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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 CÁNCER CERVICOUTERINO 

El cáncer cervicouterino (CaCu) representa el 9.8% de todos los cánceres a nivel 

mundial (Parkin et al., 1999; Alonso et al., 2005). Es el segundo cáncer más 

común entre las mujeres de los países en vías de desarrollo como México y es la 

segunda causa de muerte por cáncer a nivel mundial (Alonso et al ., 2005).  

El cáncer cervicouterino se desarrolla a través de distintas etapas: La primera 

etapa es la infección por el virus del papiloma y el epitelio puede permanecer en 

ese estado para luego, en algunos casos, pasar a lo que se conoce como 

neoplasia intraepitelial cervical (NIC), que se considera una lesión premaligna en 

la que existe un crecimiento de células anormales en el tejido cervical. Las 

neoplasias intraepiteliales cervicales se clasifican en I, II y III según la etapa de 

invasión. Estas lesiones pueden a su vez desarrollarse hasta un cáncer in situ, es 

decir, aquel que aún está delimitado. Luego de esta etapa, se puede producir un 

cáncer invasor, que es aquel que ha roto la membrana basal del tejido donde se 

originó y que tiene el potencial para migrar a otros tejidos convirtiéndose en 

metástasis (Torroella et al., 1998).  

Los virus del papiloma humano (VPH) genitales de alto riesgo son los agentes de 

mayor riesgo para la carcinogénesis cervical. De hecho, estos virus se han 

encontrado asociados con el 99.7% de casos de cáncer cervicouterino a nivel 

mundial (Bosch et al., 2002; Muñoz et al., 2003). Los VPH de alto riesgo son 

aquellos que se asocian con las NIC II-III, el carcinoma in situ (CIS) y el CaCu. Los 

VPH de alto riesgo más comunes son los tipos 16 y 18. Se considera a estos tipos 
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de virus como “de alto riesgo” o VPH oncogénicos pues es poco probable que 

estas lesiones tengan una regresión espontánea a un epitelio sano.  

En su comienzo, el cáncer cervicouterino produce pocos síntomas. A medida que 

la neoplasia progresa, los síntomas clínicos son diversos, pero el más común es la 

hemorragia.  

Las lesiones precursoras del carcinoma cervical se detectan mediante el 

Papanicolau (Pap) (Papanicolau et al., 1941) y pueden ser tratadas mediante 

crioterapia, escisión, cauterización o láser para evitar su progresión, mientras que 

para el cáncer cérvicouterino los tratamientos más comunes son la  intervención 

quirúrgica, la radioterapia y la quimioterapia. Estos tratamientos pueden 

combinarse (Torroella et al., 1998). Los diferentes tratamientos inducen distintos 

tipos de muerte celular que se mencionan más adelante. 

 

1.2 MUERTE CELULAR 

Se han reconocido y descrito cuatro actividades celulares que inducen muerte 

celular: necrosis, apoptosis, catastrofe mitótica y autofagia. La interrupción 

permanente del ciclo celular, conocida como senescencia, se considera un tipo de 

muerte celular en el contexto del estudio del cáncer. Estos cinco procesos 

celulares se basan en distintas caracteristicas bioquímicas y morfológicas que se 

presentan en la célula que está muriendo. La apoptosis y la autofagia se 

consideran “muerte celular programada”, lo que se refiere a que tienen un control 

genetico, mientras que la necrosis y la catástrofe mitótica se consideran 

respuestas pasivas a daños celulares. La desregulación de las vías que controlan 
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cada uno de éstos tipos de muerte celular se asocia con eventos de tumorigénesis 

(Ricci et al., 2006).  

 

1.2.1 Necrosis 

Es un proceso de destrucción celular desordenado que se da luego de un trauma, 

un proceso de inflamación, infección o isquemia y concluye con la liberación de los 

componentes celulares. Se produce por la inhibición de la producción de la 

energía celular, la pérdida del balance del flujo de calcio intracelular, la generación 

de especies reactivas de oxígeno (ERO) y la activación de ciertas proteasas que 

también pueden inducir apoptosis (descrita a continuación) como las catepsinas 

(Broker et al., 2005), y las calpaínas (Spencer et al., 1995). La energía celular se 

termina, lo que provoca que las bombas y canales pierdan sus funciones. La 

membrana celular se distorsiona, los organelos se degradan y se hinchan al igual 

que la célula. Las vías de señalización de este proceso siguen siendo un misterio 

(Okada et al., 2004).  

 

1.2.2 Apoptosis 

Es la forma mejor conocida de muerte celular. Es esencial en el desarrollo 

embrionario, en las funciones del sistema inmune y en mantener la homeostasis 

de los tejidos (Prindull, 1995). La desregulación de este tipo de muerte celular está 

asociada con enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes o cáncer. Los 

cambios morfológicos propios de la apoptosis son la condensación de la 

cromatina, la fragmentación nuclear y el corte del ADN en un cierto escalamiento 

con cortes ordenados cada 180 pares de bases (en inglés se le llama DNA 
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laddering). La célula se encoge y el citoplasma se fragmenta formándose cuerpos 

apoptóticos. Estos cuerpos apoptóticos son reconocidos por macrófagos que se 

encargan de eliminarlos. 

La forma más estudiada de la apoptosis es la mediada por proteasas que 

contienen una cisteína en su sitio activo y que escinden proteínas en residuos 

específicos de ácido aspártico conocidas como caspasas (Thornberry et al., 1998). 

Las caspasas se expresan inicialmente como zimógenos, llamados pro-caspasas, 

que son las precursoras de las caspasas activadas.  

Las caspasas se clasifican en iniciadoras y efectoras. Las primeras forman 

agregados y el hecho de que estén en estrecho contacto, les permite activarse, 

presentando un cambio conformacional debido a que una escinde a otra. Las 

principales caspasas iniciadoras son la 2, 8, 9 y 10. Las caspasas efectoras 

necesitan ser activadas por alguna caspasa iniciadora igualmente mediante 

escisión de su pro-caspasa. Una vez activadas, éstas caspasas escinden 

proteínas clave para la célula, como las láminas nucleares, lo que resulta en todos 

los cambios bioquímicos y morfológicos propios de este tipo de muerte que se 

mencionan más adelante. Las caspasas efectoras más importantes son la 3, 6 y 7. 

Se conocen dos vías por las que esta cadena de caspasas se activa: la vía 

extrínseca y la vía intrínseca (Danial et al., 2004; Nagata 1997; Cory et al., 2002). 

La vía extrínseca (Figura 1) se da cuando se activan los receptores de muerte 

presentes en la superficie celular por unión de sus ligandos extracelulares. Estos 

ligandos son Fas-L que se une a su receptor Fas y el ligando factor de necrosis 

tumoral (TNF del ingles tumor necrosis factor) que se une a su receptor TNFR (del 

ingles tumor necrosis factor receptor) (Locksley et al., 2001). La activación de 
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estos receptores hace que se forme el complejo inducido por señales de muerte 

(DISC, por death-induced signalling complex) que recluta a la caspasa 8 quien 

activa a la caspasa 3 (Nicholson et al., 2003)  y a la 7 (Cohen 1997). 

La vía intrínseca (Figura 1) se desencadena por diversos estímulos intracelulares 

como la falta de nutrientes, una infección viral, niveles altos de ERO, la hipoxia, el 

daño al ADN y la activación de oncogenes. La respuesta a estos estímulos se da 

en la mitocondria, cuya membrana externa pierde el control de su 

permeabilización permitiendo la salida de citocromo c y de otras moléculas pro-

apoptóticas. La salida del citocromo c permite la formación del apoptosoma, un 

complejo protéico que contiene citocromo c, factor activador de proteasas 

apoptóticas (APAF1 por apoptotic protease activating factor 1), pro-caspasa 9 y 

dATP (Deoxiadenosin-trifosfato) (Liu et al., 1996). Esto activa a la caspasa 9 que 

se encarga de activar a las caspasas efectoras 3 y 7. La caspasa 3 a su vez, 

activa a la caspasa 6 (Nicholson et al., 2003). 

La salida de las proteínas apoptóticas de la mitocondria está regulada en algunas 

ocasiones por los miembros de la familia de proteínas Bcl-2. Las proteínas Bcl-2 

contienen de uno a cuatro dominios homólogos a Bcl-2 (BH). El número y la 

combinación de estos dominios determinan si la proteína es pro- o anti- 

apoptótica. Las proteínas anti-apoptóticas contienen cuatro dominios BH. Algunas 

de estas proteínas son: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w y Bfl-1/A1. Las proteínas pro-

apoptóticas carecen del cuarto dominio BH y se dividen en dos grupos: los 

miembros que solo tienen el dominio BH3, como Bid, Bad, Bim, Puma, Noxa, Bmf 

entre muchas otras, y los miembros multidominio BH1-3 como Bax y Bak. Bax se 

encuentra en el citosol y también unida débilmente a la membrana plasmática 
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(Suzuki et al., 2000) y Bak en la membrana externa de la mitocondria junto con 

Mcl-1 o Bcl-xL. (Scorrano et al., 2003, Willis et al., 2005). Cuando Bax y/o Bak se 

oligomerizan, se fijan a la membrana externa mitocondrial y forman poros, lo que 

permite que se dé la permeabilización de la membrana externa mitocondrial. Las 

proteínas Bid y Bim activan directamente los monómeros de Bax y Bak para que 

puedan formar los oligómeros, mientras que proteínas como Bad, Noxa y Puma, 

facilitan esta oligomerización bloqueando a proteínas como Bcl-2 y Bcl-xL, quienes 

son inhibidoras de la activación de Bax y Bak (Chipuk et al., 2006).  

Adicionalmente existen las llamadas proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs 

por inhibitor of apoptosis proteins). Estas proteínas pueden unirse e inhibir el sitio 

activo de las caspasas 3, 7 y 9 (LaCasse et al., 1998). Para evitar que esto 

suceda, cuando se desencadenan los procesos mencionados anteriormente, son 

bloqueadas por otros complejos como DIABLO/SMAC u OMI/HTRA2 (Du et al., 

2000; Suzuki et al., 2001; Verhagen et al., 2000), que también son liberados de la 

mitocondria luego de la permeabilización de la membrana externa. 

La proteína Bid conecta la vía extrínseca con la mitocondrial o intrinseca. La 

caspasa 8 corta a Bid permitiendo que quede expuesto un residuo de glicina 

formando tBid. tBid viaja a la membrana mitocondrial donde promueve la 

oligomerización de Bax y Bak (Li et al., 1998, Luo et al., 1998). 

Algunas condiciones de estrés como la radiación ionizante o algunas formas de 

quimioterapia, activan las respuestas al daño del ADN que incluyen la 

estabilización de p53 (proteína supresora de tumores), quien induce que el ciclo 

celular se detenga activando la transcripción de p21. Esto permite que la célula 

tenga tiempo de reparar el daño. Si esto no ocurre, la célula inicia un proceso de 
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apoptosis. p53 activa la transcripción de genes pro-apoptóticos como los que 

codifican para Bax, Bid, Noxa y Puma (El-Deiry 2003) y también se sabe que p53 

puede inducir la permeabilización de la membrana externa mitocondrial al unirse a 

miembros de la familia Bcl-2 y facilitar la oligomerización de Bax y Bak (Leu et al., 

2004; Mihara et al., 2003). Asi mismo, p53 puede inducir la activación de la vía 

extrínseca de la apoptosis induciendo la expresión del receptor Fas (Haupt et al., 

2003). Pero p53 no solo es capaz de activar las vías intrinseca y extrinseca de la 

apoptosis, si no que también puede activar directamente a las caspasas 6 

(MacLachlan et al., 2002) y 8 (Ding et al., 1998). El mecanismo por el cuál p53 

activa a la caspasa 6 involucra, la unión de p53 al tercer intrón del gen de la 

caspasa 6 y su transactivación. Ésto incrementa el nivel de pro-caspasa 6 y por lo 

tanto, de caspasa 6 activa. En cuanto a la caspasa 8, se ha encontrado que p53 

se une a su promotor (Liedtke et al., 2003). 

Existen otras moléculas capaces de provocar muerte apoptótica pero sin activar 

caspasas. Este tipo de muerte celular es conocida como apoptosis independiente 

de caspasas. Algunas de estas moléculas son: la Endonucleasa G, una ADNasa 

mitocondrial que se libera luego de algún estímulo apoptótico y que es 

responsable de la condensación de la cromatina así como de la fragmentación del 

ADN (Van Loo et al., 2002); el factor inductor de apoptosis (AIF por apoptosis 

inducing factor), liberado también de la mitocondria, que se transloca al núcleo e 

induce, mediante un mecanismo aún no definido, que la cromatina se condense 

(Daugas et al., 2000); las catepsinas (siendo la B y la D las más estudiadas) que 

una vez que son liberadas de los lisosomas pueden inducir apoptosis 

independiente de caspasas por mecanismos no bien definidos todavía (Broker et 

 15

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Liedtke%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


al., 2004) pero que en ocasiones involucran la liberación de AIF de la mitocondria 

(Bidere et al., 2003). 

Se ha encontrado también, que las calpaínas (proteasas de cisteina que se 

activan con el aumento de la concentración de calcio intracelular) pueden provocar 

muerte apoptotica sin la activación aparente de caspasas (Polster et al., 2005; 

Vandenabeele et al., 2005). 

 

 Fig. 1. Vía general de la apoptosis dependiente e independiente de caspasas 
(Modificado de Kroemer et al., 2005). 
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1.2.3 Autofagia 

A diferencia de la apoptosis y la necrosis, la autofagia no siempre es sinónimo de 

muerte celular. Es un proceso que la célula utiliza para degradar y reciclar 

proteínas y organelos (viejos y/o dañados principalmente) (Klionsky et al., 1999; 

Kim et al., 2000), lo que puede ser necesario para el remodelamiento celular 

durante la diferenciación, en condiciones de estrés por falta de nutrientes (como 

factores de crecimiento o amino-ácidos) (Lum et al., 2005; Shintani et al., 2004) o 

cuando se presentan daños celulares por algún agente citotóxico (Levine et al., 

2004). Su desregulación se asocia con cardiomiopatías, miopatías (Kalimo et al., 

1988), enfermedades neurodegenerativas (Bahr et al., 2002), infecciones (Klionsky 

2003) y cáncer (Liang et al., 1999). En condiciones de estrés la autofagia puede 

promover la supervivencia celular pero si es excesiva, la célula muere (Hait et al., 

2006). El fenómeno de la autofagia se ha observado en levaduras, plantas, 

nematodos, moscas, ratones y humanos. Originalmente fue descrita en 

mamíferos, pero hoy la mayoría de la información que se tiene es de estudios 

hechos en levaduras (Takeshige et al., 1992). 

La principal característica de las células que están bajo un proceso de autofagia, 

es que al microscopio presentan gran cantidad de vesículas con doble membrana 

(de origen desconocido pero que en mamíferos se cree se da en el retículo 

endoplásmico) llamados autofagosomas. Además, se puede detectar la presencia 

de la proteína LC3, la cual se encuentra asociada a los microtubulos pero que al 

formarse los autofagosomas, queda atrapada en ellos. Una vez que se ha inducido 

la autofagia, se sintetizan los autofagosomas que envuelven a los organelos 

completos o a las proteínas aisladas que se van a degradar. Estos autofagosomas 
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se fusionan con lisosomas formando lo que se conoce como autolisosomas. El 

contenido de los autolisosomas es degradado por la acción de las hidrolasas 

presentes dentro de éstos.  

Se sabe que hay genes relacionados con la autofagia que en la levadura reciben 

el nombre de ATGs. Este conjunto de genes es responsable de regular la 

inducción de este proceso, la formación y expansión de los autofagosomas, de su 

fusión con los lisosomas y del reciclamiento del contenido de estas vesículas para 

que se puedan generar proteínas nuevas y se pueda sintetizar ATP (Kroemer et 

al., 2005; Levine et al., 2004). 

Existen investigaciones que demuestran la existencia de los homólogos a los 

genes ATGs en los mamíferos. BECN1 es el homólogo al gen Atg6 de la levadura. 

La proteína se llama beclin1. Se ha visto que este gen es responsable de la 

formación de los autofagosomas (Liang et al., 1998; Liang et al., 1999) y se ha 

encontrado que falta monoalélicamente en carcinomas espontáneos de mama 

(Karantza-Wadsworth et al., 2007), ovario (Liang et al., 1999) y próstata (Gao et 

al., 1995). 

A nivel molecular (Figura 2), la autofagia esta controlada principalmente por mTOR 

(el blanco de la rapamicina, una droga inmunosupresora utilizada para evitar el 

rechazo de órganos). mTOR integra las respuestas celulares a la falta de 

nutrientes y factores de crecimiento. mTOR es regulado por la via PI3K/Akt (Inoki 

K et al., 2005). mTOR es un sensor de la cantidad de nutrientes, por lo que 

permite o inhibe que se de la autofagia. Cuando hay nutrientes, mTOR permite 

que se de la síntesis de proteínas y se inhibe la autofagia. Esto lo hace 

fosforilando a la cinasa S6 e incrementando la traducción de mRNAs que codifican 
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para proteínas ribosomales (Meyuhas 2000). Se activa el factor eIF4 que 

promueve la proliferación celular incrementando la activación de la ciclina D, c-

Myc y el factor de crecimiento vascular endotelial (Mamane et al., 2004). Además, 

en la presencia de nutrientes, mTOR junto con AMP y la cinasa S6 promueven la 

elongación de péptidos regulando la fosforilación del factor de elongación de 

eucariontes 2 (eEF-2). Si faltan nutrientes, mTOR es inactivado por la AMP cinasa, 

lo que impide la síntesis de proteínas pues la fosforilación de la cinasa S6 

disminuye y la formación del factor eIF4 no se da (Inoki et al., 2005). Esto para 

conservar la energía celular y evitar la necrosis. Este es un mecanismo que las 

células han desarrollado para mantener los niveles de ATP evitando la síntesis de 

proteínas y reciclando los aminoácidos producidos por la digestión de proteínas y 

organelos en los autolisosomas. 

 Fig. 2. Vía comun de la autofagia (Modificado de Kondo et al., 2005). 
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1.2.4 Catástrofe mitótica 

En la mayoría de las ocasiones se le considera más bien un inductor irreversible 

de muerte celular (Weaver et al., 2005) (por apoptosis en la mayoría de los casos). 

Sin embargo, se ha observado que en ocasiones, cuando se produce una mitosis 

aberrante y se da una segregación inadecuada de los cromosomas, las células 

mueren rápidamente por la propia catástrofe mitótica (Castedo et al., 2004), cuyo 

mecanismo aun es desconocido. Para entender mejor la catástrofe mitótica, se 

debe recordar primero el proceso de la mitosis:  

En las células somáticas normales, la fase M del ciclo celular comprende dos 

etapas: la mitosis, en la que las cromátidas hermanas se alinean y luego se 

segregan en dos células hijas; y la citocinesis, en la que el citoplasma y su 

contenido se reparte entre esas dos células hijas. La entrada a la fase M, posterior 

a la fase G2, se da por la activación de CDK1 (en mamíferos Cdc2). Brevemente, 

antes de la mitosis, CDK1 se encuentra en un estado inactivo al estar fosforilada 

por las cinasas Wee1 y Myt1 en los residuos Tyr15 y Thr14 respectivamente (Nigg 

1995). Al final de la fase G2, CDK1 se activa cuando la fosfatasa CDC25C 

(activada por la cinasa Plk 1), desfosforila estos residuos y CAK fosforila el residuo 

Thr161. La CDK1 activada se une a la ciclina B1 y forman un complejo promotor de 

la mitosis que se trasloca al núcleo y fosforila a un gran número de sustratos, lo 

que promueve la ruptura de la envoltura nuclear, la separación del centrosoma, el 

ensamble del huso mitótico y la condensación de los cromosomas (Kimura et al., 

1998; Gonczy 2002; Karsenti et al., 2001), pasos necesarios para que la mitosis 

progrese desde la profase hasta la metafase y ocurran de una manera correcta.  

Al final de la metafase, este complejo debe ser destruido para que inicie la anafase 
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(ver más adelante). La ciclina B1 es destruida, con lo que CDK1 queda sola y 

vuelve a ser fosforilada e inactivada para que el ciclo progrese a la anafase. 

El ensamble del huso mitótico es un proceso muy importante y es necesario para 

que la mitosis se lleve acabo. La cinasa Aurora A es muy importante en dicho 

proceso, ya que participa en la formación del huso mitótico regulando la 

separación de los centriolos para que la formación del huso sea bipolar. Además, 

recluta γ−tubulina, proteína que forma los microtubulos que forman dicho huso 

mitótico. 

Existe un punto de control (checkpoint) que se da en el momento del ensamble del 

huso mitótico y se le conoce con ese nombre, o bien, punto de control mitótico. Su 

función es la de evitar la separación de las cromátidas hermanas hasta que todos 

los cromosomas se hayan unido adecuadamente al huso (unión bipolar). Dicho de 

otra manera, previene el progreso de la metafase a la anafase si existe algún 

error. Este se encarga además de verificar que los cromosomas se segreguen 

correctamente para producir células hijas idénticas genéticamente.  

Los cromosomas se unen al huso mediante sus cinetocoros. La cinasa Aurora B 

regula la correcta orientación de los cromosomas en el huso y la asociación de los 

cinetocoros de los cromosomas a los microtubulos del huso. Si algún cinetocoro 

no se une, se generan señales que retrasan el inicio de la anafase hasta que 

todos los cinetocoros se hayan unido. Estas señales se dan por la unión a los 

cinetocoros no unidos de las proteínas MAD1, MAD 2 Y MAD3 entre otras.  

El paso a la anafase es controlado por el complejo APC (anaphase promoting 

complex). Este complejo es una ligasa de ubiquitina E3 que marca ciertos 
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sustratos mitóticos (incluida la ciclina B del complejo promotor de la mitosis) como 

las securinas, que mantienen unidas las cromátidas hermanas que deben ser 

degradados por proteosomas para que inicie la anafase. Si se inhibe este 

complejo por señales como las de un cinetocoro no unido, se detiene el ciclo 

celular antes de entrar a esta etapa de la mitosis para que el daño sea reparado.  

Cualquier defecto o inactivación de los elementos antes mencionados, provoca 

que el ciclo celular no se detenga y que éste continúe pero con defectos, lo que 

ocasiona muerte celular por catástrofe mitótica, ya que como consecuencia se 

tienen cromosomas mal segregados o células aneuploides, que inducen una 

rápida muerte celular o inducen que se activen las vías mitocondriales 

mencionadas anteriormente en las que se activan las caspasas 3 y 9. 

Morfológicamente la catastrofe mitótica se asocia con células gigantes ya sea con 

múltiples micronúcleos o dos núcleos (Okada et al., 2004). 

En las células cancerosas es muy común que estos puntos de control no 

funcionen adecuadamente y se produzca esto. Además, existen fármacos que 

bloquean algunos de estos puntos de control para inducir la catástrofe mitótica en 

las células.  

Por otro lado, si estos mecanismos funcionan adecuadamente pero el daño a los 

microtubulos es irreversible y/o el arresto del ciclo es insuficiente para repararlo, la 

célula inicia un proceso de apoptosis. Así mismo, se puede dar un arresto crónico 

(la célula deja de replicarse, queda senescente). Es debido a que el destino de la 

célula puede culminar en apoptosis o en senescencia (descrito a continuación), el 

porque de que muchos autores consideren a la catástrofe mitótica como un 
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mecanismo inductor de apoptosis o senescencia en vez de un tipo de muerte 

celular per se (Castedo M et al., 2004). 

Los agentes que dañan los microtubulos, como el paclitaxel o los alcaloides de la 

vinca (vincristina, vinblastina) inducen este tipo de muerte celular (Jordan et al., 

1996). 

  

1.2.5 Senescencia 

La senescencia es un estado en el que las células interrumpen de manera 

permanente su replicación (Hayflick et al., 1961). Las células se mantienen en la 

fase G1 del ciclo celular y ya no se dividen a pesar de ser viables y 

metabolicamente activas por largos períodos de tiempo. Se considera que tiene un 

importante papel suprimiendo la formación de tumores (Campisi 2001). 

Anteriormente se consideraba que era controlada genéticamente a través de un 

mecanismo de conteo de los ciclos celulares que presenta la célula en el que los 

telomeros (secuencias repetitivas de ADN que protegen los extremos de los 

cromosomas) se van acortando. Hoy se acepta que, además de este control, 

puede ser inducida por una variedad de estímulos extrínsecos (como daños al 

ADN, activación de oncogenes, estrés oxidativo) (Schmitt et al., 2002; TePoele et 

al., 2002). 

Cuando los telomeros alcanzan una determinada longitud, se activa la proteína 

p53 (Figura 3), quien a su vez activa a p21, lo que marca el inicio de la 

senescencia celular deteniendo el ciclo celular de la célula (Smogorzewska et al., 

2002). Las condiciones de estrés mencionadas anteriormente activan también a 

p53. 
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Otro elemento muy importante en la regulación de la senescencia es la proteína 

Rb, quien bloquea a las células en la fase G1. La proteína Rb es inhibida por las 

cinasas CDK2, CDK4 y CDK6 cuando éstas la fosforilan. La proteína p21 y la 

proteína p16INK4A  inhiben justamente a estas cinasas para que Rb pueda llevar 

acabo su función (Sage et al., 2003, Stein et al., 1999).  

Cuando las células están senescentes, su citoplasma se encoge, se vuelve 

granuloso intenso y muy vacuolado, pero el cambio característico de las células 

senescentes se da a nivel bioquímico, en dónde se dan cambios en el 

metabolismo y la expresión de la enzima β-galactosidasa (enzima que cataliza la 

hidrólisis de β-galactósidos como la lactosa) aumenta, y a diferencia de lo que 

ocurre en una célula replicativamente activa, en las que la β-galactosidasa se 

encuentra en los lisosomas únicamente, en las células senescentes, esta enzima 

se expresa constitutivamente.  Ocurre también la acumulación de heterocromatina 

(ADN transcripcionalmente silenciado). 
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Fig. 3. Esquema de los elementos implicados en la senescencia  
(Modificado de Tsirpanilis 2007). 

 

 

 

 

1.3 QUIMIOFÁRMACOS 

La quimioterapia es el uso de drogas u hormonas para tratar el cáncer. Los 

quimiofármacos son drogas citotóxicas que actúan en el organismo de forma 

sistémica. La mayoría de los quimiofármacos actúan sobre las células 

mitóticamente activas (National Cancer Institute, EEUU, 2008, American Cancer 

Society, 2008) y su principal función es la de detener la multiplicación y expansión 

del tumor, dañando por ejemplo, el ADN de las células. Además, algunas drogas 

actúan únicamente sobre células que se encuentran en una fase específica del 

ciclo celular, como la fase S (síntesis del ADN) o la fase M (mitósis). En la 

actualidad existen además, medicamentos que han sido diseñados para actuar 
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sobre moléculas en específico, como pueden ser cinasas cuya sobreexpresión se 

asocia con la aparición de tumores.  

Los quimiofármacos poseen efectos secundarios debido principalmente a que en 

el organismo no solo las células tumorales son mitóticamente activas. Las células 

progenitoras de los glóbulos blancos y rojos presentes en la médula ósea son 

gravemente afectadas por el uso de quimiofármacos. Esto provoca la disminución 

en la cantidad de glóbulos blancos, lo que trae como consecuencia la incidencia 

de infecciones, y la disminución de glóbulos rojos, lo que produce anemia 

(Groopman et al., 1999). 

Existen varias formas de clasificar a los agentes quimioterapéuticos: según su 

mecanismo de acción, de acuerdo a su estructura química, en base a su relación 

con otras drogas o según el tipo de muerte celular que provocan (American 

Cancer Society, 2008). 

 

1.3.1  Cisplatino 

Dentro de los fármacos a base de platino, el cisplatino (cis-diamminedicloroplatino) 

es utilizado como quimioterapia base en la mayoría de los tumores sólidos, 

incluidos tumores de ovario, cabeza y cuello, pulmón y cérvix (Jamieson et al., 

1999). 

Brevemente, se ha encontrado que el cisplatino entra a la célula ayudado por el 

transportador de cationes orgánicos tipo 2 (OCT2 por sus siglas en ingles) (Choi et 

al., 2008) o también, gracias al transportador de cobre tipo 1 (CTR1 por sus siglas 

en ingles) (Sinani et al., 2007). Una vez dentro de la célula, los iones cloro de la 

molécula se pierden. El blanco principal es el ADN, donde el ion platino del 
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compuesto forma enlaces covalentes con las bases purinas. Luego de esto, en las 

posiciones en las que se encontraban los iones cloro, se forman los 

entrecruzamientos con las hebras del ADN. A estas interacciones se les conoce 

como aductos (uniones covalentes irreversibles que modifican químicamente la 

molécula en la que se forman) platino-ADN (Wang et al., 2005). Estas 

modificaciones al ADN desencadenan diversos procesos mediados por proteínas y 

factores de transcripción, de los cuales, algunos están involucrados en la 

resistencia al fármaco.  Algunos de los procesos que ocurren son: la activación de 

la vía Akt (Pommier et al., 2004), la inducción de c-ABL (Shaul 2000), la 

interrupción del ciclo celular en G1/S o G2/M, y la inducción de vías de reparación 

del ADN mediadas por NER (del ingles nucleotide excision repair) (Furuta 2002) y 

MMR (del ingles mismatch repair proteins) (Bellacosa 2001). 

A bajas concentraciones (< a 8μM), el cisplatino induce muerte por apoptosis, en 

dosis mayores se ha observado necrosis (Gonzalez et al., 2001). Algunos de los 

elementos que se han observado y que corresponden a este tipo de muerte celular 

son: caspasa 3 activada, liberación de citocromo c, caspasa 8 activada, APAF-1, 

caspasa 9 activada y aumento de FasL (Cummings et al., 2002; Wang et al., 

2005). 

 

1.3.2 Paclitaxel 

El paclitaxel, comúnmente conocido como taxol, comenzó a utilizarse como 

antineoplásico desde 1971. Se utiliza en tumores recurrentes en la mayoría de los 

casos en combinación con otros quimiofármacos base (como el cisplatino o la 
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doxorubicina) y también en casos de metástasis. Se extrae de la corteza del árbol 

Taxus brevifolia (De Bree et al., 2006). Es una de las llamadas “drogas de los 

microtúbulos”, pues afecta directamente la dinámica de estos componentes 

celulares al volverlos rígidos o estables (De Bree et al., 2006). Al ocurrir esto, el 

huso mitótico se forma de manera anormal (multipolar) (Weaver et al., 2005), lo 

que da inicio al proceso conocido como catástrofe mitótica. Sin embargo, se ha 

observado que si el arresto mitótico es largo, se presenta muerte por apoptosis, 

con activación de caspasas (3, 8, 9), activación de Bax y liberación de PARP. En 

algunos tipos celulares, se observa que es necesario que aumenten los niveles de 

FasL para que se de la activación de caspasas luego del tratamiento con paclitaxel 

(Blagosklonny et al., 2002). Por otro lado, esta droga induce la fosforilación de Bcl-

2, lo que impide sus efectos anti-apoptóticos (Blagosklonny et al., 1999). 

 

1.3.3 Doxorubicina 

La doxorubicina es conocida también como adriblastina o adriamicina. Se obtiene 

a partir de bacterias del género Streptomyces. Su uso en el tratamiento contra el 

cáncer comenzó desde 1960 como quimioterapia de primera línea en todo tipo de 

tumores (Stewart et al., 1997). Su estructura le confiere muchos efectos 

secundarios negativos, por lo que en ciertos tumores como los de ovario, cérvix y 

endometrio, su uso actualmente es limitado.  No se sabe con exactitud si este 

fármaco entra a la células por difusión (Dalmark et al., 1981) o si lo hace mediante 

algún sistema de transporte activo (Decorti et al., 1989). Una vez dentro de las 

células, la doxorubicina desencadena 3 procesos: daño al ADN por intercalación 

entre las pares de bases (Meriweather et al., 1972), generación de radicales libres 
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e inhibición o alteración de importantes enzimas como la topoisomerasa I, II, ADN 

polimerasas, ARN polimerasas y enzimas de reparación de ADN (Hortobagui 

1997). De lo anterior, la intercalación en el ADN y la inhibición de la topoisomerasa 

II son los principales procesos que le confieren su actividad antitumoral induciendo 

primero, que el ciclo celular se detenga y después, muerte por apoptosis 

(dependiente o independiente de caspasas). Luego de tratar células con 

doxorubicina, se observa la acumulación de p53 en el núcleo celular, seguida de 

activación de caspasa 3 y 9 junto con acumulación de PARP o bien, únicamente 

p53 y PARP sin la activación de caspasas (Bruynzeel et al., 2007). Por otro lado, 

la Doxorubicina puede activar al factor nuclear kappa B (NFκB) seguido de un 

aumento de catepsina B (Bien et al., 2004). 

 

1.3.4 Tamoxifén 

El tamoxifén es una droga que se ha utilizado desde hace 20 años en el 

tratamiento del cáncer de mama tanto en mujeres como en hombres y cuyo uso en 

otro tipo de tumores como los glioblastomas está bajo investigación (Robins et al., 

2006). Su mecanismo de acción se basa en que compite con los estrógenos por la 

unión al receptor de éstos. Cuando el tamoxifén se une a los receptores de 

estrógenos (ER, por sus siglas en ingles), los estrógenos ya no pueden unirse y 

por lo tanto, se inhiben los procesos desencadenados por los estrógenos en las 

células entre los que se encuentran la vía PI3K/AKT y la vía MAPK (Ring et al., 

2004). Se considera que el tamoxifén induce autofagia en las celulas tratadas 

debido a que los estrógenos pueden ser para muchas células (incluidas las células 
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tumorales de mama) nutrientes esenciales y porque la inhibición de la vía 

PI3K/AKT induce autofagia (Inoki et al., 2005). También puede inducir apoptosis, 

la cuál es independiente de la presencia del receptor para estrógenos y cuya 

inducción es mediada por la generación de especies reactivas al oxígeno (Lee et 

al., 2000).   

 

La tabla siguiente muestra los diferentes tipos de muerte celular que pueden 

inducir los quimiofármacos que se mencionaron anteriormente.  

 

 

Tabla 1. Tipos de muerte inducidos por los quimiofármacos. 

QUIMIOFÁRMACO TIPO DE MUERTE INDUCIDA 

 Necrosis Apoptosis Catastrofe 
mitótica Autofagia 

Cisplatino Ì Ì   

Paclitaxel  Ì Ì  

Doxorubicina  Ì   

Tamoxifén  Ì  Ì 
 

 

1.4 ANEMIA 

La anemia es una condición en la que los niveles de hemoglobina son menores a 

los 12 g/dl de sangre (Groopman et al., 1999). En los pacientes con cáncer, la 

anemia se presenta con frecuencia y su origen es multifactorial (Moliterno et al., 

1996): factores asociados con el propio tumor, como los sangrados que provoca al 
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crecer y romper los tejidos aledaños; la deficiencia en ácido fólico y vitamina B12, 

asi como la hemolisis que resulta de la respuesta inmune en la que se forman 

anticuerpos contra las células rojas y las destruyen. Además, el tumor induce otras 

respuestas inmunitarias como la liberación de citocinas (Faquin et al., 1992) 

(principalmente interferón γ (IFN-γ), interleucina 1 (IL-1) y factor de necrosis 

tumoral- α (TNF-α)) que bloquean la producción de eritropoyetina endógena en el 

riñón  (activando el factor de transcripción GATA-2 y el factor nuclear κ-B) y por lo 

tanto inhiben la diferenciación de progenitores eritroides en la médula ósea 

(Faquin et al., 1992). Estas citocinas además inducen directamente la muerte de 

los progenitores eritroides regulando positivamente la presencia de receptores 

para Fas (IFN-γ)  y receptores TRAIL (TNF−α) en éstos. El tumor además activa 

macrófagos que disminuyen la vida media de los eritrocitos en la sangre al 

fagocitarlos al igual que a las células de la médula y por lo tanto, se da un 

decremento en la utilización del hierro (Bohlis et al., 2006). Estos macrófagos 

inducen también la apoptosis de los progenitores eritroides en la médula ósea al 

presentar el ligando Fas que se une a su receptor presente en los progenitores. 

También se observa que en pacientes con cáncer, existe un aumento en el 

número de granulocitos que expresan el ligando TRAIL en la médula ósea, que 

como en el caso anterior, inducen la apoptosis de los progenitores eritroides 

(Spivak, 2005).  

Los tratamientos como la radioterapia y la quimioterapia inducen anemia al ser 

mielotóxicos (dañan progenitores eritroides) y/o nefrotóxicos (afectan células 

tubulares renales productoras de eritropoyetina) (Groopman et al., 1999). 
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Aproximadamente el 50% de los pacientes con cáncer llegan anémicos al 

momento del diagnóstico y 40% más, desarrollan anemia al iniciar su tratamiento 

(Knight, 2004).  

Los síntomas de la anemia incluyen dolor de cabeza, palpitaciones, taquicardia, 

dificultad para respirar, fatiga y dependiendo del grado de la anemia, daño severo 

en ciertos órganos como los riñones, los pulmones, el sistema inmune, el sistema 

cardiovascular y el sistema nervioso. Además, la anemia se relaciona con un peor 

pronóstico y con una pobre respuesta al tratamiento antitumoral (Glaser, 2001). 

Por todo lo anterior, es importante corregir la anemia. Hace algunos años, el único 

tratamiento disponible era la transfusión sanguínea, el cual implicaba varios 

problemas como el tiempo que el paciente tenía que pasar en el hospital, la 

disponibilidad de sangre, daño pulmonar, sobretransfusión, modulación inmune 

capaz de provocar efectos adversos en el crecimiento del tumor y en los últimos 

años, el riesgo de infectarse con virus como el VIH, hepatitis B y C (Goodnough, 

2005). Sin embargo, desde 1985, se logró producir la eritropoyetina humana 

(eritropoyetina recombinante humana) (Lin et al., 1985), la cual, desde 1993 se 

convirtió en el tratamiento por excelencia de la anemia en pacientes con cáncer.  

 

 

1.5 ERITROPOYETINA 

La eritropoyetina (Epo) es una glicoproteina de 30.4 kDa cuya porción peptídica le 

ayuda a unirse a su receptor (EpoR) mientras que la porción de carbohidratos le 

confiere protección cuando la molécula está en circulación (Dordal et al., 1985). Su 

función es la inducción de la proliferación y diferenciación de los progenitores 
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eritroides en la médula ósea, además de protegerlos de la muerte celular 

programada (Spivak et al., 1991). Durante la etapa fetal se produce principalmente 

en el hígado y a partir del nacimiento, su principal sitio de producción es el riñón 

(Maxwell PH et al., 1997). Otros órganos que hoy se sabe producen ciertas 

cantidades de Epo son: hígado, cerebro, tracto genital femenino, testículos, 

placenta, bazo, pulmón y los folículos pilosos. En el cerebro, su función es 

protectora (ante condiciones de hipoxia-isquemia) (Kim et al., 2008), al igual que 

en los folículos pilosos, a los que protege de la muerte por agentes 

quimioterapeuticos (Bodo et al., 2007), mientras que en el tracto genital femenino 

induce angiogénesis (Yasuda et al., 1998). En los otros órganos su función se 

desconoce, pero es probable que la Epo tenga funciones pleiotrópicas.  

La hipoxia es el principal estímulo para su producción (Jelkmann, 1992). Sin 

embargo, otras condiciones pueden inducir también la producción de Epo, como 

por ejemplo: la hipoglucemia, la disminución de la cantidad de hemoglobina en la 

sangre, la disminución de la presión arterial, la disminución de la afinidad del 

oxígeno en la sangre, el aumento del calcio intracelular, la liberación de insulina, y 

las altas temperaturas (Jelkmann, 2004). En el útero, su producción es 

directamente proporcional a la concentración de estrógenos (Yasuda et al., 1998).   

Brevemente, la regulación del gen de la Epo se da asi: el elemento clave es el 

factor de transcripción llamado factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) que posee 

dos subunidades, la α, que existe en el citoplasma, y la β, presente en el núcleo. 

En condiciones de normoxia, el oxígeno hace que la proteína von-Hippel-Lindau 

(pVHL) marque la subunidad α para que esta sea ubiquitinizada y posteriormente 
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degradada. Cuando los niveles de oxígeno son bajos, esta degradación no ocurre 

y la subunidad α puede translocarse al núcleo y unirse a la subunidad β con lo que 

el factor de transcripción queda ensamblado (Bruick et al., 2002). En la región 

vecina al gen de la eritropoyetina existe una secuencia conocida como “elemento 

de respuesta a hipoxia” (HRE por sus siglas en inglés), es ahí donde HIF-1 se une 

y hace que aumente la expresión del gen de la Epo (Jelkmann 2004). 

Para que la Epo lleve acabo sus funciones, debe unirse a su receptor (EpoR). Este 

receptor, es un homodímero de la familia de los receptores de citocinas clase I. 

Hoy se sabe que el EpoR no solo se expresa en  los progenitores eritroides, sino 

también en células endoteliales vasculares, músculo liso, mioblastos esqueléticos, 

miocitos cardíacos, neuronas, fotorreceptores de retina, estroma hepático, 

placenta, riñón, macrófagos y folículos pilosos (Hardee et al., 2006). 

Cuando la molécula de Epo se une al receptor, cada una de las moléculas que lo 

conforman presentan un cambio conformacional lo que hace que las moléculas del 

receptor se unan más entre si (Remy et al., 1999). Como resultado de ésto, las 

moléculas de JAK2 que se encuentran asociadas a la región citoplásmica del 

EpoR, quedan lo suficientemente cerca para provocar su transfosforilación 

(Witthuhn et al., 1993). La fosforilación de las moléculas de JAK2 les permite 

fosforilar a su vez los residuos de tirosina presentes en la región citoplásmica del 

receptor. A estos residuos fosforilados se pueden unir distintas moléculas que 

desencadenan distintas vías de señalización. Algunas de las vías que se sabe se 

desencadenan a partir de la unión de la Epo a su receptor son: la vía JAK/STAT, 

la vía PI3K/Akt, la vía de las MAP cinasas y la vía de la proteina-cinasa C 
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(Yoshimura et al., 1998), las dos primeras involucradas en la supervivencia celular 

(Figura 4). 

Fig. 4. Principales vías activadas por la unión de la eritropoyetina a su 
receptor. Se muestran las vías: JAK/STAT, MAPK y PI3K/AKT (Modificado 
de Spivak 2005). 

 

 

 

1.5.1 Eritropoyetina recombinante humana 

Gracias a los trabajos de Miyake y sus colaboradores, quienes colectaron 2550 

litros de orina que contenía Epo para luego purificar la hormona (Miyake et al., 

1977) e identificar parcialmente su secuencia de aminoácidos, se logró 
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caracterizar el gen de la Epo humana y expresar éste en células CHO, que son 

células de ovario de hamster chino (Lin et al., 1985). El resultado es epoetina alfa 

o beta (varían en los carbohidratos) que son comercializadas como eritropoyetina 

recombinante humana (rhEpo). La dosis de administración varía ampliamente 

según el tipo de tumor, el tipo de tratamiento y la gravedad de la anemia pero lo 

que se sugiere en la hoja técnica del medicamento es de 50 a 200 U/Kg de peso 

del paciente tres veces por semana para corregir la anemia y de 50 a 200 U/Kg de 

una a dos veces por semana para mantener los niveles adecuados durante el 

tratamiento antitumoral.  Ésta se administra por vía intravenosa o subcutánea 

(Janssen-Cilag).  

 

1.5.2 Eritropoyetina y su receptor en biopsias de tumores 

Mediante diversas técnicas (Western Blot, inmunohistoquímica, RT-PCR) se ha 

comprobado la presencia del receptor para eritropoyetina (que se creía especifico 

de las células progenitoras eritroides) en biopsias de diversos carcinomas 

humanos como: mama (Arcasoy et al., 2002), cérvix (Yasuda et al., 2002), 

endometrio (Acs et al., 2004), ovario (Yasuda et al., 2002), estómago (Yasuda et 

al., 2003), colon (Arcasoy et al., 2003), esófago (Yasuda et al., 2003), cabeza y 

cuello (Arcasoy et al., 2005), riñón (Westenfelder et al., 2000), hígado (Batra et al., 

2003), pulmón (Arcasoy et al., 2003), próstata (Yasuda et al., 2003), piel (Kumar et 

al., 2005), tiroides (Eccles et al., 2003) y tumores del sistema nervioso (Batra et 

al., 2003, Yasuda et al., 2003) asi como leucemias (Yasuda et al., 2003).  En 

varios casos, la eritropoyetina resultó modular el crecimiento de los tumores, 

estimulando su proliferación (Acs et al., 2001; Westenfelder et al., 2000: Westphal 
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et al., 2002). Además, la relación Epo-EpoR, podría estar involucrada en otros 

eventos biológicos tumorales como la apoptosis y la sensibilidad a la terapia (radio 

y/o quimioterapia) (Kumar et al., 2005; Belenkov et al., 2004). 

 

 

1.5.2.a  Eritropoyetina y su receptor en tumores del tracto genital femenino 

Existen reportes de que la Epo induce vías de señalización que contribuyen al 

crecimiento y angiogenesis de tumores del tracto genital femenino (Yasuda et al., 

2001). Además, aproximadamente el 80% de los tumores cervicales producen 

Epo, y un 92% expresan el EPO-R. Lo anterior no se encontró relacionado con el 

nivel de oxígeno presente en los tumores. Las pacientes cuyo tumor presentó alta 

expresión de Epo, tuvieron menor tiempo libre de enfermedad, una efectividad 

más baja del tratamiento con radioterapia y menor tiempo de supervivencia 

(aproximadamente 30% menos). Las pacientes cuyo tumor presentó alta 

expresión del EPO-R no presentaron un comportamiento diferente al de las 

pacientes cuyo tumor tuvo baja expresión del EPO-R. La expresión de Epo y EPO-

R no afectó la tasa de proliferación de los tumores, pero si disminuyó 

significativamente la tasa de apoptosis con respecto a los tumores negativos para 

Epo y EPO-R (Leo et al., 2006).  

En las líneas celulares HeLa (positiva para virus del papiloma tipo 18) y SiHa 

(positiva para virus del papiloma tipo 16) Acs et al., (2003) encontraron que la 

expresión del EPO-R sí está correlacionada con los niveles de oxígeno, y que en 

condiciones de hipoxia, la expresión del EPO-R aumenta. En este mismo estudio 
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se encontró que la administración de rhEpo disminuía la muerte inducida por 

cisplatino en dichas líneas celulares. 

También en HeLa, se ha observado que la administración de rhEpo activa el factor 

nuclear kappa B (Pajonk et al., 2004).  
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II. JUSTIFICACIÓN 

Como se mencionó anteriormente, 90% de los pacientes con cáncer padecen 

anemia. Este padecimiento se asocia a una respuesta pobre tanto a la quimio 

como a la radioterapia, además de disminuir la calidad de vida de los pacientes 

generándoles entre otras cosas, fatiga. Por lo anterior, es importante corregir la 

anemia y hoy en día, el tratamiento con eritropoyetina recombinante humana 

(rhEpo) se ha convertido en la principal alternativa a las tranfusiones sanguíneas 

en nuestro país (López et al., 2008; Instituto Mexicano del Seguro Social, 2008). 

Sin embargo, existen reportes de casos en los que la rhEpo tiene influencia sobre 

la sensibilidad a la quimioterapia in vivo e in vitro (Batra et al., 2003; Kumar et al., 

2005; Carvalho et al., 2005). De los estudios realizados en pacientes con cáncer, 

algunos muestran un efecto negativo del uso de eritropoyetina observándose que 

el período libre de la enfermedad, el tiempo de supervivencia y la respuesta al 

tratamiento  disminuyen en un 50% en comparación con los pacientes que no 

recibieron el tratamiento con la rhEpo (Temkin et al., 2006; Leyland-Jones et al., 

2005; Ferrandina et al., 2006; Henke et al., 2006; Lavey et al., 2004). Debido a lo 

anterior, surgió la inquietud de evaluar si la rhEpo era capaz de ejercer algún 

efecto sobre la muerte inducida por agentes quimioterapéuticos en líneas celulares 

derivadas de carcinoma cervical.  
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III. HIPÓTESIS 

Dado que la eritropoyetina desencadena vías de protección contra la apoptosis 

cuando se une a su receptor en los progenitores eritroides y sabiendo que dicho 

receptor se expresa en células derivadas de carcinoma cervical, se propone que la 

rhEpo ejercerá efectos protectores sobre la muerte inducida por algunos fármacos 

utilizados en la quimioterapia del cáncer cervicouterino.  
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IV. OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto de la eritropoyetina rhEpo sobre la muerte de células de 

carcinoma cervical inducida por quimiofármacos de distinta acción. 

 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES  

1.- Calcular la dosis letal media de los fármacos cisplatino, paclitaxel, doxorubicina 

y tamoxifén para las líneas celulares derivadas de cáncer cervical HeLa, SiHa y 

C33. 

2.- Evaluar el efecto de distintas concentraciones de eritropoyetina sobre la muerte 

celular inducida por los quimiofármacos in vitro. 

3.- Determinar la participación del receptor para eritropoyetina en el efecto de la 

eritropoyetina sobre la muerte celular inducida por los quimiofármacos. 

4.- Analizar la participación de JAK 2 en los efectos de la eritropoyetina sobre la 

muerte inducida por los quimiofármacos.  

5.- Estudiar el efecto de la administración de eritropoyetina sobre la muerte de 

células tumorales mediada por cisplatino y doxorubicina en un modelo murino, lo 

que se acepta es útil para extrapolar lo que podría ocurrir en humanos. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 LÍNEAS CELULARES Y QUIMIOFÁRMACOS 

Se utilizaron las líneas celulares derivadas de carcinoma cervical humano HeLa, 

SiHa y C33. La línea celular HeLa posee ADN del virus del papiloma humano tipo 

18 (VPH 18), la línea celular SiHa posee VPH tipo 16 y la línea celular C33 es 

negativa para VPH. Todos los cultivos fueron mantenidos en medio DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) GIBCO con 2% de suero fetal bovino  

GIBCO inactivado (apéndice), 0.5% de antibiótico penicilina-estreptomicina 

(10,000 U penicilina, 10,000 μg estreptomicina, Invitrogen),  y en incubadora con 

5% de CO2 y 37 ºC de temperatura. El suero fetal bovino fue inactivado para 

eliminar la eritropoyetina presente en éste. 

Las células se resembraron cada tercer día utilizando verseno (apéndice) para 

desprender las células de la caja. El uso del verseno permite preservar los 

receptores membranales.  

Los quimiofármacos utilizados fueron cisplatino (Blastolem RU®, Lemery), 

doxorubicina (Adriblastina RD®, Pfizer), paclitaxel (BrisTaxol®, Bristol-Myers) y 

tamoxifén (Sigma-Aldrich).  

 

5.2 DETERMINACIÓN DE LAS DOSIS LETALES DE LOS QUIMIOFÁRMACOS 

Para determinar la dosis letal media (DL 50) de los quimiofármacos, se sembraron 

50,000 células/pozo en placas de 96 pozos. Después de 2 horas de incubación, se 

añadieron concentraciones crecientes de cada uno de los fármacos en un rango 
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desde 0.5 μg/ml hasta 500 μg/ml. Se realizó una prueba de MTT a las 24 horas 

para obtener el porcentaje de viabilidad celular que había luego del tratamiento 

con cada dosis. Los datos se sometieron a una regresión lineal en el programa 

Excel (Microsoft) y con base en la ecuación obtenida se calculó la DL 50 para 

cada una de las líneas celulares y con cada uno de los fármacos.  

 

5.3 PRUEBA DE MTT 

Transcurrido el tiempo del tratamiento que se deseaba evaluar, se retiró el medio y 

las células fueron lavadas dos veces con PBS (apéndice). Se agregaron 100 μl de 

medio de cultivo fresco (DMEM, GIBCO con 2% de SFB GIBCO) y 50 μl de 

solución de MTT 2.4 mM (apéndice). La reacción se incubó por dos horas a 37 ºC 

(5 % de CO2). Transcurridas las dos horas, se retiró el medio y se añadieron 100 

μl de isopropanol en los que se disolvieron los cristales formados resuspendiendo 

varias veces. Una vez disueltos los cristales, la placa se analizó en un lector de 

placas BioTek ELx800 a una longitud de onda de 570 nm. Los datos obtenidos 

fueron reportados como porcentaje de viabilidad celular con respecto al control sin 

tratamiento. 

 

5.4 ENSAYOS DE PROTECCIÓN CON ERITROPOYETINA. 

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 50,000/200μl. 

Después de 2 horas de incubación se estimularon con diferentes concentraciones 

de rhEpo (Eprex®, Janssen-Cilag) (0 – 125 U/ml) que se dejó actuar 2 horas antes 

de agregar la DL 50 de cada uno de los fármacos que había sido calculada 
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previamente. A las 24 horas del tratamiento se realizó una prueba de MTT para 

evaluar la viabilidad celular.  

 

5.5 ENSAYOS DE INHIBICIÓN DEL RECEPTOR DE ERITROPOYETINA. 

Se sembraron las células a una densidad de 25,000/200μl en placas de 96 pozos. 

Después de dos horas de incubación se agregó lovastatina (Liperol®, Rayere 

Farmacéuticos) (apéndice) a una concentración de 20 μM y se dejó actuar por 20 

horas. Posteriormente se adicionó la rhEpo (Bioyetin®, Probiomed o Sigma-Aldrich 

(apéndice))  (0 y 250 U/ml) y se incubó por 2 horas. Finalmente se adicionaron las 

DL 50 de los quimiofármacos. A las 24 horas se realizó una prueba de MTT para 

obtener la viabilidad celular. 

  

5.6 ENSAYOS DE INHIBICIÓN DE JAK 2. 

Las células se sembraron a una densidad de 25,000/200 μl en placas de 96 pozos. 

Luego de dos horas de incubación, se agregó el inhibidor AG 490/Tirfostina 

(Sigma-Aldrich) a una concentración de 250 μM. El inhibidor se dejó actuar por 16 

horas luego de las cuales se adicionó la rhEpo (Bioyetin®, Probiomed o Sigma-

Aldrich) (0 y 250 U/ml). Después de incubar por dos horas, se adicionó la DL 50 de 

los fármacos. Se realizó una prueba de MTT a las 24 horas para obtener la 

viabilidad celular. 
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5.7 ENSAYOS DE RESISTENCIA. 

Monocapas de células fueron incubadas con 0 y 125 U/ml de rhEpo (Eprex®, 

Janssen-Cilag) por dos horas. Posteriormente se adicionaron las DL 50 de los 

diferentes quimiofármacos. A las 24 horas, las células sobrevivientes fueron 

lavadas varias veces con PBS y colectadas para ser resembradas en placas de 96 

pozos a una densidad de 50,000 células/200μl. Luego de dos horas de incubación, 

las células recibieron nuevamente la DL 50 de los fármacos de los cuales habían 

sobrevivido previamente. A las 24 horas se realizó un ensayo de MTT para 

obtener la viabilidad celular. 

  

5.8 ENSAYO DE TUNEL 

Los reactivos utilizados en el ensayo de TUNEL fueron de la marca Roche.  

Las células se crecieron en portaobjetos colocados en placas de 24 pozos. 

Transcurridos 3 días, se dio el tratamiento con eritropoyetina (Bioyetin®, 

Probiomed) (0 y 250 U/ml) que se dejó actuar por 2 horas y posteriormente se 

adicionó la DL 50 de los fármacos como se describió anteriormente. A las 24 horas 

del tratamiento, el medio fue retirado y las células fueron fijadas con 

paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4% preparado en PBS filtrado y con un pH de 

7.4, por una hora, a temperatura ambiente. Las células se lavaron 2 veces con 

PBS y después fueron incubadas 2 minutos a 4 ºC con una solución de triton x-

100 al 0.1% en citrato de sodio al 0.1% que habia sido recién preparado. Luego, 

se lavaron dos veces con PBS y se agregaron 50 μl de la solución de reacción (45 

μl de dUTPs acoplados al fluorocromo fluoresceína + 5 μl de la enzima TdT). La 
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solución se dejó actuar por 1 hora en la obscuridad a una temperatura de 37 ºC y 

5 % de CO2. Transcurrido el tiempo, las muestras se lavaron 3 veces con PBS y 

se cubrieron con medio de montaje para fluorescencia (DAKO). Las preparaciones 

se analizaron en un microscopio de fluorescencia Zeiss con una excitación de 450 

nm. Se analizaron 100 células de 5 campos distintos de cada preparación y se 

reportó el porcentaje promedio de células muertas.  

 

5.9 ENSAYO DE INCLUSIÓN DE AZUL TRIPANO. 

Debido a que la doxorubicina posee fluorescencia propia (cuando se excita con 

450 nm hasta 490 nm, Shinozawa et al., 1981; Veldman et al., 2005) y cuya 

longitud de emisión es de 580 nm (Van Raalte et al., 1990) lo que podría interferir 

en los resultados del ensayo de TUNEL pues la fluoresceína utilizada en éste tiene 

una longitud de emisión de 521 nm, se utilizó el método de inclusión de azul 

tripano para evaluar el número de células muertas luego del tratamiento con 

doxorubicina en presencia o ausencia de eritropoyetina.  

Se sembraron 1,000,000 de células en placas de 6 pozos. A las 24 horas se dio el 

tratamiento con rhEpo (Bioyetin®, Probiomed) (0 y 250 U/ml) que se dejó actuar 

por dos horas antes de adicionar la DL 50 de cisplatino (que se utilizó como 

control) o de doxorubicina. A las 24 horas, las células se lavaron dos veces con 

PBS y se cosecharon con 500 μl de PBS y un raspador. Luego se centrifugó 5 

minutos a 3,000 rpm. El pellet se resuspendió en 500 μl de PBS y se añadieron 

500 μl de solución de azul tripano que se encontraba a una concentración de 0.4% 

(preparado en 0.81% de cloruro de sodio y 0.06% de fosfato de potasio según 
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información de Sigma-Aldrich). Transcurridos 5 minutos, se tomaron 10 μl y se 

colocaron en un hemocitometro. Se contó el número de células muertas (azules, 

pues en ellas inclusionó el azul tripano) en cada uno de los 4 cuadrantes de las 

esquinas y en base al número total de células que había en dichos cuadrantes, se 

obtuvo el porcentaje de células muertas.  

 

5.10 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA EPO SOBRE LA MUERTE INDUCIDA POR 

CISPLATINO Y DOXORUBICINA IN VIVO. 

Se utilizaron ratones nu/nu atímicos (para que no rechazaran las células 

inoculadas pues estas procedían de una especie distinta) hembras de 8 semanas 

que fueron obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y 

Nutrición, Salvador Zubirán. Grupos de 5 ratones fueron inoculados 

subdérmicamente con 500,000 células HeLa en 100 μl de PBS en el costado 

superior izquierdo. Luego de 3 semanas, se midieron las masas tumorales (largo x 

ancho x alto) con un vernier y se comenzó a dar el tratamiento correspondiente. El 

grupo 1 recibió únicamente solución salina intraperitoneal y se utilizó para medir el 

crecimiento natural de los tumores. El grupo 2 recibió 500 U/Kg de eritropoyetina 

(Bioyetin®, Probiomed) 2 veces por semana de manera subdérmica en regiones 

cercanas a la masa tumoral. El grupo 3 recibió cisplatino intraperitoneal una vez 

por semana en una dosis de 6 mg/Kg. El grupo 4 recibió 12 mg/Kg de 

doxorubicina intraperitoneal una vez por semana. El grupo 5 recibió el tratamiento 

de Epo junto con el de cisplatino y el último grupo recibió Epo en conjunto con la 

doxorubicina. Los tratamientos se administraron por un período de 6 semanas. Los 
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tumores fueron medidos cada semana a las 24 horas de administrado el 

tratamiento con los quimiofármacos.  

Los esquemas de tratamiento están basados en los utilizados en pacientes 

humanos. Las dosis de los quimiofármacos, están reportadas como dosis seguras 

para el animal, es decir, que no provocan daños renales, hepáticos, cardíacos ni 

pérdida del apetito (Gao et al., 2006; Cemazar et al., 2006; Han et al., 2007; 

Mukhopadhyay et al., 2007). El regímen empleado de la rhEpo se utilizó en base a 

lo recomendado para pacientes en los que se desea mantener el nivel de 

hemoglobina por encima de los 12 g/dl (Janssen-Cilag) y la dosis utilizada no 

induce eventos de trombosis, siendo segura para los animales (Stüben et al., 

2001; Stüben et al., 2003).   

Al inicio del estudio, no todas las masas tumorales tenían el mismo volumen pero 

los grupos de ratones se formaron con animales cuyas masas tumorales eran de 

volumen similar para así poder promediar y graficar los resultados. Los resultados 

fueron reportados como el número de veces que los tumores aumentaron o 

disminuyeron su volumen.  

 

5.11 DETERMINACIÓN DE LA CASPASA 3 ACTIVA. 

Se utilizó el kit de BioVision Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit. 

Brevemente, se sembraron 1,000,000 de células en placas de 6 pozos y se 

dejaron crecer por 24 horas. Luego de esto, se trataron con rhEpo (Bioyetin®, 

Probiomed y Sigma-Aldrich) (0 y 250 U/ml) que se dejó actuar por dos horas luego 

de las cuales se añadió la DL 50 de los fármacos. A las 24 horas del tratamiento 

se extrajo la proteína total. Para extraer la proteína total, las células se lavaron 2 
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veces con PBS frío y después se colectaron con raspador en 500 μl de PBS frío. 

Se centrifugó 5 minutos a 5,000 rpm en una micro centrífuga Eppendorf mini-spin  

a 4 ºC. El pellet se resuspendió en 50 μl de buffer de lisis (BioVision CA) 

(apéndice) y se dejó incubar 10 minutos en hielo. Pasado el tiempo, se centrifugó 

1 minuto a 12,500 rpm a 4 ºC y el sobrenadante se transfirió a tubos eppendorf 

nuevos. Las muestras se almacenaron en un ultracongelador Sanyo a -80 ºC. La 

concentración total de proteína se determinó mediante el kit Bio-Rad DC Protein 

Assay (el cuál esta basado en el método de Lowry, que detecta principalmente 

aminoácidos como la tirosina, el triptófano y en menor medida la cistina, la cisteína 

y la histidina).  

Se tomaron 120 μg de proteína de cada muestra, los cuales fueron incubados con 

el substrato de caspasa 3 contenido en el kit por dos horas a 37 ºC. 

Posteriormente, las muestras se analizaron en un lector de placas a 405 nm. Los 

datos se reportaron como densidad óptica. La densidad óptica se relaciona de 

manera directamente proporcional con la cantidad de caspasa 3 activa.  

 

5.12 ENSAYOS DE DETECCIÓN DE SENESCENCIA. 

Se utilizó el kit de BioVision Senescence Detection Kit, el cuál está basado en la 

detección de la β−galactosidasa celular. Se sembraron 700,000 células en 

portaobjetos dentro de placas de 12 pozos y se dejaron crecer por 3 días. 

Transcurrido este tiempo, se dio el tratamiento con rhEpo (Bioyetin®, Probiomed) 

(0 y 250 U/ml) y la dosis letal media de los fármacos como se indicó 

anteriormente. A las 24 horas, se retiró el medio y las células se lavaron una vez 
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con PBS para después ser fijadas con solución fijadora (apéndice) por 15 minutos 

a temperatura ambiente. Luego, se lavó dos veces con PBS y se agregó la mezcla 

para tinción (470 μl solución de tinción + 5 μl suplemento de tinción + 25 μl 

solución X-Gal) (apéndice) y se incubó por toda la noche a 37 ºC en la obscuridad. 

Las muestras se cubrieron con glicerol al 70 % y fueron almacenadas a 4 ºC para 

su posterior análisis en el microscopio. Las células positivas se observan de color 

azul debido a que las células senescentes contienen mayor cantidad de la enzima 

β-galactosidasa que las células no senescentes, además de expresarse 

constitutivamente, y esta enzima, corta su substrato artificial, el X-Gal que fue 

agregado durante el método. Cuando los productos del corte del X-Gal se oxidan, 

se obtiene el color azul que se observa. Se analizaron 100 células de 5 campos 

distintos de cada preparación y se reportó el porcentaje promedio de células 

positivas (senescentes). 

 

5.13 ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa Statistica versión 6 

(StatSoft). Los datos se analizaron mediante una prueba de ANOVA seguida de 

una prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas si P < 0.05. 
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VI. RESULTADOS 

6.1 DETERMINACIÓN DE LA DOSIS LETAL 50 DE LOS QUIMIOFÁRMACOS 

El primer objetivo fue determinar la dosis de cada uno de los quimiofármacos que 

induce la muerte del 50% de las células (dosis letal 50 o DL 50) en los cultivos de 

las tres líneas celulares utilizadas. Para esto se expuso a las células a 

concentraciones crecientes de cada fármaco por 24 horas y se evaluó el 

porcentaje de viabilidad respecto al control. Los datos obtenidos fueron analizados 

mediante una regresión lineal para el cálculo de la DL 50. Los resultados para 

cada fármaco y línea celular se presentan en la tabla 2. Las DL 50 presentadas en 

la tabla son las que se utilizaron a lo largo de este trabajo.  

 

 

Tabla 2. Dosis letal 50 de los quimiofármacos. 

QUIMIOFÁRMACO DOSIS LETAL 50 
 (μM) 

 HeLa SiHa C33 

Cisplatino 11.6 16.6 36.6 

Paclitaxel 0.585 0.644 5.85 

Tamoxifén 30.9 26.9 26.9 

Doxorubicina 73.6 174 128 
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6.2 EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS PREVENTIVOS DE LA rhEpo SOBRE LA 

MUERTE INDUCIDA POR LOS QUIMIOFÁRMACOS 

Existen reportes que muestran un efecto protector de la eritropoyetina exógena 

cuando es administrada como terapia para corregir la anemia en los pacientes con 

cáncer (Henke et al., 2006; Saintigny et al., 2007). Por lo tanto el objetivo principal 

de este trabajo fue el de evaluar si la rhEpo es capaz de proteger a células 

derivadas de carcinoma cervical de la muerte por fármacos que actúan de distinta 

manera. Los fármacos estudiados fueron cisplatino, doxorubicina (inductores de 

apoptosis), paclitaxel (inductor de catástrofe mitótica) y tamoxifén (inductor de 

autofagia). Aunque como se mencionó anteriormente el tamoxifén no se utiliza 

para tratar el cáncer cervicouterino, en este trabajo se utilizó por ser un inductor de 

autofagia, otro tipo de muerte celular sobre el cuál se deseaba estudiar el efecto 

de la rhEpo. Con la finalidad de estudiar si la rhEpo era capaz de prevenir la 

muerte celular, se estimuló con diferentes concentraciones de rhEpo antes de 

administrar la DL 50 de los fármacos y se analizó la viabilidad celular mediante el 

ensayo de MTT. Para el caso de cisplatino se encontró que conforme se aumentó 

la cantidad de rhEpo, aumentó el porcentaje de viabilidad celular (Figura 5). En la 

línea celular HeLa (Figura 5 A), a partir de 15 U/ml de rhEpo, se obtuvieron efectos 

preventivos (P < 0.05) y a partir de 60 U/ml de rhEpo, se obtuvo mayor viabilidad 

celular que en el control (P < 0.05), lo que sugiere que la rhEpo además de 

prevenir al 100% de las células de la muerte por cisplatino, induce proliferación 

celular. En contraste, en la línea celular SiHa, nunca se logró la prevención de la 

muerte del 100% de las células, ni con la dosis máxima empleada que fue de 125 

U/ml. Sin embargo, la prevención fue significativa a partir de 15 U/ml (P < 0.05) 
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(Figura 5B). El efecto preventivo se observó de igual manera en la línea celular 

C33 (P < 0.05 para todas las concentraciones de rhEpo) (Figura 5 C) y con 125 

U/ml de rhEpo se observó más viabilidad celular que en el control (P < 0.05).  

Por otro lado, el efecto preventivo de la rhEpo también se observó sobre la muerte 

inducida por paclitaxel (Figura 6) sin embargo, en ningún caso logró prevenir la 

muerte del 100% de las células. En la línea celular HeLa (Figura 6 A) a partir de 15 

U/ml se tienen efectos preventivos (P < 0.05). La línea celular SiHa es la 

excepción, pues no hubo prevención de la muerte por paclitaxel (Figura 6 B) (P > 

0.05). En C33 conforme aumenta la concentración de rhEpo aumenta la viabilidad 

celular, y la prevención es significativa a partir de 15 U/ml de rhEpo aunque nunca 

se alcanza la prevención del 100% de las células (Figura 6 C). 

El tercer fármaco estudiado fue el tamoxifén, y una vez más la rhEpo previno a la 

población celular de la muerte inducida por éste (Figura 7).  En la línea celular 

HeLa, 125 U/ml de rhEpo previnieron la muerte del 100% de las células (P < 0.05) 

(Figura 7 A). En la línea celular SiHa, la prevención fue significativa desde la dosis 

más pequeña de rhEpo que fue de 7.5 U/ml (P < 0.05) y 30 U/ml son suficientes 

para prevenir la muerte del 97% de las células (Figura 7 B). En la línea celular 

C33, no hubo cambios significativos cuando se administró rhEpo (Figura 7 C).  

Por último, y de suma importancia, no se encontró efecto preventivo de ninguna de 

las dosis de rhEpo sobre la muerte por doxorubicina en ninguna de las líneas 

celulares (Figura 8) (P > 0.05). En la línea celular HeLa, cuando se administraron 

125 U/ml de rhEpo se observó incluso que el efecto citotóxico de la doxorubicina 

aumentó (P < 0.05) (Figura 8 A). Asi mismo, en la línea celular SiHa, 7.5 U/ml de 
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rhEpo aumentaron los efectos citotóxicos del quimiofármaco (P < 0.05) (Figura 8 

B). 
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        Control          0             7.5            15            30            60            125 
             rhEPO (U/ml) 

Figura 5. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por cisplatino.  
Las líneas celulares HeLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las dosis 
indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de cisplatino para cada 
línea celular. A las 24 horas se realizó una prueba de MTT. Cada barra representa el 
promedio de 3 experimentos independientes cada uno por duplicado con su 
desviación estándar. � P < 0.05 en comparación con la DL 50 y 0 U/ml de rhEPO.  
y Aumento significativo en comparación con el control (P < 0.05). 
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Figura 6. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por paclitaxel.  
Las líneas celulares HeLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las 
dosis indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de paclitaxel 
correspondiente para cada línea celular. A las 24 horas se realizó una prueba de 
MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada 
uno por duplicado con su desviación estándar.  � P < 0.05 en comparación con 
la DL 50 y 0 U/ml de rhEPO. 
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Figura 7. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por tamoxifén.  
Las líneas celulares HeLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las 
dosis indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de tamoxifén 
correspondiente para cada linea celular. A las 24 horas se realizó una prueba de 
MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada 
uno por duplicado con su desviación estándar. � P < 0.05 en comparación con la 
DL 50 y 0 U/ml de rhEPO. 
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 Figura 8. Efecto de la rhEPO sobre la muerte inducida por doxorubicina.  
Las líneas celulares HeLa (A), SiHa (B) y C33 (C) fueron estimuladas con las dosis 
indicadas de rhEPO y 2 horas después recibieron la DL 50 de doxorubicina 
correspondiente para cada línea celular. A las 24 horas se realizó una prueba de 
MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada 
uno por duplicado con su desviación estándar.  � P < 0.05 en comparación con la 
DL 50 y 0 U/ml de rhEPO. 
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6.3 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE rhEPO SOBRE LA 

MUERTE DE CÉLULAS TUMORALES MEDIADA POR CISPLATINO Y 

DOXORUBICINA EN UN MODELO MURINO 

Los análisis anteriores realizados in vitro, mostraron que la administración de 

rhEpo en conjunto con algunos quimiofármacos puede tener efectos preventivos 

sobre la muerte inducida por éstos, por lo que se decidió evaluar dicho efecto in 

vivo utilizando un modelo murino. Los quimiofármacos utilizados para este estudio 

fueron el cisplatino y la doxorubicina. El cisplatino se utilizó debido a que es el 

fármaco utilizado como quimioterapia base en los tumores cervicales y porque la 

rhEpo resultó tener efectos preventivos sobre la muerte que éste induce. La 

doxorubicina se consideró para este estudio ya que de los quimiofármacos 

estudiados en este trabajo fue el único sobre el cuál la rhEpo no tuvo un efecto 

preventivo. Para estos ensayos se indujo el crecimiento de tumores en ratones 

atímicos mediante la inoculación de células HeLa como se describió en la sección 

de materiales y métodos. Cada grupo estaba formado por 5 ratones.  

Como se muestra en la figura 9, los tumores de los ratones control, que 

únicamente recibieron solución salina, presentaron un crecimiento continuo hasta 

el noveno día, y a lo largo del experimento, nunca redujeron su volumen. Los 

tumores del grupo de animales que recibió únicamente rhEpo incrementaron su 

volumen a lo largo del experimento y la tasa de crecimiento de este último grupo 

fue mayor que la que presentó el grupo control (P = 0.045).  

Los tumores del grupo que recibió únicamente tratamiento con cisplatino redujeron 

su volumen al final del experimento (P < 0.01), en cambio, los tumores de los 

animales que recibieron rhEpo junto con el cisplatino se comportaron de forma 
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semejante a los del grupo control y nunca disminuyeron su volumen por debajo del 

volumen inicial, presentándose en este grupo la muerte de un animal (Figura 9 A). 

Por lo tanto, los efectos protectores observados de la rhEpo in vitro sobre la 

muerte mediada por cisplatino se repitieron en este ensayo in vivo.  

Por otro lado, los tumores tratados con doxorubicina presentaron un decremento 

significativo en su volumen con respecto a los controles (P < 0.01) y los que solo 

recibieron rhEpo (P < 0.01). Como se observa en la figura 9B, el tratamiento 

conjunto de doxorubicina y rhEpo indujo un decremento significativo del volumen 

tumoral con respecto al mostrado por el grupo control (P < 0.01). Sin embargo, el 

efecto de la doxorubicina fue menor cuando se administró en conjunto con rhEpo 

que cuando se aplicó sola. Estos resultados sugieren que existe un efecto 

preventivo de la rhEpo sobre la muerte inducida por doxorubicina in vivo que no se 

observa en estudios in vitro.  
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Figura 9. Efecto de la administración de rhEPO sobre el tratamiento con 
cisplatino y doxorubicina de tumores en un modelo murino. 
Grupos de 5 ratones atímicos fueron inoculados con 500,000 células HeLa. Después 
de 3 semanas los ratones fueron tratados con cisplatino, cisplatino + rhEPO, 
doxorubicina y doxorubicina + rhEPO, rhEPO o bien con solución salina como control 
negativo.  Los quimiofármacos y la solución salina fueron administrados 
intraperitonealmente y la rhEPO subcutáneamente. El desarrollo de los tumores fue 
monitoreado el día 2 y posteriormente cada 7 días. Cada punto representa el promedio 
del número de veces que aumentó o disminuyó el volumen tumoral con su desviación 
estándar. * P < 0.05 con respecto al grupo control. + P < 0.05 con respecto al grupo 
rhEpo. ^ P < 0.05 con respecto al grupo cisplatino. � P < 0.05 con respecto al grupo 
doxorubicina. 
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6.4 INHIBICIÓN DEL RECEPTOR DE ERITROPOYETINA CON LOVASTATINA 

Los resultados obtenidos sugieren que la rhEpo tiene un efecto preventivo sobre la 

muerte inducida por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén. Para demostrar que dicho 

efecto es mediado por el receptor para Epo, se realizaron ensayos de inhibición de 

la expresión del mismo utilizando lovastatina. La lovastatina es un miembro de los 

medicamentos conocidos como estatinas. Las estatinas son un grupo de 

medicamentos empleados para tratar la hipercolestemia que inhiben la enzima 

reductasa de HMG-CoA (Coenzima A de 3 hidroxi-3 metilglutaril).  Al inhibir la 

reducción de HMG-CoA se inhibe la vía del mevalonato, lo que disminuye por un 

lado, la biosíntesis de colesterol y por otro, la producción de compuestos 

necesarios para la glicosilación y la geranilgeranilación de proteinas en el retículo 

endoplásmico y el aparto de Golgi (Hamadmad et al., 2007). La glicosilación y la 

geranilgeranilación son modificaciones post-traduccionales necesarias para la 

correcta maduración y expresión en la superficie celular del receptor de 

eritropoyetina (Yoshimura et al., 1990; D’ Andrea et al., 1990; Hamadmad et al., 

2006). 

Los resultados muestran que el efecto preventivo de la rhEpo sobre la muerte 

inducida por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén se abate cuando la expresión del 

receptor para Epo es inhibido mediante el uso de lovastatina (Figura 10). Estos 

resultados indican que el efecto preventivo de la rhEpo es mediado por la 

interacción entre ésta y su receptor. 
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Figura 10. Inhibición del receptor de rhEPO con lovastatina. 
Células HeLa fueron tratadas con 20 μM de lovastatina por 20 horas. Después, las 
células recibieron rhEpo y 2 horas más tarde la DL 50 de cisplatino (A), paclitaxel 
(B), tamoxifén (C) y doxorubicina (D). A las 24 horas se realizó un ensayo de MTT.  
Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada uno 
por triplicado con su desviación estándar. * P < 0.05. 

 

 



6.5 ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE JAK 2 EN LOS EFECTOS DE LA 

rhEPO SOBRE LA MUERTE INDUCIDA POR CISPLATINO, PACLITAXEL Y 

TAMOXIFÉN. 

Nuestros resultados muestran que el efecto protector de la rhEpo sobre la muerte 

inducida por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén se debe a la unión de la rhEpo a su 

receptor (EPO-R). Por otro lado, se sabe que la unión de la Epo a su receptor, el 

cual existe como un homodímero preformado (Rossert et al., 2005), induce que las 

dos regiones citoplásmicas de dicho receptor se aproximen más entre si, lo cuál a 

su vez, permite que las moléculas de JAK 2 que se encuentran en estas regiones 

queden lo suficientemente cerca y se transfosforilen. Una vez fosforiladas, estas 

moléculas de JAK 2 son capaces de fosforilar al EPO-R con lo que éste queda 

activado (Witthuhn et al., 1993). Una vez activado, el EPO-R es capaz de activar 

diversas vías de señalización implicadas en procesos de proliferación e inhibición 

de la muerte celular. Por lo tanto, para determinar si el efecto protector inducido 

por la rhEpo es mediado por JAK 2, se inhibió dicha molécula con Tirfostina AG 

490, la cual es capaz de inhibir moléculas JAK bloqueándolas al unirse a ellas.  

Cuando se inhibió a JAK 2 antes de los tratamientos, se obtuvo que la prevención 

que genera la rhEpo sobre la muerte por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén se 

abate, lo cual sugiere que JAK 2 es necesaria para mediar las vías de señalización 

implicadas en el efecto preventivo observado luego de la unión de la Epo exógena 

a su receptor (Figura 11). 
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 Doxorubicina  -     -     +     +      +      +  

 

 

 Figura 11. Inhibición de JAK 2 con Tirfostina AG 490. 
Células HeLa fueron tratadas con 250 μM de Tirfostina AG 490 por 16 horas. Después, 
las células recibieron rhEPO y 2 horas más tarde la DL 50 de cisplatino (A), paclitaxel 
(B), tamoxifén (C) y doxorubicina (D). A las 24 horas se realizó un ensayo de MTT.  
Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes cada uno por 
triplicado con su desviación estándar.  * P < 0.05. 
 
 

 

 

 



6.6 EVALUACIÓN DE LOS EFECTOS DE LA rhEPO SOBRE LA APOPTOSIS 

MEDIANTE EL MÉTODO DE TUNEL 

Luego de encontrar que la rhEpo protege de la muerte inducida por cisplatino, 

paclitaxel,  tamoxifén y sabiendo que los quimiofármacos utilizados en este trabajo 

pueden producir diferentes tipos de muerte celular, se decidió evaluar la apoptosis 

utilizando el ensayo de TUNEL. Este ensayo permitió conocer si los 

quimiofármacos producen apoptosis en células derivadas de carcinoma cervical 

como HeLa y si la rhEpo influye sobre este tipo de muerte en particular. Se debe 

señalar que el ensayo del TUNEL también es capaz de detectar células 

necróticas. 

En los cultivos sin tratamiento se observó un número basal de células muertas que 

correspondió a un 11%. El número de células muertas incrementó hasta 19% 

cuando se administró rhEpo (P = 0.0474) (Figura 12 A). 

El tratamiento con cisplatino elevó el porcentaje de células muertas hasta un 59% 

(P = 0.0001). Sin embargo cuando las células fueron pre-tratadas con rhEpo el 

porcentaje de células muertas fue solo del 32% (P = 0.0015). Esto indica que el 

cisplatino induce apoptosis y/o necrosis y que la rhEpo bloquea este tipo de 

muerte celular (Figura 12 B). Según lo reportado, la dosis de cisplatino empleada 

aquí, es inductora de apoptosis. 

De la misma forma, el paclitaxel elevó el número de células muertas hasta un 62% 

(P = 0.0001) mientras que el pre-tratamiento con rhEpo redujo el porcentaje de 

muerte a 33% (P = 0.0005) (Figura 12 C). 

Por otro lado, los cultivos tratados con tamoxifén mostraron un 62% de células 

muertas (P = 0.0001),  y el porcentaje disminuyó hasta un 24% de células muertas 
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cuando se estimuló previamente con rhEpo (P = 0.0007), mostrando así que la 

rhEPO protege a las células de la muerte por apoptosis y/o necrosis inducida por 

tamoxifén (Figura 12 D). 

Ahora bien, la doxorubicina posee fluorescencia propia (Minchinton et al., 2006) 

(Figura 12 E) y la técnica de TUNEL se basa justamente en el marcaje 

fluorescente de las células muertas, por lo tanto, se procedió a analizarlas 

mediante un ensayo de inclusión de azul tripano, el cual penetra sólo en las 

células en proceso de muerte que presentan perforaciones en su membrana 

citoplásmica y por lo tanto se tiñen de color azul. Se utilizaron 0 y  250 U/ml de 

rhEpo y las DL 50 de cisplatino y de doxorubicina en células HeLa.  La tabla 3 

muestra el promedio de 3 conteos independientes que se realizaron de las células 

muertas de cada grupo. De acuerdo con los resultados de esta prueba, la rhEpo 

es capaz de proteger a las células de muerte por cisplatino (P = 0.0105) pero no 

induce protección sobre la muerte por doxorubicina tal y como se observó en las 

pruebas previas. Coincidentemente, en esta prueba se observó que el tratamiento 

con rhEpo previo a la doxorubicina aumenta el número de células muertas (P = 

0.0194) (Tabla 3). 
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Figura 12. Efecto de la rhEPO sobre la muerte evaluado por TUNEL. 
Células HeLa recibieron 0 (EPO -) y 250 ml (EPO +) de rhEPO (A) y 2 horas 
después la DL 50 de los quimiofármacos cisplatino (B), paclitaxel (C), tamoxifén (D) o 
doxorubicina (E). 24 horas después se realizó un ensayo de TUNEL. Las células 
fluorescentes son células muertas (por apoptosis o necrosis). Se muestra el porcentaje 
de células muertas. * P < 0.05 con respecto al control. ^ P < 0.05 con respecto al 
grupo que no recibió rhEpo y solo la DL 50 del quimiofármaco correspondiente. 

muestra el porcentaje 
de células muertas. * P < 0.05 con respecto al control. ^ P < 0.05 con respecto al 
grupo que no recibió rhEpo y solo la DL 50 del quimiofármaco correspondiente. 
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Tabla 3. Evaluación del porcentaje de células muertas por el ensayo de 
inclusión de azul tripano. 

 
         Células muertas  (%) * 
 

Fármaco 
 

  rhEPO
                   0                 

(U/ml) 
               250 

Cisplatino 53.64 39.30  � 
Doxorubicina 47.30 55.16 Î 

    *Se muestra el promedio de 3 conteos independientes.  �P < 0.05 con respecto al 
grupo cisplatino. Î P < 0.05 con respecto al grupo doxorubicina. 
 

 

6.7 ESTUDIO DE LA PRESENCIA DE CASPASA 3 ACTIVA 

Los resultados del ensayo de TUNEL mostraron que la rhEpo es capaz de inhibir 

la muerte por apoptosis y/o necrosis mediada por cisplatino, paclitaxel y tamoxifén. 

Se sabe que un elemento clave en el proceso apoptótico es la activación de la 

caspasa efectora 3. Por otro lado se sabe que la Epo inhibe esta caspasa 

activando la vía PI3K/AKT (Spivak, 2005). Debido a lo anterior, se decidió evaluar 

la cantidad de caspasa 3 activa inducida por los diferentes tratamientos.  

 

Los tratamientos con cisplatino y doxorubicina incrementaron 3 veces la cantidad 

de caspasa 3 activa con respecto a los niveles basales presentes en cultivos 

celulares sin tratar (P < 0.01) (Figura 13). Por el contrario el tratamiento con 

paclitaxel y tamoxifén, no produjo cambio en el nivel basal de caspasa 3 (P > 

0.05), lo cual sugiere que la apoptosis mediada por estos quimiofármacos no 

depende de la activación de esta caspasa (Figura 13).  
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Interesantemente el pre-tratamiento con eritropoyetina redujo la cantidad de 

caspasa 3 activa inducida por cisplatino sólo un 17% (P = 0.0883) y en el caso de 

la doxorubicina sólo un 10% (P = 0.0887), esto parece sugerir que el efecto  

preventivo observado de la rhEpo sobre la muerte inducida por cisplatino no 

depende exclusivamente de la inducción de la inhibición de la actividad de esta 

caspasa y que la rhEpo podría inducir el bloqueo de otros elementos importantes 

en la muerte por este quimiofármaco. 
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Figura 13. Determinación de caspasa 3 activa. 
Células HeLa recibieron únicamente la DL 50 de los quimiofármacos (barra 
blanca) o fueron pre-tratadas con 250 U/ml de rhEpo y posteriormente 
recibieron la DL 50 de los quimiofármacos (barra negra). A las 24 horas se 
extrajo la proteína total y se incubó con el substrato de la caspasa 3 activa por 
dos horas. Después, se midió la absorbancia a 405 nm. Cada barra representa 
el promedio de 5 experimentos independientes por triplicado con su desviación 
estándar. * P < 0.01 con respecto al control.  

 

 

 

 

 



6.8 EFECTO DE LA rhEPO SOBRE LA SENESCENCIA CELULAR 

Debido a que se ha sugerido que las células que sobreviven al tratamiento con 

paclitaxel y rhEpo están en un estado senescente (Hardee et al., 2006), y 

sabiendo que algunos quimiofármacos como el cisplatino (Fang et al., 2007; 

Sedletska et al., 2005) y la doxorubicina (Elmore et al., 2005; Maejima et al., 2007; 

Joyner et al., 2006; Lanvers-Kaminsky et al., 2005; Eom et al., 2005; Rebbaa et 

al., 2003) inducen senescencia en distintos tipos celulares,  se evaluó la presencia 

de células senescentes detectando la sobre-expresión de la β−galactosidasa luego 

de los diferentes tratamientos en células HeLa. Los porcentajes que se mencionan 

a continuación son el promedio de 5 conteos que se realizaron de cada 

preparación y de 2 experimentos independientes.  

Los cultivos de células sin tratamiento presentó el 33% de células en estado 

senescente y cuando se dio tratamiento con rhEpo el porcentaje aumentó a 65% 

(P = 0.0005) (Figura 14 A). 

El tratamiento con cisplatino no modificó el número basal de células senescentes 

(37%) (P = 0.0651) y cuando se dio el pre-tratamiento con rhEpo, el porcentaje fue 

igual que el del grupo tratado sólo con rhEpo (P = 0.0705). Estas observaciones 

indican que el cisplatino no induce senescencia celular (Figura 14 B). 

El tratamiento con paclitaxel tampoco produjo células senescentes ya que el 

porcentaje fue igual al del grupo control, 32% (P = 0.5614). Sin embargo, cuando 

se pre-trataron las células con rhEpo, el número de células senescentes se redujo 

significativamente hasta 15% (P = 0.0007), lo cual sugiere que el paclitaxel no 
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induce senescencia y que incluso inhibe la senescencia basal y la inducida por la 

rhEpo (Figura 14 C). 

El tamoxifén por su parte, sí produjo células senescentes pues el porcentaje 

aumentó al 61% (P = 0.0043). Cuando se pre-trató con rhEpo, el porcentaje de 

células senescentes se redujo a niveles basales (31%), lo que al parecer sugiere 

que, en este caso, es la rhEpo la que inhibe la senescencia inducida por el 

quimiofármaco (Figura 14 D). 

Por último, el tratamiento con doxorubicina incrementó el porcentaje de células 

senescentes hasta un 57% (P = 0.0006) e interesantemente, este porcentaje 

disminuyó hasta 22% cuando se pre-trataron las células con rhEpo (P = 0.0053). 

Lo anterior indica que la doxorubicina incrementa el número de células 

senescentes pero la rhEpo es capaz de inhibir esta senescencia (Figura 14 E). 
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 Figura 14. Efecto de la rhEPO sobre la senescencia.  
Células HeLa recibieron 0 (EPO -) o 250 U/ml (EPO +) de rhEPO (A) y 2 horas 
después la DL 50 de los quimiofármacos cisplatino (B), paclitaxel (C), tamoxifén 
(D) o doxorubicina (E). 24 horas después se analizó la expresión constitutiva de 
la β−galactosidasa. Las células azules son células senescentes. * P < 0.05 con 
respecto al control. ^ P < 0.05 con respecto al grupo que no recibió rhEpo y solo 
la DL 50 del quimiofármaco correspondiente. 
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6.9 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD DE LA rhEPO PARA INDUCIR 

RESISTENCIA CELULAR A LOS QUIMIOFÁRMACOS 

Nuestros resultados muestran que la rhEpo es capaz de prevenir la muerte de las 

líneas celulares. Por otro lado, se ha reportado que la rhEpo es capaz de inducir 

resistencia a la radioterapia en células derivadas de carcinoma cervical (Belenkov 

et al., 2004). Sin embargo, se ha sugerido que una vez que se retira la rhEpo del 

cultivo, las células mueren como ocurre en el cultivo que no recibe el pre-

tratamiento con rhEpo. Debido a estos hechos contrastantes, en este trabajo 

investigamos qué ocurría con las células que sobrevivían a los tratamientos con y 

sin rhEpo y si ésta sería capaz de inducir resistencia a los quimiofármacos.  

Para este estudio se recuperaron las células que sobrevivieron a la administración 

de la DL 50 de cada quimiofármaco y se cultivaron nuevamente en presencia del 

mismo fármaco. De igual forma, las células pre-tratadas con rhEpo que 

sobrevivieron al quimiofármaco fueron colectadas e incubadas nuevamente en 

presencia del fármaco correspondiente. 

El re-tratamiento con cisplatino de las células que habian sobrevivido a la DL 50 

de este fármaco indujo que sólo el 28% del cultivo sobreviviera, mientras que en 

las células sobrevivientes al pre-tratamiento con rhEpo y cisplatino la re-exposición 

a la DL 50 produjo el 24% de viabilidad celular (Figura 15 A). La viabilidad celular 

disminiyó en ambos casos significativamente en comparación con las células que 

recibieron la DL 50 por primera vez, en donde se obtuvo el 56% de viabilidad 
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celular.  Estos resultados demuestran que la rhEpo no induce resistencia al 

tratamiento con cisplatino.  

La re-exposición a la DL 50 de las células sobrevivientes al tratamiento con 

paclitaxel resultó en un 55% de viabilidad celular (P = 0.2321). En cambio, en las 

células que sobrevivieron al pre-tratamiento con rhEpo y paclitaxel se observó la 

viabilidad del 71% del cultivo (P = 0.0405), lo que sugiere que la rhEpo induce 

resistencia a la muerte por paclitaxel (Figura 15 B). 

Las células que habían sobrevivido al tratamiento con tamoxifén y fueron re-

expuestas, presentaron una viabilidad celular del 66% (P = 0.0413) mientras que 

las células que habían sobrevivido al pre-tratamiento con rhEpo y tamoxifén 

presentaron una viabilidad del 68% del cultivo, lo que sugiere que la resistencia 

que se observa es consecuencia del propio quimiofármaco y no de la rhEpo 

(Figura 15 C). 

Por último, se encontró que la re-exposición a la DL 50 de las células 

sobrevivientes a la doxorubicina produjo el 55% de viabilidad celular (P = 0.4395). 

Por otro lado las células que sobrevivieron al pre-tratamiento con rhEpo y 

doxorubicina y fueron re-expuestas a la DL 50 alcanzaron un 66% de viabilidad 

celular (P = 0.0189), lo que parece sugerir que la rhEpo induce una ligera 

resistencia a la doxorubicina (Figura 15 D). 
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Figura 15. Efecto de la rhEPO sobre la adquisición de resistencia. 
50,000 células HeLa sobrevivientes al tratamiento con cisplatino (A), paclitaxel (B), 
tamoxifén (C) y doxorubicina (D), y células sobrevivientes que habían sido pre-tratadas 
con 250 U/ml de rhEpo, fueron re-expuestas a la DL 50 del quimiofármaco 
correspondiente. El porcentaje de viabilidad celular fue evaluado a las 24 hrs mediante la 
prueba de MTT. Cada barra representa el promedio de 3 experimentos independientes con 
su desviación estándar. * P < 0.05 en comparación con el control (células sin tratamiento 
previo + la DL 50).  � Diferentes significativamente entre sí (P < 0.05). 
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VII. DISCUSIÓN 

La quimioterapia del cáncer cervicouterino se basa en el uso de una serie de 

fármacos que tienen la capacidad de inducir la muerte de las células tumorales a 

través de diferentes mecanismos, siendo la apoptosis el más importante. En 

contraste, una de las funciones principales de la Epo es proteger a las células que 

expresan el EPO-R de la muerte por apoptosis (Spivak et al., 1991). Dado que las 

células de cáncer cervicouterino expresan el EPO-R, en el presente trabajo 

investigamos si la rhEpo podría tener un efecto protector contra la muerte inducida 

por algunos de los quimiofármacos más comúnmente usados para el tratamiento 

del cáncer cervical.  

Se probaron cuatro quimiofármacos: cisplatino, paclitaxel, tamoxifén y 

doxorubicina. La primera observación fue, que cuando se determinó la dosis letal 

50 para el cisplatino, la línea celular HeLa requirió de una dosis menor en 

comparación con las líneas SiHa y C33 (Tabla 1). Lo mismo se presentó en el 

caso de la doxorubicina, lo que indica que las células que presentan VPH tipo 18 

como las células HeLa, son más susceptibles a la muerte por estos 

quimiofármacos. Con respecto a lo anterior, se ha propuesto que la causa de ésto 

es que las células con VPH-18 presentan mayor activación de la proteína p21 

luego de los tratamientos con cisplatino y doxorubicina que las células que 

presentan VPH tipo 16 (Funaoka et al., 1996). La proteína p21 es capaz de regular 

que el ciclo celular se detenga y que se induzca senescencia cuando hay daños 

en el ADN (Child et al., 2006), como los que generan el cisplatino y la 

doxorubicina. La línea celular C33 presentó la DL 50 más alta de las tres líneas 
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para el caso del cisplatino. Lo anterior sugiere que las células cervicales que 

sufren una transformación maligna independiente de la infección con VPH son 

más resistentes a este quimiofármaco. Esto mismo ocurrió cuando se determinó la 

DL 50 del paclitaxel, en donde la línea celular C33 presentó la dosis más alta. No 

hubo diferencias significativas entre las dosis de HeLa y SiHa, lo que sugiere que 

el tipo de VPH presente no modifica la susceptibilidad al paclitaxel.   

Para el caso del tamoxifén, se sabe que su principal mecanismo de acción es la 

unión a los receptores de estrógenos para evitar que los estrógenos se unan a 

éstos, lo que induce muerte por autofagia en las células (Inoki et al., 2005). Sin 

embargo, se ha encontrado otro mecanismo de acción que es inependiente de la 

presencia de los receptores de estrógenos y que involucra la generación de 

especies reactivas de oxígeno, lo que culmina en muerte por apoptosis (Lee et al., 

2000). Esto último podría ser lo que ocurre en las células de carcinoma cervical 

que estudiamos aquí, ya que la línea HeLa carece de receptores de estrógenos 

(Maminta et al., 1991) mientras que SiHa y C33 sí los presentan (Ruutu et al., 

2006; Chen et al., 2001), y sin embargo, las DL 50 para las tres líneas fueron muy 

semejantes (Tabla 1). Además, se ha reportado que cuando el tamoxifén induce 

autofagia, las dosis empleadas son mucho menores que cuando induce apoptosis 

(Lee et al., 2000). Por ejemplo, en la línea celular derivada de carcinoma de 

mama, MCF-7, positiva para receptores de estrógenos y en la cuál se ha 

encontrado el tamoxifén induce autofagia, la DL 50 es de sólo 0.107 μM (Guthrie 

et al., 1997), mientras que para las células de carcinoma cervical nuestras dosis 

fueron superiores a 20 μM. 
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En general, se considera a la línea SiHa como multiresistente, es decir, resistente 

a varios fármacos entre los que se encuentra la doxorubicina (Ding et al., 2000), 

por lo que no sorprende que esta línea haya presentado la DL 50 más alta para 

este fármaco. 

Nuestros ensayos de prevención de muerte mostraron que la adición de rhEpo 

protege a células derivadas de carcinoma cervical contra la muerte inducida por 

cisplatino, paclitaxel y tamoxifén pero parece no tener efecto sobre la muerte 

inducida por doxorubicina. 

El cisplatino es el fármaco base en la quimioterapia del cáncer cervical y nuestros 

resultados indican que el pretratamiento de células HeLa, SiHa y C33  con rhEpo 

(a partir de 7.5 U/ml) puede disminuir la muerte provocada por este quimiofármaco 

(Figura 5). En un estudio previo, Belenkov et al., (2004) demostraron que el 

tratamiento con 30 U/ml de rhEpo inducía un decremento de la sensibilidad de la 

línea celular HT100, derivada de cáncer cervical, al cisplatino. De la misma 

manera, Acs et al., (2003) demostraron que conforme aumentaban la cantidad de 

rhEpo (desde 0 hasta 200 U/ml) previa al tratamiento con cisplatino por 48 horas 

en células HeLa, el porcentaje de células apoptoticas disminuía. Es importante 

hacer notar que en los trabajos mencionados se estudió el efecto de la rhEpo 

únicamente in vitro, y en nuestro caso decidimos investigar tal efecto in vivo 

(Figura 9). La aplicación simultánea de concentraciones farmacológicas de rhEpo 

y cisplatino en ratones con tumores, indujo una inhibición significativa del efecto 

del cisplatino en las masas tumorales. Estos datos apoyan fuertemente lo 

observado in vitro, y representan una evidencia experimental que alerta del riesgo 

 79



de utilizar este esquema mixto para el tratamiento de anemia y cáncer cervical en 

los seres humanos.  

Hasta el momento, el nuestro, es el primer trabajo en donde se estudiaron los 

efectos de la rhEpo sobre la muerte inducida por doxorubicina, paclitaxel y 

tamoxifén en líneas celulares derivadas de carcinomas cervicales, esto debido 

quizás a que toda la atención se ha puesto en el cisplatino, pues es el 

quimiofármaco más utilizado para tratar los tumores cervicales. Sin embargo, el 

efecto de la rhEpo sobre la muerte mediada por la doxorubicina, el paclitaxel y el 

tamoxifén ha sido estudiado en células derivadas de otros carcinomas y en células 

no tumorales (ver acontinuación). Por ejemplo, nuestros resultados contrastan con 

lo encontrado en miocitos cardiacos murinos, en donde a partir de 1 U/ml de rhEpo 

se observa un efecto protector sobre la muerte que induce la doxorubicina (Kim et 

al., 2007; Fu et al., 2007). Lo anterior podría deberse, a que la muerte de 

cardiomiocitos luego del tratamiento con doxorubicina, se debe a la producción de 

ERO y al aumento en la concentración de calcio intracelular (Kim et al., 2006), 

mientras que estos mecanismos no son los principales inductores de la actividad 

antitumoral de éste quimiofármaco (Bruynzeel et al., 2007), si no la intercalación 

en el ADN y la inhibición de enzimas como la topoisomerasa II. Por su parte, se ha 

encontrado que la Epo protege a las células cardiacas de los efectos de los 

radicales libres y del estrés oxidativo (Li et al., 2006). Por lo tanto, podemos 

sugerir que la rhEpo protege de la muerte por ERO, pero no de la muerte por otros 

de los mecanismos inducidos por la doxorubicina, lo que da como resultado la 

protección encontrada en los miocitos y la falta de esta protección en las células 

tumorales estudiadas aquí. El hecho de que en las líneas celulares derivadas de 
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cáncer cervical, la doxorubicina fue el único quimiofármaco de los estudiados 

sobre el cual la rhEpo no tuvo efecto, nos llevó a realizar este estudio en un 

modelo murino (Figura 9). Interesantemente, se observó que los tumores de los 

animales que recibieron rhEpo junto con la doxorubicina presentaron una 

reducción de volumen menor que los que recibieron doxorubicina únicamente. 

Podríamos sugerir que la rhEpo podría tener efectos protectores parciales sobre la 

muerte inducida por la doxorubicina in vivo aun cuando in vitro no se encontró este 

efecto.  

Lo encontrado por nosotros para el caso del paclitaxel (Figura 6) coincide con lo 

encontrado por Hardee et al., (2006) quienes observaron una disminución en el 

número de células apoptóticas de cáncer de mama cuando pre-trataban con 10 y 

100 U/ml de rhEpo. Sin embargo, este grupo llevó acabo también el estudio en un 

modelo murino y en este caso no encontraron efecto con 2000 U/Kg de rhEpo 

administrada tres veces por semana sobre la disminución del volumen de las 

masas tumorales (Hardee et al., 2006).  Por otro lado, lo encontrado por nosotros 

contrasta con lo observado por Gewirtz et al., (2006),  quienes probaron el pre-

tratamiento con 10 U/ml de rhEpo por 24 horas y no encontraron efecto 

significativo sobre la muerte inducida por paclitaxel en células de cáncer de mama. 

Resulta un evento relevante las diferencias encontradas entre los ensayos in vitro 

e in vivo, por lo que se debe resaltar la importancia de que debemos ser 

cautelosos cuando deseamos extrapolar lo encontrado in vitro a lo que podría 

ocurrir en seres humanos.  

Gewirtz et al., (2006) tampoco encontraron efecto protector significativo de 10 U/ml 

de rhEpo sobre la muerte inducida por tamoxifén en células de cáncer de mama, 
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lo que contrasta con lo encontrado por nosotros en donde, desde 7.5 U/ml de 

rhEpo, se observaron efectos preventivos en la línea celular SiHa (Figura 7B). Los 

efectos preventivos de la rhEpo sobre el tamoxifén podrían deberse a que ésta, 

protege de la muerte inducida por generación de ERO (Li et al., 2006) y además, 

puede activar la vía PI3K/AKT (Spivak 2005), que una vez activa, inhibe la 

autofagia (Kondo et al., 2005), es decir, la Epo es capaz de inhibir los dos 

procesos que se han reportado ejercen actividad antitumoral luego de administrar 

tamoxifén. 

En base a lo mencionado anteriormente, podemos sugerir que los efectos de la 

rhEpo sobre la muerte inducida por distintos quimiofármacos varía según el tipo 

celular estudiado, por lo que antes de concluir si la rhEpo influye o no en la 

respuesta al tratamiento con distintos químiofármacos, se debe evaluar el tipo de 

tumor y las diferencias que pudieran existir entre estos. Como ejemplo, se podría 

evaluar la presencia o ausencia del EPO-R y la cantidad de dicha molécula en los 

diferentes tipos celulares o tumores. Otro hecho que podría influir es la etapa en la 

que se utilizan los cultivos a la hora de realizar los experimentos y como esto 

podría afectar la presencia de dicho receptor. No existen reportes que analicen la 

cantidad de receptores presentes en diferentes condiciones de cultivo o según el 

número de pasajes del cultivo utilizado, por lo que mediante el uso de citometría 

de flujo, sería interesante estudiar si en ciertas etapas del cultivo o bajo ciertas 

condiciones de suero, tipo de medio, entre otras, la cantidad de moléculas de 

EPO-R varía. Asi mismo, sería muy interesante estudiar que sucede con otros 

quimiofármacos que se emplean como terapia, ya que como encontramos aquí, la 

rhEpo no afecta de igual manera la muerte inducida por todos los quimiofármacos.   
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Nuestros experimentos de inhibición del EPO-R con lovastatina demostraron que 

los efectos protectores de la rhEpo sobre la muerte por cisplatino, paclitaxel y 

tamoxifén dependen de la unión de la rhEpo a su receptor (Figura 10). 

En este trabajo se observó que la inhibición de JAK 2, que es la molécula inicial de 

la cascada de señalización mediada por el EPO-R (Lacombe et al., 1999), produce 

el total abatimiento del efecto preventivo de la rhEpo sobre la muerte inducida por 

cisplatino, paclitaxel y tamoxifén (Figura 11), lo que sugiere que JAK 2 es 

necesaria para que se den los efectos preventivos de la rhEpo en células de 

carcinoma cervical. Esta observación coincide con un trabajo anterior donde se 

observó que el efecto protector de la rhEpo sobre la muerte de células HeLa 

inducida por cisplatino disminuía al inhibir JAK 2 con genisteína, la cuál es un 

inhibidor general de cinasas  (Acs et al., 2003). La presencia de JAK 2 en la 

señalización mediada por rhEpo y su receptor ha sido reportada también en 

células derivadas de carcinoma pulmonar por Dunlop et al., (2006) mediante el 

uso de la técnica de Western-blot y en células derivadas de leucemia 

mielomonocítica y de carcinoma renal por Carvalho et al., (2005) también con el 

uso del Western-blot utilizando anticuerpos contra JAK 2.  

Se ha reportado que los quimiofármacos utilizados en este trabajo inducen 

apoptosis en distintos tipos celulares (ver a continuación), por lo que se decidió 

evaluar si la rhEpo era capaz de ejercer efectos protectores sobre este tipo de 

muerte en células derivadas de carcinoma cervical, como HeLa, que se utilizó 

debido a que en los estudios anteriores, las tres líneas celulares se comportaron 

de manera semejante. Para esto se utilizó el ensayo de TUNEL, que detecta 

células apoptóticas principalmente, aunque también necróticas (Perry et al., 1997). 
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Los resultados de la prueba del TUNEL (Figura 12) mostraron que los cuatro 

quimiofármacos inducían estos tipos de muerte en las células HeLa. Lo 

encontrado aquí para el cisplatino coincide con lo reportado, ya que se sabe que 

este fármaco induce apoptosis y necrosis en gran cantidad de células, incluidas 

células de carcinomas de diferentes órganos y células de tejidos sanos (Eastman 

1999; Rosenberg 1999; Gonzalez et al., 2001; Cummings et al., 2002; Wang et al., 

2005; Wu et al., 2005). Por otro lado, al paclitaxel se le conoce por ser un 

estabilizador de microtúbulos y por inducir catástrofe mitótica, la cuál se sabe 

puede concluir en apoptosis (Castedo et al., 2004; Jordan et al., 1996; Tao et al., 

2005: Weaver et al., 2005). Nuestros resultados también coinciden con lo 

reportado para el tamoxifén, que si bien puede inducir autofagia (Bursch et al., 

1996), también se ha reportado que induce apoptosis en células derivadas de 

leucemia de Jurkat, cáncer de ovario (Ferlini et al., 1999), cáncer de mama 

(Mandlekar et al., 2000) y hepatocarcinoma (Kim et al., 1999). Por último, tal y 

como se observó aquí, la doxorubicina ha sido reportada como una inductora de 

apoptosis en células de diverso origen, tanto tumoral, como en tejido sano 

(Skladanowski et al., 1993; Zaleskis et al., 1994). Interesantemente, en el ensayo 

de TUNEL se observó que el número de células muertas inducidas por cisplatino, 

paclitaxel y tamoxifén disminuía cuando las células eran pre-tratadas con rhEpo, lo 

que sugiere que la rhEpo previene la muerte por apoptosis (y necrosis) de las 

células.  

El proceso de muerte por apoptosis involucra la activación de una gran cantidad 

de moléculas dentro de las cuáles se encuentran las enzimas conocidas como 

caspasas (Thornberry et al., 1998). Existen dos grupos de caspasas: las 
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iniciadoras (caspasa 2, 8, 9, 10) y las efectoras (caspasa 3, 6, 7). La caspasa 3 se 

activa comúnmente en la muerte celular por apoptosis pero se sabe que la 

eritropoyetina induce la inhibición de esta caspasa activando la vía PI3K/AKT 

(Spivak 2005). Debido a lo anterior, se evaluó la presencia de la caspasa 3 activa 

luego del tratamiento con los quimiofármacos y que efectos tenía la rhEpo sobre 

ésta. 

Resulta interesante que en nuestro trabajo, en base al ensayo de TUNEL, tanto el 

paclitaxel como el tamoxifén pueden inducir apoptosis, pero en ningún caso se 

observó un aumento de la caspasa 3 activa (Figura 13). Lo encontrado para el 

paclitaxel concuerda con lo reportado en células derivadas de cáncer de ovario  

(Ahn et al., 2004), de cáncer de mama (Ofir et al., 2002) y de leucemia linfoblástica 

(Park et al., 2004) en donde el tratamiento con paclitaxel tampoco activó a la 

caspasa 3. Lo anterior contrasta con lo encontrado en células derivadas de 

melanoma (Selimovic et al., 2008), sarcoma osteogénico (Lu et al., 2005) y de 

carcinoma de hígado (Brenes et al., 2007) en donde esta caspasa sí se activa. Al 

parecer, la activación de caspasa 3 por paclitaxel es dependiente del tipo celular. 

Lo encontrado aquí para el caso del tamoxifén contrasta con lo encontrado en 

células de cáncer de mama (Mandlekar et al., 2000) y de glioblastoma (Zartman et 

al., 2004)  en donde se observó la activación de la caspasa 3. El pre-tratamiento 

con rhEpo no modificó el nivel de caspasa 3 activa presente luego de los 

tratamientos con paclitaxel o tamoxifén.  

Aunque la DL 50 obtenida para células HeLa (utilizadas en los ensayos de 

activación de caspasa 3) tratadas con cisplatino fue de 11.6 μM, y a pesar de que 
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dicha dosis ha sido reportada como inductora de necrosis (Gonzalez et al., 2001), 

los tratamientos con cisplatino y doxorubicina incrementaron hasta tres veces la 

presencia de caspasa 3, elemento exclusivo de la muerte apoptótica. La activación 

de esta caspasa inducida por el tratamiento con cisplatino ha sido observada 

también en células derivadas de cáncer de ovario (Henkels et al., 1999), de 

carcinoma de mama, células renales (Cummings et al., 2002) y muchos otros tipos 

celulares, en los cuáles, las DL 50 tampoco fueron menores a 8 μM, lo que 

Gonzalez et al., reportaron como límite para que el cisplatino provocara muerte 

apoptótica. Por su parte, se ha observado que la doxorubicina activa a la caspasa 

3 en células endoteliales humanas, células derivadas de cáncer de ovario humano 

(Bruynzeel et al., 2007), células derivadas de neuroblastoma humano (Bian et al., 

2001) y cardiomiocitos de ratón (Fu et al., 2007).  

Sorprendentemente, el pre-tratamiento con rhEpo no inhibió significativamente la 

caspasa 3, lo que contrasta con lo encontrado por Fu et al., (2007)  en miocitos 

cardiacos murinos que habían sido tratados con doxorubicina en los cuales se 

demostró mediante un ensayo colorimétrico que el pre-tratamiento con 100 U/ml 

de rhEpo reducía significativamente la cantidad de caspasa 3 activa.  

Debido a lo anterior, podríamos sugerir que la rhEpo no tiene efecto sobre la 

activación de la caspasa 3, por lo que su efecto protector podría deberse a la 

inhibición de otros componentes implicados en las vías de señalización de la 

muerte celular por estos quimiofármacos. Por ejemplo, la rhEpo podrían actuar 

sobre otras caspasas o bien, podría inducir la expresión de proteinas anti-

apoptóticas como ocurre en líneas célulares derivadas de progenitores eritroides 
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(Silva et al., 1999), en células endoteliales (Okazaki et al., 2008) y más interesante 

aún, en células de glioblastoma multiforme (Yin et al., 2007) y células de cáncer de 

mama (Acs et al., 2004), en las que la Epo induce que se exprese Bcl-XL.  

En un trabajo reciente Hardee et al., (2006) sugirieron que las células de cáncer 

de mama que sobrevivían a la muerte por paclitaxel gracias al pre-tratamiento con 

rhEpo podrían estar senescentes. La senescencia celular que se presenta luego 

de los tratamientos con algunos quimiofármacos  o la radiación γ , es un proceso 

rápido llamado también senescencia celular prematura o acelerada que se 

desencadena por el daño al ADN que se produce luego de la quimioterapia o la 

radioterapia (Chang et al., 1999). En un inicio se le consideró un mecanismo que 

servía de defensa contra estímulos carcinogénicos y como un mecanismo de 

supresión tumoral en el cual la célula dañada detiene su ciclo celular por lo que no 

se reproduce, evitando que las células dañadas formen masas tumorales. Sin 

embargo, hoy se sabe que aunque las células senescentes no se reproducen, sí 

poseen la capacidad de inducir el crecimiento y reproducción de células cercanas 

a ellas lo que puede originar crecimientos tumorales por un mecanismo aún 

desconocido (Campisi 2005; Martien et al., 2007; Pazolli et al., 2008), pero que al 

parecer implica la modificación del microambiente y cambios en la matriz 

extracelular (Sprenger et al., 2008). 

En el presente trabajo se evaluó la presencia de células senescentes luego del 

tratamiento con los diferentes quimiofármacos y rhEpo. Los resultados fueron muy 

interesantes, primero, porque es un campo muy poco estudiado actualmente y 

segundo, porque los datos encontrados son muy particulares para cada caso 
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(Figura 14). La primera observación fue que el porcentaje de células senescentes 

en el grupo control (células HeLa sin tratamiento alguno) fue del 33%, lo que es 

elevado en comparación con otros cultivos celulares. Lo anterior se puede deber a 

que las células HeLa presentan un nivel de expresión constitutivo y elevado de 

p16INK4a (Goodwin et al., 2001), proteína que participa en la inducción de 

senescencia.  

Sorprendentemente, se encontró que la rhEpo aumentaba el número de células 

senescentes en el cultivo de células HeLa. Este es un hallazgo muy importante ya 

que la terapia con rhEpo podría favorecer la senescencia de celulas tumorales. 

Esta senescencia podría deberse a la activación de p21, ya que en un estudio 

realizado en células de eritroleucemia se encontró que la Epo activa a ésta 

proteína (Torti et al., 1992) y como se mencionó en la introducción de ésta tesis, 

p21 participa en la inducción de la senescencia. Asi mismo, la activación de STAT 

5 se asocia con la inducción de senescencia (Mallette et al., 2007), y como se ha 

venido mencionando, la Epo induce la activación de la vía JAK/STAT, en la que 

participan en este caso, JAK 2 y STAT 5 justamente. 

Luego, para el cisplatino se encontró que el número de células senescentes no 

aumentaba en proporción al número basal de las células sin tratamiento, lo que 

contrasta con lo encontrado en células de carcinoma de pulmón (Fang et al., 2007) 

donde se ha encontrado que el cisplatino induce senescencia. Sin embargo, no 

podemos decir que esta senescencia ocurre de manera natural, pues las células 

utilizadas en el estudio realizado por Fang et al. en 2007 son resistentes al 

cisplatino, y la senescencia se presentó luego de que transfectaron a las células 

con p16INK4a (proteína que como se mencionó anteriormente, está implicada en 
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el proceso de senescencia) para volverlas sensibles al quimiofármaco. Además, 

se encontró que conforme aumentaban la cantidad de p16INK4a que 

transfectaban, aumentaba el número de células senescentes, por lo que la 

senescencia inducida por el cisplatino parece ser dependiente de la cantidad de 

p16INK4a presente en las células. Se podrían transfectar células HeLa y ver si 

entonces el cisplatino induce senescencia también, ya que como se mencionó 

anteriormente, la senescencia es considerada un tipo de muerte celular en el 

contexto de la terapia antitumoral. En nuestro estudio, el pre-tratamiento con 

rhEpo no tuvo ningún efecto ya que el número de células senescentes se mantuvo 

igual a que cuando las células solo recibieron tratamiento con rhEpo.  

En el caso del paclitaxel, se observó que el número de células senescentes no 

aumentaba, lo cual concuerda con lo visto por Klein et al., (2005) en células de 

carcinoma pulmonar, en donde el paclitaxel tampoco produjo células senescentes. 

Sin embargo, de sumo interés resulta que cuando se pre-trató con rhEpo y luego 

se dio el tratamiento con paclitaxel, el número de células senescentes fue incluso 

menor que en el grupo de células que no recibió tratamiento alguno, lo que parece 

indicar que el paclitaxel suprime la senescencia basal y la inducida por la rhEpo. 

Para confirmar está hipótesis, se requerirían más estudios sobre el mecanismo de 

acción del paclitaxel para encontrar si hay relación con éste y p16INK4a. 

Este es el primer trabajo que evaluó el efecto del tamoxifén sobre el número de 

células senescentes y se encontró que en células HeLa este fármaco incrementó 

al doble el número de células senescentes. En el caso de este quimiofármaco, 

cuando se utilizó en conjunto con la rhEpo, el número de células senescentes 

regreso al nivel basal. Quizá este es uno de los casos y combinaciones más 

 89



interesantes encontrados en este estudio, por lo que se debería estudiar más qué 

ocurre en otros tipos celulares cuando se combinan tamoxifén y rhEpo en cuanto a 

inducción de senescencia se refiere y cuál podría ser el mecanismo implicado.  

Por último, se sabe que la doxorubicina induce senescencia en gran cantidad de 

tipos celulares, como derivadas de cáncer de mama (Elmore et al., 2005), cáncer 

de pulmón (Klein et al., 2005), sarcoma sinovial (Joyner et al., 2006), sarcoma de 

Ewing (Lanvers-Kaminsky et al., 2005),  hepatoma humano (Eom et al., 2005) y 

cardiomiocitos (Maejima et al., 2008). Nosotros encontramos que, efectivamente, 

en las células HeLa también aumentó la senescencia. Se ha encontrado que la 

activación de p21 es necesaria para que la doxorubicina induzca senescencia 

(Rebbaa et al., 2003), por lo que sería interesante ver si esto mismo ocurre en las 

células HeLa en las que se observó la senescencia. Al igual que como ocurrió con 

el tamoxifén, el pre-tratamiento con rhEpo hizo que el número de células 

senescentes disminuyera, incluso el número de éstas células fue menor que en el 

grupo control sin tratamiento alguno. Este hecho es muy interesante pues es la 

primera vez que se reporta el efecto supresor de la rhEpo sobre la senescencia 

inducida por doxorubicina. Además, debido a que tanto la doxorubicina como la 

rhEpo indujeron senescencia, y a que ambos casos podrían deberse a la 

activación de p21, era de esperarse que el número de células senescentes 

incrementara, o se quedara igual. Por ejemplo, Gewirtz et al., (2006) reportaron 

que en células derivadas de cáncer de mama el tratamiento con 10 U/ml de rhEpo 

antes de exponerlas a la doxorubicina, no tuvieron efecto sobre el número de 

células senescentes. Las diferencias entre estos dos estudios puede deberse en 

primer lugar a que nosotros evaluamos el efecto de 250 U/ml de rhEpo y en un 
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segundo término, a que las células son de diferente origen. Parece ser que la 

combinación de rhEpo con doxorubicina inhibe la senescencia en células HeLa. 

Son necesarios más experimentos para poder determinar el mecanismo de acción 

que induce este fenómeno.  

Por último, debido a que se ha reportado que la rhEpo puede inducir resistencia a 

la radiación en líneas celulares derivadas de carcinoma cervical (Belenkov et al., 

2004), en nuestro trabajo se evaluó por primera vez si la rhEpo podría inducir 

resitencia a los quimiofármacos estudiados aquí (Figura 15). 

Aún cuando se sabe que el cisplatino genera resistencia en diversos tipos de 

células como por ejemplo, células derivadas de carcinomas de ovario, pulmón y 

páncreas (Wang et al., 2005), esto no se observó en las células HeLa. Asi mismo, 

la rhEpo no indujo resistencia a este quimiofármaco. 

En cambio, las células que sobrevivieron al tratamiento con rhEpo y paclitaxel, se 

volvieron más resistentes al quimiofármaco.  

Es bien sabido que uno de los problemas del uso del tamoxifén es su rápida 

inducción de resistencia por mecanismos como el decremento de la entrada del 

fármaco en la célula, el aumento de la expulsión del fármaco mediado por la 

bomba membranal glicoproteína P y la activación de la vía PI3K/AKT (Ring et al., 

2004). En nuestro estudio se observó justamente que las células que habían 

sobrevivido al primer tratamiento con tamoxifén y recibieron una segunda dosis, 

resultaron más resistentes. El pre-tratamiento con rhEpo no ocasionó que dicha 

resistencia aumentara.  

Al igual que como ocurrió con el paclitaxel, las células que sobrevivieron al 

tratamiento con rhEpo y doxorubicina fueron las más resistentes a la segunda 
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dosis del quimiofármaco, lo que sugiere que la rhEpo indujo que las células fueran 

más resistentes.  

Se sabe que la expresión de algunas isoformas de la proteína cinasa C (PKC) 

induce resistencia a quimiofármacos (Spitaler et al., 1999; Hofmann 2001; Serova 

et al., 2006). Interesantemente, la eritropoyetina es capaz de inducir la expresión 

de PKC (Ren et al., 1994; Tsushima et al., 1997), por lo que ésta podría ser la 

explicación de lo encontrado para el tratamiento con rhEpo y paclitaxel. De hecho, 

se ha reportado que en células de carcinoma de colon (Cesaro et al., 2001) la 

expresión de PKC  confiere resistencia a éste quimiofármaco. Así mismo, la 

expresión de la PKC mediada por el pre-tratamiento con rhEpo podría explicar la 

resitencia a la segunda dosis de doxorubicina, ya que se ha reportado que la PKC 

induce resistencia a dicho quimiofármaco en células de mieloma múltiple 

(Baumann et al., 2008), carcinoma de ovario (Brügger et al., 2002) y carcinoma de 

mama (Yu et al., 1991). 

Por último, cabe mencionar que la resistencia que confiere la rhEpo al segundo 

tratamiento con doxorubicina in vitro, podría explicar lo observado en el 

experimento in vivo, en donde los tumores de los ratones que recibieron 10 dosis 

de rhEpo y 5 dosis de doxorubicina disminuyeron menos su volumen en 

comparación con los que solo recibieron la doxorubicina. Esta observación plantea 

la necesidad de realizar nuevas pruebas in vitro en las que se administren varias 

dosis de los quimiofármacos para evaluar si los efectos de la rhEpo observados 

con una sola dosis de quimiofármacos se mantienen.  
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VIII. PERSPECTIVAS 

A partir de estudios realizados en ratones, se ha reportado que en el tejido 

cardíaco y en la espina dorsal, la protección que induce la rhEpo es mediada por 

la unión de ésta a un heteroreceptor. Este heteroreceptor está formado, por una 

subunidad del EPO-R y la subunidad β (también llamada CD131) de los receptores 

para IL-3, IL-5 y GM-CSF (Brines et al., 2004). En biopsias de tumores de cáncer 

cervical se encontró que la expresión del EPO-R es dependiente de condiciones 

de hipoxia (asociada al desarrollo de clonas más agresivas y resistentes a la radio 

y quimioterapia) y que además, su expresión aumenta conforme aumentan las 

etapas de este cáncer (Acs et al., 2004). Sin embargo, no se han realizado 

estudios sobre la presencia de CD131. Sería interesante evaluar la presencia de 

CD131 en biopsias de tumores cervicales ya que se sabe que CD131 se expresa 

en células de leucemia mieloide (Koubek et al., 1998) y si CD131 estuviera 

presente en tumores cervicales, este podría formar heterodímeros con el EPO-R. 

Para detectar a CD131 se podría utilizar la técnica de inmunohistoquímica o 

mediante RT-PCR. Posteriormente, utilizando la técnica de inmunoprecipitación, 

se podría detectar si en los tumores se forma el heterodimero. De existir el 

heterodímero, se podría plantear la posibilidad de bloquear a CD131 para que la 

rhEpo solo actuara sobre los progenitores eritroides y no sobre los tumores, ya 

que se ha encontrado que, CD131 no tiene un papel funcional en la 

hematopoyesis, además, en los progenitores eritroides no interviene en la 

señalización mediada por EPO (Scott et al., 2000). 
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Para los quimiofármacos utilizados se ha reportado que además de la caspasa 3, 

se activan otras, como las caspasas 6, 8 (Seki et al., 2000) y 9 (Wu et al., 2004) 

por el cisplatino, las caspasas 2 (Ho et al., 2008), 4 (Liao et al., 2004), 7 (Kottke et 

al., 2001), 8 (Blagosklonny et al., 2002), 9 (Selimovic et al., 2008) y 10 (Park et al., 

2004) por el paclitaxel, las caspasas 7 (Thiantanawat et al., 2003) y 9 (Obrero et 

al., 2002) por el tamoxifén y las caspasas 6 (MacLachlan et al., 2002) 8 y 9 (Bian 

et al., 2001) por la doxorubicina. Un siguiente objetivo podría ser evaluar la 

presencia de dichas caspasas en células HeLa luego del tratamiento con los 

cuatro quimiofármacos y  analizar si la rhEpo induce la disminución de la 

presencia de éstas. Para lo anterior, se podrían utilizar kits colorimétricos como el 

utilizado en este trabajo o bien, anticuerpos en contra de las caspasas de interés 

para ser evaluadas mediante Western blot.  

Debido a que la Epo puede activar la vía PI3K/AKT (Spivak 2005), y que la 

activación de dicha vía inhibe la autofagia (Kondo et al., 2005), sería interesante 

estudiar si la rhEpo activa esta vía en células tumorales ya que la autofagia es 

para algunos quimiofármacos como el tamoxifén (Bursch et al., 1996) y la 

temozolomida (Kanzawa et al., 2004) un mecanismo importante de actividad 

antitumoral.  

Por otro lado, sería interesante también estudiar al factor nuclear kappa B (NF-

κB), que puede inducir tanto la muerte como la supervivencia celular dependiendo 

de diversos factores que aun no se comprenden bien, pero que podrían implicar 

tipo celular, duración y origen del estímulo  entre otros (Dutta et al., 2006). Este 

factor es mejor conocido por sus funciones anti-apoptóticas pero también se ha 

 94



encontrado que en ciertos casos es necesario para la inducción de apoptosis 

(Dutta et al., 2006). Se ha encontrado que este factor se puede activar luego del 

tratamiento con cisplatino (Dutta et al., 2006) y doxorubicina (Bian et al., 2001, 

Bien et al., 2004, Gruber et al., 2008). En el caso de la doxorubicina, esta 

activación parece ser necesaria para la inducción de la muerte celular (Bian et al., 

2001; Bien et al., 2004). En cambio, en el caso del cisplatino, este factor inhibe la 

muerte y genera resistencia celular en la mayoría de los casos (Huerta et al., 

2007; Lee et al., 2007; Li et al., 2005; Poma et al., 2006), por ejemplo, en células 

SiHa (células derivadas de carcinoma cervical) (Lu et al., 2006; Yeh et al., 2002; 

Venkatraman et al., 2005). Interesantemente, la eritropoyetina es capaz de activar 

dicho factor en células progenitoras eritroides (Sae-Ung et al., 2005; Bittorf et al., 

2001) así como de inducir su inhibición en células de leucemia mielomonocítica 

(Carvalho et al., 2005), por lo que en este caso, sería interesante estudiar su 

presencia en las células derivadas de carcinoma cervical luego de los tratamientos 

con cisplatino y doxorubicina y los pre-tratamientos con rhEpo. Para lo anterior se 

podría utilizar el ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA), ya que 

el estado y nivel de expresión del NF-κB podría determinar por qué la rhEpo 

proteje de la muerte del cisplatino pero no de la inducida por doxorubicina. Con 

ayuda de los ensayos EMSA y de anticuerpos contra sub-unidades que forman el 

NF-κB se podría además estudiar que subunidades se activan en cada caso, ya 

que este factor se puede formar con diferentes homodimeros o heterodímeros 

(Dutta et al., 2006). 
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Con respecto a la inducción de resistencia a los quimiofármacos mediada por la 

rhEpo, existe un reporte de inducción de resistencia al cisplatino mediada por la 

expresión de PKC inducida por rhEpo en células de carcinoma renal (Li et al., 

2007), sin embargo, en las células HeLa, la rhEpo no provocó resistencia al 

cisplatino, por lo que los efectos de la rhEpo sobre la expresión de la PKC y de 

ésta sobre la resistencia a determinados quimiofármacos parece ser dependiente 

del tipo celular, además, según los reportado por diversos estudios, podría 

también depender de la isoforma de PKC que se expresa, ya que se ha 

encontrado, que la PKC-α induce resistencia al cisplatino en células de carcinoma 

de ovario (Righetti et al., 2006) y en células HeLa (Spitaler et al., 1999), en 

cambio, las isoformas δ, ε y ζ se asocian con el aumento en la sensibilidad al 

cisplatino y la muerte apoptotica inducida por daños al ADN en fibroblastos (Basu 

2003, Spitaler et al., 1999). Los estudios acerca de la inducción de resistencia 

mediada por rhEpo, podrían ser un campo muy interesante según lo encontrado 

aquí y considerando que la resistencia es un gran problema que limita mucho el 

uso de ciertos quimiofármacos. Para estudiar que ocurre con la PKC en las células 

HeLa, se podrían llevar acabo RT-PCRs para confirmar la expresión de PKC así 

como la isoforma implicada antes y luego de los tratamientos con rhEpo y los 

quimiofármacos. Spitaler et al., (1999) encontraron que las células HeLa expresan 

PKC-α y PKC-δ lo que les confiere resistencia al cisplatino, sin embargo, esto 

contradice lo encontrado por Basu (2003) quien encontró que la expresión de 

PKC-δ se asocia con un incremento en la apopotosis y con lo encontrado por 

nosotros, que no encontramos resistencia al cisplatino en células las células HeLa. 

 96



Por último, en base a lo encontrado en este trabajo, se propone planear nuevos 

esquemas de tratamiento cuando se desea emplear eritropoyetina en paralelo con 

quimiofármacos para así, no comprometer a las pacientes. 
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IX. CONCLUSIONES 

- La eritropoyetina recombinante humana ejerce efectos preventivos sobre la 

muerte inducida por los quimiofármacos cisplatino, paclitaxel y tamoxifén en 

células derivadas de carcinoma cervical pero no ejerce este efecto sobre la muerte 

inducida por doxorubicina.  

- Los efectos protectores de la eritropoyetina en células de carcinoma cervical 

dependen del receptor de eritropoyetina y de la consecuente activación de JAK 2.  

- La eritropoyetina no tiene efecto sobre la activación de la caspasa 3 que se da 

por el cisplatino y la doxorubicina. 

- El efecto protector de la eritropoyetina sobre la muerte inducida por cisplatino se 

observa también in vivo.  

- La eritropoyetina tampoco ejerce efectos protectores sobre la muerte inducida 

por doxorubicina in vivo. 

- La eritropoyetina puede inducir senescencia celular en cultivos. 

- La eritropoyetina induce resistencia al paclitaxel y a la doxorubicina en cultivos 

de células de carcinoma cervical. 
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XI. APÉNDICE 

Buffer de Lisis 

Tris HCl 0.05 M pH = 8 

Glicerol 10% 

SDS 2% 

β-mercaptoetanol 5% 

 

Eritropoyetina de Sigma-Aldrich 

Se agregaron 100 µl de agua destilada estéril a 4 °C al vial. Una vez disuelto el 

contenido, se tomaron 5 µl y se cuantificó la cantidad de proteína. Después, se 

calculó la cantidad de eritropoyetina en unidades (U) en base a que en 1 mg de 

proteína hay 100,000 U (información del proveedor Sigma-Aldrich). 

 

Lovastatina (Rayere Farmacéuticos) 

Las tabletas de Liperol® se machacaron y luego se disolvieron en hidróxido de 

sodio 0.1 N a 50 °C por tres horas en agitación constante. La solución se guardó a 

4 °C toda la noche protegida de la luz y al día siguiente se decantó el excipiente 

que quedó en el fondo. El pH se ajustó a 7.4 con una solución de ácido clorhídrico 

0.1 N. Luego de esto, la solución se filtró con membranas de acetato para su 

esterilización. La solución se almacenó a 4 °C y protegida de la luz. La lovastatina 

se utilizó a una concentración de 20 µM. 
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Solución fijadora 

Formaldehído 20 % 

Glutaraldehído 2 % 

(Preparado en PBS)  

 

Solución de MTT 

El 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) (Sigma-

Aldrich) se disolvió en PBS (1 mg/ml, equivalente a 2.4 mM). La solución se filtró 

para su esterilización y fue almacenada a 4 °C protegida de la luz.  

 

Solución de tinción 

Ferricianida de potasio 5 mM 

Ferrocianida de potasio 5 mM 

MgCl2  2 mM 

DMSO 10% 

(Preparado en PBS) 

 

PBS (Phosphate Buffered Saline) 

NaCl 137 mM 

KCl 2.7 mM 

Na2HPO4  10 mM 

KH2PO4  2 mM 
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Los componentes se disolvieron en 800 ml de agua destilada. Se ajustó el pH a 

7.4 con ácido clorhídrico 0.1 N y se aforó a un litro. Se esterilizó 20 minutos en 

autoclave a 15 lb/sq.in. Se mantuvo a 4°C. 

 

Inactivación del Suero Fetal Bovino (SFB) GIBCO 

El suero se incubó a una temperatura de 57 °C por 30 minutos durante los cuales, 

cada 10 minutos, se agitó vigorosamente.  

 

Verseno 

EDTA 1mM 

NaCl 0.17 M 

KCl 3 mM  

Na2HPO4 10 mM 

Los componentes se disolvieron en 800 ml de agua destilada. Se aforó a un litro. 

Se esterilizó 20 minutos en autoclave a 15 lb/sq.in. Se mantuvo a 4°C. 

 

Solución X-Gal 

20 mg X-Gal / ml de DMSO 
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