 

B) Compatible con apoptosis: Las células se observan 

contraídas, redondeadas, ligeramente basofílicas y la 

cromatina forma pequeños acúmulos basofílicos (Figura 

2.3.3), no distinguiéndose entre núcleo y citoplasma.  

 



C) Compatible con necrosis: Las células se apreciaron 

hinchadas con citoplasma ligeramente eosinofílico y en 

algunas ocasiones, es posible observar ruptura de la 

membrana citoplasmática. Los núcleos se observaron 

distendidos, eosinofílicos con algunos gránulos ligeramente 

basofílicos. 

 

 

 
 

Figura 2.3.2 Células HCT-15 sin tratamiento. Tinción de Diff Quick (100 X). 
 
 
 

 
 

 
 
 
Figura 2.3.3 Células HCT-15 tratadas con Cas IIgli. Células HCT-15 después 
de 24 horas con 5 µg/mL de Cas IIgli. Tinción de Diff Quick (100 X). Las flechas 
rojas muestran células compatibles con apoptosis. 
 
 



 



   2.3.1.2.2 Alteraciones ultraestructurales 
 

   Una de las características de los fármacos antineoplásicos es la inducción de 

apoptosis. Este tipo de muerte se caracteriza por agregados cromatínicos en la 

membrana nuclear y la formación de cuerpos apoptóticos, mientras que la 

observación de organelos hinchados y ruptura de membrana celular es 

característico de necrosis (Ziegler and Groscurth, 2004). Para investigar si la 

disminución en la viabilidad celular era debida a apoptosis, oncosis o ambos 

mecanismos, se realizó análisis ultraestructural en búsqueda de alteraciones 

asociadas a estos tipos de muerte. Las células no tratadas eran redondas, con 

citoplasma moderado y el núcleo mostraba anisocariosis y cromatina laxa. 

(Figura 2.3.4A). A partir de la primera dosis utilizada, se aprecian algunas 

células tumefactas con citoplasma vacuolado y mitocondrias tumefactas con 

pérdida de estructura de las crestas mitocondriales, más pérdida de la 

morfología celular y de la membrana plasmática, lo que es compatible con 

oncosis (Figura 2.3.4B). En otras células, se observaron “blebs” en la 

membrana citoplasmática y algunos núcleos muestran cromatina adosada a la 

membrana nuclear interna formando una alteración conocida como media luna 

nuclear (Figura 2.3.4C). Además se observaron cuerpos electrodensos 

(compatibles con ADN) rodeados por una doble membrana (Figura 2.3.4D), 

cambios característicos de apoptosis. Las alteraciones mencionadas se hacen 

más frecuentes a medida que aumenta la dosis de tratamiento (Cuadro 2.3.2). 

Con estos datos se encuentra que tanto apoptosis como oncosis son 

mecanismos involucrados en la muerte inducida por Cas IIgli.  

 
 



 
 
Figura 2.3.4 Alteraciones ultraestructurales in vitro observadas en HCT-15 
tras el tratamiento con Cas IIgli. A) Células HCT-15 sin tratamiento. B) 
Células con alteraciones compatibles con oncosis. La flecha muestra vacuola 
electrolúcida en citoplasma. C) Células con alteraciones compatibles con 
apoptosis. La flecha rellena muestra condensación de la cromatina con “forma 
de media luna” en la cara interna de la membrana nuclear. La flecha abierta 
exhibe bleb de membrana. D) Cuerpo electrodenso, compatible con cuerpo 
apoptótico,  rodeado por una doble membrana. 



Cuadro 2.3.2 Frecuencia de alteraciones ultraestructurales observadas in 
vitro en alrededor de 50 células por tratamiento por 24 horas con Cas IIgli. 
 

Tratamiento Grado de 
alteración 0 

µg/mL 
1.25 
µg/mL 

2.5 
µg/mL 

5 
µg/mL 

10 
µg/mL 

Sin 
alteraciones 

39 17 12 1 0 

Alteraciones 
ligeras 

10 18 12 2 1 

Apoptosis 
temprana 

0 6 6 2 0 

Apoptosis 
tardía 

0 1 1 3 2 

Degeneración 
hidrópica 

0 3 5 1 2 

Oncosis 
 

3 1 10 8 12 

Necrosis 
 

2 5 9 39 33 

Total 
 

54 51 55 56 50 

 
 
 
 
 
    



   2.3.1.3 Inducción de apoptosis 
 

   Una de las características del mecanismo de apoptosis es la exposición en la 

superficie celular de fosfatidilserina, fosfolípido que sólo puede ser encontrado 

en la cara interna de la membrana celular intacta y que es expuesta en la cara 

externa donde puede ser detectado por la unión selectiva de anexina V. El 

tratamiento con Cas IIgli resultó en inducción de apoptosis a partir de la primera 

dosis utilizada (8,3%) de una forma estadísticamente significativa con respecto 

al testigo (1.4%), alteración que se hizo más evidente con el aumento de la 

dosis (Figura 2.3.5).  

 

   Además, fue posible observar un patrón en escalera de fraccionamiento de 

ADN, el que indirectamente evidencia la actividad de caspasas, con las dosis 

de 1.25 y 2.5 µg/mL (Figura 2.3.6). Con las dosis de 5 y 10 µg/mL se observó 

un barrido de ADN, hallazgo compatible con degradación de ADN. Con estos 

se encuentra que Cas IIgli induce apoptosis a partir de la dosis de 1.25 µg/mL y 

que la inducción de apoptosis con 1.25 y 2.5 µg/mL de Cas IIgli está 

relacionada a la activación de caspasas.  



 

 
 
Figura 2.3.5 Muerte celular determinada in vitro por citometría de flujo de 
HCT-15 tratadas con Cas IIgli. El gráfico muestra células HCT-15 vivas, en 
apoptosis temprana o en apoptosis tardía/necrosis después de 24 horas de 
tratamiento con Cas IIgli, medidas por citometría de flujo. Los datos están 
representados como porcentaje, graficándose la media ± error estándar de 
10,000 células por tratamiento. (*p <0.05) 
 
 

 

 
 
Figura 2.3.6 Electroforesis en gel de agarosa (2%) de ADN de HCT-15 
expuesta in vitro a Cas IIgli. Corrimiento de ADN obtenido desde células 
expuestas con distintas concentraciones de Cas IIgli durante 24 horas. 
   2.3.2 Resultados para Casiopeína III-ia in vitro 
 

   2.3.2.1 Viabilidad 
 



   Para caracterizar los efectos de este fármaco en la viabilidad, las células 

fueron tratadas con concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 15 y 20 µg/mL por un 

período de 24 horas. Cas III-ia disminuyó la viabilidad de manera proporcional 

a la dosis, siendo esta disminución estadísticamente significativa (P<0.0001). 

Al realizar la determinación de los intervalos de confianza (Anexo 3), Cas III-ia 

no mostró diferencias entre los grupos tratados con 0, 2.5 y 5 µg/mL. Sin 

embargo, a partir de la dosis de 10 µg/mL, la viabilidad se hace 

estadísticamente menor, con respecto a los grupos antes mencionados. 

Asimismo, la viabilidad con 20 µg/mL es diferente a aquella con 10 µg/mL, pero 

no con la dosis de 15 µg/mL (Figura 2.3.7; cuadro 2.3.4).  Aunado a lo anterior, 

la aplicación de 10 mM de N-acetil cisteína (atrapador de especies reactivas de 

oxígeno) 2 horas previas al tratamiento con las distintas concentraciones de 

Cas III-ia no demostró alterar la viabilidad, descartándose así que en este 

modelo, la muerte sea inducida a través de la producción de especies reactivas 

de oxígeno (datos no presentados).  

 

 
 
Figura 2.3.7 Viabilidad de HCT-15 expuesta in vitro a Cas III-ia. Cajas de 
valores extremos que representan la viabilidad de HCT-15 después de 24 
horas de exposición a Cas III-ia en las distintas dosis. (*p<0.05) 
 
 



 
 
Cuadro 2.3.3 Estadística de la viabilidad de HCT-15 tratadas con Cas III-ia 
in vitro. Literales provenientes del cálculo de intervalo de confianza (95%) de 
la viabilidad determinada por sulforrodamina de las células HCT-15 tratadas in 
vitro en concentraciones ascendentes de la Cas III-ia. 
 

Cas III-ia (µg/mL) literal 
0 a 

2.5 a 
5 a 
10 b 
15 bc 
20 c 

 



   2.3.2.2 Ciclo celular 
 
   La aplicación de Cas III-ia demostró no alterar las distintas etapas del ciclo 

celular en las dosis administradas (Figura 2.3.8). Con respecto a G1, con las 

dosis de 2.5 y 5.0 µg/mL, esta fase tendió a descender. Sin embargo, con las 

dosis 15 y 20,  se alcanzó alrededor de 60% de las células en esta fase. La 

fase de síntesis se mantiene casi invariable, demostrando sólo una pequeña 

alza con las dosis de 5 y 10 µg/mL. La fase de G2 – M se mantuvo sin 

alteraciones. 

 

   Además, se extrajo proteína total desde las células HCT-15 con 24 horas de 

los distintos tratamientos. Al medir los niveles de PCNA (antígeno nuclear de 

proliferación celular), éste no demostró alterar su expresión con las dosis 

utilizadas (Figura 2.3.9).   

 



 

 
 

Figura 2.3.8 Detección de ciclo celular de HCT-15 expuesta in vitro a Cas 
III-ia. Fase del ciclo celular en células HCT-15 medidas por citometría de flujo 
(yoduro de propidio) después de 24 horas de tratamiento con las dosis de 0, 
2.5, 5, 10, 15 y 20 µg/mL. Los datos están representados como media ± error 
estándar de 20,000 células por tratamiento. 
 

 

 
 
Figura 2.3.9 Niveles de PCNA en células HCT-15 tratadas in vitro con Cas 
III-ia. Las proteínas totales fueron obtenidas desde los distintos tratamientos 
con Cas III-ia durante 24 horas y analizadas por western blot. 
 
 
 



   2.3.2.3 Cambios morfológicos 
 
   2.3.2.3.1 Cambios citológicos 
 
   Al realizarse las evaluaciones citológicas, se describieron las alteraciones 

morfológicas, las que se resumen a continuación: 

 

A) Sin alteraciones: Las células eran redondas a ovales con bordes 

distintos. Los núcleos eran redondos a ovales y de tamaño no uniforme, 

muchos con una pequeña escotadura y 1 a 3 nucléolos evidentes, de 

afinidad basofílica. El citoplasma era basofilico en escasa a moderada 

cantidad (Figura 2.3.10). 

 

B) Compatible con apoptosis: Las células se observan contraídas, 

redondeadas, ligeramente basofílicas y la cromatina forma pequeños 

acúmulos basofílicos, no distinguiéndose entre núcleo y citoplasma 

(Figura 2.3.11).  

 

C) Compatible con necrosis: Las células se apreciaron tumefactas con 

citoplasma ligeramente eosinofílico y en algunas ocasiones, es posible 

observar ruptura de la membrana citoplasmática. Los núcleos se 

observaron distendidos, eosinofílicos con algunos gránulos ligeramente 

basofílicos. 

 

 



 
Figura 2.3.10 Células HCT-15. Tinción de Diff Quick (100 X). 

 
 
 

 

 
 
Figura 2.3.11 Células HCT-15 in vitro después de 24 horas con 5 µg/mL de 
Cas III-ia. Tinción de Diff Quick (100 X). La flecha indica acúmulos 
cromatínicos, alteración compatible con apoptosis. 
 
 



   2.3.2.3.2 Alteraciones ultraestructurales 
 
   Para investigar si la inducción de muerte por la Cas III-ia era resultado de 

apoptosis, se llevó a cabo un estudio ultraestructural con microcopía eletrónica 

de transmisión. Las células HCT-15 no tratadas eran redondas, con citoplasma 

moderado y el núcleo mostraba anisocariosis y cromatina laxa. (Figura 

2.3.12A). Con las dosis menores (2.5 y 5.0 µg/mL), las células HCT-15 

revelaban tumefacción mitocondrial, incluso con pérdida de estructura de las 

crestas mitocondriales (Figura 2.3.12B) y citoplasma vacuolado. A partir de la 

dosis de 5.0 µg/mL, es posible identificar mecanismos compatibles con dos 

tipos de muerte. Algunas células mostraban degeneración hidrópica severa con 

organelos tumefactos y ruptura de la membrana plasmática, alteraciones 

compatibles con oncosis (Figura 2.3.12C). En otras células, el núcleo exhibió la 

cromatina adherida a la cara interna de la membrana nuclear formando media 

lunas, sin cambios citoplasmáticas graves, alteraciones compatibles con 

apoptosis (Figura 2.3.12D). Estas alteraciones eran más evidentes a medida 

que aumentaba a concentración de Cas III-ia (Cuadro 2.3.4). Es importante 

recalcar que las alteraciones mitocondriales observadas en la dosis más bajas 

(2.5 µg/mL) cursaban con membrana celular y citoplasma intacto, sin evidenciar 

condensación de la cromatina. Estos datos sugieren que apoptosis y oncosis 

son mecanismos relacionados con la inducción de muerte por Cas III-ia, 

estando estos mecanismos relacionados con la mitocondria. 

 



 
 

Figura 2.3.12 Hallazgos ultraestructurales de HCT-15 tratadas con Cas III-ia in 
vitro. A) Célula HCT-15 sin tratamiento. B) Mitocondria tumefacta de célula tratada 
con 2.5 µg/mL de Cas III-ia, con moderada pérdida de arquitectura de las crestas. 
C) Célula tumefacta con pérdida de estructura de organelos, característico de una 
célula necrótica. D) Condensación de la cromatina en la membrana nuclear, con 
ligeros cambios en el citoplasma, característico de apoptosis. 

 



Cuadro 2.3.4 Frecuencia de alteraciones ultraestructurales observadas en 
alrededor de 50 células por tratamiento in vitro con Cas III-ia. 
 

Tratamiento Grado de 
alteración 0 2.5 

µg/mL 
5  
µg/mL 

10 
µg/mL 

15 
µg/mL 

20 
µg/mL 

Sin 
alteraciones 

39 18 18 8 2 0 

Alteraciones 
ligeras 

10 11 10 1 0 0 

Apoptosis 
temprana 

0 4 3 2 0 1 

Apoptosis 
tardía 

0 1 4 10 20 26 

Degeneración 
hidrópica 

0 10 10 5 1 1 

Oncosis 
 

3 1 3 5 1 1 

Necrosis 
 

2 6 4 22 29 23 

Total 
 

54 51 52 53 53 52 

 
 

 



   2.3.2.4 Apoptosis por citometría de flujo para anexina V y yoduro de 
propidio  
 

   Una de las características más relevantes del mecanismo de apoptosis es la 

exposición del fosfolípido fosfatidilserina en la superficie celular, lugar en donde 

puede ser detectado a través de la unión con anexina V. Para caracterizar los 

efectos de este fármaco en la inducción de apoptosis, las células fueron 

tratadas con concentraciones de 0, 2.5, 5, 10, 15 y 20 µg/mL por un período de 

24 horas. Cas III-ia disminuyó la viabilidad e indujo apoptosis temprana de 

manera dosis dependiente, siendo estas disminuciones estadísticamente 

significativas (p=0.021 y p=0.020, respectivamente). Los resultados anteriores 

se grafican en la figura 2.3.13. 

 

 



 
Figura 2.3.13 Muerte celular determinada por citometría de flujo de HCT-15 
tratadas in vitro con Cas III-ia. Células vivas, en apoptosis temprana o en 
apoptosis tardía/necrosis después de 24 horas de tratamiento con Cas III-ia, 
medidas por citometría de flujo. El diagrama de puntos refleja la positividad 
para anexina V (eje de X) y para yoduro de propidio (eje de Y). El gráfico de 
barras muestra los datos obtenidos desde el diagrama de puntos, 
representados como porcentaje, graficándose la media ± error estándar de 
10,000 células. (*p <0.05) 
 
 



   Con respecto a las células vivas, al realizar el análisis estadístico mediante la 

determinación de los intervalos de confianza (Anexo 4), Cas III-ia no mostró 

diferencias entre los grupos tratados con 0, 2.5, 5 y 10 µg/mL. Sin embargo, a 

partir de la dosis de 15 µg/mL, la viabilidad se hace estadísticamente menor 

con respecto a los grupos mencionados, a excepción de la dosis de 10 

comparada con la de 15 µg/mL, las que son estadísticamente iguales. 

Asimismo, la viabilidad con 20 µg/mL es diferente a aquella con 10 µg/mL, pero 

no con la dosis de 15 µg/mL (Cuadro 2.3.5).  

 

   Con respecto a las células en apoptosis temprana, el cálculo del intervalo de 

confianza (Anexo 5) no arrojó diferencias entre las células sin tratamientos y las 

tratadas con 2.5 y 5 µg/mL. Sin embargo, las dosis de 10, 15 y 20 µg/mL 

indujeron apoptosis temprana, comparados con los otros grupos, siendo los 

grupos de 15 y 20 µg/mL los que indujeron la mayor cantidad de células en 

apoptosis temprana, no encontrándose diferencias entre ellos. No hubo 

diferencias entre las células en apoptosis tardía/necrosis (p=0.06). Estos datos 

se esquematizan en el cuadro 2.3.6. 

 



Cuadro 2.3.5 Estadística de viabilidad obtenida por citometría de flujo de 
HCT-15 tratadas in vitro con Cas III-ia. Literales provenientes del cálculo de 
intervalo de confianza (95%) para la viabilidad determinada por citometría de 
flujo de las células HCT-15 tratadas in vitro en concentraciones ascendentes de 
la Cas III-ia. 
 

Cas III-ia (µg/mL) literal 
0 a 

2.5 a 
5 a 
10 ab 
15 bc 
20 c 

 

 

 

 

Cuadro 2.3.6 Estadística de apoptosis temprana obtenida por citometría 
de flujo de HCT-15 tratadas in vitro con Cas III-ia. Literales provenientes del 
cálculo de intervalo de confianza (95%) para apoptosis temprana determinada 
por citometría de flujo de las células HCT-15 tratadas in vitro en 
concentraciones ascendentes de la Cas III-ia. 
 

Cas III-ia (µg/mL) literal 
0 a 

2.5 a 
5 ab 
10 b 
15 c 
20 c 

 



   2.3.2.5 Mecanismo de apoptosis 
  

   Para determinar el mecanismo de apoptosis, se evaluaron los niveles de Bax, 

miembro pro apoptótico de Bcl-2 en las células con los distintos tratamientos 

por western blot de extractos celulares totales. Bax evidenció un incremento 

dosis dependiente de los niveles de la proteína (Figura 2.3.14), lo que 

correlaciona con la inducción de apoptosis temprana en la citometría de flujo.  

 
   Asimismo, la activación de caspasa 3 fue indirectamente analizada por 

fragmentación de ADN en gel de agarosa (2%). Se observó el clásico patrón  

en escalera de ADN a partir de la dosis de 10 hasta la dosis de 20 µg/mL 

(Figura 2.3.15), datos que también concuerdan con la citometría de flujo. Estos 

resultados en conjunto indican que la inducción de apoptosis está relacionada 

con aumentos en los niveles de la proteína Bax y que la fase de ejecución 

ocurre a través de mecanismos dependientes de caspasas.  



 

 
 
Figura 2.3.14 Niveles de Bax en células HCT-15 tratadas in vitro con Cas 
III-ia. Expresión de Bax por western blot en lisado celular total de HCT-15 
obtenidos desde los distintos tratamientos con Cas III-ia durante 24 horas: El 
gráfico de barras muestra las unidades relativas de Bax normalizadas con 
actina. 
 
 

 

 
 

Figura 2.3.15 Electroforesis en gel de agarosa (2%) de ADN de HCT-15 
expuesta in vitro a Cas III-ia. Corrimiento de ADN obtenido de células 
expuestas con distintas concentraciones de Cas III-ia durante 24 horas. 

 
 
 
 
 
2.4 Discusión y conclusiones 
 
 
   2.4.1 Actividad in vitro de Cas II-gli sobre carcinoma de colon HCT-15 



 

   La Cas IIgli indujo disminución de la viabilidad e inducción de apoptosis a 

partir de la primera dosis utilizada. Además, indujo cambios ultraestructurales 

compatibles con oncosis y apoptosis, éste último mecanismo de una manera 

dependiente de caspasas tras la formación de fragmentos oligonucleosomales. 

Sin embargo, la inducción de la muerte fue bloqueada parcialmente por un 

inhibidor de especies reactivas de oxígeno (N-acetil cisteína o NAC).  

 

   La Cas IIgli demostró inducir apoptosis de forma marcada desde la primera 

dosis utilizada, hecho que fue parcialmente inhibido por la incubación previa de 

las células HCT-15 con N-acetil cisteína. Con respecto a esto, uno de los 

mayores blancos de la droga a base de quelatos mixtos de cobre (II) es el 

ADN, dada su demostrada actividad tipo nucleasa (Sigman et al., 1979). El ión 

de cobre (II) en presencia de peróxido de hidrógeno es capaz de romper el 

ADN, incluso de una forma más agresiva que el daño causado por Fe+3 

(Aruoma et al., 1991). Aunado a lo anterior, el cobre unido a 1,10-fenantrolina 

tiene una actividad nucleasa comprobada, la que está basada en su habilidad 

de romper el ADN a través de un mecanismo oxidativo (Kuwabara et al., 1986; 

Kuwabara y Sigman, 1987). Otros investigadores demostraron que el complejo 

1,10-fenantrolina-cobre con peróxido de hidrógeno como coreactante, es una 

nucleasa artificial que rompe el ADN por un mecanismo oxidativo en 

condiciones fisiológicas (Sigman et al., 1979; Zelenko, 1998), en el que el sitio 

inicial del ataque es el átomo C1` de la desoxiribosa (Chen et al., 2001).  

 

   Sin embargo, la inhibición de la muerte ejercida por NAC es sólo parcial y en 

la dosis más baja, lo que indica mecanismos alternos de inducción de muerte, 

distintos a las especies reactivas de oxígeno. Estos datos concuerdan con un 

estudio previo realizado in vitro con la Cas IIgli, utilizando células de glioma de 

rata. En éste se demostró que la actividad de la Cas IIgli era producto de la 

formación de especies reactivas de oxígeno, vía que podía ser bloqueada por 

la aplicación de NAC y que además, se activaban vías de apoptosis 

dependientes e independientes de caspasas (Trejo-Solís et al., 2005). Estos 

datos apuntaron al centro metálico de cobre (II) y a su ligante (1,10-

fenantrolina) como los responsables de inducción de apoptosis. Por otra parte, 



se postula que el cobre unido a la 1,10 fenantrolina es una molécula muy 

permeable, lo que aunado a su lipofilidad favorece el transporte de cobre a 

través de membranas biológicas. Lo anterior cursa con una excesiva 

acumulación de cobre en el interior de la célula (Cai et al., 2007), misma que 

puede ser la responsable de los eventos tempranos de la inducción de 

apoptosis (Jabs et al., 1999).   

 

   Con estos datos, se puede concluir que Cas IIgli induce apoptosis y oncosis a 

HCT-15 en las dosis utilizadas, y que parte de su mecanismo de inducción de 

apoptosis es la generación de especies reactivas de oxígeno.  

 

   2.4.2 Actividad in vitro de Cas III-ia sobre carcinoma de colon HCT-15 
 
   Con respecto a la Cas III-ia, ésta indujo una disminución de la viabilidad de 

manera dosis dependiente, sin afectar los niveles de PCNA o alterar las etapas 

del ciclo celular. Además, mostró inducir cambios ultraestructurales 

compatibles con dos mecanismos de muerte, oncosis y apoptosis. Con 

respecto a apoptosis, éste fármaco indujo apoptosis de manera dosis 

dependiente y que además está relacionada a aumento de los niveles de Bax y 

a fragmentación internucleosomal de ADN, esto último, relacionado con 

mecanismos dependiente de caspasas. Aunado a lo anterior, Cas III-ia 

demostró actividad sobre HCT-15 xenotransplantado al ratón desnudo. Sin 

embargo, la ruta de aplicación elegida (intraperitoneal) en varias aplicaciones 

produjo irritación crónica, lo que se evidenció a través de adherencias 

peritoneales.  

 

   Se sabe que la inducción de apoptosis por agentes quimioterapéuticos es 

una vía establecida de inducción de muerte celular en células transformadas. 

Una gran cantidad de drogas inducen apoptosis por la vía intrínseca, lo que 

comprende la liberación de citocromo c desde la mitocondria y su unión a Apaf-

1 (factor activante de caspasas apoptóticas, por sus siglas en inglés) y la 

activación de caspasa 9 (Budihardjo et al., 1999). Además, el gen supresor de 

tumores p53 tienen un papel esencial en la señalización de apoptosis por daño 

al ADN, porque puede mediar la expresión de múltiples proteínas relacionadas 



a la inducción de apoptosis como puma, noxa, p53AIP1 y Bax (Fridman y 

Lowe, 2003). Se sabe que Bax (miembro pro apoptótico de la familia Bcl-2) 

juega un papel fundamental en otorgar a las células neoplásicas epiteliales 

sensibilidad hacia agentes quimioterapéuticos, siendo su integridad esencial 

para el mantenimiento de la capacidad apoptótica a través de diferentes  

estímulos (Theodorakis et al., 2002). Sin embargo, el estatus de p53 en HCT-

15 está alterado (p53 -/-) (Mashima et al., 2005), lo que nos indica que el 

aumento de los niveles de Bax pudo haber sido mediado por otro factor 

transcripcional, como p73 (Irwin et al., 2003; Ramadan et al., 2005). Con 

respecto a esto, está demostrado que el daño al ADN inducido por algunos 

agentes quimioterapéuticos activan y potencian la función apoptótica de p73, 

aumentando su habilidad de activar selectivamente la trascripción de los genes 

blanco pro apoptóticos de p53 (Costanzo et al., 2002).  Además, se ha 

demostrado que Cu (II) es capaz de inducir apoptosis a través de la activación 

de Bax y a su vez, inactivar de la vía de NFκβ que promueve la sobrevivencia 

celular frente a ciertos estímulos (Zhai, 2000; Jimenez del Río, 2004). 

 

   En el presente estudio, la inducción de Bax y la activación de caspasa 3 

(observada indirectamente con la formación de fragmentos nucleosomales de 

ADN) fueron observadas en conjunto, lo que indica que la activación de 

caspasa 3 podría haber sido mediada por la liberación de citocromo c y la 

formación del apoptosoma. Más aun, está descrito que la activación de 

caspasas es esencial para apoptosis inducida por Bax (Xiang et al., 1996; 

Kitanaka et al., 1997, Pastorino et al., 1998). Sin embargo, Kobayashi et al., 

(2002) demostraron que es suficiente que Bax esté presente por arriba de los 

niveles basales, para disparar la cascada apoptótica y que la iniciación de la 

misma, requiere la activación simultánea de caspasas probablemente no 

mediada por la liberación de citocromo c ni relacionadas con cambios en el 

potencial de membrana.  Lo anterior se puede deber probablemente a que Bax 

active dos vías independientes de apoptosis, uno que es mediada a través de 

la activación de caspasas a través de la liberación de citocromo c y otra que da 

lugar a muerte dependiente de permeabilidad de la membrana mitocondrial y 

que no cursa con activación de caspasas (Kitanaka et al., 1996), lo que puede 



ser mediado por la formación de un poro en la membrana externa mitocondrial 

formado sólo por Bax (Liu et al., 1997).  

 

   Aunado a lo anterior, se demostró que compuestos derivados de otros 

metales de transición (como rutenio) son capaces de activar p53 y p73, lo que 

está relacionado a aumentos en la expresión de p21 y Bax (Gaiddon et al., 

2005), los que están involucrados en la detención en la fase G1 del ciclo celular 

y la inducción de apoptosis, respectivamente. Sin embargo, las células que 

presentan mutaciones en p53 fallan en la activación de p21 y por ende, tienen 

reducida habilidad de inducir arresto celular en G1, lo que explica los niveles 

inalterados de PCNA y la manutención de la duración de las fases del ciclo 

celular (Fan et al., 1995; Wahl et al., 1996). 

 

   En un estudio paralelo al presente, utilizando glioma C6 y Cas III-ia en las 

mismas concentraciones, se demostró la expresión de Bid y Bax y actividad de 

caspasa 3, aparte de mecanismos de apoptosis independientes de caspasas, a 

través de AIF y endonucleasa G (Trejo-Solís et al., en prensa). Con respecto a 

esto, Bid se une a Bax a través de su dominio BH3, lo que le produce a Bax un 

cambio conformacional y la liberación de citocromo c (Kuwana et al., 2002). Bid 

también debe ser considerado al momento de tratar de establecer el 

mecanismo de acción de la Cas III-ia, ya que transmite las señales a Bax, 

quien es el responsable de la liberación de citocromo c e inducción de 

apoptosis dependiente de caspasas. 

 

   Por otra parte, está demostrado que el mayor potencial de membrana 

mostrado por las células neoplásicas, facilita la acumulación de solutos 

catiónicos lipofílicos más pequeños que 1500 D en la membrana mitocondrial 

interna (Fantin et al., 2002). Lo anterior dispara la liberación de citocromo c y la 

ejecución de la vía intrínseca de apoptosis. Lo anterior coincide con los 

hallazgos ultraestructurales en los que se observa tumefacción mitocondrial sin 

alteración de la viabilidad con la dosis de 2.5 µg/mL. El mecanismo del 

enunciado anterior se puede explicar de la siguiente manera: la membrana 

interna mitocondrial se muestra como una estructura condensada al ser 

examinada por microscopía electrónica de transmisión. Sin embargo, esto 



desaparece al inducirse la transición de permeabilidad mitocondrial, lo que 

refleja un cambio en la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial 

(Terauchi et al., 2005). El aumento de la permeabilidad es el resultado de la 

formación de poros proteináceos, más conocidos como poros de transición de 

permeabilidad,  los que son canales formados por la oposición de proteínas en 

los sitios de contacto de la membrana interna con la membrana externa 

mitocondrial (Walter et al., 2002). Se cree presumiblemente, que este poro se 

forma por la asociación entre el translocador de nucleótidos de adenina (ANT) y 

los canales aniónicos dependientes de voltaje (VDAC o porina mitocondrial),  

los que permiten la permeación no específica de solutos o iones de un tamaño 

molecular de hasta 1500 D (Bernardi, 1999). Como resultado, hay pérdida del 

potencial de membrana, desacoplo de la fosforilación oxidativa y del equilibrio 

químico entre el citoplasma y la matriz mitocondrial (Bossy-Wetzel y Green, 

1999). Lo anterior, cursa con hinchamiento de la matriz mitocondrial y ruptura 

de la membrana externa, lo que permite que el citocromo c salga a citosol, 

activando así la vía intrínseca de apoptosis.  

 

   Adicionalmente, estudios previos sugieren que las Casiopeínas son capaces 

de unirse a ADN a través de la interacción con adenina (Tovar-Tovar et al., 

1995) y bloquear la fosforilación oxidativa (Marín-Hernández et al., 2003). En 

conjunto estos datos postulan más de un mecanismo de acción para la Cas III-

ia.  

 

   Se postula que las células cancerosas con p53 inactivo son resistentes a las 

drogas que inducen apoptosis a través de la vía intrínseca (Bunz et al., 1999), 

por lo que la búsqueda de nuevas drogas con actividad antineoplásica es una 

meta razonable. Nuestros hallazgos postulan a la Cas III-ia como un  buen 

candidato para la terapia de cáncer con fenotipos resistentes. Como se 

observó, Cas III-ia 1) Induce apoptosis en células con p53 alterado y 2) 

Aumenta los niveles de Bax y activa la muerte a través de caspasas. 

 

   Con los datos obtenidos con las Cas IIgli y Cas III-ia in vitro, en la figura 2.4.1 

se grafica el mecanismo parcial de acción propuesto para estos fármacos. No 

obstante, deben realizarse estudios más certeros, como análisis exhaustivo de 



proteínas de la familia Bcl-2 (como Bid) que participan en la inducción de 

muerte y la medición de especies reactivas de oxígeno con DL50 y tiempos 

más cortos, para establecer la vía exacta de inducción de muerte.  

 
Con base en el análisis de los resultados de este estudio, se concluye lo 
siguiente: 
 

• La Casiopeína IIgli disminuye la viabilidad de HCT-15 parcialmente a 

través de la generación de especies reactivas de oxígeno. Además, 

induce apoptosis, la que está relacionada con la activación de caspasas.  

 

• La Casiopeína III-ia disminuye la viabilidad e induce apoptosis de HCT-

15 de manera dosis dependiente, lo que se relaciona al aumento de los 

niveles de Bax y la activación de caspasas. No obstante, no influye en la 

duración de las distintas etapas del ciclo celular.  



 
 

 
 
Figura 2.4.1 Mecanismos propuestos de inducción de muerte in vitro para 
Cas III-ia y IIgli. 
 



CAPÍTULO 3.  Actividad, mecanismos de acción y efectos colaterales in vivo 

de las Casiopeínas® III-ia y IIgli en ratones xenotransplantados 

subcutáneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15 
 
3.1 Antecedentes 
 

Mientras que el tratamiento con quimioterapia de algunas malignidades ha sido 

exitoso, la efectividad ha sido frecuentemente limitada por la resistencia a 

fármacos o por efectos colaterales en tejidos y células no alteradas. De hecho, 

muchos tumores son intrínsecamente resistentes a los agentes citotóxicos más 

potentes usados en quimioterapia. Otros tumores son inicialmente sensibles, 

recurren y se hacen resistentes no sólo a los agentes quimioterapéuticos 

iniciales, sino que también a otras drogas no usadas en el tratamiento (Tsuruo 

et al., 2003; Blagosklonny, 2004).  

 

La acción de las drogas quimioterapéuticas no es específica para el tumor, 

dañando las células normales que proliferan rápidamente como las células de 

médula ósea y en la criptas intestinales, alteraciones que complican el 

tratamiento de pacientes con enfermedades neoplásicas (Van Huyen et al., 

1998; Wadler et al., 1998). La quimioterapia sistémica ejerce su acción tóxica a 

través de múltiples mecanismos, que dan lugar a bloqueo del ciclo celular y/o a 

apoptosis (Damia y Broggini, 2004), produciendo cambios en la mucosa 

intestinal que se asocian al aumento de permeabilidad del intestino (Siber et al., 

1980). No obstante, a pesar de existir una gran cantidad de blancos 

intracelulares para los distintos fármacos, muchos de estos agentes inducen 

apoptosis a través de la activación de unas pocas vías comunes (Trejo Solís et 

al., 2005). 

 

Es por esta razón que se continúa con la búsqueda de drogas con potencial 

anticancerígeno pero que presenten una baja toxicidad para evitar efectos 

secundarios graves, así como de menor costo y que no presenten resistencia 

cruzada (Pratt y Ruddon, 1979).  

 
OBJETIVO 



Establecer la actividad, los mecanismos de acción y efectos colaterales in vivo 

de las Casiopeínas® III-ia y IIgli en ratones xenotransplantados 

subcutáneamente con células de carcinoma de colon humano HCT-15. 



3.2 Material y métodos 

 
   3.2.1 Fármacos 
 
   Las Casiopeínas® III-ia y IIgli fueron disueltas en agua estéril a 1mg/mL-1, 

conservándose a 4° C y en la oscuridad durante 48 horas. Cis-diamino-dicloro 

platino (II) (CDDP) (Alfa Aesar, Ward Hill, MA) fue disuelto en agua estéril y 

usado inmediatamente después de preparado. Los demás reactivos fueron 

obtenidos de fuentes comerciales. 

 

   3.2.2 Células 
 
   La línea tumoral HCT-15 (adenocarcinoma colorectal) fue adquirida en 

American Type Culture Collection (ATCC) (American Tissue Culture Collection, 

Rockville, MD). Las células se mantuvieron y proliferaron en el laboratorio de 

cultivos de tejidos de la Unidad de Experimentación Animal de la Facultad de 

Química de la UNAM, como fue descrito en el “Material y métodos” del capítulo 

2.  
 

   3.2.3 Actividad antitumoral 
 
   Se inocularon 1 x 106 células de carcinoma de colon HCT-15 

subcutáneamente en el área del flanco izquierdo inferior de 30 ratones 

desnudos nu/nu (Harlan México, S.A. de C.V.). Se consideró día de inicio de 

tratamientos (día 0) aquel en el que el tumor midiera 3 mm de diámetro. Los 

animales fueron distribuidos al azar en los distintos grupos: testigo (n=10); Cas 

III-ia 3.0 mg/kg (n=5) cada 4 días por 6 dosis; Cas III-ia 6 mg/kg (n=5) cada 4 

días por 6 dosis; CDDP 4 mg/kg (n=5) cada 7 días por 4 dosis. Los animales 

fueron pesados y los tumores medidos a lo largo y ancho, usando calibradores 

Vernier diariamente. Usando una fórmula establecida, las medidas fueron 

convertidas en tamaño tumoral (cm3).  

Tamaño tumoral= ( ) ( )[ ]
6

2 π×× cmanchocmlongitud  

 



   Usando las medias de los volúmenes relativos tumorales (VRT) (Vol. día X / 

Vol. día 0) x 100 para cada grupo, se calculó la función del fármaco como 

posible antitumoral como sigue: 

 

Función antitumoral= ( ) 100/ ×VRTtestigoVRTtratado  

 

   Este índice debe ser menor a 42 para considerar el fármaco con actividad 

antineoplásica. 

 

   Asimismo, se calculó el retraso del crecimiento específico considerando la 

media de los días que demora el tumor en doblar su tamaño (D), en los 

distintos grupos como sigue: 

 

Retraso de crecimiento específico ( ) DtestigoDtestigoDtratado /−  

 

   Para considerar que el fármaco posee potencial antineoplásico, este índice 

debe ser menor o igual a 2. 

 

   3.2.4 Alteraciones colaterales a la aplicación de los fármacos 
 
   El porcentaje de la pérdida de peso del animal, como indicador de toxicidad, 

fue calculado para cada individuo como sigue: 

 

% pérdida de peso= [(Peso al día 21 / Peso al día 0) -1] x 100 

 

   El experimento terminó 24 horas después de la última aplicación del fármaco 

en cada grupo, día en que los ratones fueron eutanasiados en una cámara de 

CO2.     

 

   3.2.5 Necropsia e histopatología 
 
   Una vez hecha la eutanasia de los animales en una cámara de CO2, los 

animales fueron colocados en decúbito dorsal sobre una charola de disección y 



se sostuvieron de los cuatro miembros con alfileres. Se humedeció la región 

ventral con alcohol etílico y se incidió las cavidades abdominal, torácica y 

craneal para observar y describir las lesiones macroscópicas.  

 

   Los grados de las lesiones macroscópicas fueron asignados de acuerdo a su 

gravedad y fueron clasificados de la siguiente forma: 

 

a. Adherencias: Se asignó 1 al haber menos de 5 adherencias entre las 

asas intestinales; 2 al haber más de 5 adherencias e involucrar 

estómago y bazo; 3 al haber lo descrito en 2 y encontrarse 

adherencias con la pared peritoneal.  

 

b. Ascitis: 1 al haber ligera cantidad de líquido transparente; 2 al 

encontrarse moderado a abundante líquido transparente; 3 al ser el 

líquido color rojo (sanguinolento). 

 

c. Alteraciones hepáticas: Se asignó 1 al tener bordes redondeados y 

palidez ligera; 2 al tener bordes moderadamente redondeados y  

tonalidad violácea; 3 al tener bordes gravemente redondeados y 

color rojo oscuro. Además, se asignó 4 al encontrarse el órgano de 

menor tamaño y peso, alteración compatible con atrofia. 

 

   A continuación, se obtuvieron muestras de hígado, riñón, bazo, pulmón, 

corazón, intestino delgado, cerebro y la mitad del tumor, los que fueron 

inmediatamente inmersos en una solución de formalina amortiguada al 10% por 

un tiempo mínimo de 24 horas. Las muestras analizadas se obtuvieron desde 

los animales tratados con los distintos esquemas de Casiopeína® III-ia (n=4), 

Casiopeína IIgli (n=4) con CDDP (n=4) y del grupo testigo negativo (n=4) para 

realizar un análisis comparativo.  

 



   Las muestras ya fijadas se procesaron mediante las técnicas histológicas de 

rutina. Finalmente se procedió a teñir con hematoxilina-eosina (H-E) lo cual se 

realizó en el Departamento de Patología de la Facultad de Medicina Veterinaria 

y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México. 

 

   Una vez obtenidas las secciones, se procedió a realizar una primera revisión. 

Inicialmente, se observaron las secciones provenientes de los animales sin 

tratamiento y posteriormente, se procedió a la evaluación de los grupos 

tratados. De dicha observación se obtuvo el cuadro de evaluación 

microscópica, mismo que fue utilizada para la evaluación final. En ésta se 

asignó a cada sección histológica un número al azar y las lesiones fueron 

clasificadas según su gravedad como sigue: 

 

   a) Peritoneo 

 

0 Sin alteraciones 

1 El hígado exhibe sobre su serosa de 1 a 4 capas de células 

mononucleares (macrófagos y linfocitos) inmersas en una fina trama 

de fibrina. 

2 Lo observado en 1, más la presencia de neutrófilos, eritrocitos y 

moderada fibrina sobre el hígado, las cual se extiende focalmente 

hacia la grasa mesentérica. 

3 Lo observado en 2, más abundante fibrina sobre el hígado y en la 

grasa mesentérica, haciéndose extensiva esta lesión a la superficie 

de otros órganos de la cavidad abdominal como páncreas, intestino  

y riñones. 

4 Lo observado en 3, más abundantes vasos sanguíneos de 

neoformación en el mesenterio y adherencias graves con otros 

tejidos. Asimismo, se observa celulitis mesentérica crónica, la que se 

evidencia por abundantes neutrófilos, macrófagos, linfocitos y 

fibroblastos. Además se aprecia colágena entremezclada con la 

reacción inflamatoria. 

 

  b) Hígado 



 

0 Sin alteraciones. 

1 Vacuolización de gota fina en hepatocitos y/o múltiples focos ligeros 

de infiltrado linfoplasmocítico. 

2 Lo observado en 1, más congestión grave de sinusoides. 

3 Lo observado en 2, más vacuolización de gota gruesa en hepatocitos 

y disociación de cordones hepáticos. 

4 Necrosis multifocal moderada a grave. 

 

   c) Riñón 

 

0 Sin alteraciones. 

1 Nefritis intersticial ligera multifocal. 

2 Necrosis tubular aguda. 

 

   d) Corazón 

 

0 Sin alteraciones. 

1 En el miocardio auricular o ventricular se aprecia foco de necrosis, el 

cual se encuentra rodeado por moderados linfocitos y macrófagos. 

2 El miocardio exhibe 2 o más focos de necrosis, rodeado por reacción 

inflamatoria compuesta por linfocitos y macrófagos.    

 

   Asimismo, se obtuvo el índice mitótico en el tumor y en las criptas del 

duodeno. Este índice se determinó promediando el número de mitosis en 10 

campos de gran aumento (40X), utilizando los criterios descritos por Jannink et 

al., 1995. Se incluyeron aquellas células en que la membrana nuclear que esté 

ausente, para asegurar que las células ya atravesaron la profase. La cromatina 

debió estar condensada (metafase temprana), en un plano (metafase/anafase) 

o en agregados cromosómicos separados (telofase). Además, el citoplasma de 

estas células debió estar aumentado y basofílico durante la mitosis. También 

se obtuvo el índice de células picnóticas (apoptosis) en las criptas duodenales 

y en los tumores en 10 campos de gran aumento (40X), en los que en intestino, 

se hizo un análisis crítico para excluir linfocitos intra epiteliales o mitosis. El 



criterio de inclusión fue condensación de la cromatina, separación de las 

células picnóticas de las células adyacentes y la formación de vesículas 

cromatínicas agrupadas, cambios compatibles con cuerpos apoptóticos (Hall et 

al., 1994; Thunissen et al., 2001). Todas las evaluaciones histológicas fueron 

hechas por doble ciego, para evitar sesgos.  

 

   3.2.6 Análisis estadístico 
 

   Los datos obtenidos desde los experimentos in vivo fueron analizados con la 

prueba de Kruskal Wallis para análisis de rangos con el programa Analyst® de 

SAS® 8.0 for Windows, a excepción del porcentaje de pérdida de peso animal 

que fue analizado por análisis de varianza seguida de Tukey. La significancia 

utilizada en todos los estudios fue de 0.05. 

 



3.3 Resultados 
 

   3.3.1 Efectos antitumorales in vivo de Cas III-ia 

 

   Para determinar si la Cas III-ia aplicada intraperitonealmente ejercía una 

actividad antitumoral, se calculó el volumen relativo tumoral (VRT), la función 

antitumoral, los días en doblar el tamaño, el retraso específico del crecimiento y 

el índice mitótico de los tumores y apoptótico de los tumores.  

 

   Con respecto al VRT, este índice demostró ser menor de una manera 

estadísticamente significativa en los animales tratados con Cas III-ia 6 mg/kg 

con relación al testigo, a partir del día 7 de tratamiento (p=0.039), 

manteniéndose esta diferencia constante al día 14 (p=0.016) y 21 (p=0.037) de 

tratamiento. No hubo diferencias entre los otros grupos de tratamiento y el 

grupo testigo (Figura 3.3.1). 

 

   Sumado a lo anterior, al analizar los días que demora el tumor en doblar su 

tamaño con respecto al testigo en los distintos grupos, el tratamiento con Cas 

III-ia 6.0 mg/kg aumentó estadísticamente este índice (p=0.023). Por otra parte, 

ni CDDP ni Cas III-ia 3.0 mg/kg mostraron retardar estadísticamente el 

crecimiento tumoral (Figura 3.3.2). 

 

 

 



 

 
 

Figura 3.3.1 Volumen relativo tumoral de HCT-15 tratado con Cas III-ia y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan el volumen relativo tumoral 
(VRT) de los tumores originados del transplante de HCT-15 en los días 7, 14 y 
21 de experimentación y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas III-ia 3 
(n=5) y Cas III-ia 6 mg/kg (n=5). O Valor alejado más de 3 desviaciones 
estándar respecto a la media. 

 

 

 
Figura 3.3.2 Días en doblar el tamaño de HCT-15 tratado con Cas III-ia y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan los días en doblar el 
tamaño de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados con 0 
mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas III-ia 3 (n=5) y Cas III-ia 6 mg/kg (n=5). 
 

 

 

 

   Con respecto a la función antitumoral, que debe ser menor a 42%, el único 

tratamiento que alcanza el requerimiento para este índice es Cas III-ia 6 mg/kg, 

cuyo valor fue de 20.3%. No obstante lo anterior, ni uno de los grupos tratados 



alcanzó los requerimientos de retraso específico de crecimiento, que debía ser 

mayor o igual a 2 (Cuadro 3.3.1).   

 

   Con referencia al índice mitótico (Figura 3.3.3), sólo el tratamiento de Cas III-

ia 6 mg/kg demostró disminuir este índice de una forma estadísticamente 

significativa (p=0.03). Aunado a lo anterior, los tratamientos con CDDP y Cas 

III-ia demostraron inducir núcleos picnóticos (apoptosis) de manera 

estadísticamente significativa con respecto al testigo (p=0.04). Estos datos 

indican que Cas III-ia en la dosis de 6.0 mg/kg tiene actividad antitumoral in 

vivo a través de la inhibición de la proliferación y además tiene la capacidad de 

inducir apoptosis. No obstante, Cas III-ia 3 mg/kg y CDDP inducen apoptosis, 

pero no disminuyen de manera significativa el índice mitótico. 



Cuadro 3.3.1 Efectos antitumorales in vivo de Cas III-ia y CDDP. Función 
antitumoral (FA) y retraso especifico del crecimiento (REC) determinado para 

los tumores de los distintos tratamientos al día 21 de experimentación. 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 3.3.3 Índice mitótico y apoptótico de HCT-15 tratado con Cas III-ia y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan los índices mitótico y 
apoptóticos de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados 
bajo los distintos esquemas durante 21 días experimentación y tratados con 0 
mg/kg (n=4), CDDP (n=4), Cas III-ia 3 (n=4) y Cas III-ia 6 mg/kg (n=4). O Valor 
alejado más de 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 

 
   Con respecto a la toxicidad in vivo producida por la Cas III-ia, se calculó el 

porcentaje de pérdida de peso de los animales (Figura 3.3.4). Al ser comparado 

este indicador de los animales tratados con el grupo testigo, se observaron 

reducciones de 8.2 ± 3.9% y de 5.7 ± 3.5% en los animales tratados con CDDP 



y con la dosis de 6 mg/kg de la Cas III-ia, respectivamente. Los animales 

tratados con CDDP demostraron una diferencia de peso estadísticamente 

significativa sólo con el grupo testigo (p=0.0058) (Cuadro 3.3.2). Para el grupo 

testigo y aquel tratado con 3 mg/kg de Cas III-ia, se observaron ganancias de 

peso del  3.8 ± 1.2% y 1.7 ± 2.7% respectivamente. 



 

 
Figura 3.3.4 Porcentaje de pérdida de peso de los animales tratados con 
Cas III-ia y CDDP. Porcentaje de pérdida de peso de los ratones desnudos 
transplantados con HCT-15, bajo los distintos esquemas y tratamientos con 
CDDP y Cas III-ia. Los datos representan la media y error estándar de los 
distintos esquemas de tratamiento; 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas III-ia 3 
(n=5) y Cas III-ia 6 mg/kg (n=5). 

 
 

 

 

 Cuadro 3.3.2 Estadística de porcentaje de pérdida de peso al día 21 de 
animales tratados con Cas III-ia y CDDP. Literales provenientes del cálculo 
del análisis de varianza seguida de Tukey para porcentaje de pérdida de peso 
al día 21 de los animales transplantados con HCT-15 y tratados bajo los 
distintos esquemas, 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas III-ia 3 (n=5) y Cas III-ia 
6 mg/kg (n=5). 
 

Tratamiento 
(mg/kg) 

literal 

0 a 

III-ia 3 mg/kg ab 

III-ia 6 mg/kg ab 

CDDP b 

 

 

   En la necropsia de los ratones, se observaron múltiples adherencias y 

alteraciones hepáticas en los tres grupos de tratamientos (CDDP y Cas III-ia en 

sus dos dosis), los que fueron estadísticamente significativos al ser 

comparados con el grupo testigo (p=0.014 y p<0.001, respectivamente). Las 



adherencias fueron más frecuentes entre la serosa intestinal y el hígado en los 

animales tratados con 6 mg/kg de Cas III-ia, siendo la gravedad de estas 

lesiones proporcional a la dosis. Además, a pesar de observarse ascitis en 

algunos animales, no se evidenció una diferencia estadísticamente significativa 

con respecto al testigo en ninguno de los grupos tratados (p=0.55) (Figura 

3.3.5). 

 

En el análisis histológico de las distintas secciones del animal, sólo se 

observaron diferencias estadísticamente significativas de las muestras 

provenientes  del peritoneo, en donde predominó esteatitis mesentérica y 

abundantes neutrófilos, macrófagos, linfocitos y fibroblastos en la superficie del 

hígado, riñón y del peritoneo. Además se observó abundante colágena 

entremezclada con la reacción inflamatoria, alteraciones que se mostraron en 

los ratones tratados con CDDP y Cas III-ia (p=0.028). Hígado, riñón y corazón 

no demostraron alteraciones estadísticamente significativas con respecto al 

testigo (Figuras 3.3.6 y 3.3.7). 

 

Además, se realizó el estudio de los índices mitóticos y apoptóticos del 

intestino delgado (duodeno), en donde no se observaron variaciones 

estadísticamente significativas con respecto al índice mitótico intestinal 

(p=0.11) en los distintos tratamientos. No obstante, CDDP mostró inducir 

apoptosis en las células de las criptas (p=0.01), alteración que no se hizo 

evidente en los tratamientos con Cas III-ia, en ambas dosis utilizadas (Figura 

3.3.8). 



 

 
 

Figura 3.3.5 Hallazgos de necropsias en animales tratados con Cas III-ia y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan adherencias, ascitis y 
alteraciones hepáticas de los animales tratados bajo los distintos esquemas 
durante 21 días experimentación; n=4 para todos los grupos. * Valor alejado 
entre 1.5 y 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 

 

 



 
 

Figura 3.3.6 Hallazgos histológicos en animales tratados con Cas III-ia y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan alteraciones histológicas de 
peritoneo, hígado, riñón y corazón de los animales tratados bajo los distintos 
esquemas durante 21 días experimentación; n=4 para todos los grupos.  



 

 
 

Figura 3.3.7 Fotomicrografía de hígado proveniente de animal tratado con 
Cas III-ia. Serosa engrosada (representada por la barra), producto del depósito 
de fibrina y colágena, entremezclada con algunas células inflamatorias 
mononucleares. HE.  
 

 

 



 
 
Figura 3.3.8 Índice mitótico y apoptótico duodenal proveniente de 
animales tratados con Cas III-ia y CDDP. Arriba: Cajas de valores extremos 
que representan mitosis y apoptosis intestinal de los animales tratados bajo los 
distintos esquemas durante 21 días experimentación; n=4 para todos los 
grupos. * Valor alejado entre 1.5 y 3 desviaciones estándar respecto a la 
media. O Valor alejado más de 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
Abajo: Fotomicrografías de secciones de intestino (criptas) en las que se 
observan múltiples células con morfología de apoptosis (flechas cerradas) y 
una mitosis (flecha abierta) proveniente de ratón tratado con CDDP, comparado 
con imagen histológica de criptas de un ratón del grupo testigo. HE. 
 

 

 



   3.3.2 Efectos antitumorales in vivo de Cas IIgli 
 
   Para determinar si la Cas IIgli ejercía acción antitumoral, se procedió a 

analizar los volúmenes relativos tumorales (VRT) en los días 7, 14 y 21, 

además de los días en doblar el tamaño (D) de HCT-15 transplantado en 25 

ratones desnudos y tratados intraperitonealmente con los esquemas y dosis 

mencionadas en material y métodos. Sólo la dosis de 1 mg/kg mostró 

diferencias estadísticamente significativas con respecto al VRT en los días 7 

(p=0.027), 14 (p=0.019) y 21 (p=0.039) al ser comparado con el testigo (Figura 

3.3.9), alcanzando al final de la experimentación, un tamaño promedio 

correspondiente al 10.58% del tamaño observado en el grupo testigo. 
 
   Además, fue este mismo esquema de tratamiento (1 mg/kg) el que demostró 

retardar significativamente (p=0.01) los días en doblar el tamaño tumoral. Dicho 

efecto fue proporcional a la dosis (Figura 3.3.10). Finalmente, al analizar los 

índices de función antitumoral y retraso del crecimiento, se apreció que sólo la 

dosis de 1 mg/kg alcanzó ambos requerimientos, comprobándose así su acción 

antitumoral (Cuadro 3.3.3).    

 



 

 
 

Figura 3.3.9 Volumen relativo tumoral de HCT-15 tratado con Cas IIgli y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan el volumen relativo tumoral 
(VRT) de los tumores originados del transplante de HCT-15 en los días 7, 14 y 
21 de experimentación y tratados con 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas IIgli 
0.5 mg/kg (n=5) y Cas IIgli 1 mg/kg (n=5). O Valor alejado más de 3 
desviaciones estándar respecto a la media. 
 
 

 
Figura 3.3.10 Días en doblar el tamaño de HCT-15 tratado con Cas IIgli y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan los días en doblar el 
tamaño de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados con 0 
mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas IIgli 0.5 mg/kg (n=5) y Cas IIgli 1 mg/kg (n=5). 
 



 
Cuadro 3.3.3 Efectos antitumorales in vivo de Cas IIgli. Función antitumoral 
(FA) y retraso especifico del crecimiento (REC) determinado para los tumores 
de los distintos tratamientos al día 21 de experimentación. 
 

 
 



 
   Al tratar de dilucidar el mecanismo de acción antitumoral, se observó que con 

1 mg/kg de Cas IIgli, el índice mitótico tumoral disminuyó alrededor del 50% 

con relación al grupo testigo (p=0.02). No obstante, ni uno de los tratamientos 

demostró inducir cambios morfológicos de apoptosis en el tumor de una 

manera estadísticamente significativa (Figura 3.3.11).  

 
   Con respecto al porcentaje de pérdida de peso, como indicador de toxicidad, 

se encontraron diferencias (p=0.01) entre los tratamientos con CDDP y Cas IIgli 

0.5 mg/kg. El grupo testigo evidenció ganancias de 3.8±1.2% y los tratados con 

Cas IIgli en las dosis de 0.5 y 1 mg/kg, evidenciaron ganancias de 1.3 ± 1.6% y  

4.7 ± 3.4%, respectivamente. Sin embargo, los animales tratados con CDDP 

evidenciaron pérdidas de peso del 8.3 ± 3.9% (Figura 3.3.12, Cuadro 3.3.4). No 

obstante, no se observaron muertes asociadas a la aplicación del fármaco 

durante el período de tratamiento. 



 

 
 

Figura 3.3.11 Índice mitótico y apoptótico de HCT-15 tratado con Cas IIgli 
y CDDP. Cajas de valores extremos que representan los índices mitótico y 
apoptóticos de los tumores originados del transplante de HCT-15 y tratados 
bajo los distintos esquemas durante 21 días experimentación y tratados con 0 
mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas IIgli 0.5 mg/kg (n=5) y Cas IIgli 1 mg/kg (n=5). 
O Valor alejado más de 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 
 

 
Figura 3.3.12 Porcentaje de pérdida de peso de los animales tratados con 
Cas IIgli y CDDP. Porcentaje de pérdida de peso de los ratones desnudos 
transplantados con HCT-15, bajo los distintos esquemas y tratamientos con 
CDDP y Cas IIgli. Los datos representan la media y error estándar de los 
distintos esquemas de tratamiento; 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas IIgli 0.5 
mg/kg (n=5) y Cas IIgli 1 mg/kg (n=5). 
 
 
Cuadro 3.3.4 Estadística de porcentaje de pérdida de peso al día 21 de 
animales tratados con Cas IIgli y CDDP. Literales provenientes del cálculo 
del Análisis de Varianza seguida de Tukey para porcentaje de pérdida de peso 
al día 21 de los animales transplantados con HCT-15 y tratados bajo los 



distintos esquemas, 0 mg/kg (n=10), CDDP (n=5), Cas IIgli 0.5 mg/kg (n=5) y 
Cas IIgli 1 mg/kg (n=5). 
 

Tratamiento 
(mg/kg) 

literal 

IIgli 0.5  a 

0 ab 

IIgli 1  ab 

CDDP b 

 
 



   A la necropsia de los ratones, se observaron diferencias en lo que respecta a 

adherencias en los ratones tratados con CDDP y IIgli 1 mg/kg y alteraciones 

hepáticas en los tres grupos de tratamientos (CDDP y Cas IIgli en sus dos 

dosis), los que fueron estadísticamente significativos al ser comparados con el 

grupo testigo (p<0.001 y p<0.001, respectivamente). Las adherencias fueron 

más frecuentes en la serosa intestinal, además del estómago y bazo en los 

animales tratados con 1 mg/kg de Cas IIgli. Las alteraciones hepáticas se 

observaron en todos los tratamientos, en donde las alteraciones más frecuente 

fueron los bordes redondeados y la tonalidad violácea. Además, con lo que 

respecta a la ascitis y a pesar de observarse en algunos animales, no se 

evidenció una diferencia estadísticamente significativa con respecto al testigo 

en ninguno de los grupos tratados (p=0.34) (Figura 3.3.13). 
 

   En el análisis histológico de las distintas secciones del animal, sólo se 

observaron diferencias estadísticamente significativas (p=0.005) desde las 

muestras provenientes  del peritoneo, en donde predominó engrosamiento de 

la serosa hepática, infiltrado por linfocitos, neutrófilos y macrófagos, además de 

moderada fibrina que se extendía sobre el hígado y la serosa intestinal en los 

ratones tratados con CDDP y Cas IIgli 1 mg/kg. Hígado, riñón y corazón no 

demostraron alteraciones estadísticamente significativas con respecto al testigo 

(Figura 3.3.14). 



 

 
 
Figura 3.3.13 Hallazgos de necropsias en animales tratados con Cas IIgli y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan adherencias, ascitis y 
alteraciones hepáticas de los animales tratados bajo los distintos esquemas 
durante 21 días experimentación; n=4 para todos los grupos. * Valor alejado 
entre 1.5 y 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 
 
 

 



 
 
Figura 3.3.14 Hallazgos histológicos en animales tratados con Cas IIgli y 
CDDP. Cajas de valores extremos que representan alteraciones histológicas de 
peritoneo, hígado, riñón y corazón de los animales tratados bajo los distintos 
esquemas durante 21 días experimentación; n = 4 para todos los grupos. * 
Valor alejado entre 1.5 y 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 
 



   Además, se realizó el estudio de los índices mitóticos y apoptóticos del 

intestino delgado (criptas duodenales), en donde no se observaron variaciones 

estadísticamente significativas con respecto al índice mitótico intestinal 

(p=0.13) en los distintos tratamientos. No obstante, CDDP mostró inducir 

apoptosis en las células de las criptas (p=0.02), alteraciones que no se hicieron 

evidentes en los tratamientos con Cas IIgli, en ambas dosis utilizadas (Figura 

3.3.15). 



 

 
 

Figura 3.3.15 Índices mitótico y apoptótico duodenal proveniente de 
animales tratados con Cas IIgli y CDDP. Cajas de valores extremos que 
representan mitosis y apoptosis intestinal de los animales tratados bajo los 
distintos esquemas durante 21 días de experimentación; n=4 para todos los 
grupos. * Valor alejado entre 1.5 y 3 desviaciones estándar respecto a la 
media. O Valor alejado más de 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 
 



3.4 Discusión y conclusiones 
 

En el presente estudio, el tratamiento con la Casiopeína III-ia mostró: 1) 

Disminuir el volumen relativo tumoral de HCT-15 a través de inhibición de la 

proliferación e inducción de cambios morfológicos sugerentes de apoptosis; 2) 

Alcanzar el requerimiento sólo para función antitumoral y 3) producto de la vía 

de aplicación, inducir adherencias (producto de peritonitis) y alteraciones 

hepáticas, todo lo anterior de una forma proporcional a la dosis. Por su parte, la 

Casiopeína IIgli demostró: 1) Disminuir el volumen relativo tumoral de HCT-15 

a través de la inhibición de la proliferación, sin evidencias de apoptosis como 

su mecanismo de muerte; 2) Alcanzar requerimientos de función antitumoral y 

retraso específico del crecimiento e 3) Inducir adherencias y alteraciones 

hepáticas de manera proporcional a la dosis. Por otro lado, CDDP (en la dosis 

utilizada) demostró 1) inducir apoptosis tumoral, sin embargo, 2) No alcanza 

actividad antitumoral ni muestra diferencias estadísticamente significativas con 

respecto al volumen tumoral. 3) En la dosis utilizada, disminuyó el porcentaje 

de pérdida de peso de manera significativa, indujo adherencias (por peritonitis), 

alteraciones hepáticas e indujo muerte de células de las criptas duodenales. 

Todos estos hallazgos se pueden resumir en el cuadro 3.4.1.  

 

Con respecto a la determinación de células en mitosis, ésta sólo refleja el 

número de células ciclando, sin considerar el tiempo requerido por una célula 

para ciclar (Brown y Gatter, 1997). Además, un tercio de tumores colorrectales 

con alto índice proliferativo tiene baja expresión de ARN mensajero (Jansson y 

Sun, 1997), por lo que la síntesis de proteínas de marcadores de ciclo tampoco 

son buenos marcadores. Sin embargo, al correlacionar el índice mitótico con 

los días en doblar el tamaño, estos son en conjunto un marcador más directo 

de la actividad proliferativa de un tumor, ya que considera el número de células 

ciclando y de forma indirecta y semicuantitativa, la velocidad de replicación. Si 

además agregamos variables como volumen relativo tumoral e inducción de 

apoptosis, nos da una relación interesante. En este estudio, la Cas III-ia y IIgli 

cumplieron con 4 de 5 las variables analizadas en lo que la actividad 

antitumoral refiere, datos que se correlacionan con una mayor actividad al ser 

comparado con CDDP, que sólo cumplió una de ellas. Es bien sabido que la 



actividad citotóxica de CDDP se debe a la inducción de apoptosis en células 

tumorales (Taketo et al., 1998; Kerr et al., 1994), principalmente a través de la 

activación de caspasa 3 (Mizutani et al., 2004). Sin embargo, en los estudios in 

vivo esta actividad es poco relevante por sí sola como factor pronóstico de 

respuesta a tratamientos (Garrity et al., 2004; Elkablawy et al., 2001), 

debiéndose de considerar otros factores en adición, más que la sola inducción 

de apoptosis.  

 

Estos datos postulan a la inhibición de la proliferación como mecanismo de 

acción común para las Cas III-ia y IIgli. Además, sugieren a la apoptosis como 

mecanismo de acción in vivo para la Cas III-ia, datos que concuerdan con lo 

descrito por Trejo-Solís et al. (datos no publicados), quienes encontraron que el 

tratamiento in vivo con la Cas III-ia disminuyó la proliferación de Glioma C6, lo 

que estaba asociado a aumento de los niveles de p21 y disminución de ciclina 

D, aunado a inducción de apoptosis. Sin embargo, con respecto a la apoptosis 

y la Cas IIgli, estos datos no concuerdan con lo descrito por Trejo-Solís et al. 

(2005), quienes describen a apoptosis como su mecanismo de acción in vivo 

en glioma C6 transplantado en ratas. Además, fue Cas IIgli la droga que 

alcanzó los requerimientos de actividad de función antitumoral y retraso del 

crecimiento de manera simultánea, lo que sugiere que la descripción 

únicamente morfológica de apoptosis es insuficiente para describir este tipo de 

muerte celular, datos que concuerdan con lo descrito por Jerome et al. (2000), 

quienes describen una subestimación de la tasa de apoptosis de dos a tres 

veces con la sola observación histológica. Además, fue la Cas IIgli la que 

mostró una mayor actividad con la menor concentración molar, dato que en 

comparación con la Cas III-ia, la hace casi medio orden de magnitud más 

activa pero a la vez, medio orden de magnitud más tóxica, dato que se 

comprueba con el análisis histológico, en el que con las concentraciones 

utilizadas para cada una de las drogas (14 y 2.4 x 106 µM para Cas III-ia y Cas 

IIgli, respectivamente), hubo hallazgos histológicos similares.  

 

Los estudios macroscópicos e histológicos de los ratones tratados con todas 

las drogas mostraron inflamación de la serosa peritoneal y visceral. Lo anterior 

es producto del efecto irritativo crónico ejercido por el fármaco, lo que ocasionó 



isquemia e inflamación sobre la superficie peritoneal, hechos que interfieren 

con la fibrinolisis y dan lugar a organización mas que resolución de la matriz 

fibrinocelular (di Zerega, 1994; Monk et al., 1994). Sin embargo, no se 

evidenciaron diferencias estadísticas en la pérdida de peso (como indicador de 

toxicidad) entre los grupos tratados con Cas III-ia o Cas IIgli  con el grupo 

testigo negativo. La toxicidad de complejos metálicos puede ser secundaria a la 

acumulación en tejidos. En humanos, la sobrecarga de cobre (hasta 15 veces 

el consumo base) puede ser tolerado por largos períodos sin evidenciar 

síntomas de toxicidad. Esta tolerancia está asociada a la rápida movilización y 

excresión de cobre y con la inducción de mecanismos desintoxicantes, como 

metalotioneína, el que se une e inactiva los excesos de cobre en los tejidos 

(Daniel et al., 2005). Además, las Casiopeínas poseen actividad similar a 

superóxido dismutasa (Ferrer-Sueta et al., 1997) y baja inducción de 

inestabilidad genómica por recombinación intracromosomal (Arnaudeau et al., 

2000), lo que afirma que estas drogas tienen pocos efectos indeseados. 

 

Por otra parte, los animales tratados con CDDP redujeron de peso de manera 

significativa y además, demostraron presentar un elevado número de células 

muertas (apoptosis) en las criptas intestinales al ser comparado con el grupo 

testigo, corroborando así su efecto tóxico en células de las criptas duodenales, 

las que proliferan aceleradamente. Estos resultados concuerdan con los 

descritos por otros autores (Monte et al., 2005; Vijayalakshmi et al., 2006), 

quienes encontraron que CDDP indujo apoptosis en las criptas intestinales de 

2.3 a 4 veces, describiendo la formación de aductos, estrés oxidativo y 

lipoperoxidación como parte del mecanismo de daño intestinal.  

 

No obstante, en el análisis histológico no se observó el descrito efecto 

nefrotóxico de CDDP (Arany, 2003;  Kuhlmann et al., 1997). Esto se explicaría 

con que Kuhlmann et al. (1997), usaron 6 mg/kg en dosis agudas y que 

además, la pureza del CDDP utilizado en esta investigación es mínimo 67%, 

agregando error y subdosificación al estudio. 

 

Con base en los resultados antes descritos, se propone a las Casiopeínas III-ia 

y IIgli para estudios en otros tipos de tumores epiteliales de origen colorectal, 



para ser establecido en una segunda fase de evaluación, esta vez en ensayos 

clínicos.  

 

Se tienen las siguientes conclusiones del análisis de los resultados de este 

estudio: 

 

• Cas III-ia inhibe la proliferación y dispara apoptosis en células HCT-15 

transplantadas al ratón desnudo. No obstante, demostró inducir 

peritonitis de manera dosis dependiente en la serosa parietal y visceral. 

 

• Cas IIgli inhibe la proliferación y alcanza todos los requerimientos de 

actividad antitumoral evaluados, sin embargo, y al igual que Cas III-ia, es 

irritante en la administración intraperitoneal. 

 

 
 
 
 
 



Cuadro 3.4.1 Resumen de efectos antitumorales y secundarios de Cas III-ia, IIgli y CDDP en 
ratones transplantados con HCT-15. Comparación de los tratamientos,  efectos antitumorales y 
efectos secundarios a la aplicación de los fármacos utilizados en el tratamiento de los ratones 
transplantados con HCT-15. 

 
       



CAPÍTULO 4. Actividad y efectos colaterales in vivo de las Casiopeínas® III-ia, 

IIgli y III-La en células de carcinoma cérvico uterino HeLa y de próstata PC-3 
 

 

4.1 Antecedentes 
 
El cáncer cérvico uterino es la segunda causa más frecuente de mortalidad 

femenina en el mundo. Esta trastorno proliferativo se desarrolla hasta 

carcinoma en una manera ordenada de eventos desde una lesión displásica 

precursora, la cuál está iniciada por una infección persistente de papiloma virus 

humano, HPV (zur Hausen, 2000). La terapia estándar es la cirugía radical en 

pacientes con enfermedad localizada y radioterapia más quimioterapia en 

pacientes con enfermedad más avanzada o metastásica. La radiación en 

conjunto con quimioterapia con Cisplatino han aumentado la sobrevida y 

disminuido las recurrencias y metástasis (Rose, 2003). A pesar de los grandes 

avances aún se necesitan mejores protocolos de tratamiento, en especial para 

el cáncer cervical metastático, donde el tratamiento ha sido hasta ahora 

paliativo. El mecanismo de acción de diferentes fármacos quimioterapéuticos, 

solos o en combinación con radiación, son todavía pobremente entendidos. Se 

han descrito más de 20 agentes con modesta actividad en este tipo de 

tumores, mismos que producen tasas de respuesta del 8 a 25% (Savarese y 

Cognetti, 2003).  

 

Se considera que el estatus de p53 es un determinante importante en la 

sensibilidad de un tumor a la terapia. En condiciones normales p53 se 

transcribe en bajas cantidad y se degrada por Mdm-2 (Walboomers et al., 

1999). En pacientes con cáncer cérvico uterino, se puede encontrar el genoma 

de HPV en el 99.7% de los casos (zur Hausen, 2000). Los HPV de alto riesgo 

son los tipos 16, 18, 33, 35 y 45, los que acarrean dos oncogenes, E6 y E7, los 

que se unen a p53 y Rb respectivamente, para su posterior degradación por 

ubiquitinación. HeLa posee un estatus inalterado de p53, sin embargo, tiene 

altamente expresada secuencias de HPV-18, cuyo producto (E6) inactiva p53. 

Si la expresión de E6 es abolida, p53 se restaura como una proteína funcional, 



misma que retomará sus actividades en el ciclo celular y apoptosis (Butz et al., 

2000). 

 

Por otra parte, Cisplatino (CDDP) se ha transformado en un fármaco 

fundamental en el tratamiento de este tipo de tumores, la que en combinación 

con radioterapia, reducen el riesgo de muerte entre un 30 a un 50% (Rose, 

2002). 

  

Con respecto al cáncer de próstata, ésta es la forma más común de cáncer no 

cutáneo en hombres, con una incidencia de 179,300 casos nuevos por año, 

después de cáncer de pulmón en los Estados Unidos de Norteamérica (Landis 

et al., 1998). Su incidencia ha aumentado marcadamente en las últimas dos 

décadas, sin embargo, la mortalidad se ha mantenido estable. Un aumento 

aparente en la incidencia se puede deber a mejores métodos de diagnóstico 

relacionados al uso del antígeno prostático específico (Ruijter et al., 1999; 

Jarup et al., 2002). Esta enfermedad tiene además, una historia natural 

extremadamente variable, oscilando entre desde una forma no invasiva hasta a 

una enfermedad metastásica y la muerte al poco tiempo de realizado el 

diagnóstico. Con respecto a la susceptibilidad, la población afroamericana 

tienen mayor incidencia del cáncer de próstata que cualquier otro grupo étnico 

de Estados Unidos de Norteamérica (McDonald et al., 2002). 
 
Dada la importancia de los efectos colaterales de CDDP al ser usado en dosis 

terapéuticas en estos tipos de neoplasias, es que se origina la búsqueda de 

otros metales para la síntesis de moléculas activas. Entre estos, el Cu(II) es 

especialmente atractivo dada su participación como parte integral del sitio 

activo de diferentes tipos de metalo-proteínas. A pesar de que la acción 

antiproliferativa de los compuestos de coordinación de Cu(II) ha sido 

contradictoria, resultados recientes de moléculas pequeñas con base en este 

metal son alentadores (Humphreys KJ et al., 2001; Humphreys KJ et al., 2002; 

Bolos et al., 1998; Bolos et al., 2002). Se sabe que los complejos de cobre 

interaccionan con el ADN, lo que da lugar al rompimiento de la molécula de la 

doble hebra y por ende, la actividad antitumoral (Quin et al., 2002; Liang et al., 

2003; Chaviara et al., 2004). Por otra parte, dada la presencia de Cu(II) en su 



centro metálico, tendría la capacidad de participar en ciclos REDOX y liberar 

especies reactivas de oxígeno (Kuwabara et al., 1986; Kuwabara y Sigman, 

1987). 

 

Con base en lo anterior y producto de la importancia mundial del cáncer cérvico 

uterino y cáncer de próstata en la población humana, se decide realizar este 

estudio con la finalidad de evaluar el efecto antitumoral de las Casiopeínas III-

ia, IIgli y III-La en estos tumores transplantados al ratón desnudo, además de 

estudiar sus efectos colaterales con las dosis terapéuticas obtenidas del 

estudio con cáncer de colon. 

 
OBJETIVOS 
Evaluar la actividad antitumoral in vivo de las Casiopeínas® IIIia, IIgli y III-La 

contra las líneas tumorales humanas de próstata PC-3 y cérvico uterinas HeLa 

transplantadas a ratones desnudos. 

 

Evaluar efectos colaterales a la aplicación de las Casiopeínas® IIIia, IIgli y III-La 

en los ratones xenotransplantados con HeLa y PC-3, con base en hallazgos 

macroscópicos y pérdida de peso animal. Además, evaluar los valores de 

hemograma en los animales transplantados con HeLa. 



4.2 Material y métodos 
 
   4.2.1 Fármacos: Para este estudio, se utilizaron las Casiopeínas (Cas) III-ia, 

IIgli y III-La. Las Cas III-ia y IIgli fueron descritas en el capítulo número 2. A 

continuación se decribe la Cas III-La.  
 
   Casiopeína III-La 
 

Cu(II)

NN

O O

CH3CH3

NO3-

+

 
Figura 4.2.1 Casiopeína III-La 

 
a) Nombre común: Casiopeína III-La 

b) Clave: Cas III-La 

c) Fórmula: [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)H2O]NO3 · 2H2O 

d) Fórmula condensada: CuC19N3O5H19• 2H2O 

e) Peso molecular: 468.95 g/mol (con moléculas de agua de cristalización). 

f) Análisis elemental: 
Teórico: 8.9% N, 48.7% C, 4.9%H 

Experimental: 8.8 % N, 48.4 % C, 4.9 % H 

g) Solubilidad: 
 
Soluble en H2O, EtOH, MeOH  

No es estable por debajo de pH 6 

Amortiguadores recomendados: MOPS y TRIS 

 

4.2.2 Estudios in vivo con HeLa (carcinoma cérvico uterino) y PC-3 
(carcinoma prostático) 
 



   Las células HeLa y PC-3 fueron descongeladas y proliferadas al igual que 

HCT-15. 

 

   Características de las células HeLa (ATCC): 

• Organismo: Homo sapiens (humano) 

• Género: hembra 

• Raza: negra 

• Edad: 31 años 

• Órgano: cérvix uterino 

• Enfermedad: adenocarcinoma de cérvix 

• Morfología: epitelial 

• Propiedades de crecimiento: adherente 

• Propagación: medio mínimo esencial con 0.2 mM de L-glutamina 

ajustado para contener 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de 

glucosa 10 mM de HEPES y 1 mM de piruvato de sodio; adicionar al 

10% con suero fetal bovino.  

• Temperatura: 37° C 

• Atmósfera: 5% CO2  

 

    



Características de las células PC-3 (ATCC): 

• Organismo: Homo sapiens (humano) 

• Edad: 62 años 

• Género: macho 

• Órgano: próstata (derivado de metástasis en hueso) 

• Enfermedad: adenocarcinoma prostático 

• Clasificación: grado IV 

• Morfología: epitelial 

• Propiedades de crecimiento: adherente 

• Propagación: RPMI 1640con 0.2 mM de L-glutamina ajustado para 

contener 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, 4.5 g/L de glucosa 10 mM de 

HEPES y 1 mM de piruvato de sodio; Adicionar al 10% con suero fetal 

bovino.  

• Temperatura: 37° C 

• Atmósfera: 5% CO2 

 

   Los procedimientos siguientes fueron realizados independientemente, tanto 

para los animales transplantados con HeLa como para aquellos transplantados 

con PC-3. Se inocularon 1 x 106 células subcutáneamente en el área del flanco 

izquierdo inferior de 25 ratones machos desnudos nu/nu (Harlan México, S.A. 

de C.V.). Se consideró día de inicio de tratamientos (día 0) aquel en el que el 

tumor midiera 3 mm de diámetro. Los animales fueron distribuidos al azar en 

los distintos grupos: testigo, agua destilada estéril (n=5); Cas III-ia 6.0 mg/kg 

(n=5) cada 4 días por 7 dosis; Cas IIgli 1 mg/kg (n=5) cada 4 días por 7 dosis; 

Cisplatino 2.5 mg/kg (n=5) cada 4 días por 7 dosis. Además, se utilizó la Cas 

III-La 1.8 mg/kg (n=5) cada 4 días por 7 dosis, debido a alentadores resultados 

obtenidos en un estudio QSAR paralelo al presente. Los animales fueron 

pesados y los tumores medidos a lo largo y ancho usando calibradores Vernier 

diariamente. Usando una fórmula establecida, las medidas fueron convertidas 

en tamaño tumoral (cm3).  

 

Tamaño tumoral= ( ) ( )[ ]
6

2 π×× cmanchocmlongitud  



 

   Usando las medias de los volúmenes relativos tumorales (VRT) (Vol. día X / 

Vol. día 0) x 100 para cada grupo, se calculó la función del fármaco como 

posible antitumoral como sigue: 

 

Función antitumoral= ( ) 100/ ×VRTtestigoVRTtratado  

 

   Este índice debe ser menor a 42 para considerar al fármaco con actividad 

antineoplásica. 

 

   Asimismo, se calculó el retraso del crecimiento específico considerando la 

media de los días que demora el tumor en doblar su tamaño (D), en los 

distintos grupos como sigue: 

 

Retraso específico de crecimiento= ( ) DtestigoDtestigoDtratado /−  

 

   Para considerar que el fármaco posee potencial antineoplásico, este índice 

debe ser menor o igual a 2. 

 

   El porcentaje de la pérdida de peso del animal, como indicador de toxicidad, 

fue calculado para cada individuo como sigue: 

 

% pérdida de peso= [(Peso al día 24 / Peso al día 0) -1] x 100 

 

   Para aquellos animales transplantados con PC-3, el experimento terminó 48 

horas después de la última aplicación del fármaco y posteriormente se les 

realizó la eutanasia en cámara de CO2. 

   4.2.3 Hemograma 
 
   Desde los animales transplantados con HeLa y tratados con los distintos 

fármacos, se obtuvo alrededor de 1 mL de sangre de cada uno de los ratones a 

través de sangrado yugular 48 horas después del último tratamiento. La sangre 



se depositó y agitó en tubos con heparina como anticoagulante, para su 

posterior procesamiento.  

 

   La sangre fue procesada en la Sección de Patología Clínica del 

Departamento de Patología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

de la UNAM, siguiendo los estándares del departamento.  

 

   Se analizó: hematocrito, eritrocitos, volumen globular medio (VGM), 

plaquetas, proteínas totales, fibrinógeno, leucocitos, neutrófilos y linfocitos. Se 

consideraron como valores de referencia aquellos obtenidos en el grupo 

testigo. 

 
   4.2.4 Necropsia e histopatología 
 
   Para todos los grupos, una vez hecha la eutanasia de los animales en una 

cámara de CO2, los animales fueron colocados en decúbito dorsal sobre una 

charola de disección y se sostuvieron de los cuatro miembros con alfileres. Se 

humedeció la región ventral con alcohol etílico y se incidieron las cavidades 

abdominal, torácica y craneal para identificar y describir las lesiones 

macroscópicas.  

 

   Los grados de las lesiones macroscópicas fueron asignados de acuerdo a su 

gravedad y fueron clasificados de la siguiente forma: 

 

a. Adherencias: Se asignó 1 al haber menos de 5 adherencias entre las 

asas intestinales; 2 al haber más de 5 adherencias e involucrar 

estómago y bazo; 3 al haber lo descrito en 2 y encontrarse 

adherencias con la pared peritoneal.  

 

b. Ascitis: 1 al haber ligera cantidad de líquido transparente; 2 al 

encontrarse moderado a abundante líquido transparente; 3 al ser el 

líquido rojo (sanguinolento). 



 

c. Alteraciones hepáticas: Se asignó 1 al tener bordes redondeados y 

palidez ligera; 2 al tener bordes moderadamente redondeados y 

tonalidad violácea; 3 al tener bordes gravemente redondeados y 

color rojo oscuro. Además, se asignó 4 al encontrarse el órgano de 

menor tamaño y peso, alteración compatible con atrofia. 

 

    4.2.5 Análisis estadístico 

 

   Los datos obtenidos desde los experimentos in vivo fueron analizados con la 

prueba de Kruskal Wallis para análisis de rangos con el programa Analyst® de 

SAS® 8.0 for Windows, a excepción del porcentaje de pérdida de peso animal y 

hemograma, los que fueron revisados por análisis de varianza seguida de 

Tukey. La significancia utilizada en todos los estudios fue de 0.05. 

 

   Para los datos de VRT analizados con Kruskal Wallis, una vez demostrada 

una diferencia estadística significativa (P<0,05), se procedió al cálculo del 

intervalo de confianza. Para esto, se utilizó el cálculo de ϕ̂  utilizando un 

contraste ortogonal   (-1 1), el cual se realizó de la siguiente manera: 

 

RR 21
ˆ −=ϕ  

 

en donde: 

=R 1
media de rangos del grupo 1 a comparar 

=R 2
media de rangos del grupo 2 a comparar 

 

La varianza de ϕ̂   se calculó de la siguiente manera: 
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En donde = contraste correspondiente (-1 o 1) y N = tamaño de la población 

en estudio. 

a

 

Con estos datos, ya es posible el cálculo del intervalo confianza, como sigue: 

 

ϕϕ χ ˆ95,0,ˆ
2

1
Var

K−
±  

 

Para asegurar que dos grupos son estadísticamente diferentes entre sí, el 

intervalo de confianza no debe involucrar el cero (0). Si lo involucra, quiere 

decir que no hay diferencia significativa entre los grupos (P>0,05). 

 



4.3 Resultados 
 
 
   4.3.1 HeLa 
 
 
   Para determinar si las Casiopeínas III-ia, IIgli y III-La aplicadas 

intraperitonealmente ejercían una actividad antitumoral sobre HeLa 

transplantada al ratón desnudo, se calculó el volumen relativo tumoral (VRT), la 

función antitumoral, los días en doblar el tamaño y el retraso específico del 

crecimiento. 

 

   Con respecto al VRT en los días 8, 16 y 24 (Figura 4.3.1), sólo se obtuvo 

diferencia estadísticamente significativa en el día 16 (p=0.028). Además, al 

realizar el cálculo de intervalo de confianza, se observó que esta diferencia sólo 

se manifestaba entre los distintos grupos de tratamiento con el testigo, sin 

embargo, no se observaron diferencias estadísticas entre CDDP, IIgli, III-ia y III-

La (Anexo 6). 

 

   Sumado a lo anterior, al analizar los días que demora el tumor en doblar su 

tamaño en los distintos grupos (Figura 4.3.2), ningún tratamiento demostró 

aumentar este indicador de manera significativa (p=0.11).  



 

 
 

Figura 4.3.1 Volumen relativo tumoral de HeLa tratado con CDDP, Cas 
IIgli, Cas III-ia y Cas III-La. Cajas de valores extremos que representan el 
volumen relativo tumoral (VRT) de los tumores originados del transplante de 
HeLa en los días 8, 16 y 24 de experimentación y tratados cada cuatro días con 
agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 mg/kg (n=5), Cas IIgli 
1 mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5). * Valor alejado entre 1.5 y 3 
desviaciones estándar respecto a la media. O Valor alejado más de 3 
desviaciones estándar respecto a la media. 
 

 

 
 

Figura 4.3.2 Días en doblar el tamaño de HeLa tratado con CDDP, Cas IIgli, 
Cas III-ia y Cas III-La. Cajas de valores extremos que representan los días en 
doblar el tamaño de los tumores originados del transplante de HeLa y tratados 
cada cuatro días con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 
mg/kg (n=5), Cas IIgli 1 mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5). * Valor alejado 
entre 1.5 y 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 



   Sin embargo, a pesar de los resultados estadísticos obtenidos con el volumen 

relativo tumoral y los días en doblar el tamaño, al calcular los índices de función 

antitumoral y retraso específico de crecimiento, se observó actividad 

antitumoral. El requerimiento de función antitumoral, que debe ser menor a 

42%, fue cubierto por las Cas III-ia y la Cas III-La. Por otra parte, el 

requerimiento de retraso específico de crecimiento, que debe ser mayor o igual 

a 2, fue alcanzado por las Cas IIgli y la Cas III-La (Cuadro 4.3.1). Estos datos 

postulan a la Cas III-La como la más activa sobre HeLa, en este modelo y 

esquema de tratamiento.    

 

   Con respecto a la toxicidad ejercida por los distintos tratamientos, la que se 

manifestó a través del porcentaje de pérdida de peso (Figura 4.3.3), no se 

observaron diferencias entre los distintos grupos de tratamiento (p=0.11). 

 

   Además, el análisis de hemograma de los ratones bajo los distintos 

esquemas sólo arrojó diferencias estadísticamente significativas (p=0.046) 

entre el promedio observado para proteínas totales en el tratamiento con Cas 

III-La y CDDP. Estos datos se representan en el cuadro 4.3.2 y se comparan en 

el cuadro 4.3.3.  



Cuadro 4.3.1 Actividad antitumoral in vivo sobre HeLa de CDDP, Cas IIgli, 
Cas III-ia y Cas III-La. Función antitumoral (FA) y retraso especifico del 
crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos tratamientos 
al día 24 de experimentación. 
 

 
 



 

 
 
Figura 4.3.3 Porcentaje de pérdida de peso de los animales 
transplantados con HeLa y tratados con CDDP, Cas IIgli, Cas III-ia y Cas 
III-La. Porcentaje de pérdida de peso al día 24 de investigación de los ratones 
desnudos transplantados con HeLa y tratados cada cuatro días con agua 
destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 mg/kg (n=5), Cas IIgli 1 
mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5). Los datos representan la media y error 
estándar de los distintos esquemas de tratamiento. 

 
 



Cuadro 4.3.2 Hemograma de ratones transplantados con HeLa y tratados 
con CDDP, Cas IIgli, Cas III-ia y Cas III-La. Valores de hemograma de los 
ratones desnudos transplantados con HeLa y tratados cada cuatro días con 
agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 mg/kg (n=5), Cas IIgli 
1 mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5).Los datos representan la media y 
error estándar de los distintos esquemas de tratamiento. *p<0.05. 
 

 
 
 

Cuadro 4.3.3 Estadística de proteínas totales en el hemograma de 
animales tratados con CDDP, Cas IIgli, Cas III-ia y Cas III-La. Literales 
provenientes del cálculo del análisis de varianza seguida de Tukey para 
proteínas totales al día 24 de los animales transplantados con HeLa y tratados 
cada cuatro días con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 
mg/kg (n=5), Cas IIgli 1 mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5).  
 

Tratamiento 
(mg/kg) 

literal 

III-La 1.8 mg/kg a 

IIgli 1 mg/kg ab 

III-ia 6 mg/kg ab 

Testigo ab 

CDDP 2.5 mg/kg b 
 
 



   En la necropsia de los ratones, se observaron múltiples adherencias y 

alteraciones hepáticas en los tres grupos de tratamientos con Casiopeínas, los 

que fueron estadísticamente significativos al ser comparados con el grupo 

testigo (p=0.004 y p=0.0009 respectivamente). Además, se observó ascitis con 

moderado a abundante líquido transparente de manera estadísticamente 

significativa (p=0.002) en los grupos tratados, siendo observada esta alteración 

con mayor gravedad en los animales tratados con Cas III-La (Figura 4.3.4).  



 

 
 

Figura 4.3.4 Hallazgos de necropsias en animales tratados con CDDP, Cas 
IIgli, Cas III-ia y Cas III-La. Cajas de valores extremos que representan 
adherencias, ascitis y alteraciones hepáticas de los animales transplantados 
con HeLa y tratados bajo los distintos esquemas durante 24 días 
experimentación; n=4 para todos los grupos. * Valor alejado entre 1.5 y 3 
desviaciones estándar respecto a la media. 
 

 



   4.3.2 PC-3 
 
   Para determinar si las Cas III-ia, IIgli y III-La aplicadas intraperitonealmente 

ejercían una actividad antitumoral sobre PC-3 transplantada al ratón desnudo, 

se calculó el volumen relativo tumoral (VRT), la función antitumoral, los días en 

doblar el tamaño y el retraso especifico del crecimiento. 

 

   Con respecto al VRT en los días 8, 16 y 24 (Figura 4.3.5), y a los días en 

doblar el tamaño (Figura 4.3.6) no hay diferencias estadísticas entre los 

distintos tratamientos (p>0.05). 

 

   Sin embargo, a pesar de los resultados estadísticos obtenidos con el volumen 

relativo tumoral y los días en doblar el tamaño, al calcular el índice de función 

antitumoral se observó que CDDP tenía actividad antitumoral. El requerimiento 

de función antitumoral, que debe ser menor a 42%, fue cubierto por la CDDP. 

Sin embargo, el requerimiento de retraso específico de crecimiento, que debe 

ser mayor o igual a 2, no fue alcanzado por ninguno de los tratamientos 

(cuadro 4.3.4).  

 

   Con respecto a la toxicidad ejercida por los distintos tratamientos, la que se 

manifestó a través del porcentaje de pérdida de peso (Figura 4.3.7), no se 

observaron diferencias entre los distintos grupos de tratamiento (p=0.062). 



 

 
 

Figura 4.3.5 Volumen relativo tumoral de PC-3 tratado con CDDP, Cas IIgli, 
Cas III-ia y Cas III-La. Cajas de valores extremos que representan el volumen 
relativo tumoral (VRT) de los tumores originados del transplante de PC-3 en los 
días 8, 16 y 24 de experimentación y tratados cada cuatro días con agua 
destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 mg/kg (n=5), Cas IIgli 1 
mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5).  

 
 
 

 
 
 

Figura 4.3.6 Días en doblar el tamaño de PC-3 tratado con CDDP, Cas IIgli, 
Cas III-ia y Cas III-La. Cajas de valores extremos que representan los días en 
doblar el tamaño de los tumores originados del transplante de PC-3 y tratados 
cada cuatro días con agua destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 
mg/kg (n=5), Cas IIgli 1 mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5). O Valor alejado 
más de 3 desviaciones estándar respecto a la media. 
 

 



 Cuadro 4.3.4 Actividad antitumoral in vivo sobre HeLa de CDDP, Cas IIgli, 
Cas III-ia y Cas III-La. Efectos antitumorales in vivo de cisplatino (CDDP), 
Casiopeínas III-ia, IIgli y III-La. Función antitumoral (FA) y retraso especifico del 
crecimiento (REC) determinado para los tumores de los distintos tratamientos 
al día 24 de experimentación. 
 

 
 



 

 
 

Figura 4.3.7 Porcentaje de pérdida de peso de los animales 
transplantados con PC-3 y tratados con CDDP, Cas IIgli, Cas III-ia y Cas 
III-La. Porcentaje de pérdida de peso al día 24 de investigación de los ratones 
desnudos transplantados con PC-3 y tratados cada cuatro días con agua 
destilada (n=5), CDDP 2.5 mg/kg (n=5), Cas III-ia 6 mg/kg (n=5), Cas IIgli 1 
mg/kg (n=5), Cas III-La 1.8 mg/kg (n=5). Los datos representan la media y error 
estándar de los distintos esquemas de tratamiento. 

 
 



   En la necropsia de los ratones, de manera similar que con lo observado en 

los ratones transplantados con HeLa, se encontraron múltiples adherencias, 

ascitis y alteraciones hepáticas en los tres grupos de tratamientos con 

Casiopeínas, los que fueron estadísticamente significativos al ser comparados 

con el grupo testigo (p=0.003, p=0.001 y p=0.001 respectivamente). Con 

respecto a las adherencias, la Cas III-La fue la droga que indujo esta alteración 

de manera más grave, observándose compromiso entre la serosa intestinal, 

hígado y cavidad peritoneal (Figura 4.3.8). 



 

 
 

Figura 4.3.8 Hallazgos de necropsias en animales tratados con CDDP, Cas 
IIgli, Cas III-ia y Cas III-La. Cajas de valores extremos que representan 
adherencias, ascitis y alteraciones hepáticas de los animales transplantados 
con PC-3 y tratados bajo los distintos esquemas durante 24 días 
experimentación; n=4 para todos los grupos. 
 

 



4.4 Discusión y conclusiones 

 
Con los datos obtenidos en este estudio, podemos concluir que las 

Casiopeínas IIgli y III-ia son activas sobre HeLa transplantada en el ratón 

desnudo, sin embargo, la Cas III-La cumple con los requerimientos de actividad 

antitumoral. No obstante esta actividad, ésta droga produce leve disminución 

estadística en las proteínas totales en el hemograma. Contrariamente, las 

Casiopeínas no mostraron actividad sobre PC-3. Sin embargo, CDDP fue 

parcialmente activo sobre PC-3 transplantado al ratón desnudo, al cubrir el 

requerimiento de función antitumoral. Además, al igual que lo observado en el 

capítulo 2 del presente estudio, la aplicación de Casiopeínas de manera 

intraperitoneal induce inflamación crónica peritoneal. Lo anterior debe de ser 

evaluado más cuidadosamente en otros estudios, con la finalidad de determinar 

alternativas en las vías de administración de las Casiopeínas y evitar efectos 

secundarios inflamatorios en el sitio de administración del fármaco.  

 

Con respecto a los datos obtenidos desde los ratones desnudos transplantados 

con HeLa, la Cas III-La demostró cubrir los requerimientos de función 

antitumoral y retraso específico del crecimiento, además de exhibir diferencias 

estadísticamente significativas en el VRT al día 16. Lo anterior concuerda con 

un estudio in vivo realizado en nuestro grupo con ratones desnudos 

transplantados con glioblastoma U-373, en donde Cas III-La (y no Cas IIgli) 

cumple los requerimientos antitumorales de actividad con la mitad de la dosis 

utilizada en el presente experimento, pero aplicándose diariamente por 21 días 

(Rico-Morales et al., 2006). No existen en el grupo de trabajo hasta la fecha, 

otros estudios in vivo realizados con células HeLa. 

 

Adicionalmente, en estudios in vitro realizados con diferentes Casiopeínas, se 

postula a la Cas III-La como la más activa frente a HeLa, al ser comparada con 

las Cas III-ia, Cas IIgli y otros componentes de esta familia (García-Pérez, 

2006). Con respecto a esto, un estudio QSAR realizado con varias 

Casiopeínas, perfila a la Cas III-La como una de las más activas sobre células 

HeLa (Bravo-Gómez ME, comunicación personal).  

 



Se conoce que las células HeLa tienen metabolismo de tipo oxidativo, lo que 

implica que la mitocondria participa esencialmente en el proceso proliferativo 

(Rodríguez-Enríquez, 2006). Por otra parte, se demostró que las Casiopeínas 

III-ia y IIgli son capaces de bloquear la fosforilación oxidativa (Marín-Hernández 

et al., 2003), razón por la que evidenciaría la actividad antitumoral observada 

en el presente estudio. Por ende, tal como se discutió en cáncer de colon, el 

uso de drogas catiónicas lipofílicas, como las Casiopeínas, estaría 

recomendado. El hecho de ser catiónico y lipofílico permite que este tipo de 

drogas se acumulen y permanezcan por períodos largos preferentemente en 

células tumorales, promoviendo así la inhibición de la función mitocondrial 

(Davis et al., 1985; Fantin et al., 2002). No obstante, debe aun ser demostrado 

el o los sitios exactos de acción de las Casiopeínas y sus derivados, ya que 

está descrito que algunas drogas con base en Cu(II) tienen su actividad a 

través del rompimiento del ADN. 

 

En los últimos años, la radiación y la quimioterapia han sido de gran ayuda 

para el tratamiento del cáncer cérvico uterino avanzado, comparado con la 

tradicional terapia de radiación (Rose, 2002). Dentro de la quimioterapia 

utilizada, CDDP se ha vuelto parte fundamental del tratamiento (Koivusalo et 

al., 2002, 2004, 2005). En este trabajo se demuestra la actividad de la Cas III-

La sobre HeLa in vivo, que supera a la actividad exhibida por CDDP, por lo que 

se propone para ser analizado en el tratamiento del cáncer cérvico uterino.  

 

En relación con el cáncer de próstata, sólo CDDP fue activo en la dosis y 

esquemas utilizados, lo que concuerda con los descrito en otro estudio 

(Hanigan et al., 1999), en el que se evidenció actividad antitumoral parcial en 

tumores PC-3 transplantados en el ratón desnudo, con la misma dosis de 

CDDP pero aplicada una vez a la semana, sin evidencias de toxicidad.  

 

Contrariamente, las Casiopeínas utilizadas no mostraron actividad antitumoral 

sobre las células de carcinoma prostático PC-3. Se postula que este efecto es 

debido a que las células malignas de cáncer prostático, en particular la línea 

PC-3 (andrógeno independiente), mantienen una alta capacidad antioxidante, 

incluso en presencia de agentes estresantes (Lim et al., 2005; Li et al., 2005). 



Lo anterior es producto de la sobre expresión de sistemas antioxidantes 

(particularmente GSH), lo que da lugar a la pérdida de sensibilidad por estrés 

oxidativo. Se demostró en estudios anteriores, que parte de la actividad 

antitumoral de algunas Casiopeínas se debían a la generación de especies 

reactivas de oxígeno (de Vizcaya et al., 2000; Trejo-Solís, 2005), hecho que 

explicaría parcialmente la nula actividad observada en esta línea celular. No 

obstante, se necesitarían mayores estudios para clarificar este postulado.  

 

Por otra parte, los ratones transplantados con HeLa y PC-3 exhibieron 

alteraciones a la necropsia compatibles con toxicidad con las tres Casiopeínas 

utilizadas. Lo anterior es producto del efecto irritativo crónico ejercido por los 

fármacos, lo que ocasiona inflamación crónica sobre la superficie peritoneal, 

hecho que interfiere con la fibrinolisis y da lugar a organización de la matriz 

fibrinocelular, lo que se evidencia a través de generación de adherencias (di 

Zerega, 1994; Monk et al., 1994). Adicionalmente, el tratamiento con la Cas III-

La (la más activa de las Casiopeínas utilizadas en este estudio), demostró 

afectar otro indicador de toxicidad, al disminuir el valor de proteínas totales en 

el hemograma. Las causas se pueden relacionar a mala nutrición, enfermedad 

hepática o enteropatía con pérdida de proteínas (Arnold et al., 2001). Sin 

embargo, no se evidenciaron diferencias estadísticas en la pérdida de peso 

(como indicador de toxicidad) entre los grupos tratados con Cas III-ia o Cas IIgli 

con el grupo testigo negativo. Son necesarios estudios complementarios para 

establecer la causa de la hipoproteinemia observada. 

    

 

Con base en este estudio se tienen las siguientes conclusiones: 
 

• Las Cas IIgli, III-ia y III-La tienen actividad antitumoral sobre HeLa 

transplantado al ratón desnudo en las dosis utilizadas, siendo la Cas III-

La la droga que demuestra la mayor actividad, pero muestra una ligera 

toxicidad, al inducir disminución de las proteínas totales en el 

hemograma. 

 



• Las Casiopeínas utilizadas no son activas sobre PC-3 transplantado al 

ratón desnudo.  

 



CONCLUSIONES FINALES 
 

• La Casiopeína III-ia disminuye la viabilidad e induce apoptosis in vitro de 

HCT-15 de manera dosis dependiente, lo que se relaciona con el 

aumento de los niveles de Bax y la activación de caspasas. No obstante, 

no influye en la duración de las distintas etapas del ciclo celular. 

Adicionalmente, Cas III-ia inhibe la proliferación y dispara apoptosis en 

células HCT-15 transplantadas en el ratón desnudo. No obstante, 

demostró inducir peritonitis de manera dosis dependiente en la serosa 

parietal y visceral. 

 
• La Casiopeína IIgli disminuye parcialmente la viabilidad de HCT-15 in 

vitro a través de la generación de especies reactivas de oxígeno. 

Además, induce apoptosis, la que está relacionada con la activación de 

caspasas. Por otra parte, Cas IIgli inhibe la proliferación y alcanza todos 

los requerimientos de actividad antitumoral evaluados in vivo, sin 

embargo y al igual que Cas III-ia, es irritante cuando se administra por 

vía intraperitoneal. 

 

• Las Cas IIgli, III-ia y III-La tienen actividad antitumoral parcial sobre 

HeLa transplantada en el ratón desnudo en las dosis utilizadas, siendo la 

Cas III-La la droga que demuestra la mayor actividad, hecho que se ve 

opacado por una ligera toxicidad, al inducir disminución de las proteínas 

totales en el hemograma. No obstante, este dato requiere de estudios 

posteriores para evaluar su mecanismo. 

 

• Las Casiopeínas utilizadas no son activas sobre PC-3 transplantado en 

el ratón desnudo.  

 



6. ANEXOS 
 
 
 

Anexo 1. Cálculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos 
por la prueba de Kruskal Wallis, para la viabilidad sin NAC obtenida por 
sulforrodamina 24h post-tratamiento con Casiopeína IIgli 

 
 

 
Contraste Estimado 

(phi) 
Límite inferior Límite 

superior 

RR 25.10
−  16.25 * 10.48 22.01 

RR 5.20
−  15.75 * 9.98 21.51 

RR 50
−  11.63 * 5.86 17.39 

RR 100
−  10.63 * 4.86 16.39 

RR 5.225.1
−  -0.5 -6.26 5.26 

RR 525.1
−  -4.62 -10.38 1.14 

RR 1025.1
−  -5.62 -11.38 0.14 

RR 55.2
−  -4.12 -9.88 1.64 

RR 105.2
−  -5.12 -10.88 0.64 

RR 105
−  -1 -6.76 4.76 

 
* Diferencia estadísticamente significativa. 

 
 
 



 
 
Anexo 2. Cálculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos 
por la prueba de Kruskal Wallis, para la viabilidad con NAC obtenida por 
sulforrodamina 24h post-tratamiento con Casiopeína IIgli  
 
 

Contraste Estimado 
(phi) 

Límite inferior Límite 
superior 

RR 25.10
−  8.75 * 2.98 14.51 

RR 5.20
−  17.25 * 11.48 23.01 

RR 50
−  13 * 7.23 18.76 

RR 100
−  11 * 5.23 16.76 

RR 5.225.1
−  8.5 * 2.73 14.26 

RR 525.1
−  4.25 -1.51 10.01 

RR 1025.1
−  2.25 -3.51 8.01 

RR 55.2
−  -4.25 -10.01 1.51 

RR 105.2
−  -6.25 * -12.01 -0.48 

RR 105
−  -2 -7.76 3.76 

 
* Diferencia estadísticamente significativa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
Anexo 3. Cálculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos 
por la prueba de Kruskal Wallis, para viabilidad obtenida por sulforrodamina 
24h post tratamiento con Casiopeína III-ia 
 
 
 

Contraste Estimado 
(phi) 

Límite 
inferior 

Límite 
superior 

RR 5.20
−  1.34 -5.58 8.26 

RR 50
−  5 -1.92 11.92 

RR 100
−  15.34 * 8.41 22.26 

RR 150
−  21 * 14.07 27.92 

RR 200
−  23.34 * 16.41 30.26 

RR 55.2
−  3.66 -3.26 10.58 

RR 105.2
−  14 * 7.07 20.92 

RR 155.2
−  19.66 * 12.73 26.58 

RR 205.2
−  22 * 15.07 28.92 

RR 105
−  10.34 * 3.41 17.26 

RR 155
−  16 * 9.07 22.92 

RR 205
−  18.34 * 11.41 25.26 

RR 1510
−  5.66 -1.26 12.58 

RR 2010
−  8 * 1.07 14.92 

RR 2015
−  2.34 -4.58 9.26 

 
* Diferencia estadísticamente significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Anexo 4. Cálculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos 
por la prueba de Kruskal Wallis, para las células vivas obtenidas por citometría 
de flujo 24h post tratamiento con Casiopeína III-ia  
 
 

Contraste Estimado 
(phi) 

Límite inferior Límite 
superior 

RR 5.20
−  -2.33 -7.41 2.75 

RR 50
−  -1 -6.08 4.08 

RR 100
−  2.67 -2.41 7.75 

RR 150
−  7.33 * 2.24 12.41 

RR 200
−  10.33 * 5.24 15.41 

RR 55.2
−  1.33 -3.75 6.41 

RR 105.2
−  5 -0.08 10.08 

RR 155.2
−  9.66 * 4.57 14.74 

RR 205.2
−  12.66 * 7.57 17.74 

RR 105
−  3.67 -1.41 8.75 

RR 155
−  8.33 * 3.24 14.41 

RR 205
−  11.33 * 6.24 16.41 

RR 1510
−  4.66 -0.42 9.74 

RR 2010
−  7.66 * 2.57 12.74 

RR 2015
−  3 -2.08 8.08 

 
* Diferencia estadísticamente significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Anexo 5. Cálculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos 
por la prueba de Kruskal Wallis, para apoptosis temprana obtenida por 
citometría de flujo 24h post tratamiento con Casiopeína III-ia 
 

Contraste Estimado 
(phi) 

Límite inferior Límite 
superior 

RR 5.20
−  -2.66 -7.74 2.42 

RR 50
−  -1.33 -6.41 3.75 

RR 100
−  -6.33 * -11.41 -1.24 

RR 150
−  -10.33 * -15.41 -5.24 

RR 200
−  -12.33 * -17.41 -7.24 

RR 55.2
−  1.33 -3.75 6.41 

RR 105.2
−  -3.67 -8.71 1.41 

RR 155.2
−  -7.67 * -12.75 -2.58 

RR 205.2
−  -9.67 * -14.75 -4.58 

RR 105
−  -5 -10.08 0.08 

RR 155
−  -9 * -14.08 -3.91 

RR 205
−  -11 * -16.08 -5.91 

RR 1510
−  -4 -9.08 1.08 

RR 2010
−  -6 * -11.08 -0.91 

RR 2015
−  -2 -7.08 3.08 

 
* Diferencia estadísticamente significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Anexo 6. Cálculo del intervalo de confianza, basado en los rangos obtenidos 
por la prueba de Kruskal Wallis, para volumen relativo tumoral al día 16 de 
tratamiento con los distintos fármacos 
 

Contraste Estimado 
(phi) 

Límite inferior Límite 
superior 

RR CDDP
−

0  8 * 1.62 14.37 

RR IIgli
−

0
 13.1 * 6.72 19.47 

RR iaIII−
−

0
 11.2 * 4.82 19.07 

RR LaIII −
−

0
 12.7 * 6.32 19.07 

RR IIgliCDDP
−  5.1 -1.27 11.47 

RR iaIIICDDP −
−  3.2 -3.17 9.57 

RR LaIIICDDP −
−  4.7 -1.67 11.07 

RR iaIIIIIgli −
−  -1.9 -8.27 4.47 

RR LaIIIIIgli −
−  -0.4 -6.77 5.97 

RR LaIIIiaIII −−
−  1.5 -4.87 7.87 

 
* Diferencia estadísticamente significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Anexo 7. Significancias en el análisis de varianza (ANDEVA) de las variables 
obtenidas en el hemograma de los animales transplantados con HeLa y 
tratados bajo los distintos esquemas 
 

Variable  Significancia (ANDEVA) 
Hematocrito 0.064 
Eritrocitos 0.427 
VGM 0.229 
Plaquetas  0.963 
Proteína Total 0.046 * 
Fibrinógeno 0.732 
Leucocitos 0.411 
Linfocitos 0.625 
Neutrófilos 0.249 

 
* Diferencia estadísticamente significativa (P<0.05). 
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ABREVIATURAS Y SIGLAS 
 
ADN   Ácido desoxirribonucleico 
AIF    Factor inductor de apoptosis 
ANT   Adenin nucleótico traslocasa 
Apaf 1   Factor activador de proteasas apoptóticas 1 
APT   Aminofosfolípido traslocasa 
ARN   Ácido ribonucleico 
ARNm   Mensajero de Ácido ribonucleico 
ASPP    Proteína estimulante de la función apoptótica de p53 
ATCC   American tissue culture collection 
ATP   Adenina trifosfato 
BH   Homología de Bcl-2 
Bid    Dominio que interactúa con Bcl-2 
CAD    DNasa activada por caspasas 
CAMs   Moléculas de adhesión celular 
CARD   Dominio de reclutamiento de caspasas 
Cas    Casiopeína 
CDDP   Cis-diamino-dicloro platino (II) 
CDK4   Cinasa dependiente de ciclinas 4 
CED-3   Proteína 3 precursora de muerte celular 
Cit c    Citocromo c 
c-myc   Protooncogen relacionado a gen de mielocitomatosis 
CRADD   Adaptador de caspasa a RIP con dominio de muerte 
DFF   Factor de fragmentación de ADN 
DMSO  Dimetil sulfóxido 
ECL    Quimioluminiscencia aumentada 
EGF    Factor de crecimiento epitelial 
FA   Función antitumoral 
FADD   Dominio de muerte asociado a Fas 
FAK   Cinasa de adhesión focal 
Fas    CD-95, Apo-1 
FGF    Factor de crecimiento de fibroblastos 
FLIP    Proteínas inhibitorias de FLICE 
GSH   Glutatión reducida 
HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico  
HGF    Factor de crecimiento de hepatocitos 
HIF   Factor inducido por hipoxia 
IAP    Proteína inhibidora de apoptosis 
ICAD   Inhibidor de DNasas activadas por caspasas 
ICE   Enzima convertidora de interleucina 1-β / caspasa 1  
IGF    Factor de crecimiento similar a insulina 
InCan   Instituto Nacional de Cancerología 
MDR1   Proteínas de resistencia múltiple a drogas 1 
MEM   Medio esencial mínimo 
MRP    Proteína asociada a MDR1  
MTP   Transición de la permeabilidad mitocondrial 
NAC   N-acetil cisteína 
NAD   Dinucleótido de nicotinamida 
PARP   Poli (ADP-ribosa) polimerasa 



PBS   Solución amortiguadora de fosfatos 
PCNA   Antígeno nuclear de proliferación celular 
PS   Fosfatidilserina 
Rb   Retinoblastoma 
REC   Retraso específico del crecimiento 
RIP    Proteína que interactúa con receptores  
ROS   Especies reactivas de oxígeno 
Rpm   Revoluciones por minuto 
Smac/DIABLO  Activador de caspasas secundario a la mitocondria / 

Proteína de unión directa a IAP con bajo pI. 
TGF-β   Factor de crecimiento transformante β 
TNF-α   Factor de necrosis tumoral α 
VDAC   Canales aniónicos dependientes de voltaje 
VRT   Volumen relativo tumoral 
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