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I. RESUMEN. 

El cáncer cérvicouterino (CaCu) es una neoplasia de células del epitelio 

escamoso o del epitelio cilíndrico del cuello del útero. Según la Organización 

Mundial de la Salud, el CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasia 

en mujeres a nivel mundial, con 555 100 nuevos casos en 2007 y una tasa 

de mortalidad superior al 50%. El 80% de los casos de CaCu corresponden a 

países en vías de desarrollo. En México en el año 2008, se presentaron 10 

186 casos nuevos de CaCu de los cuales 5 061 (49.6 %) fueron decesos 

(GLOBOCAN 2008).  

Aunado al cáncer, las pacientes suelen mostrar diferentes síndromes 

paraneoplásicos, siendo la anemia el más frecuente. Se ha reportado que un 

30% de las pacientes con CaCu tienen niveles de hemoglobina menores o 

iguales a 12 g/dL al iniciar el tratamiento, además de ello la anemia ha sido 

ligada a un mal pronóstico en la evolución de pacientes con CaCu.  

Existen dos estrategias principales para el tratamiento de la anemia en 

pacientes con cáncer. La primera consiste en las transfusiones sanguíneas, 

sin embargo, la principal desventaja de este método es la transmisión de 

agentes infecciosos. La segunda estrategia es el uso de la eritropoyetina 

humana recombinante. La eritropoyetina es una glicoproteína que previene la 

apoptosis, promueve la supervivencia, proliferación y diferenciación de los 

progenitores eritroides en la médula ósea, y es producida en el riñón adulto 

bajo un mecanismo sensible a los niveles de oxígeno. 

En diferentes tipos de cáncer el receptor para eritropoyetina se 

expresa de manera funcional, lo cual ha sido relacionado con cánceres más 

agresivos, a lo anterior se suman reportes que han observado que factores 

de crecimiento hematopoyéticos y la eritropoyetina, protegen a las células 

tumorales de la muerte celular inducida por quimiofármacos. A la fecha se 

han documentado efectos negativos al administrar eritropoyetina durante el 

tratamiento de cáncer de mama y cáncer de cabeza y cuello; sin embargo, 

otros estudios refutan tales observaciones y argumentan que la anemia por sí 



misma constituye un factor relacionado a un pobre pronóstico, y por tal razón 

el tratamiento de la misma constituye una prioridad. 

En nuestro laboratorio se ha demostrado la presencia del receptor de 

eritropoyetina en líneas celulares de CaCu, y se ha observado que la 

eritropoyetina promueve la proliferación en líneas celulares de CaCu, y que 

en algunos casos la eritropoyetina protege a las células de CaCu de la 

muerte celular inducida por algunos quimiofármacos. 

Durante este trabajo, nos dedicamos a ampliar el espectro de 

quimofármacos empleados para tratar el CaCu combinados con diferentes 

concentraciones de eritropoyetina. Nuestros resultados muestran que el 

efecto protector de la eritropoyetina depende del régimen de quimioterapia 

empleado, pues esta hormona puede proteger o sensibilizar a las células de 

CaCu a la quimioterapia. Por otra parte hemos observado que los efectos de 

la eritropoyetina no dependen de un incremento de la actividad de caspasa-3 

y que a su vez  esta hormona puede regular de manera negativa la actividad 

de las caspasas-8, -9 y 10 cuando se combina  con daunorubicina; y a pesar 

de ello promover una mayor citotoxicidad del quimiofármaco. En conjunto 

nuestras observaciones, apoyan la hipótesis de que la eritropoyetina ejerce 

un efecto diferencial sobre las células de CaCu expuestas a quimioterapia, y 

sugieren que la eritropoyetina puede ser empleada en el tratamiento de 

anemia en pacientes con CaCu, siempre y cuando se combine con 

quimiofármacos en los que no interfiera con el tipo de muerte celular inducida 

por éstos.  

 

 



II. INTRODUCCIÓN. 

 

2.1 Cáncer cervicouterino. 
El cáncer cervicouterino (CaCu) es una neoplasia de células del 

epitelio escamoso o del epitelio cilíndrico en el cuello del útero. Según la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), el CaCu es la segunda causa de 

muerte por neoplasia en mujeres a nivel mundial, con 555 100 nuevos casos 

en 2007 y una tasa de mortalidad superior al 50% (García M et al., 2007). El 

80% de los casos de CaCu corresponden a países en vías de desarrollo (Stat 

bite, 2006).En México en el año 2008, se presentaron 10 186 casos nuevos 

de CaCu de los cuales 5 061 (49.6 %) fueron decesos (GLOBOCAN 2008). 

El 99.8% de los casos de CaCu están asociados al Virus del Papiloma 

Humano (VPH). Los VPHs son agentes de transmisión sexual y están 

clasificado en dos grupos principales; los VPHs de bajo riesgo, que sólo 

producen verrugas, mientras que la infección con VPHs de alto riesgo (VPHs-

AR), en particular VPH 16 y 18, es el factor de riesgo más importante para 

desarrollar lesiones precancerosas o cancerosas del cuello uterino 

(Walboomers et al., 1999). A nivel mundial el VPH-16 se ha relacionado con 

el 54% de los cánceres cervicales invasivos y el VPH-18 con el 17%. 

La infección con VPH es un evento muy común, se ha estimado que la 

prevalencia a nivel mundial de la infección con VPH en mujeres, se sitúa 

entre un 2 a un 44% (Bosch and de Sanjose, 2003). Además de ello, estudios 

que combinan la detección de DNA viral y anticuerpos contra proteínas de la 

cápside del VPH, han demostrado que más del 50% de la población de 

mujeres sexualmente activas, han sido infectadas por uno o más tipos de 

VPHs en algún punto de sus vidas (Baseman JG, Koutsky LA, 2005). A la 

fecha se han clasificado 15 tipos de VPH como VPHs-AR para el desarrollo 

de CaCu, 3 han sido clasificados como probablemente de alto riesgo, 12 han 

sido clasificados como de bajo riesgo (VPHs-BR) y 3 se consideran de riesgo 

indeterminado (Muñoz et al., 2003) (Tabla 1).  
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• La región temprana, que se denomina así porque alberga a las 

proteínas de expresión temprana en el ciclo de vida del virus: E1, E2, 

E4, E5, E6 y E7, las cuales están involucradas en los procesos de 

replicación y transformación. 

• La región tardía, que alberga a los genes que codifican para las 

proteínas L1 y L2, que son proteínas estructurales de la cápside viral. 
 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
Figura 1. Genoma del VPH (Taylor and Francis Group, 2004). 

 

Para que ocurra la infección con VPH se requiere del acceso de 

partículas virales a la capa basal del epitelio estratificado, por lo cual se 

piensa que es necesaria una microlesión. Se ha sugerido que, para que la 

lesión se mantenga, el virus debe infectar una célula troncal epitelial (Egawa, 

2003; Schmitt et al., 1996). Con respecto al receptor al cual se une el VPH 

para internalizarse a la célula, se ha sugerido la dependencia de una α-

integrina y de sulfato de heparan (Giroglou et al., 2001; Joyce et al., 1999). 

Posterior a la infección, se cree que el virus mantiene su genoma en 

forma episomal y con un bajo número de copias en las células basales del 

epitelio estratificado. El patrón viral de expresión no está bien definido, sin 

embargo, las evidencias apuntan a que las proteínas virales E1 y E2, se 

expresan para mantener el genoma viral de manera episomal (Wilson et al., 

2002) y con esto promueven una correcta segregación durante la división 

celular. Es incierto si las proteínas transformantes E6 y E7 son expresadas 

en el epitelio basal (Crum CP et al., 1988); pues se ha sugerido que el 



genoma viral está contenido en el epitelio basal en un rango que va de 10 a 

200 copias por célula y que las proteínas tempranas (E1, E2, E6 y E7) son 

expresadas a niveles bajos (De Geest K et al., 1993; Stanley MA et al., 1989). 

En un epitelio sano, las células basales se dividen quedando una en la 

capa suprabasal, ésta deja de dividirse y entra en un proceso de proliferación 

terminal (Madisonet al., 2003). En cambio en un epitelio infectado por un 

VPH-AR, las oncoproteínas E6 y E7 trabajan juntas para que la célula 

epitelial infectada, entre de nuevo al ciclo celular. Ambas proteínas, E6 y E7, 

pueden unirse a reguladores del ciclo celular (Munger et al., 2001). E7 se une 

a la proteína pRb que es un regulador negativo del ciclo celular, encargado 

de evitar la entrada a la fase S del ciclo, pues secuestra al factor de 

transcripción E2F. Cuando E7 se une a pRb desplaza a E2F, lo cual lleva a la 

expresión de genes involucrados en la replicación de DNA. La proteína viral 

E6 complementa el papel de E7, uniéndose a p53 e impidiendo la inducción 

de apoptosis, E6 también puede unirse a otras proteínas proapoptóticas 

como Bak (Thomas and Banks, 1998) y Bax (Li and Dou, 2000). En cuanto a 

las proteínas tempranas E1, E2, E4 yE5, se cree que se expresan antes que 

E6 y E7, y que su función principal es mantener al genoma viral de manera 

episomal (Middleton et al., 2003). 

Para la producción de viriones capaces de infectar otras células, el 

VPH debe amplificar su genoma y empaquetarlo en partículas virales, esto 

ocurre en la capa superior del epitelio estratificado. El VPH es un virus 

incapaz de romper las células infectadas, por lo tanto es liberado cuando las 

células epiteliales se descaman. Los VPHs son muy estables y resisten la 

desecación y congelación, de esta forma pueden ser transmitidos 

directamente a otros individuos. 

Tanto los virus genitales oncogénicos como los no oncogénicos, 

pueden causar lesiones intraepiteliales de bajo grado (LSIL, por sus siglas en 

inglés), mientras que las lesiones intraepiteliales de alto grado (HSIL, por sus 

siglas en inglés), carcinoma in situ o cáncer invasivo, sólo son producidas por 

los VPHs-AR. 



Una LSIL, consiste en manifestaciones transitorias de la infección viral 

productiva, el VPH se mantiene de manera episomal, las células muestran 

atipia coilocítica, alteración que por lo general revierte o puede mantenerse 

por un largo período; presentan mayor actividad mitótica y contenido de 

células inmaduras en el tercio inferior del estrato epitelial, aunque las células 

epiteliales infectadas se diferencian y maduran. Por otro lado una HSIL, que 

es considerada como la lesión precursora del CaCu, ocurre cuando un VPH-

AR infecta una célula inmadura con capacidad replicativa, el VPH evita la 

diferenciación y maduración del epitelio, lo cual desencadena una replicación 

continua, producida por los oncogenes virales E6 y E7, este proceso va 

acompañado de aberraciones genéticas, que en última instancia pueden 

llevar a la transformación de la célula infectada, la HSIL se caracteriza por 

una mayor actividad mitótica y un alto contenido de células inmaduras en los 

tercios central y superior del epitelio (Baseman JG and Koutsky LA.  2005) 

Los pasos que se conocen para la carcinogénesis cervical incluyen: la 

infección con VPH-AR, el desarrollo una HSIL, la progresión a carcinoma in 

situ y posteriormente a un carcinoma invasor. La literatura sugiere que 

alrededor de uno o dos tercios de las mujeres con HSIL, desarrollarán un 

carcinoma invasor si no reciben tratamiento (Kinlen and Spriggs, 1978; 

Petersen, 1956). La edad promedio de la mujeres con CaCu invasivo se sitúa 

alrededor de los 50 años, mientras que la edad promedio de mujeres con 

HSIL es de 28 años, lo cual sugiere un estado precanceroso largo. Aunado a 

lo anterior, entre los factores de riesgo relacionados al CaCu, se encuentran: 

el número de compañeros sexuales (Burk RD et al., 1996; Tarkowski TA et 

al., 2004; Wang SS et al., 2004; Wheeler CM et al., 1993) el tabaquismo, el 

uso de anticonceptivos orales por largos períodos (Wang SS et al., 2003; 

Moreno V et al., 2002; ), la infección con otros agentes de transmisión sexual 

(Smith JS et al., 2002)y la multiparidad (Hildesheim A et al., 2001). Por tanto 

el modelo de carcinogénesis que explica el CaCu, se considera un proceso 

multifactorial.  

 



2.3 Estrategias para el tratamiento del cáncer cervicouterino. 
El tratamiento del CaCu generalmente consiste en cirugía, la cual 

dependiendo del estadio de la neoplasia, puede ser acompañada de 

radioterapia y/o quimioterapia (Willmott LJ, Monk BJ. 2009). El tratamiento de 

pacientes con CaCu en etapas I o IIA consiste en radioterapia (RT) o 

histerectomía radical. Pacientes en etapas más avanzadas como IB también 

son candidatas a la histerectomía, sin embargo, algunas de ellas pueden 

requerir RT adyuvante cuando se llegan a encontrar células tumorales en los 

márgenes de nódulos linfáticos o invasión estromal profunda; estos 

tratamientos reportan tasas de sobrevivencia del 83% y una sobrevida libre 

de recurrencia de 5 años en 74% de los casos (Landoni F et al., 1997; 

Landoni F et al., 2001). Para aquellas pacientes en estadios de CaCu más 

avanzados, se recomienda radiación pélvica externa y quimioterapia (QT) 

concurrente basada en una dosis semanal de cisplatino de 40 mg/m2 durante 

6 semanas (Grigsby P, Herzog T. 2002). A la fecha el cisplatino es el 

quimiofármaco más eficiente en el tratamiento de CaCu (Thigpen T, et al., 

1981) y también se ha reportado que aumenta la sensibilidad de las células 

tumorales a la RT (Szumiel I, Nias AHW: 1976). 

 

 

 

2.3.1 Esquemas de quimioterapia alternos para el tratamiento de cáncer 
cervicouterino recurrente y/o metastásico. 
A pesar de que el cisplatino es el quimiofármaco estándar para tratar el 

CaCu, se han implementado esquemas quimioterapéuticos alternos que 

buscan: mejorar la respuesta, incrementar las tasas de sobrevivencia y 

establecer nuevos esquemas para tratar el CaCu recurrente o metastásico, 

que puede llegar a ser resistente al cisplatino. Dichas estrategias pueden 

incluir al cisplatino combinado con otros quimiofármacos o excluirlo, y estar 

basados en esquemas dobles, triples y hasta cuádruples (Tao X et al., 2008) 

que abarcan los siguientes antineoplásicos: doxorrubicina (du Bois A et al., 



2007; Chen JR et al, 2008; Dowdy SC et al., 2002), vincristina, bleomicina 

(Ting-Chang Chang, 2000), 5-fluorouracilo (Eifel PJ, et al., 2004), 

carboplatino (Nagai T et al., 2008; Pectasides D et al., 2009; Yu L et al., 

2009), oxaliplatino (Kuo DY et al., 2010), metotrexato (Dowdy SC et al., 2002) 

e ifosfamida (Zhang J et al., 2006). Debido a que la QT es una terapia 

sistémica que afecta a todas las células del cuerpo, y consiste en el uso de 

fármacos que inducen la muerte celular mediante diversos mecanismos, a 

continuación se detallan los mecanismos de inducción de muerte activados 

por algunos de los quimiofármacos incluidos en el tratamiento de CaCu. 

 
2.3.2 Cisplatino. 
El cisplatino fue descubierto por Rosenberg y colaboradores a finales de los 

sesenta, es ampliamente usado en el tratamiento de diferentes tipos de 

cáncer, entre ellos se encuentran el cáncer testicular, cáncer de ovario, 

cáncer de vejiga, cáncer de cabeza y cuello, cáncer de pulmón de células 

pequeñas y no pequeñas, y el CaCu (Rosenberg, 1999). A pesar de la 

eficacia del cisplatino, éste presenta varios efectos adversos, siendo uno de 

los más preocupantes la adquisición o presencia de clonas resistentes en el 

tumor (Kelland LR. 1993). El cisplatino es un agente que causa daño al DNA, 

y se considera que éste es el primer paso en la inducción de citotoxicidad 

celular, pues la formación de aductos en el DNA induce muerte celular por 

apoptosis (Eastman A. 1999). El cisplatino entra a la célula a través de 

canales intermembranales (Gately DP & Howell SB, 1993), una vez dentro de 

la célula la concentración de cloro disminuye a ~20 mM y el fármaco es 

altamente hidratado, con lo cual adquiere una carga positiva y es capaz de 

interactuar con componentes nucleofílicos celulares. (Andrews P & Howell 

S.1990). Algunos componentes celulares con sitios nucleofílicos son el DNA, 

el RNA, proteínas, fosfolípidos de membrana, microfílamentos del 

citoesqueleto y grupos tiol (González VM. 2000). A pesar de que se acepta 

que el DNA es el blanco principal del cisplatino, hay evidencia de que otros 

blancos celulares pueden estar involucrados en la citotoxicidad de este 



compuesto, que es capaz de unirse a los fosfolípidos de membrana, irrumpir 

en citoesqueleto y afectar la polimerización de actina (Jamieson ER & 

Lippard SJ. 1999). El cisplatino puede ocasionar la liberación del citocromo C 

de la mitocondria y la activación de la caspasa-3 (Kojima et al., 1998). 

Además se ha observado que en el osteosarcoma induce la activación 

secuencial de las caspasas-8,-3 y -6 (Seki et al., 2000). Sin embargo, 

también se ha reportado que induce muerte celular independiente de 

caspasas en células de cáncer de ovario (Henkels KM, Turchi JJ. 1999) y 

que cultivos celulares tratados con cisplatino pueden presentar muerte por 

apoptosis o por necrosis (Pestell KE et al., 2000), lo anterior re que 

dependiendo de la dosis y el estatus celular el cisplatino puede inducir 

muerte por apoptosis o por necrosis (González VM et al., 2001) 

 
2.3.3 Carboplatino. 
El carboplatino es un agente antitumoral de la familia del cisplatino, tiene un 

ciclobutano dicarboxilato bidentado, que remplaza a las moléculas de cloro 

del cispatino y representa a la segunda generación de fármacos basados en 

platino. Presenta una menor nefrotoxicidad comparado con el cisplatino y 

atraviesa más fácilmente la barrera hematoencefálica (Riccardi R et al., 

1992). El carboplatino es empleado en el tratamiento de neuroblastoma de 

alto riesgo (Matt KK et al., 1999), cáncer de ovario (Marsden DE et al., 2000) 

y CaCu (Pectasides D et al., 2009; Yu L et al., 2009); forma aductos con el 

DNA y uniones cruzadas DNA-proteínas, siendo éste el principal mecanismo 

de inducción de apoptosis. Se ha reportado que el carboplatino es capaz de 

activar a la caspasa-3 (Westfall SD, Skinner MK. 2005) sin embargo, los 

aductos formados por este quimiofármaco son menos citotóxicos que los 

formados por cisplatino (Micetich KC et al., 1985) y presenta resistencia 

cruzada con este quimiofármaco (Di Francesco AM et al., 2002). 

 

2.3.4 Oxaliplatino. 



El oxaliplatino fue introducido a la clínica en 1986 por Mathé y colaboradores, 

es un complejo coordinado de tercera generación basado en platino y se le 

clasifica en una familia diferente a la del cisplatino y carboplatino, pues no 

muestra resistencia cruzada con éstos y posee una menor toxicidad 

hematológica y gástrica (Misset JL. 1998). El oxaliplatino es empleado para 

tratar cáncer colorectal avanzado, cáncer de ovario (Misset JL et al., 2000) y 

se ha demostrado que es efectivo en el tratamiento de tumores de CaCu 

recurrente o metastásico (Kuo DY et al., 2010). El oxaliplatino posee un anillo 

ciclohexano 1,2-diamino, del cual carecen el cisplatino y carboplatino, que 

tiene efectos antitumorales y está encargado de promover la formación de 

aductos en el DNA. Los aductos formados por el oxaliplatino tienen un efecto 

citotóxico mayor que los formados por otros agentes basados en platino, 

debido a que son más efectivos bloqueando la replicación del DNA 

(Raymond E et al., 1998). Los aductos formados por este quimiofármaco son 

reconocidos y reparados por la vía de reparación y escisión de nucleótidos 

(Reed E. 2005). Rixe O y colaboradores (1996) demostraron que los perfiles 

citotóxicos de cisplatino y oxaliplatino son bastante diferentes, es de destacar 

que el anillo ciclohexano parece jugar el papel principal en las diferencias 

que existen entre estos fármacos. Otro estudio similar al anterior corroboró 

las diferencias de los perfiles citotóxicos y propusó un mecanismo de acción 

diferente para el oxaliplatino, el cual consiste en el ataque a los grupos tiol de 

las proteínas recién sintetizadas, como principal vía de inducción de muerte 

celular (Meynard D et al., 2007). Además de ello se ha reportado que en 

líneas celulares de cáncer colorectal, el oxaliplatino activa a la caspasa-3, 

inhibe a survivina y potencia la apoptosis y catástrofe mitótica producida por 

paclitaxel en cáncer de colon (Fujie Y et al., 2005). 

 

2.3.5 Doxorrubicina. 
La doxorrubicina es un antibiótico de la familia de las antraciclinas, que ha 

sido empleado por más de 30 años en el tratamiento de tumores en cáncer 

de mama, ductos biliares, endometrio, esófago, hígado, osteosarcomas y 



sarcomas de tejidos blandos (Murphy GP et al., 1995), también ha sido 

implementada en el tratamiento de el CaCu, sin embargo se han reportado 

resultados contradictorios respecto a su efectividad (du Bois A et al., 2007; 

Chen JR et al., 2008; Dowdy SC et al., 2002).  

Su uso es limitado, pues está ligado a cardiomiopatía degenerativa 

irreversible y falla cardiaca congestiva (Olson RD et al., 1990 y Singal PK, 

Iliskovic N. 1998). A pesar de que la doxorrubicina es un antineoplásico 

ampliamente usado, el mecanismo de acción a través del cual induce muerte 

celular aún no es del todo claro. A la fecha se han propuesto varios 

mecanismos para los efectos citostáticos y citotóxicos de este antineoplásico, 

entre los cuales se encuentran: la intercalación en el DNA, unión cruzada de 

las hebras de DNA, formación de radicales libres e inhibición de la 

topoisomerasa II (Hortobagyi 1997). Así mismo, se ha reportado que la 

muerte celular inducida por doxorrubicina es dependiente de p53 y Fas 

(Muller et al., 1998), y que es capaz de activar a las caspas- 9, -8 y -3, lo que 

sugiere inducción de apoptosis (Seongeun L et al., 2002). La inhibición de la 

síntesis del DNA posiblemente está relacionada a los efectos citotóxicos de 

la doxorrubicina, mientras que la inhibición de la topoisomerasa II 

probablemente está ligada a los efectos letales de este antineoplásico. 

 
2.3.6 Daunorrubicina. 
La daunorrubicina es un antineoplásico de la familia de las antraciclinas 

empleado en el tratamiento de leucemia mieloide aguda (Wiernik PH & 

Dutcher JP. 1992). Los mecanismos por los cuales induce muerte celular son 

básicamente los mismos que los de la doxorrubicina, promueve la ruptura de 

la doble hebra de DNA, inhibe a la topoisomera IIα (Tina E., 2009), estimula 

la formación de radicales libres, que tiene como consecuencia daño al DNA y 

membranas(Gewirtz DA, 1999), finalmente se ha reportado que la 

daunorrubicina induce apoptosis en células HeLaS3 (Skladanowski A, 

Konopa J. 1993). 

 



2.3.7 5-Fluorouracilo. 
El 5-fluorouracilo (5-FU) es empleado en el tratamiento del CaCu, cáncer de 

cabeza y cuello, cáncer de mama, cáncer colorectal y cáncer gástrico 

(Sayaka Y et al., 2008; Perry W et al., 2001; Lemos ML ed. 2006). El 5-FU es 

un antineoplásico que pertenece a la clase de los antimetabolitos, inhibe a la 

sintasa de timidilato y con ello provoca un desbalance en la producción de 

bases nitrogenadas, así mismo la fidelidad en la síntesis y reparación de 

DNA dependen en gran manera del adecuado suministro de bases 

nitrogenadas, el desequilibrio en la producción provocado por 5-FU también 

promueve la ruptura de las hebras maduras de DNA y posteriormente 

deviene la muerte celular, principalmente por apoptosis (Yoshioka A et al., 

1985; Wataya Y et al., 1989; Oliver FJ et al., 1996) En cáncer de colon, la 

inducción de muerte celular por 5-FU es totalmente dependiente de p53 

(Pritchard DM et al., 1997). 

 

 

2.3.8 Metotrexato. 
El metotrexato es un antagonista del ácido fólico, empleado como agente 

antineoplásico en el tratamiento de leucemia aguda linfoblástica, 

ostesarcoma, cáncer de mama, cáncer de cabeza y cuello, coriocarcinoma, 

linfoma de no Hodking y CaCu (Dowdy SC et al., 2002); además de ser 

empleado para tratar el cáncer también se usa para tratar la artritis 

reumatoide y otros procesos inflamatorios crónicos. El blanco principal del 

metotrexato es la dihidrofolato reductasa, se une a esta enzima y bloquea la 

reducción del hidrofolato a tetrahidrofolato, de este modo afecta las síntesis 

de purinas ribosiladas y pirimidinas desoxirribosiladas, pues inhibe dos pasos 

dependientes de folatos: el primero a nivel de la transformilasa en la vía de 

las purinas y el segundo a nivel de la timidilato sintetasa en la vía de las 

pirimidinas (Jackson RC, Grindey GB.1984; Fairbanks L et al., 1999). El 

desbalance en la cantidad de bases nitrogenadas interfiere con la síntesis de 

DNA, se ha observado que el metotrexato es capaz de inducir apoptosis en 



células T activadas durante la fase S/G2 del ciclo celular (Genestier L et al., 

1998) y adicionalmente puede inducir ruptura de una o dos hebras en el 

DNA, de manera indirecta interfiriendo con mecanismos de reparación del 

DNA.  

 

2.3.9 Vinblastina. 
El sulfato de vinblastina pertenece a la familia de los vinca alcaloides, es un 

potente inhibidor de la proliferación y se emplea en el tratamiento de cáncer 

de mama, cáncer testicular, coriocarcinoma, linfoma de no Hodking y CaCu 

(Dowdy SC et al., 2002). La vinblastina interfiere con la dinámica de adición 

de tubulina y promueve la pérdida de los extremos de los microtúbulos, 

arresta el ciclo celular durante en la metafase debido a que evita la 

separación de las cromátidas hermanas (Palmer CG et al., 1960; Jordan MA 

et al., 1991) y es capaz de inducir catástrofe mitótica (Roninson IB et al., 

2001). Asimismo se ha reportado que los agentes que evitan la 

polimerización de microtúbulos inducen apoptosis, mediante la fosforilación 

de bcl-2 (Wang LG et al., 1999), finalmente la vinblastina también puede 

interferir con la síntesis de ácidos nucleícos y proteínas, bloqueando el uso 

del ácido glutámico.  

 
2.3.10 Ifosfamida. 
La ifosfamida es un agente antineoplásico de la familia de las oxafosforinas, 

se considera que es un profármaco, pues requiere ser metabolizada para 

producir la especie citotóxica encargada de inhibir la proliferación celular 

(Sladek NE. 1988), éste proceso ocurre en el hígado y es llevado a cabo por 

la familia de enzimas citocrómo P450,  la cual cataliza la conversión de la 

ifosfamida a un derivado denominado isofosforamida mostaza y acroleina 

(Chang T et al., 1993) La ifosfamida se emplea en el tratamiento de CaCu, 

cáncer de páncreas y sarcomas de tejidos blandos, es un agente alquilante, 

que se une al DNA causando uniones cruzadas entre sus hebras, lo que lleva 



a la inhibición de la síntesis de DNA y finalmente a apoptosis (Zhang J et al., 

2006). 

A pesar de que los blancos de los diferentes antineoplásicos son 

variados y la determinación de su empleo en diferentes tipos de cáncer 

depende del tipo de neoplasia y de la condición del paciente. Como ya se ha 

descrito, el mecanismo de inducción de muerte celular, con el  uso de varios 

antineoplásicos, es principalmente la muerte por apoptosis (Fisher DE. 1994). 

 
 
 
 
 
 
 
 
2.4 Apoptosis. 
La apoptosis o muerte celular programada, es un proceso que permite a un 

organismo controlar el número de células, eliminando células innecesarias o 

dañadas (Hail N et al., 2006). La muerte por apoptosis ha sido implicada en 

el desarrollo embrionario, morfogénesis, regulación del sistema inmune, 

preservación de la homeostasis, así como en varios procesos patológicos. El 

proceso apoptótico posee una morfología característica que consiste en el 

encogimiento de la célula, condensación de la cromatina y la formación de 

vesículas en la membrana plasmática, .que son denominadas cuerpos 

apoptóticos (Yashura S et al., 2003); el citoesqueleto colapsa, la envoltura 

nuclear se desensambla y el DNA es cortado en pequeños fragmentos; 

aunado a lo anterior, la superficie celular es alterada desplegando señales 

que promueven que la célula sea fagocitada, antes de que cualquier 

contenido sea vertido al espacio extracelular, esto evita daño a las células 

circundantes y permite que los componentes celulares sean reciclados 

(Alberts B et al., 2002).  



Caspasa Función

Caspasa ‐1 Interviene en la producción de IL‐1b (Martinon et al.,2002) y participa en la muerte celular por
piroptosis, que es desencadenada en presencia de toxinas bacterianas (Mariathasan S et al.,
2006)

Caspasa‐2
(iniciadora)

Juega un papel redundante en la vía intrínseca, induce la liberación de: CytC, Smac y el factor
inductor de apoptosis, desde la mitocondría (Guo Y et al.,2002); forma parte del PIDDosoma,
un complejo proteico similar al apoptosoma, (Tinel A et al.,2004).

Caspasa‐3 
(efectora)

Es activada por las caspasas‐8 y ‐9, participa en las vías extrínseca e intrínseca, es la principal
caspasa efectora,se encarga de cortar la gran mayoría de substratos celulares (Porter AG,
Janicke RU;1999).

Caspasa‐4 Se localiza en retículo endoplásmico y se ha propuesto que participa en la apoptosis inducida
por estrés del retículo endoplásmico (Hitomi J et al., 2004).

Caspasa‐5 Participaen la producción de IL‐1b e inflamosoma (Martinon et al.,2002)

Caspasa‐6 
(efectora)

Es activada durante la apoptosis neuronal (Le Blanc A et al., 1999) y patologías como el
Alzheimer (Klaiman G et al.,2008)

Caspasa‐7 
(efectora)

Cumple una función redundante a la de la caspasa‐3, comparten gran cantidad de substratos e
inhibidores (SalvesenG, Abrams JM. 2004)

Caspasa‐8 
(iniciadora)

Participa en la vía extrínseca iniciada por ligandos de muerte (FasL, TNF) (Juo P et al.,1998), en
ladiferenciación de macrófagos y formación de saco vitelino (Kang TB et al.2004)

Caspasa‐9 
(iniciadora)

Participa en la vía intrínseca, formando parte del apoptosoma, es regulada por Bcl‐2 y BH‐3
(Fuentes‐Prior P et al., 2003)

Caspasa‐10 
(iniciadora)

Es un ortólogo de la caspasa 8, responde a Fas‐L y TRAIL (Kishckel FC et al., 2001), media
respuesta inflamatoria y antiviral dependiente de NFκB (Takahashi K et al., 2006)

La mayoría de los cambios morfológicos durante la apoptosis son 

atribuidos a una familia de proteínas denominadas caspasas; las caspasas 

son proteasas de cisteína y de aspartato; a la fecha se han descrito once 

caspasas en humanos (Lamkanfi M et al., 2002), algunas de ellas no tienen 

un papel relevante en la apoptosis, mientras que otras participan en la 

ejecución de ésta y de otros eventos no apoptóticos (Tabla 2).  

En la mayoría de las células sanas las caspasas se encuentran en su 

forma inactiva como zimógenos y presentan una baja actividad basal 

catalítica. Una vez que la señal proapoptótica ha sido recibida, las caspasas 

sufren una proteólisis que genera su forma activa. 

 

 

 

 
Tabla 2. Funciones de las diferentes caspasas presentes en humanos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Las caspasas que son activadas por complejos señalizadores se 

denominan caspasas iniciadoras y su activación es el punto de enlace entre 

la fase iniciadora y la efectora de la apoptosis. Las principales caspasas 

iniciadoras en mamíferos son: la caspasa-2, -8, -9 y -10. Las caspasas que 

requieren ser activadas por las caspasas iniciadoras, se denominan 

caspasas efectoras y éstas son las encargadas de degradar la mayoría de 

los substratos celulares, este proceso tiene como resultado la amplificación 

de la cascada proteolítica (Alberts B et al., 2002), en mamíferos las 

principales caspasas efectoras son la caspasa-3,-6 y -7, las cuales se 

encargan de cortar la lámina nuclear y a otras proteínas que mantienen en su 

forma inactiva a las enzimas encargadas de degradar el DNA (DNAsas), de 

esta manera la célula es desmantelada de manera rápida y segura. 

Existen dos vías principales de apoptosis que requieren de la actividad 

de caspasas. La primera de ellas es la vía extrínseca y la segunda es la vía 

intrínseca o dependiente de la mitocondria (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Las dos vías principales de muerte por apoptosis en mamíferos son la vía 

extrínseca activada por ligandos extracelulares e inicia con la activación de caspasa-8 y la 

vía intrínseca que es activada por la liberación de factores proapoptóticos  desde la 

mitocondría l (Hengartner MO. 2000). 

 
La vía extrínseca, es activada por la unión de ligandos de muerte a su 

receptor, lo que promueve el reclutamiento de la caspasa-8 hacia el complejo 

señalizador inductor de muerte (DISC, por sus siglas en inglés) por medio de 

la proteína adaptadora FADD, este evento tiene como consecuencia la 

activación de la caspasa-8 (Boldin MP et al., 1996; Muzio M et al., 1996), que 

es capaz de activar a las caspasas efectoras, siendo la principal la caspasa-

3. 

En cuanto a la vía intrínseca, el evento principal es la liberación del 

citocromo C (CytC) de la membrana mitocondrial, una vez que el CytC se 

encuentra en el citosol éste se conjuga con Apaf-1 y la caspasa-9, para 

formar el complejo proteico denominado apoptosoma (Li P et al., 1997). Este 

complejo catalítico es capaz de activar a las caspasas efectoras-3 y -7. 

 

2.5 Efectos secundarios de la quimioterapia. 
Dado que la QT es una terapia sistémica, los agentes antineoplásicos entran 

al torrente sanguíneo y son capaces de alcanzar diferentes órganos y tejidos 

en el cuerpo, lo que tiene como consecuencia el daño temporal a órganos o 

tejidos que se encuentran en constante proliferación como la médula ósea, la 

mucosa gastrointestinal, gónadas y folículos pilosos. El daño a las células 



sanas es temporal pues éstas cuentan con mecanismos de reparación más 

eficientes que las células tumorales. 

Los efectos adversos causados por la QT dependen del tipo de 

antineoplásico, la cantidad recibida y la duración del tratamiento. Perry y 

Yabro (1984) han clasificado los efectos adversos de la QT de acuerdo a la 

temporalidad con que estos ocurren. 

Aparición inmediata, se presentan en horas o días posteriores a la 

administración de la QT: náusea, vómito, flebitis, anafilaxia, falla renal, 

hipertensión o hipotensión, entre otros (Barton-Burke M et al., 2001). 

Aparición temprana, se presentan en días o semanas posteriores a la 

QT: leucopenia, trombocitopenia, alopecia, estomatitis, diarrea y 

megaloblastosis, entre otros (Barton-Burke M et al., 2001). 

Aparición retardada, se presentan en semanas o meses posteriores a 

la QT: anemia, aspermia, daño hepatocelular, hiperpigmentación, fibrosis 

pulmonar, entre otros (Barton-Burke M et al., 2001). 

Aparición tardía, se presenta en meses o años posteriores a la QT: 

esterilidad, hipogonadismo, menopausia prematura y neoplasias 

secundarias, entre otros (Barton-Burke M et al., 2001). 

Dentro del grupo de efectos adversos de aparición retardada, la 

anemia es uno de los eventos que constituye por sí misma un factor 

pronóstico relacionado a un mal pronóstico y a una sobrevida reducida (Caro 

JJ et al., 2001).  

 

2.6 Anemia. 
La OMS define a la anemia, como niveles de hemoglobina (Hb) por debajo 

de 12 g/dL en mujeres y 14 g/dL en hombres. En raras ocasiones la anemia 

constituye una enfermedad por sí sola, generalmente es consecuencia de 

otro padecimiento como el cáncer. Algunos síntomas de la anemia son: 

debilidad, astenia, palidez, incremento en el ritmo cardíaco, etc. La anemia 

es una complicación frecuente en pacientes con cáncer y sus síntomas 



pueden comprometer la calidad de vida del paciente y su capacidad para 

tolerar o responder ante el tratamiento contra el cáncer. 

 

2.6.1 Anemia en pacientes con cáncer cervicouterino. 
Se ha reportado que un 30% de las pacientes con CaCu tienen niveles de Hb 

menores o iguales a 12 g/dL al iniciar el tratamiento (Candelaria M et al., 

2004); aunado a este dato la anemia ha sido ligada a un mal pronóstico en 

pacientes con CaCu (Evans y Bergsjo, 1965). Esta observación tiene su 

primer antecedente en el trabajo de Evans y Bergsjo publicado en 1965, el 

cual incluyó más de 1000 pacientes con CaCu, que fueron tratadas con 

radioterapia, en un período que abarcó de 1948 a 1958, en el Hospital 

Radium en Oslo. Las pacientes que fueron sometidas a radioterapia con 

niveles de Hb menores a 11 g/dL mostraron un menor sobrevida, 

comparadas con aquellas con niveles de Hb iguales o mayores a 11 g/dL, lo 

que permitió establecer una relación lineal entre los niveles de Hb y la 

sobrevida de las pacientes. Estudios posteriores han apoyado las 

observaciones de Evan&Bergsjo para CaCu y otras neoplasias sólidas (Bush 

RS, Girinksi T. 1989; Frommhold H. 1998; Kapp DS. 1983; Pedersen D. 1995; 

Grau C. 1998; Caro JJ. 2001). En el metanálisis realizado por Caro JJ et al., 

2001 se estableció que la anemia, constituye un factor pronóstico 

independiente, relacionado con un incremento en las tasas de mortalidad de 

varios tumores sólidos y neoplasias hematológicas. Las causas de la anemia 

asociada a procesos tumorales son múltiples, en ocasiones la anemia puede 

ser una consecuencia directa producida por el crecimiento del tumor o puede 

ser causada de manera indirecta a través de citocinas liberadas por el tumor 

o por el tratamiento del mismo. 

Efectos directos del tumor. 

Los procesos cancerosos pueden causar anemia de manera directa 

mediante: 

a) Hemorragias. 



b) Invasión de la médula ósea por células tumorales, lo cual interfiere con 

la producción de precursores eritroides. 

Efectos indirectos del tumor. 

En la mayoría de los casos, la anemia es un resultado indirecto del cáncer, la 

anemia asociada a padecimientos crónicos, es el tipo más común en 

pacientes con cáncer y puede ser resultado de múltiples factores como: 

a) Citocinas: Se cree que algunas citocinas producidas por el tumor 

como: la Interleucina-1, Interferones β y γ, Factor de Necrosis Tumoral 

α (TNFα) o Factor  Transformante de Crecimiento β (TGFβ); pueden 

provocar hemolisis autoinmune, o bien reducir la producción y 

capacidad de respuesta ante la eritropoyetina; generalmente este tipo 

de anemia se desarrolla lentamente (Barón González M, Gallego 

Ordóñez A, 2004). 

b) RT y QT: El tratamiento empleado en el manejo de pacientes con 

cáncer también ha sido involucrado en el desarrollo de la anemia. La 

RT y QT pueden suprimir la capacidad de la médula ósea para 

producir eritrocitos. Estudios han demostrado que entre el 10% y 40% 

de pacientes tratados con cisplatino desarrollan anemia. Sin embargo, 

la mayoría de los tratamientos que inducen supresión de la médula 

ósea lo hacen a corto plazo, a pesar de ello existe evidencia que 

apoya la posibilidad de problemas a largo plazo en la producción de 

eritrocitos. 

c) Infecciones por inmunosupresión: Además de los efectos evidentes 

de la QT, la cual suprime la médula ósea, tal supresión también afecta 

al sistema inmune, lo cual puede resultar en infecciones que impactan 

en las funciones de la médula ósea, teniendo como resultado la 

anemia o una exacerbación de la misma. 

En estos casos es habitual que coexistan más de un tipo de anemia, por 

ejemplo: la de trastornos crónicos y la inducida por tratamientos. 

 
2.6.2 Tratamiento de la anemia en pacientes con cáncer. 



Existen dos estrategias principales para el tratamiento de la anemia en 

pacientes con cáncer. La primera, consiste en la transfusión de eritrocitos, sin 

embargo, esta presenta desventajas como la escasez de donantes y sobre 

todo el riesgo de exponer al receptor a agentes infecciosos como el Virus de 

la Inmunodeficiencia Humana (Cummings PD et al., 1989) o el Virus de la 

Hepatitis C (Donahue JG et al., 1992), por otro lado puede incrementar el 

riesgo de recurrencia de la neoplasia, por la inmunosupresión inducida por la 

transfusión (Blumberg N et al., 1988). 
La segunda estrategia para tratar la anemia es el uso de la 

eritropoyetina humana recombinante (Epo), la cual se encuentra disponible 

desde 1989 y fue aprobada en 1993 por la Food and Drug Administration 

para el tratamiento de la anemia en pacientes con tumores sólidos bajo 

regímenes de QT, no así para pacientes con neoplasias hematológicas. En 

2002, la Epo hiperglicosilada, darbopoyetina α, también fue aprobada para el 

tratamiento de pacientes con cáncer que reciben QT; asimismo Agentes 

Recombinantes Estimuladores de la Eritropoyesis (AREEs) se han 

introducido al mercado europeo para su uso en la nefrología, oncología y 

cirugía (Jelkmann W et al., 2008). A diferencia de la anemia asociada a la 

insuficiencia renal crónica, la anemia de enfermedades crónicas (AEC) en 

pacientes con cáncer es multifactorial y sólo una pequeña porción se debe a 

una deficiencia en la producción de Epo (Hodges VM et al., 2007). A pesar 

de lo anterior la administración de la Epo y sus análogos ha reducido 

substancialmente el número de pacientes que requieren de transfusiones 

sanguíneas y los riesgos asociados a éstas, pues en los últimos 20 años el 

manejo de la anemia ha cambiado de manera considerable y no es de 

sorprender que las ventas a nivel mundial de la Epo ascendieran a 4.3 

billones de dólares en 2002, convirtiendo con esto a la Epo en la proteína 

recombinante empleada con fines terapéuticos más exitosa a la fecha 

(Barlett, D. L. & Steele, J. B. 2004).  

 

2.7 Papel fisiológico de la eritropoyetina y su receptor. 



La Epo es una glicoproteína de 30.4 kDa que previene la apoptosis, 

promueve la supervivencia, proliferación y diferenciación de los progenitores 

eritroides en la médula ósea. La producción insuficiente de Epo es la 

principal causa de anemia en enfermedades renales crónicas, debido a que 

la Epo se produce principalmente en el riñón adulto, en las células 

intersticiales de la corteza renal (Koury ST et al., 1998), bajo un mecanismo 

que es sensible a los niveles de oxígeno (Beru N et al., 1986). La Epo regula 

una producción diaria de 2x1011 eritrocitos, lo cual mantiene la capacidad 

acarreadora de oxígeno a sangre periférica bajo condiciones fisiológicas 

(Jelkmann W, 1992). Los tejidos con bajos niveles de oxígeno inducen la 

expresión del gen de la Epo a través de la activación transcripcional y de la 

estabilización del mRNA de Epo (Ebert BL &Bunn HF, 1999). La regulación 

transcripcional de la Epo dependiente de hipoxia, es resultado directo de la 

activación del Factor Inducible por Hipoxia 1 (HIF-1); HIF-1 se une a 

elementos de respuesta a hipoxia en el extremo 3’ del gen de Epo (Beck I et 

al., 1993); además de la hipoxia hay otros factores que regulan la expresión 

de esta hormona como la hipoglucemia, niveles intracelulares elevados de 

calcio, liberación de insulina, estrógenos, esteroides androgénicos y varias 

citocinas (Jelkmann W, 1992).  

El efecto de la Epo es mediado por la unión de la proteína a su 

receptor (EpoR), el cual se encuentra anclado a la membrana celular (Figura 

3). El EpoR es una proteína de 507 aminoácidos con una masa molecular de 

56 kDa, no posee actividad catalítica en la región intracelular y es miembro 

de la familia de receptores de citocinas tipo I. La unión de Epo a EpoR 

provoca la dimerización de éste y tiene como consecuencia un cambio 

conformacional en EpoR, que promueve el acercamiento de las dos cinasas 

de tirosinas JAK2 (del inglés, Janus Kinase) previamente ancladas al 

receptor, de tal modo las dos cinasas JAK2 quedan en suficiente proximidad 

para fosforilarse y activarse de manera recíproca (Remy I et al., 1999). Una 

vez que las JAK2 se han activado, fosforilan residuos de tirosina en el EpoR, 

(Dusanter-Fourt et al., 1992, 1994) los cuales sirven para el anclaje de 



proteínas señalizadoras con dominios SH2 (Figura 3). La unión de Epo a 

EpoR activa tres diferentes proteínas STAT (del inglés, Signal Transducer 

and Activator of Transcription): STAT-1, STAT-3 y STAT-5. La proteína 

STAT-5 es requerida durante la eritropoyesis y es responsable del efecto 

antiapoptótico de Epo, pues promueve la expresión de Bcl-XL (Socolovsky M 

et al., 1999). En cuanto al efecto proliferativo de Epo, se ha reportado que 

promueve la división celular de las unidades formadoras de colonias 

eritroides tempranas (BFU-e) (Dessypris EN, et al., 1984), pues estimula 

mitógenos como c-myc (Umemura T et al., 1988), PI3-K (Damen JE et al., 

1995) y las MAP cinasas (Bittorf T et al., 1994; Sui X et al., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3. Cuando la Epo se une a el EpoR, se produce un cambio conformacional, 

que provoca el acercamiento y transfosforilación de las cinasas JAK2, ancladas previamente 

al receptor, una vez que han sido activadas las JAK2 se encargan de fosforilar diferentes 

residuos de tirosinas presentes en el EpoR, que sirven como sitio de anclaje para proteínas 



con dominios SH2, como resultado varias vías son activadas entre ellas: PI3-K, STAT-5 y las 

MAPKs, las cuales participan en procesos de proliferación, sobrevivencia y diferenciación. 

 

 

Dentro de la familia de las MAP cinasas, Epo es capaz de regular la 

vía de las ERKs, que está relacionada a procesos de mitogénesis o de 

diferenciación, activados por citocinas (Seger R y Krebs EG, 1995) y las vías 

JNK (del inglés, c-Jun amino-terminal kinases) y p38, asociadas a estrés 

celular y a eventos inductores de apoptosis (Paul A et al., 1997); es de 

destacar que la actividad de las ERKs parece ser opuesta a la actividad de 

las JNKs y p38 cuando las vías son cointegradas (Xia Z etal., 1995). También 

se ha reportado que otros receptores como el receptor para el factor de 

células troncales (SCFR) y el receptor para c-kit; son capaces de interactuar 

con el EpoR y potenciar la proliferación y diferenciación de células eritroides 

(Wu H et al., 1995; Wu H et al., 1997). 

La señalización de EpoR es terminada como resultado de su 

interacción con ciertas proteínas, entre ellas SHP1 o HCP el principal 

regulador negativo de EpoR. La fosfatasa SHP1 es reclutada hacia el EpoR 

mediante su dominio SH2 y se une al residuo de tirosina fosforilada 429, para 

catalizar la desfosforilación de las JAK2 (Klingmuller U et al., 1995). Otro 

regulador negativo de la señalización de EpoR es la proteína Cis-1 que se 

une a la tirosina fosforilada 401, que constituye un sitio de anclaje para 

STAT-5, de este modo impide el anclaje de STAT-5 y se interrumpe la 

señalización de Epo (Matsumoto A et al., 1997). 

La mayoría de los estudios acerca de la señalización de la Epo y su 

receptor se han realizado en linajes hematopoyéticos, pues anteriormente se 

pensaba que el efecto de la Epo se limitaba a estos grupos celulares. Sin 

embargo, estudios recientes han revelado que Epo es una hormona 

pleiotrópica, pues se ha reportado que también es producida en el hígado 

adulto el cual aporta el 20% de la producción de Epo (Lacombe C, Mayeux P. 

1998); tejido neural (Masuda S et al., 1994), el tracto genital femenino 

(Yasuda Y, et al. 1998), placenta (Conrad KP et al., 1996) y testículos 



(Magnanti M et al., 2001). De manera similar la expresión del receptor de 

EpoR no está limitada a los progenitores eritroides, sino que es posible 

observarlo en varios células sanas como: endotelio, células del sistema 

nervioso, mioblastos y megacariocitos (Farrell F, Lee A. 2004). 

Sorpresivamente, varios trabajos han reportado que el EpoR también 

se expresa en biopsias o líneas celulares de cáncer de mama (Acs G et al., 

2001), hígado (Batra S et al., 2003), pulmón, sistema nervioso (Batra S et al., 

2003) y CaCu (Leo C et al., 2006); por mencionar algunos. Por lo que se ha 

sugerido que la administración de Epo para tratar la anemia de pacientes con 

cáncer, podría jugar un papel en la respuesta del tumor ante las terapias que 

se encargan de inducir apoptosis de las células tumorales.  

 
2.8 Efectos de la administración de Epo a pacientes con cáncer. 
La terapia con Epo recombinante se ha convertido en el estándar para tratar 

anemias de origen renal y no renal. En pacientes con cáncer la Epo mantiene 

los niveles de Hb, en niveles muy cercanos a los obtenidos con transfusiones 

sanguíneas. A pesar de lo anterior, desde que la Epo comenzó a ser 

empleada en el tratamiento de anemia en pacientes con cáncer, surgieron 

varias inquietudes acerca del papel que podría jugar una citocina con efectos 

antiapoptóticos en estos pacientes. Al respecto existe una gran controversia 

pues algunos grupos apoyan el argumento de que la Epo y los AREEs 

mejoran la calidad de vida del paciente y la respuesta a QT cuando no está 

basada en cisplatino (Littlewood TJ et al., 2001, Littlewood TJ et al., 2003), a 

la vez un análisis retrospectivo concluyó que el uso de Epo tiene efectos 

benéficos en diferentes tipos de cáncer, sin importar que la QT esté o no 

basada en cisplatino (Glaspy J et al., 2002). Sin embargo, una revisión 

realizado por Bottomley A y colaboradores en el 2002, hizo hincapié en la 

existencia de algunas deficiencias en los estudios que concluyen que el uso 

de la Epo mejora la calidad de vida de los pacientes. 

Por otra parte, en 2003 otro estudio reportó que los pacientes tratados 

con Epo tienen 10 veces más riesgo de presentar un evento trombótico 



comparados con pacientes que no reciben Epo. El incremento del riesgo de 

presentar eventos trombóticos no fue asociado a los niveles de Hb, edad, 

índice de masa corporal o conteos de leucocitos y plaquetas, lo que sugiere 

que la Epo es un factor independiente promotor de eventos trombóticos (Wun 

T et al., 2003). Adicionalmente los trabajos de Henke M et al., 2003 y 

Leyland-Jones B et al., 2005 realizados en pacientes con cáncer de cabeza y 

cuello y cáncer de mama respectivamente, concluyeron que a pesar de que 

la Epo incrementa los niveles de Hb, no mejora la respuesta al tratamiento, 

sino que al contrario tiene un impacto negativo sobre el control del tumor, así 

como en las tasas de sobrevivencia en pacientes tratados con RT y Epo. El 

grupo de Henke apela a la hipótesis de que la Epo podría activar vías 

antiapoptóticas; pero es importante señalar que al finalizar el estudio los 

niveles de Hb fueron de 14 g/dL en mujeres y 15 g/dL en hombres, lo que 

sugiere que el impacto negativo de la Epo podría deberse a un 

sobretratamiento, además de ello en este trabajo no se incluye ningún 

experimento que demuestre la presencia del EpoR o el posible efecto 

proliferativo de la Epo sobre el tumor. En cuanto al estudio de Leyland-Jones 

B, sus resultados muestran un aumento en la mortalidad en el grupo que 

recibió Epo, tal resultado fue atribuido a la progresión e incremento en la 

incidencia del cáncer en las pacientes tratadas con Epo, además de un 

incremento de los eventos trombóticos. 

Con respecto a los metánalisis las conclusiones son igualmente 

controversiales. El primer metanálisis realizado por el grupo de Bohlious J 

(2005) incluyó 19 estudios clínicos con un total de 2 865 pacientes y observó 

una tendencia en el incremento de la sobrevida de pacientes tratados con 

AREEs. Sin embargo, la última actualización de dicho metanálisis (Bohlious J 

et al., 2009), la cual posee una cobertura más amplia (57 estudios clínicos 

que incluyeron un total 9353 pacientes), se observó un incremento en el radio 

de riesgo asociado a sobrevivencia para los pacientes tratados con AREEs 

(Bohlious J et al., 2006; 2009). Por otro lado, un segundo metánalisis (Aapro 

M et al., 2008, 2009) que incluye 12 estudios clínicos con 2297 pacientes, 



concluyó que el uso Epo no tiene impacto en la sobrevivencia o en la 

progresión del tumor, además no hallaron evidencia que relacione los altos 

niveles de Hb con un incremento en la mortalidad, la progresión de la 

enfermedad o eventos trombóticos. 

Tomando en cuenta las evidencias clínicas, la Sociedad Americana de 

Oncología Clínica y la Sociedad Americana de Hematología (Rizo J et al., 

2007), ha emitido una serie de recomendaciones con respecto al uso de Epo, 

éstas sugieren el uso de AREEs cuando la Hb está en niveles iguales o 

menores a 10 g/dL y para pacientes con bajo riesgo de mielodisplasia; 

también se aconseja monitorear los niveles de hierro, así como ser 

cautelosos con los regímenes de QT y estados clínicos asociados a eventos 

trombóticos. 

 

2.8.1 Papel de la Epo y el EpoR en cáncer cervicouterino. 
Del mismo modo que se ha reportado la expresión de Epo y EpoR en otros 

tejidos u órganos sanos, su presencia ha sido detectada en tumores de CaCu 

(Acs G et al., 2003, Hardee ME et al., 2006, Leo C et al., 2006; López V et 

al., observación no publicada). La principal consecuencia de la expresión de 

EpoR en CaCu, es el posible papel antiapoptótico que podría jugar cuando la 

Epo es usada en combinación con QT o RT. En 2003 Acs y colaboradores, 

demostraron que la expresión del EpoR es regulada positivamente por 

hipoxia en las líneas celulares HeLa y SiHa de CaCu, además reportan que 

la Epo inhibe de manera dosis dependiente el efecto citotóxico del cisplatino, 

fármaco estándar en el tratamiento de CaCu, y establecieron una correlación 

entre el grado de la lesión y la expresión del EpoR. En cuanto a la expresión 

de Epo, hallaron que ésta es mayor en las zonas de displasia, necrosis y 

queratinización comparadas con las zonas benignas (Acs G et al., 2003). 

Estos resultados son apoyados por otro estudio realizado en biopsias de 

pacientes con CaCu, en donde se observó por inmunohistoquímica que Epo 

estaba presente en un 88% y EpoR en un 92% de las biopsias analizadas; la 

expresión de Epo fue asociada a una reducción significativa en la 



sobrevivencia de los pacientes, mientras que la expresión de EpoR fue 

relacionada al tamaño del tumor (Leo C et al., 2006). 
Acerca de los estudios clínicos en pacientes con CaCu, que combinan 

el uso de Epo con la QT y/o la RT, los resultados continúan siendo 

inconcluyentes. Los estudios dirigidos por Lavey RS et al., (2004) y Temkin 

SM et al., (2006) reportan efectos adversos. En el estudio de Lavey y 

colaboradores se observa una disminución del 23% en la sobrevida total, en 

un grupo de 53 pacientes que recibieron un tratamiento que incluyó: Epo y 

hierro combinados con terapia estándar, además observaron un incremento 

notable en la presencia de eventos trombóticos profundos, por lo que 

recomiendan no incluir a la Epo en el tratamiento rutinario del CaCu. En 

cuanto al estudio de Temkin SM, el cual incluyó 68 pacientes: 50 en el grupo 

control y 18 en el grupo tratado con Epo, se observó una disminución del 

28% en la sobrevida total, un aumento de eventos trombóticos profundos, 

además de una asociación significativa entre la recurrencia y la muerte 

debida a la enfermedad, en el grupo de pacientes tratados con Epo. Por el 

contrario, los estudios realizados por Blohmer JU et al., (2004), Strauss HG 

et al., (2008), y Gupta S et al., (2009) en CaCu; reportan que Epo no afecta la 

sobrevida de las pacientes. El trabajo realizado por Blohmer JU y 

colaboradores, es el estudio con mayor número pacientes de CaCu, con un 

total de 229 pacientes, sus resultados reportan que el tratamiento con Epo 

está asociado de manera significativa a un aumento en la sobrevida libre de 

recurrencia, y no observaron diferencias significativas en la sobrevida total. 

Ésto es apoyado por el estudio de Strauss HG y colaboradores, que incluyó 

74 pacientes: 40 en el grupo control y 34 en el grupo tratado con Epo, pues 

tampoco hallaron diferencias significativas en la presencia de eventos 

trombóticos, ni en la sobrevida total o libre de recurrencia. Finalmente el 

trabajo de Gupta S y colaboradores, que incluyó 155 pacientes: 57 en el 

grupo tratado con tratado Epo y 58 en el grupo control, reportó que en el  

grupo que recibió Epo hubo una disminución en la necesidad de 

transfusiones y un incremento en la calidad de vida de los  pacientes, 



además no se observó relación alguna entre la administración de Epo y la 

aparición de eventos tromboticos o diferencias significativas en la sobrevidad 

total. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III. ANTECEDENTES. 
Dado el gran número de interrogantes acerca del uso de la Epo para 

corregir la anemia en pacientes con CaCu, en nuestro laboratorio se 

han realizado una serie de estudios que demuestran que líneas 

celulares de CaCu expresan el EpoR de manera constitutiva (López 

Pérez V, observación no publicada) y que la administración de Epo 

protege a dichas células contra la muerte inducida por cisplatino, 

pero no contra la muerte inducida por doxorrubicina. Estos 

observaciones han sido reproducidas in vivo en un modelo murino 

(Vázquez Mellado-Petit MJ. 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. JUSTIFICACIÓN. 
 
El CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasia en mujeres en 

nuestro país; dentro de esta  población un 30% presenta anemia al 

iniciar el tratamiento (Candelaria M et al., 2005), condición que ha 

sido asociada a un pobre pronóstico (Caro et al., 2001) por lo cual es 

importante corregirla. En México la principal alternativa para tratar la 

anemia en pacientes con cáncer es el uso de la Epo humana 

recombinante (López et al., 2008; IMSS). Sin embargo, 

observaciones previas en nuestro laboratorio demuestran que la Epo 

es capaz de proteger a las células tumorales de CaCu de la muerte 

inducida por Cisplatino. Por tanto, es importante evaluar el efecto de 

la Epo sobre la amplia gama de quimiofármacos empleados en el 

tratamiento de CaCu; y así determinar si existe un efecto protector 

diferencial sobre el grupo de quimiofármacos empleados para tratar 

el CaCu. 

 

 

 

 



 

V. HIPÓTESIS. 
 
La eritropoyetina humana recombinante ejerce un efecto diferencial 

sobre la muerte de células de CaCu, inducida por los quimiofármacos 

empleados en el tratamiento de este tipo de cáncer. 

 

 

 



VI. OBJETIVO GENERAL. 
 
Determinar si la Epo ejerce un efecto protector diferencial en la línea 

celular HeLa sobre la muerte celular inducida por los quimiofármacos 

que forman parte de los esquemas de tratamiento del CaCu los 

cuales son: Doxorrubicina, Daunorrubicina, Carboplatino, 

Oxaliplatino, 5-Fluoroacil, Metotrexato, Vinblastina e Ifosfamida. 

 

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES. 
 

• Determinar el efecto de la Epo, empleando diferentes dosis de 

la hormona en presencia de la DL50 de los quimiofármacos: 

Doxorrubicina, Daunorrubicina, Carboplatino, Oxaliplatino, 5-

Fluoroacil, Metotrexato, Vinblastina e Ifosfamida. 

 

• Determinar la actividad enzimática de las caspasas iniciadoras 

y efectoras,  para las combinaciones de quimiofármacos y 

Epo, en los que observemos un efecto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VII. MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
7.1 Material biológico, quimiofármacos y eritropoyetina. 
Durante todo el trabajo se empleó la línea celular HeLa (que tiene 

integrado el genoma del VPH 18) derivada de un carcinoma cervical. 

Los quimiofármacos Daunorrubicina, Carboplatino, Oxaliplatino, 5-

Fluouracilo y la Eritropoyetina Humana Recombínante fueron 

comprados a los laboratorios farmacéuticos PiSA, la Doxorrubicina 

fue manufacturada por Genéricos Intercambiables, el Metotrexato y 

la Vinblastina fueron comprados a Sigma Aldrich. 

 

7.2 Cultivo celular. 
Las células se mantuvieron en medio DMEM (Dulbecco´s Modified 

Eagle´s Medium) GIBCO suplementado con: 2% de suero fetal 

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

estreptomicina (10 000 U de penicilina, 10 000 μg de estreptomicina 

Invitrogen) y en incubación a 37°C y a 5% de CO2. 

Las células fueron resembradas cada vez que presentaron 

una confluencia del 80%, para ello se retiró el medio y se lavó 2 

veces con PBS (apéndice II) a 4°C, posteriormente se agregaron 2 

mL de verseno (apéndice III)  y las células se incubaron a 37°C 

durante 5 min, transcurrido este tiempo las células se desprendieron 

y centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min, finalmente se retiró el 

sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 1 mL de DMEM 

a 37°C, para ser resembrado en 7 mL de DMEM en una caja petri e 

incubarse nuevamente a 37°C y 5% de CO2.  

 

7.3 Ensayo de MTT. 
Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983, siendo 

modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang. El ensayo de 

MTT (Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), se basa 

en una reacción realizada por la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa, que transforma el MTT en un compuesto color azul 



(formazán), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de 

las células tratadas. Este método es empleado para medir de manera 

indirecta la sobrevivencia y proliferación celular, pues se considera 

que la cantidad de células vivas es proporcional a densidad óptica 

producida por los cristales de formazán.  

Para realizar el ensayo de MTT (posterior al tratamiento que 

se desee evaluar) se retiró el medio de las células y se agregaron 

100 μL medio nuevo a 37°C y 50 μL de MTT (apéndice IV), 

posteriormente las células se incubaron durante 2 h a 37°, pasado 

este tiempo se retiró cuidadosamente el medio con MTT; y los 

cristales formados por la reacción de óxido-reducción se disolvieron 

en 100 μL de isopropanol, finalmente esta solución de los cristales 

fue transferida a una placa de 96 pozos nueva, para leer las 

absorbancias a 570 nm en un lector de placas (Bio-Tek, ELx-800). 

 

7.4 Determinación de la DL50 de los quimiofármacos. 
Para la determinación de la DL50 se sembraron 50 000 células/ 200 

μL DMEM en placas de 96 pozos, se permitió que las células se 

adhirieran incubando por 2 h, transcurrido ese tiempo se agregaron 

concentraciones crecientes de los fármacos empleados. Todos los 

quimiofármacos fueron disueltos en DMEM (GIBCO suplementado 

con 2% de suero fetal bovino GIBCO inactivado y al 0.5% de 

antibiótico, penicilina-estreptomicina) a excepción del 5-Fluorouracilo 

cuya presentación es líquida, una vez administrado el quimiofármaco, 

las células se incubaron nuevamente durante 24 h. Posterior a esto 

se realizó un ensayo de MTT y la solución de los cristales de 

formazan en isopropanol, fue transferida a una placa de 96 pozos 

limpia, para leerse a 570 nm en un lector de placas (Bio-Tek, ELx-

800). 

 

 

7.5 Ensayos para determinar el efecto de Epo sobre la muerte 
inducida por quimiofármacos. 



Para los ensayos con Epo (Exetin-A, solución inyectable PiSA), 

fueron sembradas 50 000 células/ 100 μL de DMEM en placas de 96 

pozos y se incubaron a 37°C por 2 h para permitir que se adhirieran a 

las placa. Pasado este tiempo se agregaron concentraciones 

crecientes de Epo en un rango de 1 U/mL - 100 U/mL, las células 

fueron incubadas nuevamente por 2 h, y posteriormente se agregó la 

DL50 del quimiofármaco a analizar, cada pozo fue llevado a un 

volumen final de 200 μL y las células fueron incubadas durante 24 h. 

Transcurrido este tiempo se realizó un ensayo de MTT y la solución 

de los cristales de formazan en isopranol, fue transferida a una placa 

de 96 pozos limpia, para leerse a 570 nm en un lector de placas (Bio-

Tek, ELx-800). 

 

7.6 Determinación de la actividad de caspasas. 
Para determinar la actividad de caspasas se utilizó el kit de BioVision 

Caspase-Family Colorimetric Substrate Set II Plus (Cat. K-138-9-25) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se sembraron 

4x106 células en cajas de cultivo y se incubaron por 24 h. Pasado 

este tiempo se retiró el medio y las células fueron lavadas dos veces 

con PBS a 4°C, y se procedió a administrar los diferentes 

tratamientos: 1) Células sin Epo y sin quimiofármaco, 2) Células con 

DL50 del quimiofármaco y 3) Células con 100 U/mL de Epo y DL50 del 

quimiofármaco. Transcurrido el tiempo de los tratamientos, se retiró 

el medio, se lavó 2 veces con PBS y se agregaron 2 mL de verseno a 

37°C, se incubó por 5 min 37°C y las células fueron desprendidas y 

centrifugadas a 5000 rpm por 5 min; se retiró el sobrenadante y se 

agregaron 50 μL de búfer de lisis (BioVision CA) por cada 4X106 

células sembradas; las células fueron resuspendidas y lisadas con 

una jeringa para insulina de 1 mL, posteriormente se incubaron por 

10 min en hielo y el lisado fue centrifugado a 12 500 rpm por 1 min, 

se retiró el sobrenadante y se transfirió a un tubo de 1.5 mL nuevo 

que se mantuvo en hielo.  



Una vez extraída la proteína, ésta fue cuantificada con el kit 

Bio Rad-DC Protein Assay (basado en el método de Lowry, que 

detecta principalmente aminoácidos como tirosina, triptófano, y en 

menor cantidad a la cistina, cisteína y la histidina). Posteriormente, 

se tomaron alícuotas de la proteína extraída para guardarlas a -80°C 

en un ultracongelador Sanyo, otra fracción de la proteína fue utilizada 

para determinar actividad de caspasas. 

Para los ensayos de actividad de caspasas, se adicionaron 

150 μg de proteína y se llevó a un volumen de 50 μL con el búfer de 

lisis (Bio Vision) acorde a la concentración del extracto, 

posteriormente se añadieron 50 μL del búfer 2X 10mM DTT (el cual 

debe ser preparado justo antes de realizar el ensayo) y se agregaron 

5 μL del substrato correspondiente a la caspasa a determinar; se 

incubó por 2 h a 37°C y transcurrido éste tiempo, se determinó la 

densidad óptica a 405 nm en un lector de placas (Bio-Tek, ELx-800), 

siendo la densidad óptica directamente proporcional a la actividad 

enzimática de la caspasa en la muestra analizada. 

 

7.7 Análisis estadístico. 
El análisis estadístico para la regresión lineal fue realizado con el 

programa Excell 2007 (Microsoft) . Para analizar el efecto de la Epo 

sobre la muerte celular inducida por quimiofármacos, se empleo el 

programa estadístico GraphPad Prism versión 5.0., los resultados 

fueron analizados con una ANOVA seguida de la prueba de Tukey, a 

una significancia de P<0.05. En los ensayos de actividad de 

caspasas se empleó una prueba T, considerando un dato como 

significativo si la P<0.05. Los resultados representan la media + una 

desviación estándar. 

 

 

 

 



VIII. RESULTADOS. 
 

8.1 Determinación de las dosis letales cincuenta (DL50). 
Para determinar las DL50 de los quimiofármacos, se realizó una curva 

estándar que nos permitió establecer una relación entre la absorbancia y el 

número de células. Para ello, se sembraron células en un rango de 3906 a 

500 000 y se realizó un ensayo de MTT, este procedimiento se hizó por 

triplicado, en 3 ocasiones diferentes.  

Las absorbancias obtenidas se graficaron y se hizo una regresión 

lineal, de la cual se obtuvo la siguiente ecuación: y = 2 X 10-6 + 0.1779, ésta 

fue empleada a lo largo de todo el trabajo para realizar la conversión de las 

absorbancias a número de células. 

Posteriormente, se sembraron 50 000 células, las cuales fueron 

expuestas a dosis graduales de los diferentes quimiofármacos, de acuerdo a 

lo reportado en la literatura. Para determinar la dosis a la cual moría el 50% 

de la población, se realizó un ensayo de MTT, las absorbancias obtenidas 

fueron transformadas a número de células empleando la ecuación ya 

mencionada, y el número de células fue convertido a porcentaje, 

considerando el pozo control (no recibió quimiofármaco) como 100%. Las 

DL50 obtenidas se reportan en la tabla 3. 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. DL50 de los diferentes quimiofármacos. Se sembraron 
50 000 células, que fueron tratadas con dosis graduales de los 
quimiofármacos, las absorbancias obtenidas se convirtieron a número de 
células con la ecuación de la curva estándar, a su vez el número de células 
fue convertido a porcentajes, considerando el control como 100%.  

Quimiofármaco DL50 μg/mL

Vinblastina 0.04

Metotrexato 0.1 

Doxorubicina 0.7

Daunorubicina 2.0

Oxaliplatino 132.5 

Carboplatino 250.0 

5‐Fluorouracilo 437.5 

Ifosfamida 3000 



8.2 Determinación del efecto de la Epo humana recombinante, sobre la 
muerte inducida por los quimiofármacos empleados en el tratamiento 
de CaCu. 
La línea celular HeLa fue tratada con las siguientes dosis de Epo: 1, 2.5, 5, 

10, 20, 30, 40, 50 y 100 U/mL y la DL50 de los diferentes quimiofármacos. De 

acuerdo a observaciones previas en nuestro laboratorio, la Epo ejerce un 

efecto diferencial, pues protege a la línea celular Hela de la muerte inducida 

por cisplatino, paclitaxel y tamoxifen; mientras que cuando las células son 

expuestas a Epo y doxorrubicina, se observa un aumento de la muerte 

celular (Vázquez-Mellado Petit MJ, 2009). Dado que los mecanismos de 

muerte activados por doxorrubicina y daunorrubicina son muy similares, 

decidimos incluir a la daunorrubicina en nuestro análisis, a pesar de que no 

es empleada en el tratamiento del CaCu.  

Durante este trabajo observamos que la Epo tiene diferentes efectos 

sobre la muerte inducida por los quimiofármacos empleados en el tratamiento 

de CaCu. En el caso de doxorrubicina y daunorrubicina, la Epo exacerba el 

efecto citotóxico de ambos antineoplásicos; esto puede observarse a 30, 40 y 

100 U/ml de Epo para la doxorrubicina (Figura 4A) y a 100 U/mL para la 

daunorrubicina (Figura 4B). La Epo incrementa hasta en un 21% el efecto 

citotóxico de doxorrubicina y hasta un 28% la citotoxicidad de la 

daunorrubicina. En los ensayos realizados con las diferentes dosis de Epo y 

las DL50 de metotrexato, 5-fluorouracilo, vinblastina, ifosfamida, carboplatino 

y oxaliplatino; no observamos ningún efecto sobre la muerte celular (Figuras 

5, 6 y 7).  

Las observaciones anteriores indican que Epo potencia el efecto 

citotóxico de doxorrubicina y daunorrubicina, y no afecta la muerte inducida 

por metotrexato, 5-fluorouracilo, vinblastina, ifosfamida, carboplatino y 

oxaliplatino. 
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Figura 4. Efecto de la Epo sobre la muerte inducida por Doxorrubicina (DOX) y 
Daunorrubicina (DNR). 

 Se sembraron 5x104 células HeLa, las cuales fueron incubadas durante 2h con las 

concentraciones indicadas de Epo, posteriormente se adicionó la DL50 de A) DOX y B) DNR. 

Transcurridas 24h se realizó un ensayo de MTT, el cual fue leído a 570 nm. Cada barra 

representa el promedio de tres ensayos independientes realizados por triplicado, con su 

respectiva desviación estándar. * P<0.05. ** P<0.0001 
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Figura 5. Efecto de la Epo sobre la muerte inducida por Oxaliplatino (OXP) y 
Carboplatino (CBP). 

Se sembraron 5x104 células HeLa, las cuales fueron incubadas durante 2h con las 

concentraciones indicadas de Epo, posteriormente se adicionó la DL50 de A) OXP y B)CBP. 

Transcurridas 24h se realizó un ensayo de MTT, el cual fue leído a 570 nm. Cada barra 

representa el promedio de tres ensayos independientes realizados por triplicado, con su 

respectiva desviación estándar.  
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Figura 6. Efecto de la Epo sobre la muerte inducida por 5-Fluorouracilo (5-FU) y 

Metotrexato (MTX). 
Se sembraron 5x104 células HeLa, las cuales fueron incubadas durante 2h con las 

concentraciones indicadas de Epo, posteriormente se adicionó la DL50 de A) 5-FU y B) MTX. 

Transcurridas 24h se realizó un ensayo de MTT, el cual fue leído a 570 nm. Cada barra 

representa el promedio de tres ensayos independientes realizados por triplicado, con su 

respectiva desviación estándar. 
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Figura 7. Efecto de la Epo sobre la muerte inducida por Ifosfamida (IF) y 
Vinblastina (VBT). 

 Se sembraron 5x104 células HeLa, las cuales fueron incubadas durante 2h con las 

concentraciones indicadas de Epo, posteriormente se adicionó la DL50 de A) IF y B) VBT. 

Transcurridas 24h se realizó un ensayo de MTT, el cual fue leído a 570 nm. Cada barra 

representa el promedio de tres ensayos independientes realizados por triplicado, con su 

respectiva desviación estándar.  
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8.3 Determinación de la actividad enzimática de caspasa-3. 

Nuestras observaciones indican que la Epo incrementa la citotoxicidad de 

daunorrubicina y doxorrubicina (Figura 4). Reportes previos señalan que 

ambas antraciclinas inducen muerte celular por apoptosis (Gewirtz D. 1999), 

y un estudio realizado por Carvalho G et al., (2005) donde se reporta que 

Epo quimiosensibiliza a células de carcinoma renal y leucemia, a 

daunorrubicina y vinblastina; se observó que Epo aumenta el número de 

células que mueren por apoptosis. En base a estos antecedentes, decidimos 

investigar si la Epo incrementa este tipo de muerte celular y por medio de ello 

la citotoxicidad de doxorrubicina y daunorrubicina. Para ello empleamos a la 

caspasa-3 como marcador de apoptosis; realizando ensayos colorimétricos 

de la actividad de esta enzima, en células de CaCu tratadas con 

daunorrubicina y doxorrubicina en presencia y ausencia de 100 U/mL de Epo. 

Nuestros resultados, muestran que la doxorrubicina y daunorrubicina 

inducen la activación de la caspasa-3 (Figura 8); aunque doxorrubicina es 

capaz de inducir una mayor activación de ésta enzima. Lo anterior demuestra 

que ambos antineoplásicos son capaces de activar a la principal caspasa 

efectora de las vías intrínseca y extrínseca.  

De manera interesante, la administración de Epo no indujo un 

incremento en la actividad de la caspasa-3, lo que indica que el mecanismo 

por el cual Epo incrementa la citotoxicidad de las antraciclinas no es mediado 

por esta enzima. Sin embargo, durante el proceso de apoptosis se activa un 

amplio espectro de caspasas; además se ha observado que durante la 

diferenciación de los progenitores eritroides, la Epo es capaz de inducir la 

activación transitoria de las caspasas-2, -7 y -9 (Droin N et al., 2008). Por lo 

que decidimos realizar ensayos de actividad para el resto de caspasas, tanto 

iniciadoras como efectoras, en presencia y ausencia de Epo; para determinar 

si la Epo era capaz de incrementar la actividad de alguna de estas enzimas. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Efecto de la EPO sobre la actividad de caspasa-3 inducida por 
Daunorrubicina (DNR) y Doxorrubicina (DOX). Se sembraron 4X106 células y se 

incubaron por 24h. Acorde a lo que se indica, dos grupos fueron pretratados con 100 U/mL 

de Epo, 2h después se adicionó la DL50 de DOX o DNR. Transcurridas 24h se realizó un 

ensayo colorimétrico de actividad de la caspasa-3. En cada barra, se indica el promedio en 

el extremo superior, cada uno con su respectiva desviación estándar. * P<0.05. 
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8.4 Determinación de la actividad enzimática de caspasas iniciadoras y 
efectoras. 
Dado que la  Epo no afecta la actividad de caspasa-3, decidimos determinar 

la actividad enzimática del resto de enzimas pertenecientes a esta familia. 

Para determinar la actividad de caspasas utilizamos el kit Caspase-Family 

Colorimetric Substrate. 

Los resultados se muestran en las figuras 9 a 12. Como se observa en 

la figura 9A, ambos quimiofármacos son capaces de inducir la activación de 

caspasa-1 de manera significativa, sin embargo, doxorrubicina induce una 

mayor actividad de esta enzima, comparada con daunorrubicina; y Epo 

induce un ligero, aunque significativo, incremento en la actividad de caspasa-

1 inducida por los dos antineoplásicos. Por otra parte en el gráfico de la 

caspasa-2 (Figura 9-B), ambas antraciclinas inducen un incremento 

significativo en su actividad, y de nuevo la doxorrubicina indujo una mayor 

actividad de ésta enzima, en este caso la Epo no afectó la actividad de esta 

caspasa. 

En los ensayos de actividad de caspasa-4 (Figura 10A) sólo 

doxorrubicina fue capaz de inducir un incremento significativo en la actividad 

de esta enzima, y la Epo no tuvo efecto alguno. Para la caspasa-5 (Figura 

10B) ni los quimiofármacos ni la Epo indujeron un incremento en su actividad. 

En el caso de la caspasa-6 (Figura 11A) ambas, doxorrubicina y 

daunorrubicina, indujeron un incremento en su actividad, pero nuevamente 

observamos la tendencia de doxorrubicina a inducir una imayor actividad 

respecto de daunorrubicina, por otra parte la Epo no influyó en la actividad de 

esta caspasa. En los ensayos de actividad de caspasa-8 (Figura 11B), 

observamos que las dos antraciclinas inducen un incremento similar en su 

actividad, y sorprendentemente la Epo disminuyó la actividad de caspasa-8 

inducida por daunorrubicina, este fenómeno no se reprodujo para 

doxorrubicina, lo que sugiere una diferencia en los mecanismos de inducción 

y regulación de los quimiofármacos, a nivel de esta caspasa iniciadora de la 

vía extrínseca. 



Finalmente en los ensayos de la caspasa-9 y caspasa-10 (Figura 12A 

y 12B). Ambas caspasas fueron inducidas por daunorrubicina y doxorrubicina 

a niveles similares, y al igual que en la caspasa-8, la Epo disminuyó la 

actividad de caspasa-9 y caspasa-10 inducidas por daunorrubicina, lo cual no 

se observó en el caso de la doxorrubicina.  

En conjunto estas observaciones evidencian la existencia de 

diferencias en los mecanismos de daunorrubicina y doxorrubicina, a nivel de 

estas tres caspasas. Por otra parte, el hecho de que la Epo disminuya la 

actividad de estas tres enzimas, sugiere que el mecanismo por el cual Epo 

incrementa la citotoxicidad de daunorrubicina y doxorrubicina es 

independiente de caspasas. Lo cual no implica que la Epo no sea capaz de 

incrementar el número de células que mueren por apoptosis; por lo que la 

comprensión del mecanismo por el cual Epo sinergiza con las antraciclinas 

requiere de más estudios y ensayos cuantitativos que nos permitan 

establecer si existe un incremento de células que mueren por apoptosis o por 

otro tipo de muerte celular. 
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Figura 9. Efecto de la EPO sobre la actividad de caspasa-1 y caspasa-2 inducidas por 
Daunorrubicina (DNR) y Doxorrubicina (DOX). Se sembraron 4X106 células y se 

incubaron por 24h. Acorde a lo que se indica, dos grupos fueron pretratados con 100 U/mL 

de Epo, 2h después se adicionó la DL50 de DOX o DNR. Transcurridas 24h se realizó un 

ensayo colorimétrico de actividad de A) caspasa-1 y B) caspasa-2. En cada barra, se indica 

el promedio en el extremo superior, cada uno con su respectiva desviación estándar. * 

P<0.05. 
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Figura 10. Efecto de la EPO sobre la actividad de caspasa-4 y caspasa-5 inducidas por 
Daunorrubicina (DNR) y Doxorrubicina (DOX). Se sembraron 4X106 células y se 

incubaron por 24h. Acorde a lo que se indica, dos grupos fueron pretratados con 100 U/mL 

de Epo, 2h después se adicionó la DL50 de DOX o DNR. Transcurridas 24h se realizó un 

ensayo colorimétrico de actividad de A) caspasa-4 y B) caspasa-5. En cada barra, se indica 

el promedio en el extremo superior, cada uno con su respectiva desviación estándar. * 

P<0.05. 

 

0.1275
0.1655 0.174

0.3065
0.2832

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

D
O
40
5n

m

Fármaco         ‐ DNR               DNR DOX                DOX
Epo ‐ ‐ +   ‐ +

0.209
0.234 0.238 0.228

0.2025

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

D
O
40
5n

m

Fármaco        ‐ DNR            DNR DOX             DOX
Epo ‐ ‐ +   ‐ +



0.153

0.2245
0.1945

0.375 0.391

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

D
O
40
5n
m

Fármaco         ‐ DNR            DNR DOX              DOX
Epo ‐ ‐ +   ‐ +

*
*

*

0.133

0.305

0.189

0.327 0.349

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

D
O
40
5n
m

Fármaco         ‐ DNR             DNR              DOX              DOX
Epo   ‐ ‐ +                     ‐ +

*
*

*

A) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efecto de la EPO sobre la actividad de caspasa-6 y caspasa-8 inducidas por 
Daunorrubicina (DNR) y Doxorrubicina (DOX). Se sembraron 4X106 células y se 

incubaron por 24h. Acorde a lo que se indica, dos grupos fueron pretratados con 100 U/mL 

de Epo, 2h después se adicionó la DL50 de DOX o DNR. Transcurridas 24h se realizó un 

ensayo colorimétrico de actividad de A) caspasa-6 y B) caspasa-8. En cada barra, se indica 

el promedio en el extremo superior, cada uno con su respectiva desviación estándar.              

* P<0.05. 
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Figura 12. Efecto de la EPO sobre la actividad de caspasa-9 y caspasa-10 inducidas 
por Daunorrubicina (DNR) y Doxorrubicina (DOX).Se sembraron 4X106 células y se 

incubaron por 24h. Acorde a lo que se indica, dos grupos fueron pretratados con 100 U/mL 

de Epo, 2h después se adicionó la DL50 de DOX o DNR. Transcurridas 24h se realizó un 

ensayo colorimétrico de actividad de A) caspasa-9 B) caspasa-10. En cada barra, se indica 

el promedio en el extremo superior, cada uno con su respectiva desviación estándar. * 

P<0.05. 
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IX. DISCUSIÓN. 
 

El tratamiento del CaCu incluye diferentes estrategias que son 

aplicadas de acuerdo al estadio del tumor. La quimioterapia suele ser 

empleada como terapia adyuvante en estadios avanzados, en 

combinación con radioterapia. El quimiofármaco estándar para tratar 

el CaCu es el cisplatino, no obstante el grupo de quimiofármacos 

para tratar este tipo de cáncer es bastante amplio. Estudios previos 

en nuestro laboratorio han demostrado que tumores de CaCu 

expresan el EpoR (Lopez-Pérez V. observación no publicada) y que 

la Epo exógena es capaz de ejercer un efecto protector diferencial, 

pues cuando su uso se combina con cisplatino protege a las células 

de CaCu de la muerte inducida por este quimiofármaco, lo cual no 

sucede con la doxorrubicina (Vázquez Mellado-Petit MJ 2009).  

Dado que la Epo exógena ejerce un efecto diferencial que 

varía de acuerdo al antineoplásico con que se combine, en este 

trabajo decidimos analizar el efecto de la Epo sobre 8 diferentes 

antineoplásicos empleados en el tratamiento de CaCu los cuales son: 

carboplatino, oxaliplatino, 5-fluorouracilo, metotrexato, vinblastina, 

Ifosfamida, doxorrubicina y daunorrubicina. A pesar de que la 

daunorrubicina no es empleada para tratar el CaCu, la incluimos por 

poseer un mecanismo de acción muy similar al de la doxorrubicina. 

Es importante mencionar que este trabajo es el primero que explora 

el efecto de Epo, sobre un grupo tan amplio de quimiofármacos 

empleados en el tratamiento de CaCu.  

Nuestras observaciones muestran que la Epo no protege a la 

línea celular HeLa de la muerte inducida por: carboplatino, 

oxaliplatino, vinblastina, 5-fluorouracilo y metotrexato. En cambio 

observamos que cuando la Epo se combina con las antraciclinas 

daunorrubicina y doxorrubicina, es capaz de incrementar el número 

de células que mueren por la acción de estos antineoplásicos. 

El carboplatino es un quimiofármaco de la familia del 

cisplatino, y al igual que este antineoplásico induce apoptosis 

mediante la formación de aductos en la cadena de DNA, uniones 



cruzadas en el DNA y proteínas; debido a que los mecanismos de 

acción del carboplatino y  el cisplatino son muy similares, la 

observación de que Epo no protege a las células de CaCu de la 

muerte inducida por carboplatino fue un tanto inesperada, pues como 

ya se mencionó nuestro grupo ha observado que la Epo es capaz de 

proteger a las células de CaCu de la muerte inducida por cisplatino, 

además en la clínica se ha reportado que el carboplatino llega a 

presentar resistencia cruzada con el cisplatino (Di Francesco AM et 

al., 2002). Sin embargo, nuestra observación concuerda con un 

estudio in vitro realizado por Solar P et al., (2007) quien reporta que 

la línea celular A780 de cáncer de ovario, cultivada por dos meses en 

presencia de 5 y 35 U/mL de Epo, presenta resistencia a la muerte 

inducida por paclitaxel (lo que concuerda con observaciones previas 

de nuestro laboratorio), pero no a la inducida por carboplatino y 

cisplatino. Nuestros resultados y los de este grupo confirman que la 

Epo es capaz de ejercer un efecto protector diferencial que parece 

depender del linaje celular y del esquema de tratamiento. Otra 

evidencia que apoya nuestras observaciones, es el hecho de que en 

la clínica la eritropoyetina ha sido combinada con carboplatino para 

tratar cáncer de pulmón, y no se han observado efectos adversos 

(Pirker R et al., 2008). 

Hasta donde tenemos conocimiento, éste es el primer trabajo 

que ha evaluado el efecto de la Epo sobre el oxaliplatino, un derivado 

más de la familia del cisplatino, el uso en la clínica de este 

quimiofármaco es relativamente reciente y ha demostrado ser eficaz 

en el tratamiento de CaCu recurrente y metastásico (Kuo DY et al., 

2010). La Epo tampoco afectó la muerte inducida por oxaliplatino, lo 

cual puede deberse a que el mecanismo de acción por el cual este 

quimiofármaco induce muerte celular, difiere del mecanismo de los 

otros dos miembros de esta familia, cisplatino y carboplatino, pues 

además de formar aductos en el DNA, se ha propuesto que su 

principal blanco son los grupos tiol de las proteínas recién 

sintetizadas (Meynard D et al., 2007). 



Acerca del 5-fluorouracilo y el metotrexato, ambos 

quimiofármacos, pertenecen a la familia de los antimetabólitos, pues 

interfieren con la síntesis de DNA. En este trabajo observamos que la 

Epo no protege a la línea celular HeLa de la muerte inducida por 

estos antineoplásicos, nuestras observaciones son respaldadas por 

estudios clínicos, en donde se ha reportado que la Epo corrige de 

manera efectiva y segura la anemia, en pacientes con cáncer 

tratados con esquemas terapéuticos que incluyen al metotrexato y al 

5-fluorouracilo, entre otros fáramcos, y excluyen a la quimioterapia 

basada en derivados de platino (Littlewood TJ et al., 2001). Además, 

un estudio realizado por Tóvári J et al., (2005) examinó in vitro e in 

vivo el efecto de la Epo exógena combinada con 5-fluorouracilo en un 

carcinoma epidermoide y un carcinoma de colon, ambos expresaban 

el EpoR. Los resultados del grupo de Tóvári, al igual que los 

nuestros, demuestran que in vitro la Epo no afecta el efecto 

antiproliferativo del 5-fluorouracilo, en cambio in vivo el grupo tratado 

con 5-fluorouracilo y Epo logró una mayor reducción de la masa 

tumoral en comparación con el grupo que sólo recibió 5-fluorouracilo. 

Dado que el efecto in vitro difiere del modelo in vivo, el grupo de 

Tóvari sugiere que el efecto quimiosensibilizador observado in vivo, 

no depende del efecto de Epo sobre las células tumorales, más bien 

es resultado de que la Epo promueve la angiogénesis y con ello 

incrementa la perfusión de los tumores, y la capacidad del 

quimiofármaco a acceder a la masa tumoral. A la luz de estas 

observaciones, resulta interesante y necesario ampliar nuestras 

observaciones a un modelo in vivo, que nos permita determinar si 

nuestros resultados son reproducibles en ese modelo. 

Por otra parte la ausencia de efecto de la Epo sobre la 

citotoxicidad del metotrexato no tiene antecedentes, pues al parecer 

nuestro trabajo es el primero en estudiar el efecto in vitro de la Epo 

sobre este antineoplásico. El que la Epo no afecte la actividad de el 

5-fluorouracilo y metotrexato, puede deberse a que la Epo se 

encarga de activar vías que protegen a la célula de la muerte 

inducida por radicales libres o especies reactivas de oxígeno lo que 



se ha observado en cardiocitos (Li Y et al., 2006), o es capaz de 

activar la vía PI3K/Akt en células derivadas de cáncer de mama 

(Hardee ME et al., 2006), sin embargo, pareciera que ninguna de 

estas vías compensa la inhibición que el 5-fluorouracilo ejerce sobre 

la sintasa de timidalto (Yoshioka A et al., 1985; Wataya Y et al., 1989; 

Oliver FJ et al., 1996) y el bloqueo de la dihidrofolato reductasa 

provocado por el metotrexato (Jackson RC, Grindey GB. 1984; 

Fairbanks L et al., 1999), que son enzimas encargadas de sintetizar 

percusores de las bases nitrogenadas. 

En el caso de la ifosfamida, la observación de que la Epo no 

protege a las células de CaCu de la muerte inducida por este 

fármaco, concuerda con un estudio in vivo  en un modelo de cáncer 

de pulmón, en donde reportan que la Epo muestra una tendencia, 

aunque ésta no es significativa, a disminuir el peso y volumen de la 

masa tumoral cuando se combina con ifosfamida (Sigounas G et al., 

2004), además en la clínica un estudio que evaluó el impacto de la 

Epo en pacientes con cáncer de pulmón tratados con ifosfamida y 

otros antineoplásicos, concluyó que la Epo retrasa la aparición de 

anemia y reduce la necesidad de transfusiones sanguíneas, sin 

observar efectos adversos en la sobrevivida de los pacientes (de 

Campos E et al., 1995). 

La vinblastina, fue otro de los fármacos cuya actividad no fue 

afectada por el pretratamiento con Epo; esta observación difiere de lo 

reportado por Carvalho  G et al., (2005) quienes realizaron un estudio 

in vitro para evaluar el efecto de la Epo sobre células de carcinoma 

renal y leucemia mielomonocítica, que expresan de manera funcional 

el EpoR, tratadas con vinblastina, sus resultados demuestran que la 

Epo es capaz de quimiosensibilizar a las líneas estudiadas contra la 

muerte inducida por vinblastina, esta quimiosensibilización es 

mediada por la a inhibición que Epo ejerce sobre la vía de rescate de 

NF-κB. El trabajo de Carvalho G también estudió el efecto de la 

daunorrubicina, pues este antineoplásico suele ser empleado en el 

tratamiento de leucemias; al igual que con la vinblastina, observaron 

que la Epo quimiosensibiliza a las células contra la daunorrubicina; 



este resultado coincide con lo que nosotros observamos en células 

de CaCu. Pues nuestras observaciones indican que un tratamiento 

previo de 24h con 100 U/mL de Epo incrementa en un 28% la muerte 

inducida por daunorubcina. Sin embargo, un estudio in vitro realizado 

en la línea celular de leucemia FMEL, reportó que la Epo no afecta la 

citotóxidad de daunorrubicina (Gewirtz DA et al., 2006). En conjunto 

estas observaciones, sugieren que el efecto de Epo varía de acuerdo 

al fármaco y al linaje celular estudiado, pues en el caso de los 

trabajos de Carvalho G y Gerwirtz DA, a pesar de tratarse de dos 

neoplasias hematológicas, los efectos son diferentes; aunque resulta 

interesante el hecho de que en ninguno de los dos casos se observó 

que la Epo protegiera a estas líneas celulares de la muerte inducida 

por daunorrubicina; pues debido a su origen mieloide se podría haber 

pensado que la Epo actuaría de acuerdo a su contexto biológico, 

donde es capaz de proteger a los progenitores eritroides de la muerte 

por apoptosis (Föller M et al., 2008) 

Acerca de la doxorrubicina, nuestros resultados indican que la 

Epo incrementa la muerte inducida por este fármaco en un 21%. Por 

otra parte un estudio in vitro en la línea celular MCF-7 de cáncer de 

mama, concluyó que la Epo no interfiere con los efectos 

antiproliferativos y citotóxicos de la doxorrubicina (Gewirtz DA et al., 

2006); lo cual contrasta radicalmente con lo reportado en la clínica 

por el grupo de Leyland-Jones B, pues sus resultados indicaron que 

pacientes de cáncer de mama tratadas con antraciclinas y Epo 

presentan una menor sobrevida en comparación con el grupo que no 

recibió Epo. Por otra parte, un estudio encaminado a determinar el 

efecto de la Epo en pacientes bajo quimioterapia que no incluyó 

derivados de platino, concluyó que la Epo corrige la anemia y mejora 

la calidad de vida en pacientes de linfoma de no Hodking y mieloma, 

tratados con quimioterapia que incluye a la doxorrubicina y otros 

antineoplásicos (Littlewood TJ et al., 2001). Es difícil establecer una 

conclusión pues en los estudios mencionados la Epo y doxorrubicina, 

se combinan para tratar diferentes tipos de cáncer, por tanto, hasta 

cierto punto, es comprensible que el efecto de Epo varíe de acuerdo 



al linaje celular estudiado. Por otro lado, en la clínica la principal 

contraindicación para el uso de doxorrubicina es la cardiotoxicidad 

que ésta provoca, pero estudios in vitro e in vivo han reportado que la 

Epo es capaz de proteger a cardíocitos del daño producido por la 

doxorrubicina (Li Longhu et al., 2006;  Hamed S et al., 2006), por 

tanto sería interesante evaluar si el efecto quimiosensibilizador en 

células de CaCu y cardiprotector de Epo, se conservan en un modelo 

in vivo. 

Puesto que la Epo incrementa el efecto citotóxico de la 

doxorrubicina y la daunoruibicina, y el estudio de Carvalho G et al., 

(2005) , reporta que el número de células de carcinoma renal y 

leucemia que mueren por apoptosis incrementa cuando son tratadas 

con Epo y daunorubicna; decidimos emplear a la caspasa-3 como 

marcador de apoptosis, en presencia y en ausencia de Epo, para 

averiguar si la Epo exacerba la actividad de esta enzima y la muerte 

por apoptosis. Nuestros resultados, indicaron que ambos 

antineoplásicos son capaces de inducir la actividad de la caspasa-3, 

lo que concuerda con observaciones previas de estudios in vitro 

donde se reporta que la doxorrubicina es capaz de inducir la 

activación de esta caspasa de manera dosis dependiente en varias 

líneas celulares de cáncer gástrico (Seongeun L et al., 2002) y en la 

línea celular Jurkat (Gamen S et al., 2000); lo mismo se ha 

observado para daunorrubicina en células obtenidas de pacientes 

con leucemia mielógena aguda (Masquelier M et al., 2004); resulta 

interesante el hecho de que la doxorrubicina indujo una mayor 

actividad de la caspasa-3, lo que quizá está ligado a una mayor 

eficiencia para inducir muerte celular. Interesantemente, no 

observamos ninguna diferencia en la actividad de caspasa-3 en los 

grupos que fueron pretratados con Epo, este resultado indica que el 

incremento del efecto citotóxico de daunorrubicina y doxorrubicina 

mediado por Epo es independiente de caspasa-3. Sin embargo, lo 

anterior contrasta con el hecho de que la Epo es capaz de inhibir o 

promover transitoriamente la actividad de caspasa-3 durante 

diferentes etapas de la eritropoyesis (Droin N et al., 2008), además 



estudios in vitro en linajes celulares diferentes como neuronas del 

hipocampo (Chong Z et al., 2003) y endotelio cerebrovascular 

(Chong et al., 2003) se ha mostrado que la Epo es capaz de 

disminuir la actividad de la caspasa-3, el mismo fenómeno ha sido 

reportado para progenitores de miocitos cardiacos en donde la Epo 

actúa como cardioprotector (Maddona R et al., 2009), en células del 

túbulo renal expuestas a ciclosporina (Pallet N et al., 2010) y en la 

línea celular de leucemia UT7 (Mori M et al., 2003).  

El incremento en la actividad de caspasa-3 inducido por 

doxorrubicina y daunorrubicina, sugiere que las células mueren por 

apoptosis. Por lo cual pensamos que el efecto quimiosensibilizador 

de la Epo podría ser mediado por alguna de las otras caspasas 

activadas durante la apoptosis; pues se ha reportado que los efectos 

de la Epo no están limitados a la actividad de la caspasa-3, ya que 

durante la diferenciación de los progenitores eritroides, la Epo activa 

de manera transitoria a las caspasas -2, -7 y -9 (Droin N et al., 2008). 

En base alasconsideraciones anteriores decidimos determinar si el 

efecto sinérgico de Epo con las antraciclinas era mediado por la 

actividad del resto de caspasas. 

La daunorrubicina fue capaz de activar a las caspasas -1, -2, -

6, -8, -9 y -10, esto concuerda con  los datos Gamen S et al., (2000) 

quienes reportaron por la técnica de western blot, un espectro similar 

de caspasas activadas por daunorrubicina y doxorrubicina en la línea 

celular Jurkat, este trabajo observó la activación de las caspasas -2, -

3, -4, 6, -7, -8, -9 y-10. A diferencia del trabajo de Gamen S, donde 

ambas antraciclinas activan a las mismas caspasas, nosotros 

observamos diferencias en el espectro de caspasas activadas por 

doxorrubicina, pues además de inducir la actividad de las caspasas -

1, -2, -6, -8, -9 y -10, la doxorrubicina también activó a la caspasa-4; 

y promovió una mayor actividad de todas las caspasas con respecto 

a la daunorrubicina. El amplio espectro de caspasas, iniciadoras y 

efectoras, activadas por ambos quimiofármacos sugiere fuertemente 

que las células mueren por apoptosis, no obstante, resultaría 



conveniente sustentar esta observación con algún otro método de 

detección de apoptosis. 

Por otra parte, en las células de CaCu tratadas con los 

quimiofármacos y la Epo los resultados fueron diferentes. En el caso 

de la daunorrubicina observamos un ligero, pero significativo, 

incremento en la actividad de caspasa-1, lo cual resultó inesperado 

pues ésta caspasa suele participar en un tipo de muerte celular 

denominado piroptosis que tiene características de apoptosis y 

necrosis, y es activada por patógenos intracelulares (Saleh M et al., 

2007). La caspasa-1 es una proteasa que activa y promueve la 

secreción de la interleucina 1-β (Kuranaga E et al., 2007), por tanto 

es difícil especular acerca de si este ligero incremento mediado por 

Epo en la actividad de caspasa-1, participa en el aumento de la 

actividad citotóxica de daunorubcina y doxorrubicina. A la vez, este 

resultado está en desacuerdo con estudios in vitro que reportan que 

la Epo inhibe la activación de caspasa-1 en cultivos primarios de 

neuronas de hipocampo de rata donde actúa como neuroprotector 

(Chong ZZ et al., 2003).  

En cuanto al resto de las caspasas analizadas, observamos 

una disminución estadísticamente significativa en la actividad de las 

caspasas-8, -9 y -10, inducidas por daunorrubicina y que participan 

en las vías de apoptosis extrínseca e intrínseca. Estos resultados 

contrastan con nuestra primera observación, pues esperábamos 

observar quizá una mayor actividad de caspasas en en las células 

tratadas con Epo; a pesar de ello el hecho de que Epo disminuye la 

actividad de las caspasas-8 y-9, coincide con estudios realizados en 

neuronas de hipocampo de rata donde Epo disminuye la activación 

de caspasa -1, -3 y -8 (Chong Z et al., 2003), otro resultado similar se 

ha observado en endotelio cerebral donde Epo inhibe la activación de 

caspasa-9 (Chong Z et al., 2003). Por otra parte, hasta donde 

tenemos conocimiento, el efecto inhibidor de la Epo sobre la 

caspasa-10 no se había reportado para células de CaCu o para otra 

línea celular. 



En el caso de las células tratadas con doxorrubicina y Epo, 

nuevamente observamos un incremento producido por la Epo en la 

actividad de caspasa-1, pero a diferencia de la daunorrubicina la Epo 

no afecto el resto de caspasas inducidas por doxorrubicina; este 

resultado sugiere que a pesar de la similitud estructural entre los dos 

antineoplásicos estudiados, los mecanismos de acción difieren de tal 

manera que una misma dosis de Epo no ejerce el mismo efecto en la 

actividad de caspasas. Además nuestras observaciones indican que 

el incremento de citotoxicidad mediado por Epo no es dependiente 

de caspasas en esta línea celular. 

Es importante señalar que a pesar de que la Epo disminuye la 

actividad de las caspasas -8, 9 y -10 inducidas por daunorrubicina, 

esto no implica necesariamente que las células no mueran por 

apoptosis, pues durante los ensayos de determinación de actividad 

de caspasas, observamos que la caspasa-3, la principal caspasa 

efectora, no es afectada por la Epo, lo cual pudiera deberse a que la 

Epo no disminuye la actividad de las caspasas iniciadoras hasta 

niveles basales, por tanto es posible que el remanente de actividad 

enzimática baste para activar a la caspasa-3. Otra posibilidad es que 

la activación de la caspasa-2, que también es una caspasa iniciadora 

con una función redundante en la vía intrínseca, y de acuerdo a 

nuestros resultados no es afectada por Epo, sea suficiente para 

activar a la caspasa-3 en las células tratadas con Epo y 

daunorrubicina.  

Además del estudio in vitro de Carlvalho G et al., (2005), un 

estudio del grupo de Sigounas G (2004) reportó que Epo es capaz de 

modular la actividad antitumoral en un modelo murino de cáncer de 

pulmón tratado con cisplatino. Al finalizar el tratamiento observaron 

que el grupo que recibió Epo disminuyó de manera significativa 4 

veces más el volumen y la masa de los tumores, con respecto al 

grupo que sólo recibió cisplatino. Además reportan que el uso de Epo 

tiende a disminuir la masa tumoral cuando se combina con 

mitomicina e ifosfamida. En conjunto las observaciones de estos 

grupos y nuestros resultados, sugieren fuertemente que la Epo es 



capaz de desempeñar un papel opuesto al que generalmente se le 

había atribuido, pues dependiendo del linaje celular y el 

quimiofármaco con que Epo sea combinada, es capaz de 

incrementar la citotóxicidad o quimiosensibilizar a las células 

tumorales, contra la muerte inducida por la quimioterapia. Por tanto, 

es necesaria una comprensión más profunda del mecanismo de 

acción de los quimiofármacos y de cómo Epo modula su 

citotóxicidad, para diseñar tratamientos más efectivos y menos 

tóxicos para los pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



X. PERSPECTIVAS. 
En este trabajo evaluamos el efecto de Epo sobre 8 quimiofármacos 

(cada uno por separado) empleados en el tratamiento de CaCu. Sin 

embargo, es muy común que cuando el CaCu es recurrente, se 

empleen diferentes esquemas terapéuticos, que incluyen al cisplatino 

con algún otro antineoplásico; por ejemplo esquemas dobles como 

cisplatino con 5-fluorouracilo o ifosfamida, han mostrado respuestas 

favorables ante casos de CaCu recurrentes (Cadron I et al., 2007); 

dado que los 3 antineoplásicos poseen mecanismos diferentes, y de 

acuerdo a nuestras observaciones in vitro Epo no afecta la actividad 

de los últimos dos, resultaría interesante evaluar el efecto de Epo 

cuando es combinado con dos o más quimiofármacos. Algunos 

grupos de estudio podrían incluir el uso de oxaliplatino, que ha 

demostrado buenos resultados en CaCu recurrente o metastásico 

(Kuo DY et al., 2010), combinado con algún otro quimiofármaco, para 

el cual tampoco hallamos efectos citoprotectores cuando se 

combinan con Epo. 

Por otra parte, sería interesante evaluar los efectos de la Epo 

a nivel de señalización en células de CaCu, pues aunque la Epo se 

ha vinculado a la activación de vías antiapoptóticas dentro de la 

familia de las MAP cinasas, Epo es capaz de activar las vías JNK y 

p38, asociadas a estrés celular y eventos inductores de apoptosis 

(Paul A et al., 1997, Nagata Y et al., 1997). La activación de JNK 

tiene como consecuencia la fosforilación de  miembros de la familia 

AP1 como c-Jun (Payne CM et al., 1995; Jacobs-Helber SM et al., 

1998), que también se ha reportado son activados por doxorrubicina 

(Levina V et al., 2008). Por tanto sería importante evaluar la función 

de estos señalizadores mediante un western blot, para determinar si 

la activación de estas vías por Epo incrementa la citotoxicidad de la 

daunorrubicina y doxorrubicina. Adicionalmente, JNK debe 

interactuar con otras vías que también son activadas por 

antineoplásicos, como lo es la vía del NF-κB la cual de acuerdo al 

trabajo de Carvalho G et al., es inhibida por la eritropoyetina. Por 



tanto NF-κB constituye otra opción como mediador del efecto 

citotóxico de Epo. Dado que NF-κB es un mediador de apoptosis y 

de necrosis, sería necesario determinar el tipo de muerte celular que 

es inducido o potenciado por Epo, para esto podríamos realizar un 

ensayo de anexina V. 

Finalmente, existe evidencia que apoya el hecho de que la 

combinación de doxorrubicina y Epo, tiene dos efectos totalmente 

opuestos. De acuerdo a nuestros resultados in vitro la Epo 

incrementa la citotóxicidad de doxorrubicina y daunorrubicina sobre 

células de CaCu, en cambio se ha observado que la Epo es capaz de 

proteger al corazón de la atrofia cardiomiocítica, la infiltración de 

células inflamatorias y de la degeneración y pérdida de proteínas 

contráctiles, todo ello resultado del tratamiento con doxorrubicina (Lil 

L et al., 2006). Por tanto, resultaría conveniente evaluar en modelo in 

vivo si Epo es capaz de conservar ambos efectos, citoprotector en 

cardiomiocitos y quimiosensibilizador en tumores de CaCu. Si esto 

sucede el uso de antraciclinas y Epo, representaría una opción viable 

en el tratamiento de tumores de este tipo, pues significaría una 

disminución en las dosis empleadas de estos quimiofármacos, lo que 

a su vez disminuye el riesgo de presentar cardiotoxicidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XI. CONCLUSIONES. 

1. La Epo ejerce diferentes efectos sobre la muerte inducida 

por los quimiofármacos empleados en el tratamiento de CaCu.  

• Por una parte, la Epo no afecta la muerte celular inducida 

por los quimiofármacos: carboplatino, oxaliplatino, 

metotrexato, 5-fluorouracilo, vinblastina e ifosfamida en la 

línea celular HeLa. 

• Sin embargo, Epo es capaz de potenciar la citotoxicidad de 

la doxorrubicina y daunorrubicina en la misma línea celular. 

 

2. Tanto daunorrubicina como doxorrubicina son capaces de 

inducir la actividad de caspasa-3, la cual es empleada como 

marcador de apoptosis, por ser la principal caspasa efectora. 

 

3. La Epo no afecta la actividad de caspasa-3 inducida por 

daunorrubicina y doxorrubicina, lo que indica que el 

incremento de la citotóxicidad de las antraciclinas mediado por 

Epo, es independiente de caspasa-3.  

 

4. Daunorrubicina induce la activación de las capasas-1, -2, -6, 

-8, -9 y -10.  

 

5. Doxorrubicina induce la activación de las caspasas-1,-2, -4, 

-6, -8, -9 y -10. De manera general doxorrubicina induce una 

mayor actividad de éstas enzimas en comparación con 

daunorrubicina. 

 

6. La Epo no afecta la actividad de ninguna de las caspasas 

inducidas por doxorrubicina, en cambio es capaz de disminuir 

la actividad de las caspasas-8, -9 y 10 inducidas por 

daunorrubicina. 



7. El incremento de citotóxicidad de daunorrubicina y 

doxorrubicina mediado por Epo, es independiente de un 

incremento en la actividad de caspasas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XII. APÉNDICES. 
 

I. Inactivación del suero fetal bovino. 
Para inactivar el suero fetal bovino, se incubo durante 30min a 

56°C, posteriormente fue almacenado a 4°C. 

 

II. Búfer de fosfatos (PBS). 
NaCl           137 mM 

KCl             2.7  mM 

Na2HPO4    10  mM 

KH2PO4        2   mM 

 

III. Verseno. 
EDTA           1   mM 

NaCl         170  mM 

KCl               3  mM 

Na2HPO4    10  mM 

 
IV. Solución de MTT. 

El MTT (Sigma Aldrich) fue disuelto en PBS 4°C, pH 7.2 a una 

concentración de 0.5 mg/mL, se esterilizó por filtración y fue 

almacenado a 4°C protegido de la luz. 
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