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1. RESUMEN 

CD13 es una molécula altamente expresada en algunos tipos de células 

tumorales de humano, las cuales muestran un fenotipo agresivo y una alta 

tasa de proliferación, razón por la cual CD13 ha sido propuesto como un 

posible blanco terapéutico. En el presente trabajo analizamos la capacidad de 

anticuerpos monoclonales específicos contra CD13 para inducir la apoptosis o 

interferir con la proliferación de líneas celulares de cáncer humano.  

Se examinó el efecto de 3 distintos anticuerpos monoclonales (mAbs C, 

E y 452) sobre la proliferación, viabilidad e inducción de la apoptosis de 3 

diferentes líneas celulares de  cáncer humano. Las 3 líneas tienen distinto 

tejido de origen: la línea U-937 proviene de una leucemia mieloide aguda; 

PC-3 es una línea de cáncer de próstata y la línea A-375 es de un melanoma 

maligno. 

Se observó que los 3 anticuerpos monoclonales inducen una disminución 

en la tasa de proliferación de las células e inducen de manera significativa la 

apoptosis en comparación a células sin tratamiento. Estos efectos son 

dependientes de la concentración y tiempo de incubación. Sobre las líneas U-

937 y PC-3 los 3 anticuerpos inducen efectos cuantitativamente similares;  

sin embargo, en la línea A-375 el efecto que induce el mAb C es mayor en 

comparación con el efecto de los otros dos anticuerpos. 

Otro punto importante fue determinar si el nivel de expresión de CD13 

se encuentra directamente relacionado con la magnitud del efecto que 

inducen los anticuerpos sobre la proliferación y la apoptosis, pero no 

encontramos que en estas tres líneas celulares el nivel de expresión de CD13 

correlacione cuantitativamente el efecto de los anticuerpos sobre las células 

blanco. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Aminopeptidasa N (CD13) 

 

La aminopeptidasa N, también denominada CD13, es una ectopeptidasa 

transmembranal altamente glicosilada, con un peso molecular aproximado de 

160 kDa, codificada en el cromosoma 15 (q25-q26), y miembro de la familia 

de  metaloproteasas dependientes de zinc. 

CD13 es una cadena polipeptídica de 967 aminoácidos (aa); cuenta con 

3 regiones: una región citoplasmática corta de entre 7-10 aa, una región 

transmembranal de 30 aa y una región extracelular de 926 aa donde se 

localiza el sitio catalítico. (33, 53) 

Dentro de las células hematopoyéticas, CD13 es considerado un 

marcador del linaje mieloide (monocitos, macrófagos y células dendríticas 

(DC)); y también se ha descrito su expresión en diferentes tejidos y células 

como: células del sistema nervioso, células epiteliales y endoteliales, 

fibroblastos, placenta, pulmón, riñón, sebocitos, células epiteliales del 

intestino y precursores de linfocitos T y B. (13, 37,54) 

2.1.1. Actividad enzimática 

La función más conocida de CD13 es su actividad de aminopeptidasa, 

que consiste en remover aminoácidos N-terminales de naturaleza neutra 

preferentemente, regulando así la actividad de ciertos péptidos que incluyen 

encefalinas, angiotensinas, citocinas y quimiocinas, así como componentes 

de matriz extracelular como colágena IV y entactina.(37,47) 
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Figura 1. Estructura hipotética de la aminopeptidasa N (CD13) en humanos. CD13 en forma de 

homodímeros, se organiza en 7 dominios indicados con números romanos a la derecha, la 

dimerización ocurre entre los dominios VII de cada monómero. El sitio activo de la enzima se 

encuentra entre los dominios V y VI. El número de aminoácidos que forman cada una de las 

regiones está indicado a la izquierda de la figura. Modificado de 37 

 

2.1.2. Otras Funciones de CD13 

Procesamiento de antígenos: Varios estudios han demostrado que 

CD13 participa en el procesamiento extracelular de péptidos antigénicos que 

protruyen de moléculas del MHC tipo II, ya que al incubar DCs con 

inhibidores no selectivos de peptidasas o con mAb anti-CD13, ambos 

tratamientos bloquearon la actividad enzimática y redujeron la presentación 

antigénica.(3,37) 

 

Región Extracelular 

Región Transmembranal 

Región Intracelular 
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Endocitosis: CD13 participa como receptor para algunos virus, como el 

coronavirus 229E, causante de infecciones en vías respiratorias. Se considera 

que su papel como receptor viral requiere de la internalización de CD13. 

También parece CD13 participar en la internalización del colesterol y su 

cristalización, ya que en pacientes con cálculos de colesterol en la vesícula 

biliar fue aislada una proteína con un peso molecular de 130 kDa 

presuntamente identificada como CD13, capaz de promover la cristalización 

del colesterol in vitro. (27, 43) 

Molécula de adhesión: Se ha propuesto a CD13 como molécula que 

participa en la adhesión celular, ya que se encontró que en cultivos celulares 

CD13 se distribuye de manera homogénea en la membrana de células 

aisladas, pero cuando las células forman agregados, CD13 se desplaza a la 

zona de contacto célula-célula, al mismo tiempo que hay una inducción de la 

expresión de CD13. En estudios recientes se demostró que el 

entrecruzamiento de CD13 en monocitos humanos  induce un fenómeno de 

agregación homotípica (HA), proceso independiente de la actividad 

enzimática de la aminopeptidasa. Se ha sugerido que para mediar la HA, 

CD13 se asocia con galectina-3, ya que la adición de mAb anti-galectina-3 

elimina la HA inducida por CD13, lo cual indica que posiblemente galectina-3 

es el ligando de CD13 cuando funge como molécula de adhesión. ( 38, 39,40) 

Diferenciación celular: La expresión de CD13 muestra variaciones 

durante las distintas etapas de maduración y diferenciación celular en células 

mieloides normales y neoplásicas. Este fenómeno es utilizado para el 

diagnóstico de ciertos tipos de leucemias y linfomas, ya que CD13 es 

expresado en la mayoría de las leucemias histiocíticas, leucemias mieloides 

agudas y en las etapas tempranas de diferenciación de linfocitos. En los 

linfocitos maduros se vuelve negativa esta expresión. Finalmente, los 

inhibidores de la actividad catalítica de CD13 tales como la bestatina tienen 

efectos sobre la modulación de la diferenciación celular in vitro. (26, 32,42) 



 
5 

Fagocitosis: Se ha reportado que las células mononucleares de sangre 

periférica con mayor actividad fagocítica expresan el doble de cantidad de 

CD13 que las demás células fagocíticas.  

Más recientemente se describió que CD13 estaba directamente 

involucrado en el proceso de fagocitosis, ya que al estimular células con 

prostaglandina E2 (PGE2), un promotor fagocítico, aumenta la expresión de 

CD13 en células altamente fagocíticas. Por otro lado, se ha descrito que 

durante la fagocitosis mediada por FcγRs en monocitos se presenta una 

redistribución de CD13 hacia la zona de interacción del blanco fagocitado, y  

que CD13 es internalizado hacia el fagosoma. La fagocitosis de partículas que 

son capaces de inducir el entrecruzamiento simultáneo de los receptores Fcγ 

y CD13, fueron fagocitadas con mayor eficiencia que las partículas que 

únicamente inducían el entrecruzamiento de los receptores Fcγ. (39,55) 

 

2.2. CD13 como posible blanco terapéutico en cáncer 

 

Como se ha mencionado, CD13 ha sido objeto de muchos estudios 

debido a las múltiples funciones que desempeña en la célula. Entre las áreas 

que han llamado la atención de los investigadores está la alta expresión de 

CD13 en algunas células tumorales. Se ha demostrado que CD13 se 

sobreexpresa en ciertas células cancerosas, especialmente en aquellas que 

presentan un rápido crecimiento y un fenotipo agresivo, por lo que se 

sugiere que CD13 de alguna manera podría participar en el desarrollo del 

cáncer. Esta hipótesis parece ser apoyada por algunos estudios que han 

demostrado que en efecto, CD13 puede participar en diferentes funciones 

durante el desarrollo de un proceso canceroso. (14, 15, 36, 52) 
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2.2.1. Cáncer 

El termino cáncer se utiliza para agrupar a más de 100 enfermedades 

potencialmente fatales, las cuales se caracterizan por ser padecimientos 

complejos y de origen multifactorial, en los que hay una proliferación celular 

sin control y autónoma, condición que es trasmitida a las células hijas, dando 

lugar a un tumor y adquiriendo potencialidad de invasión a distancia de otros 

órganos o tejidos (metástasis). (34, 59) 

El proceso mediante el cual las células normales se transforman en 

células cancerosas se denomina carcinogénesis. Este proceso consta de 

varias etapas y en su inicio involucra cambios genéticos y epigenéticos en 

protooncogenes, así como en genes supresores de tumores. Una mutación 

en dichos genes es raramente suficiente para el desarrollo de un tumor, pero 

puede conducir a una inestabilidad genómica, por la cual las células pueden 

acumular más mutaciones que finalmente les proporcionen pérdida o 

ganancia de funciones que dan como resultado el desarrollo de cáncer 

(Figura 2). (2,28)  

Si sólo tiene lugar un aumento en la proliferación de un grupo de 

células en el lugar donde normalmente se hallan, se habla de un tumor 

benigno, que generalmente puede ser extirpado por cirugía. Por el contrario, 

cuando las células de un tumor son capaces de invadir tejidos circunstantes 

o distantes tras penetrar en el torrente sanguíneo o linfático, y formar 

metástasis, se habla de un tumor maligno. (2) Las células tumorales muestran 

características que las diferencian de las células normales:  

a) Para proliferar no dependen de factores de crecimiento como las 

células normales, porque existe la posibilidad de que sean capaces de 

secretar sus propios factores de crecimiento para estimular su proliferación 

en un proceso llamado estimulación autócrina.(51) 
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b) A diferencia de las células normales, que requieren de contacto con 

una superficie externa para ser capaces de proliferar, las células tumorales 

son independientes de anclaje.  

c) Las células normales responden a  la presencia de otras células, y en 

cultivo formarán una monocapa debido a la inhibición por contacto, mientras 

que las células tumorales carecen de ésta y frecuentemente crecen sobre o 

bajo otras células.  

d) Las células normales detienen su proliferación una vez que alcanzan 

cierta densidad mientras que las células tumorales continúan proliferando sin 

control alguno. 

Figura 2. Proceso de proliferación celular durante el cáncer 



 
8 

2.2.1.1. Incidencia del cáncer a nivel mundial  

 

Una de cada 8 muertes en el mundo es debida al cáncer, siendo esta 

enfermedad la segunda causa de muerte en países desarrollados solo por 

debajo de enfermedades cardiacas;  en países subdesarrollados es la tercera 

causa de muerte (Cuadro 1). 

En el 2007 hubo un estimado que 7.6 millones de personas alrededor 

del mundo murieron por causa del cáncer, aproximadamente 20,000 

personas por día. Se estima que para el 2050 existirán 27 millones de casos 

nuevos de cáncer alrededor del mundo y 17.5 millones de muertes debidas al 

cáncer en un solo año. 

 

Tabla 1. Principales causas de muerte a nivel mundial en 2001. Adaptado de (2) 

Enfermedad o padecimiento Puesto Muertes (x103) % 

Enfermedades cardiacas 1 11,004 19.6 

Neoplasias Malignas 2 7,021 12.5 

Enfermedades cerebrovasculares 3 5,390 9.6 

Infecciones respiratorias 4 3,753 6.7 

Padecimientos pulmonares 

obstructivos crónicos 
5 2,676 4.8 

VIH 6 2,574 4.6 

Condiciones perinatales 7 2,522 4.5 

Enfermedades Diarreicas 8 1,783 3.2 

Tuberculosis 9 1,606 2.9 

Accidentes automovilísticos 10 1,108 2.0 

Otros  4,577 29.6 

Total  56,242 100 
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Existen factores, tanto genéticos como ambientales, que hacen más 

susceptible a un grupo de la población a cierto  tipo de  cáncer, como son la 

edad, el sexo, la raza, y factores físicos y químicos a los que se está 

expuesto. 

 

En hombres, la neoplasia con mayor incidencia es el cáncer pulmonar, 

seguida por el cáncer de próstata y en tercer lugar el cáncer de estómago. 

En cambio para las mujeres el más frecuente es el cáncer de mama, seguido 

por el cáncer cervicouterino, y en tercer lugar el cáncer colorectal (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Número de nuevos casos de cáncer detectados en hombres y mujeres 
durante el 2007 a nivel mundial. Adaptado de (2) 

Puesto Tipo de Cáncer Casos Tipo de Cáncer Casos 

1 Pulmón 1,108,731 Mama 1,301,867 

2 Próstata 782,647 Cervicouterino 555,094 

3 Estomago 691,432 Colorectal 536,662 

4 Colorectal 630,358 Pulmón 440,390 

5 Hígado 502,571 Estomago 375,111 

6 Esófago 361,931 Ovario 230,555 

7 Vías urinarias 314,256 Útero 226,787 

8 Cavidad 200,774 Hígado 208,557 

9 Linfoma No-Hodgkin 196,298 Esófago 167,352 

10 Leucemia 188,394 Leucemia 142,569 
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2.2.1.2.  Tratamientos en contra del cáncer 

 

La elección del tratamiento antitumoral depende principalmente del 

estadio y del tipo histológico del tumor, así como el estado de salud del 

paciente. De forma general, los principales tratamientos en contra del cáncer 

pueden clasificarse en tres tipos: 

1) La cirugía es el método más empleado para eliminar tumores 

benignos que se encuentran localizados en un lugar concreto. Para 

que sea completamente eficaz la extirpación, parte del tejido que 

rodea al tumor también es removido.  

2) La radioterapia es un tratamiento que emplea altas dosis de radiación 

ionizante para destruir células cancerosas y reducir el tamaño del 

tumor.  

3) La quimioterapia involucra el uso de fármacos con actividad 

citotóxica, administrados ya sea individualmente o en combinación,  

para destruir las células en proceso de división celular. 

El reto en la terapia contra el cáncer es la eliminación selectiva de las 

células cancerosas sin ocasionar daño o haciendo el menor daño posible a las 

células normales. Ya que la alta tasa de proliferación de las células 

cancerosas las distingue de células normales, algunas estrategias se dirigen 

a atacar solamente a células en proliferación. Tal es el caso de los fármacos 

antineoplásicos y la radiación, cuyo  objetivo es eliminar las células 

cancerosas induciéndoles algún tipo de muerte celular. Inicialmente se 

pensaba que en la inducción de apoptosis de células cancerosas por estos 

tratamientos estaba involucrada solamente p53. Sin embargo, trabajos 

recientes han demostrado que estos agentes también pueden inducir 

necrosis, autofagia y catástrofe mitótica. Se ha reportado que el tipo de 

muerte que provocan dichos agentes está en función de su naturaleza, la 

dosis en la que son empleados, así como el fenotipo y genotipo de las células 

diana.(7) 
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La desventaja de estos tratamientos es que afectan también en mayor o 

menor medida a células normales. Por este motivo, otras estrategias se han 

basado en identificar blancos moleculares que sean expresados exclusiva o 

preferencialmente en células cancerosas, utilizando estas moléculas como 

blancos específicos para atacar a estas células, ya sea con anticuerpos, con 

inhibidores selectivos, etc. Como se mencionó arriba, CD13 es 

sobreexpresado en algunos tipos de cáncer, por lo que se ha evaluado su 

función y su posible utilización como blanco de tratamientos antitumorales.    

 

2.2.2. Funciones de CD13 en células neoplásicas 

Diferentes estudios han asociado la sobreexpresión de la 

aminopeptidasa N con algunas funciones importantes involucradas en el 

desarrollo del cáncer y el tumor: 

Capacidad invasiva de las células tumorales: Existe una fuerte 

correlación entre la sobreexpresión y/o la actividad enzimática de la 

aminopeptidasa N, y la capacidad invasiva de algunas células neoplásicas 

que la expresan. Se ha demostrado que bloqueando la actividad catalítica de 

CD13 con mAbs disminuye la capacidad de invasión de las células tumorales 

in vitro, lo cual es primordial para el desarrollo del tumor, aunque esto no se 

ha podido comprobar in vivo. Se ha sugerido que este mecanismo está 

relacionado con la degradación de colágeno tipo-IV, lo cual deja de 

manifiesto que CD13 es esencial para la invasión de células cancerígenas. (44, 

49) 

Capacidad proliferativa de células cancerosas: Numerosos estudios 

han demostrado que en presencia de mAb anti-CD13 disminuye la tasa de 

proliferación de algunos tipos celulares de cáncer como son las líneas: 

SN12M, 1736, FTC-133. El mecanismo por el cual los anticuerpos reducen la 

proliferación aún es desconocido, sin embargo existe la hipótesis que plantea 
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a CD13 como un receptor de membrana, el cual pudiera estarse asociando a 

una proteína auxiliar y desencadenar una cascada de señalización que da 

como resultado el proceso de apoptosis.(24, 49, 58, 61) 

Participación en la migración Celular: Se ha descrito la participación 

de CD13 en la motilidad de algunas células cancerígenas, ya que al incubar 

dichas células en presencia de mAb anti-CD13 se observa disminuida 

significativamente la migración de las células cancerígenas. 

También se ha observado que la transfección de células neoplásicas 

metastásicas con ARNsh para el ARNm de CD13, o el uso de inhidores de la 

actividad catalítica de CD13, bloquea la migración de estas células en 

Matrigel y su motilidad en ensayos de cierre de herida.(48) 

Así mismo, algunas células que expresan una variante enzimática de 

CD13 con actividad enzimática disminuida, muestran una disminución en su 

capacidad migratoria en comparación con las células que expresan la forma 

con actividad enzimática normal. Estas observaciones sugieren que la 

actividad enzimática de CD13 es esencial y que participa de manera activa 

en la motilidad celular. (8, 19) 

Angiogénesis: La angiogénesis es el proceso fisiológico que consiste en 

la formación de vasos sanguíneos a partir de los vasos preexistentes. La 

angiogénesis es un fenómeno normal durante el desarrollo embrionario, el 

crecimiento del organismo y en la cicatrización de las heridas. Sin embargo 

también es un proceso fundamental en la transformación maligna del 

crecimiento tumoral, puesto que la masa tumoral requiere de una buena 

irrigación sanguínea para mantener su desarrollo. 

Las peptidasas extracelulares pueden participar en la angiogénesis por 

al menos tres diferentes mecanismos: a) degradación de proteínas de la 

matriz extracelular, b) generación de péptidos con propiedades 
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proangiogénicas y/o antiangiogénicas, c) degradación de los factores de 

crecimiento y/o proangiogénicos. Gracias a su actividad enzimática, CD13 

podría llevar a cabo cualquiera de estos tres mecanismos, y hay datos 

reportados que sugieren que CD13 puede participar en procesos de 

angiogénesis. Así por ejemplo, se ha reportado que la hipoxia y el uso de 

factores angiogénicos inducen la expresión de CD13 en células endoteliales 

primarias. La aminopeptidasa N que expresan dichas células endoteliales es 

idéntica a la que expresan líneas de células endoteliales de los vasos que 

irrigan un tumor. Además se demostró que inhibidores de la actividad 

enzimática de CD13 bloquean la formación de tubos capilares de las células 

endoteliales que tienen contacto con células cancerigenas in vitro. (5, 8, 19) 

La incubación con inhibidores de CD13 como bestatina, así como con 

algunos mAbs anti CD13, es capaz de derogar la habilidad de las células 

endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) cultivadas en matrigel, para  

organizar una red capilar, sin alterar la tasa de proliferación. 

Inducción de la apoptosis: En 2011, Piedfer y colaboradores 

describieron a CD13 como un blanco proapoptótico en la línea celular  U-937, 

la cual es una leucemia mieloide aguda promonocitica, y mostraron también 

que anticuerpos anti-CD13 pueden afectar la proliferación de estas células in 

vitro. Los datos de Piedfer sugieren que este efecto es independiente de la 

actividad catalítica de la aminopeptidasa, ya que en el estudio se usaron 3 

diferentes anticuerpos, y solo uno de estos afecta la actividad catalítica de 

CD13, pero su efecto en la inducción de apoptosis era muy similar al efecto 

de los otros dos anticuerpos que no afectan la actividad. En este estudio, se 

demostró la participación de caspasas en el proceso de inducción de la 

apoptosis, empleando inhibidores selectivos de las principales caspasas. (45) 

En 2012 Guenova y colaboradores realizaron un estudio con 50 

pacientes con Leucemia linfoide crónica de células B (la leucemia más común 
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en adultos), en el cual se obtuvieron muestras de la medula ósea y se 

aislaron linfocitos B de cada paciente. Se inmunotipifico la expresión de 2 

diferentes epitopes de CD13: 7H5 y M7, resultando la expresión positiva en 

40 pacientes para 7H5 y 8 pacientes para M7. Las células de los pacientes 

positivos para la expresión de CD13 fueron cultivadas a diferentes 

concentraciones de curcumina, una molécula de origen natural presente en 

distintas plantas, la cual es un inhibidor de la actividad catalítica de la 

aminopeptidasa N. La curcumina  causó un aumento de la apoptosis 

dependiente de la concentración en las líneas celulares que expresan CD13 

(7H5) de hasta un 20% y las muestras negativas para esta epitope 

solamente mostraron un aumento del 10%.(22) 

2.3. Apoptosis 

2.3.1. Generalidades de la Apoptosis 

La supervivencia de un organismo pluricelular depende de un sofisticado 

balance entre la vida y la muerte de sus células. Esta última puede ocurrir 

mediante distintos procesos esencialmente diferentes como son la apoptosis 

y la necrosis. 

La apoptosis implica la activación de mecanismos específicos en tiempos 

específicos, que conducen a la muerte de la célula. Es una estrategia esencial 

para proteger el equilibrio homeostático de un organismo multicelular; es un 

proceso en el que la célula programa su propia muerte y ha sido llamado  

también “suicidio celular”. Afecta solo a células individuales, aisladas y no se 

asocia a inflamación, siendo un fenómeno bastante común. Tiene un rol 

central en la morfogénesis, en el desarrollo, la homeostasis y es 

determinante en la eliminación de células dañadas o peligrosas para el 

organismo (células infectadas con virus, células del sistema inmune, células 

con daño en el ADN y células cancerosas). (7, 10 ,18) 
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La célula que se encuentra en proceso de apoptosis presenta 

características morfológicas y bioquímicas que la distinguen de las células 

que no están en apoptosis. Fisiológicamente se caracteriza por que la célula 

que ha recibido una señal que induce apoptosis pierde contacto de las células 

vecinas y el citoplasma se contrae provocando una disminución del tamaño 

celular. Los organelos citoplasmáticos permanecen íntegros. Sin embargo, en 

la mitocondria se llevan a cabo cambios como la reducción del potencial de 

membrana, el desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones 

para la síntesis de ATP y el incremento en la generación de especies 

reactivas de oxigeno. En etapas posteriores la cromatina se condensa y se 

desintegra. Posteriormente la célula genera un número variable de vesículas 

de diferentes tamaños rodeadas de membrana plasmática integra, que 

contienen parte de la cromatina y de los organelos celulares; estas vesículas 

se conocen como cuerpos apoptóticos. Cuando dichos cuerpos son liberados 

al medio intersticial son rápidamente fagocitados por células vecinas, lo cual 

es una de las consecuencias fisiológicas más relevantes de la apoptosis ya 

que no se libera material intracelular (Figura 3).(18, 29) 

 

Figura 3. Principales características morfológicas durante el proceso  de  apoptosis. Modificado de (31) 
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2.3.2. Fases de la apoptosis 

La apoptosis consta de tres fases: 

 Fase de inicio 

 Fase de ejecución 

 Fase de eliminación 

Fase de Inicio En esta fase la célula recibe el estimulo de muerte, que 

puede provenir de una vía intrínseca o extrínseca. Las primeras señales son, 

en muchos casos, originadas por estrés biológico, el cual provoca la 

liberación de citocromo C de la mitocondria (vía intrínseca), mientras algunas 

de las señales extracelulares desencadenan el proceso apoptótico al unirse a 

su ligando presente en la membrana plasmática de la célula blanco (vía 

extrínseca). (18, 23) 

Fase de ejecución: En los últimos años la mitocondria ha recibido una 

atención especial por tener un papel importante en la fase efectora de la 

apoptosis. En la mayoría de los sistemas donde ocurre apoptosis, se observa 

la formación de un canal de gran conductancia en la membrana mitocondrial, 

conocido como poro PT. Su estructura y composición no se conocen por 

completo, pero entre sus constituyentes se encuentran proteínas de la 

membrana interna como el translocador de nucleótidos de adenina (ANT), y 

proteínas de la membrana externa como las porinas, que actúan en los sitios 

de contacto de la membrana interna y externa, creando un canal a través del 

cual pasan moléculas de aproximadamente 1.5 kDa. La apertura de este 

canal provoca la degradación de la mitocondria y la pérdida del potencial de 

membrana debido a un aumento de la osmolaridad de la matriz, haciendo 

que éste se expanda y eventualmente se rompa liberando proteínas 

activadoras de caspasas, localizadas en el espacio intermembranal hacia el 

citosol y el desacoplamiento de la cadena respiratoria, que se reconoce como 

una falla temprana de muerte. (41) 
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Informes recientes sugieren que los cambios mitocondriales están bajo 

control de los productos génicos de la familia Bcl-2. Los miembros de dicha 

familia promueven o inhiben la apoptosis en respuesta a diferentes 

estímulos; así por ejemplo, en ausencia de factores de crecimiento, algunos 

miembros de esta familia promueven la apoptosis, ya que al unirse a la 

membrana externa mitocondrial la permeabilizan formando el poro PT lo cual 

da como resultado la liberación del citocromo c. Este efecto puede ser 

antagonizado por otras proteínas de  esta misma familia que pueden obstruir 

físicamente el poro y así evitar la salida del citocromo c. (24) 

Fase de eliminación En esta etapa participan enzimas catabólicas 

como las endonucleasas y las caspasas, cuya actividad hidrolítica inicia una 

serie de alteraciones estructurales en la célula, cuyo resultado final es la 

formación de cuerpos apoptóticos, que son degradados por macrófagos y 

células adyacentes. (22, 41) 

La apoptosis se acompaña de cambios de gran importancia en el balance 

redox como el aumento en la producción de especies reactivas de oxigeno y 

la oxidación de algunos compuestos celulares. Por otro lado los metales de 

transición como Fe2+ y Cu2+, generan al radical hidroxilo (OH-), mediante la 

reacción de Fenton, el cual se ha comprobado que es un inductor de 

apoptosis.(16) 
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2.3.3. Caspasas 

Las moléculas responsables de inducir y ejecutar el proceso apoptótico 

de la célula son un grupo de cisteín-proteasas citosólicas llamadas caspasas; 

aunque hay que mencionar que existe apoptosis independiente de caspasas. 

Las caspasas (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) son 

una familia evolutivamente conservada de proteasas con residuos de cisteína 

en su sitio catalítico. Los miembros de esta familia muestran similitud en sus 

secuencias de aminoácidos, en estructura tridimensional y en especificidad. 

Los sustratos de las caspasas deben contener un residuo de ácido aspártico y 

requieren el reconocimiento de al menos cuatro aminoácidos en el sitio de 

ruptura. En las células de mamíferos se encuentran presentes en el 

citoplasma. 

 La célula las sintetiza como procaspasas, las cuales constan de un 

prodominio N-terminal y dos subunidades, una grande p20 y otra pequeña 

p10. A la fecha las caspasas más estudiadas son la 3, 6, 7, 8 y 9. Las 

caspasas pueden agruparse en dos grupos: al grupo I pertenecen las 

caspasas que tienen un prodominio N-terminal grande, como son las 

procaspasas 1, 2, 8, 9 y 10. En las procaspasas del grupo II el prodominio N-

terminal es pequeño o carecen de él; pertenecen a este grupo las 

procaspasas 3, 6 y 7. En las procaspasas el dominio catalítico es inhibido por 

un prodominio adyacente, y se requiere de un procesamiento proteolítico 

para volverse activas. Las procaspasas del grupo I son capaces de 

autoproteolizarse, es decir, ellas mismas pueden liberar el prodominio 

inhibitorio. En cambio las procaspasas del grupo II requieren la activación de 

las caspasas del grupo I para que estas liberen el prodominio inhibitorio. (7, 

17, 41, 48) 

En el proceso de apoptosis se requieren de dos tipos de caspasas: las 

iniciadoras y las efectoras. En otros procesos intervienen las caspasas 
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proinflamatorias. Las caspasas iniciadoras son las caspasas apicales en la 

cascada de señalización, son activadas por la interacción de sus dominios 

DED (Dominio efector de muerte) o CARD (dominios de reclutamiento de 

caspasas) con plataformas moleculares especializadas (apoptosoma y DISC), 

lo cual permite su corte en al menos dos sitios, las subunidades p20 y p10 

forman entonces un heterodímero; la asociación de dos heterodímeros forma 

un tetrámero con dos sitios activos, esta es la forma activa de la caspasa. 

Una vez activas las caspasas iniciadoras, pueden proteolizar a las 

procaspasas efectoras y activarlas. Las caspasas efectoras activas rompen 

una gran cantidad de polipéptidos intracelulares tanto del núcleo como del 

citoplasma, que son fundamentales para mantener la estructura celular (β-

actina, gelsolina, laminina A y B, proteínas involucradas en el metabolismo y 

reparación del ADN e incluso algunas proteínas cinasas. (16) 

Existen por lo menos tres vías de activación de las caspasas: 

a) A través de Apaf-1 que es el factor activador de proteasas 

apoptóticas. Apaf-1 puede interactuar con citocromo c e iniciar la 

cascada de activación de la caspasa 9. 

b) A través de receptores de muerte 

c) A través de la translocación del citocromo C de la mitocondria al 

citoplasma. 

 

2.3.4. Vías involucradas en la apoptosis  

Existen por lo menos dos vías por las que puede iniciarse la señalización 

de la muerte celular. Una es la vía extrínseca, que es mediada por la 

activación de receptores de muerte que se encuentran en la membrana 

celular, y son activados cuando se une su ligando extracelular. La otra vía es 

conocida como vía intrínseca o vía mitocondrial de la apoptosis y está 

mediada por estímulos como la radiación UV, fármacos quimioterapéuticos, 
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inanición o falta de factores de crecimiento necesarios para la sobrevivencia. 

(1, 18)   Ambas vías tienen en común la activación de las caspasas 

2.3.5. Activación de la apoptosis por la vía extrínseca 

Las moléculas encargadas de iniciar esta vía son los receptores de 

muerte, los cuales pertenecen a la familia del Factor de Necrosis Tumoral 

(Tumor Necrosis Factor, TNF), caracterizada por una estructura que contiene 

de dos a cinco dominios extracelulares ricos en cisteína y un dominio 

intracelular denominado dominio de muerte (death domain, DD). Se han 

identificado 8 receptores de muerte Fas, TNF-R1, TRAMP, TRAIL-R1, TRAIL-

R2, DR6, EDAR y NTR (Figura 4). 

Los receptores de muerte están presentes en la membrana celular como 

monómeros, la unión con su ligando induce su trimerización, seguida de un 

cambio conformacional que permite a sus DD la interacción y reclutamiento 

de moléculas adaptadoras para la formación del complejo de señalización 

inductor de muerte (Death-inducing signalling complex, DISC). El miembro 

de los receptores de muerte más estudiado y mejor caracterizado es Fas o 

CD95. La unión de FasL con el receptor Fas provoca la trimerización del 

receptor lo cual es requerido para la traducción de la señal apoptótica. El 

adaptador FADD se une a través de su dominio de muerte a CD95.  Este 

complejo Fas/FADD atrae a este sitio una caspasa iniciadora inactiva llamada 

procaspasa 8 (se ha reportado que también procaspasa 10 puede ser 

reclutada) la cual es activada mediante un corte proteolítico. La caspasa 8 

activa es liberada del DISC al citoplasma formando un heterotetrámero de 

dos subunidades pequeñas y dos grandes.  

El proceso de activación se amplifica por el gran número de moléculas 

de caspasa 8 que se activan. Estas moléculas procesan directamente a otras 

proteasas de la misma familia como caspasas 3, 6 y 7, llevando así a la 

muerte celular. (12, 20) 
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Figura 4 Receptores de muerte, sus ligandos y proteínas adaptadoras Los ligandos de muerte son  

en su mayoría proteínas que pertenecen a la familia del TNF-α. Son proteínas transmembranales, 

las cuales pueden sufrir proteólisis y dar origen a la forma soluble del ligando. Los receptores de 

muerte se caracterizan por tener tres regiones: 1) dominios extracelulares ricos en cisteína, que 

reconocen de manera selectiva a su ligando, 2) una región trasmembranal, 3) región intracelular  

que contiene los dominios de muerte, a los cuales se asocian proteínas adaptadoras. Las proteínas 

adaptadoras, presentes en el citoplasma, se caracterizan por tener en su estructura primaria 

dominios de muerte (DD), dominios efectores de muerte (DED) y dominios de reclutamiento de 

caspasas (CARD), estas proteínas sirven como conectores entre los receptores y las caspasas. 

Modificado de (57) 

 

Esta ruta extrínseca es susceptible de ser inhibida por proteínas que 

contienen dos dominios efectores de muerte (death-effector domain, DED) 

que se unen al DISC, esto inhibe el reclutamiento y la activación de la 

caspasa 8. (30) 
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2.3.6. Activación de apoptosis por la vía intrínseca o de la mitocondria 

En la vía intrínseca o mitocondrial, la cascada bioquímica de activación 

de caspasas puede ser disparada por diversos estímulos nocivos o bien, por 

la ausencia de señales extracelulares que son necesarias para la 

sobrevivencia de la célula. En el caso de estímulos nocivos, la célula 

responde a través de la activación de p53, regulador que induce la activación 

de genes proapoptoticos.   

La mitocondria provee la energía que la célula necesita, pero puede ser 

catastrófico para la célula si ocurre una pérdida en la integridad de la 

mitocondria. Esta pérdida involucra cambios en la permeabilidad de la 

membrana externa mitocondrial, proceso que puede liberar una variedad de 

moléculas proapoptóticas. La liberación de estos factores se encuentra 

regulada por la familia de proteínas Bcl-2 y estos a su vez se encuentran 

regulados por la proteína p53. El nombre de la familia de proteínas Bcl se 

debe al primer miembro, que fue aislado como un gen implicado en el 

linfoma de linfocitos B (B-cell lymphoma). Esta familia consta de 19 

miembros que se han clasificado en tres grupos basándose en similitudes 

estructurales y funcionales. Cada miembro posee al menos uno de los cuatro 

motivos conservados denominados dominios de homología con Bcl-2 (Bcl-2 

homology domains, BH): BH1, BH2, BH3, BH4. (18 ,62) 

El primero de estos grupos muestra actividad antiapoptótica y sus 

miembros se caracterizan por tener los cuatro dominios de homología BH 

(BH1-BH4); ciertos miembros como Bcl-2 y Bcl-XL se encuentran en la 

membrana externa de la mitocondria y al parecer ayudan a mantener la 

integridad en la membrana permitiendo la exportación de iones H+ desde el 

espacio intramitocondrial. (34) El segundo grupo, con ejemplos como Bax y 

Bak, proteínas proapoptóticas, está caracterizado por contener los dominios 

BH1, BH2 y BH3, pero no el dominio BH4.  El tercer grupo, también con 
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actividad proapoptótica se caracteriza por tener un único dominio BH3, 

además de que pueden  o no tener región transmembranal.  

Una alteración en la membrana externa de la mitocondria tiene como 

resultado la salida de proteínas proapoptóticas como el citocromo c, que se 

une a Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1). Apaf-1 es una 

proteína que inicia apoptosis. Está compuesta de: a) un dominio CARD, 

responsable de reclutar la procaspasa 9, b) un dominio de ATPasa, y c) 13 

repeticiones WD40, responsables de la interacción con el citocromo c. (50) 

Para que se lleve a cabo la unión entre Apaf-1 y citocromo c se requiere 

de dATP o ATP y que se forme el apoptosoma,  complejo heptamérico (Figura 

5). El apoptosoma recluta y corta a la procaspasa 9, liberando la forma 

activa, es decir, caspasa 9. (4) 

 Otra proteína que es liberada de la mitocondria es Smac (second 

mitocondria-derived activator of caspase) o Diablo (direct IAP-binding protein 

with low pI), la cual se une a los miembros de la familia de proteinas IAPs 

(proteínas inhibidores de la apoptosis) y neutraliza su actividad 

antiapoptótica, y también se puede unir a proteínas de la familia de Bcl-2, lo 

que al final provoca la activación de caspasas efectoras. (55, 59) La forma 

inactiva de Smac/Diablo se encuentra restringida al espacio intramitocondrial 

como monómero, un vez que se inicia la apoptosis se forman dímeros, la 

forma madura de Smac, que son liberados hacia el citosol donde contribuye 

en la apoptosis. (46) 
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Figura 5. Formación del apoptosoma. En condiciones normales Apaf-1 se encuentra 

como monómero plegado autoinhibido (a), su unión al citocromo c promueve un cambio 

conformacional a su forma parcialmente abierta (b), lo cual permite su oligomerización 

con la consecuente formación del apoptosoma (c), capaz de reclutar y activar a la 

procaspasa 9. Modificado de (4) (56) 

 

2.3.7. Regulación de la apoptosis 

En condiciones de homeostasis, la expresión, procesamiento, activación 

e inactivación de las caspasas es un proceso estrictamente regulado por 

diversos mecanismos a nivel transcripcional y postraduccional. En la 

regulación postraduccional de la actividad de las caspasas están involucradas 

las familias de proteínas Bcl-2, IAP y FLIP. (6) 

Los miembros de la familia IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) se 

caracterizan por poseer de uno a tres dominios BIT (Baculoviral IAP Repeat) 

por medio de los cuales se unen a las caspasas. Dicha interacción bloquea la 

entrada del sustrato a los sitios activos de las caspasas, inhibiendo así su 

actividad enzimática. Estos inhibidores pueden actuar tanto sobre las 

caspasas iniciadoras como sobre las efectoras, pero dicha inhibición es 

altamente específica y selectiva. Hasta la fecha se han descrito ocho 
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miembros de esta familia: Bruce/Apollon, ILP2, ML-IAP/Livin, Survivina, 

NAIP, cAIP, cIAP1, cIAP2, XIAP. (9) 

FLIP: Los miembros de esta familia participan en la regulación de la vía 

extrínseca. Se han reportado 2 grupos de FLIPs, el de origen viral (v-FLIP) y 

el grupo de sus homólogos en mamíferos, llamado FLIP celular (c-FLIP). 

Ambos grupos tienen dominios de muerte, con los cuales pueden competir 

con la procaspasa 8 por su unión al DISC, inhibiendo de esta manera su 

activación. Se conocen tres isoformas: c-FLIPL, c-FLIPS, c-FLIPR; las 3 

isoformas son capaces de inhibir la activación de la procaspasa 8. (21) 

Se ha descrito que los miembros de las familias c-FLIP, IAP y de la 

subfamilia antiapoptotica de Bcl-2 están sobreexpresados en varios tipos de 

cáncer, lo que confiere a las células neoplásicas resistencia a la muerte por 

apoptosis. Dicho fenómeno está directamente relacionado con la resistencia 

a los tratamientos quimioterapéuticos, por lo que aquellos fármacos que 

tengan como blanco estos inhibidores endógenos, podrían incrementar la 

muerte de las células malignas y aumentar la sobrevida así como la calidad 

de vida en los pacientes con cáncer. (11) 
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Vía extrínseca                   Vía intrínseca                 Convergencia de ambas vías 

Mecanismos antiapoptóticos involucrados en la activación de caspasas 

Mecanismos proapoptóticos involucrados en la inhibición de las moléculas antiapoptóticas 

Figura 7.  Vías de inducción y regulación de la apoptosis. Modificado de  (4) (11) (18) (46) 
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3. JUSTIFICACIÓN 

El cáncer es un problema de salud pública el cual a nivel mundial ha 

experimentado un incremento significativo en los últimos años, siendo la 

segunda causa de mortalidad a nivel mundial. Las enfermedades malignas de 

diversos tipos no solo han aumentado, también representan una de las 

principales causas de muerte en países como el nuestro. 

 En la actualidad los avances terapéuticos permiten el control y 

desaparición de varios tipos de cáncer que anteriormente no respondían a los 

tratamientos convencionales. Esto se debe, en parte, a la identificación de 

moléculas expresadas de forma exclusiva, o con un alto nivel de expresión, 

en células tumorales. Estas moléculas pueden ser utilizadas como blancos 

terapéuticos ya sea porque anticuerpos específicos puedan promover la 

citotoxicidad dependiente de anticuerpos, o porque anticuerpos específicos 

para estas moléculas pueden detener el ciclo celular y/o inducir la muerte de 

estas células. Se ha propuesto que CD13 puede ser una de estas moléculas.  

Durante los últimos años CD13 ha sido una aminopeptidasa muy 

estudiada debido a las múltiples funciones que  desempeña en células 

cancerosas y en procesos esenciales para la formación del tumor. Se ha 

demostrado que el entrecruzamiento de CD13 inducido por anticuerpos, 

puede inducir la apoptosis de células de leucemia mielocítica aguda (U-937). 

El mecanismo por el cual se induce la apoptosis aún no se conoce 

totalmente. En este trabajo, usaremos tres diferentes anticuerpos 

monoclonales que reconocen a la molécula CD13, (mAbs C, E y 452) para 

determinar si el entrecruzamiento de CD13 inducido por estos mAbs induce 

la apoptosis en  líneas celulares de cáncer diferentes a leucemia, y poder ser 

propuesto como un posible blanco en terapia adyuvante en contra del 

cáncer. 
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4. HIPÓTESIS 

Los mAbs anti-CD13 inducirán en líneas celulares de cáncer humano una 

disminución en la proliferación celular, se verá comprometida la viabilidad de 

éstas, y existirá un aumento en el porcentaje de células en apoptosis.  

 

5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo General 

 Determinar y cuantificar el efecto inducido por cada uno de los 

diferentes mAbs anti-CD13 (C, E y 452) sobre la proliferación, la 

viabilidad e inducción de la apoptosis en diferentes líneas celulares de 

cáncer humano. 

 

5.2. Objetivos Particulares 

 Determinar el efecto de distintas concentraciones de cada uno de los 

anticuerpos C, E y 452 sobre la proliferación, la viabilidad e inducción 

de la apoptosis en líneas celulares de  cáncer humano, a distintos 

tiempos (24, 48, 72 y 96 horas) de tratamiento. 

 Establecer si el nivel de expresión de CD13 se encuentra directamente 

relacionado con el porcentaje de inducción de apoptosis. 

 Comparar el efecto inducido por cada uno de los 3 anticuerpos para 

determinar si alguno de ellos tiene mayor efecto en comparación con 

los otros 2 mAbs sobre alguna de las líneas de cáncer.  
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6. Materiales y Métodos 

6.1. Células 

Hibridomas: Los hibridomas C y E fueron obtenidos por la M. en I.B.B. 

Claudia Garay en el laboratorio del Dr. Enrique Ortega. El hibridoma de la 

clona 452 fue donado por el Dr. Meenhard Henlyn, The Wistor Institute of 

Anatomy and Biology, Philadelphia EU.  Los hibridomas secretan anticuerpos 

monoclonales específicos para la molécula CD13 humana. El mAb C 

pertenece a la subclase IgG1, y el mAb E a la subclase IgG2a. Los 

hibridomas se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) 

complementado con 5% de suero fetal bovino, a temperatura de 37ºC con 

una atmosfera de 5% de CO2. Se mantuvieron a una densidad de entre 

5x105 a 4x106 células/mL. 

Línea celular U-937 (derivadas de leucemia mieloide aguda): Fue 

adquirida de la American Type Culture Colletion (ATCC) Cat. No. CLR-1593.2. 

Se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) complementado 

con 3% de suero fetal bovino a temperatura de 37ºC en una atmosfera de 

5% de CO2. Se mantuvieron a una densidad de entre 2x105 a 10x106 

células/mL. 

La línea celular PC-3, derivada de adenocarcinoma de próstata, se 

obtuvo gracias a una donación de la Unidad de Experimentación Animal 

(UNEXA), Facultad de Química. Se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco, 

Life Technologies) complementado con 10% de suero fetal bovino a 

temperatura de 37ºC en una atmosfera de 5% de CO2. Se mantuvieron a 

una densidad de entre 2x105 a 4x106 células/mL.  

La línea celular A-375 se obtuvo de una donación por parte del 

laboratorio del Dr. Alfonso Dueñas del Instituto Nacional de Cancerología. 

Son células derivadas de un melanoma maligno. Se cultivaron en medio 

DMEM (Gibco, Life Technologies) complementado con 10% de suero fetal 
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bovino a temperatura de 37ºC en una atmosfera de 5% de CO2, se 

mantuvieron a una densidad entre 2x105 a 4x106 células/mL. 

6.2. Anticuerpos 

Los anticuerpos monoclonales murinos anti-CD13 (clonas C, E y 452) 

fueron purificados a partir del sobrenadante de los cultivos celulares de los 

respectivos hibridomas. El anticuerpo de cabra anti-IgG de ratón acoplado a 

FITC (GAM-FITC) fue adquirido de Zymed, San Francisco. 

6.3. Purificación de anticuerpos en columnas de Proteína A-agarosa  

En cajas de Petri se cultivaron 4x105 células de cada hibridoma en 30 ml 

de medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 3% de SFB, se incubaron 

a 37ºC en atmósfera de 5% de CO2 durante 5 días. Al cabo de este tiempo 

se recolectó el cultivo en tubos para centrifuga de 50 ml y se centrifugó 

durante 10 minutos a 4500 rpm. Después de centrifugar se recolectó el 

sobrenadante libre de material insoluble en contenedores estériles y se 

almacenó a 4ºC, para posteriormente realizar la purificación de la 

inmunoglobulina lo más pronto posible para evitar que ésta pierda su 

actividad. 

Posteriormente se filtró a través de una membrana de 0.45 µm de 

diámetro de poro, se ajustó el pH a 8 con buffer de TRIS 2M pH=8. Se 

depositaron 20 ml de sobrenadante sobre la columna con las perlas de 

Agarosa Proteína A (GIBCO). Se repitió este proceso hasta que pasaron 250 

ml en total. El sobrenadante que sale de la columna se conservó a 4 ºC; si al 

final se obtiene una buena cantidad de anticuerpo se puede realizar otra 

purificación con la misma muestra de sobrenadante para obtener más 

anticuerpo. 

Se lavó la columna 4 veces con 1 ml de TRIS 0.01 M, NaCl 0.2 M 

pH=8.2, desechar los 3 primeros lavados y leer la absorbancia a 280 nm en 
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el 4º lavado, ajustar el blanco con TRIS 0.01 M, NaCl 0.2 M, pH=8.2. Si la 

absorbancia es menor a 0.1, se comienza a eluír la columna, si la 

absorbancia es más alta seguir con los lavados, procurando no realizar más 

de 6 lavados.  Para eluír los anticuerpos se añadieron a la columna alicuotas 

de 1.5 mL/fracción de glicina 0.2 M pH=2.8, agregando la solución de glicina 

gota a gota para obtener el anticuerpo más concentrado en menos 

fracciones. El anticuerpo eluído se colectó en tubos Eppendorf de 2mL que 

contenían 150µL de TRIS 2M pH=8.0 para neutralizar el pH. Se colectaron  

entre 4 a 6 fracciones, y se determinó la absorbancia a 280 nm de cada 

fracción. La concentración de anticuerpo en cada fracción se determinó 

empleando la relación de 1.4 D.O. =1.0 mg/ml. Cuando las absorbancias 

nuevamente bajaron a 0.1 D.O., se lavó la columna 2 veces con TRIS 2M 

para restablecer el pH de la columna, y posteriormente se lavó al menos 4 

veces con 1mL de TRIS 0.01 M NaCl 0.2 M, desechando los lavados. 

Es recomendable tener una columna para cada anticuerpo, y para 

conservar la columna se deben dejar las perlas de proteína A suspendidas en 

solución de TRIS 0.01M NaCl 0.2 M pH=8.2. 

Una vez que fue purificado todo el anticuerpo posible del sobrenadante, 

se concentran todas las fracciones del mismo anticuerpo en una sola 

fracción, y se filtraron en un filtro de pirinola de 0.22 µm tamaño de poro. Se 

dividió en aliquotas de 1.5 mL y se conservaron a -20ºC hasta su uso. 

6.4. Inmunofluorescencia indirecta por citometría de flujo 

Se resuspendieron 4x105 células en 300 µl de amortiguador de lavados y 

se colocaron en tubos Eppendorf de 2 mL. Posteriormente se agregaron 10 

µg del anticuerpo primario anti-CD13, y se incubó en hielo durante 30 

minutos con agitación ocasional. Se realizaron 3 lavados con amortiguador 

de lavados, centrifugando a 1000 rpm por 3 min (Eppendorf Centrifuge 5810 

R) y se decantó el sobrenadante. Se resuspendió el pellet en 300 µl del 
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anticuerpo secundario (GAM-FITC) a una dilución 1:400 en amortiguador de 

lavados. Las células con el anticuerpo secundario se incubaron 30 minutos en 

hielo, protegidas de la luz con agitación ocasional. Se lavó una vez más con 

300 µl de amortiguador de lavados y una vez con PBS 1X frío, se resuspendió 

en  400µL de PFA al 1% en PBS y se incubaron por 20 minutos en hielo, 

cubiertas de la luz. Al terminar la incubación se lavaron con PBS y se 

resuspendieron en 300µL de PBS. Se leyó en el citómetro de flujo (Attune) 

evaluando la media geométrica de fluorescencia como indicador de niveles 

de expresión de los receptores. 

Esta técnica se empleo para detectar la expresión de CD13 en las 

diferentes líneas celulares de cáncer y verificar la actividad de los mAbs 

purificados. 

 

6.5. Ensayo para cuantificar la proliferación y la viabilidad 

En placas de 48 pozos (costar 3548, Corning, NY), se sembraron 1x104 

células/pozo en 400µL del medio de cultivo apropiado para cada línea celular. 

Se realizaron curvas dosis-respuesta determinando el efecto sobre la 

proliferación y la viabilidad de 3 diferentes concentraciones de cada 

anticuerpo (1, 5 y 50 µg/ml), contando las células a distintos tiempos de 

incubación: 24, 48, 72 y 96 horas. En cada placa se colocó una serie 

completa de anticuerpo y media serie del siguiente anticuerpo (fig. 8). 
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Figura 8. Distribución de las diferentes condiciones a las cuales fueron sometidas las células en 

placa de 48 pozos para cuantificar la proliferación y la viabilidad.  Pozo Vacio 

Una vez cumplido el periodo de incubación establecido se recolectaron 

las células de cada pozo en un tubo Eppendorf de 2 mL. Para las células 

adherentes a la placa se empleó Tripsina-EDTA 0.05% para favorecer su 

desprendimiento. La placa se volvió a incubar hasta el siguiente periodo de 

muestreo. Los tubos con las células se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 

minutos, se desechó el sobrenadante, se resuspendió el pellet en un volumen 

conocido de medio de cultivo y se tiñeron con azul tripano. Posteriormente 

las células se contaron en cámara de Neubauer, y se cuantificó el número de 

células viables y no viables. Se realizaron 3 experimentos independientes con 

4 repeticiones del conteo de células en cada pozo para cada línea celular. 

Control 

5 µg/ml 

IgG 

50µg/ml 

1 µg/ml 

24 hrs 

 

48 hrs 72 hrs 96 hrs 24 hrs 48 hrs 
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Figura 9. Fundamento de la tinción con azul tripano para distinguir  células viables y no viables. Una 

célula viable (membrana intacta) no permite la entrada del colorante y por lo tanto no es teñida. 

 

6.6. Cuantificación de la apoptosis 

Para cuantificar la apoptosis se utilizó un kit de Annexina V-FITC/Ioduro 

de propidio (PI) (Beckman-Coulter). Las tinciones se analizaron mediante 

citometría de flujo (Citómetro Attune) y los datos se analizaron con Attune 

Cytometric Sotfware V1.25. 

En placas de 24 pozos (Nunclon Surface, Nunc Brand Products) se 

colocaron 2.5x104 células/mL en cada pozo y se incubaron a 37ºC en una 

atmosfera de 5% de CO2 durante 30’. Después de este lapso, se retiró la 

placa de la incubadora y se agregaron 50µg/ml de anticuerpo anti-CD13 en 

los pozos de 96 hrs y se continuó la incubación. Durante las siguientes 72 

hrs, se agregó la misma cantidad de anticuerpo cada 24 hrs en cada serie de 

pozos hasta completar la placa entera (Figura 10). 
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Veinticuatro horas después de la última dosis de anticuerpo, la placa se 

retiró de la incubadora, se colectaron las células de cada uno de los pozos en 

tubos Eppendorf de 2mL,  y se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min. Para 

facilitar la recolección de las células adherentes se utilizó una solución de 

Tripsina al 0.05% en PBS. Se desechó el sobrenadante y se realizaron 3 

lavados con PBS 1X frío, posteriormente se resuspendió el pellet en 50µL de 

ApoScreen Annexina V Binding Buffer 1X (Beckman-Coulter) y se adicionó a 

cada tubo 2µl de IP y 2µL de Annexina V-FITC. Se incubaron durante 20 min. 

a temperatura ambiente protegidos de la luz con agitación ocasional. 

Trascurrido el tiempo de incubación se adicionaron 200µL de ApoScreen 

Annexina V Binding Buffer 1X y se centrifugó a 3000 rpm durante 3 min, se 

desechó el sobrenadante, se adicionaron 300µL de PBS 1x frío e 

inmediatamente se leyeron las muestras en el citómetro. Se realizaron 3 

experimentos independientes para cada línea celular. 

Como control positivo de apoptosis se irradiaron  1x106 células en una 

caja petri con luz UV a 10000 J/cm2 durante 15 min (CL-1000 Ultraviolet 

Crosslinker), después se incubaron a 37 ºC  en una atmósfera del 5% de 

CO2. Dicho procedimiento se realizó 24 horas previas a la tinción. 
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Figura 10. Distribución de las diferentes condiciones a las cuales fueron sometidas las células 

en placa de 24 pozos para cuantificar la apoptosis.     Pozo Vacio  

 

La Annexina V es una proteína que se une específicamente al fosfolípido 

fosfatidilserina, el cual se encuentra en la cara interna de la membrana 

plasmática. Durante la apoptosis la integridad de la membrana se ve 

alterada y hay una traslocación de algunas proteínas entre  la cara interna y 

de la cara externa de la membrana, lo cual provoca que la fosfatidilserina 

pueda localizarse en la cara externa de la membrana durante la apoptosis. 

Cuando la fosfatidil serina se localiza en la cara externa, puede unir a la  

annexina V-FITC, que tiene una alta afinidad por la fosfatidilserina. 

El ioduro de propidio (PI) es un fluorocromo que se intercala en el ácido 

nucleico. El marcaje con PI permite diferenciar a las células apoptóticas en 

apoptosis temprana y apoptosis tardía. 
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6.7. Análisis Estadístico 

Se utilizo la prueba de Kolmorov-Smirgov (Prueba K-S) para determinar 

si los datos de cada grupo cumplían  con una linealidad para posteriormente 

obtener su promedio y compararlo con el del grupo control. 

Se utilizo la prueba t de Student para comparar la media del grupo 

control con respecto a las diferentes condiciones propuestas para cada 

experimento, con un nivel de significancia p≤0.05. Ambas pruebas se 

realizaron con el software SPSS 16.0. 
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7. Resultados y Análisis 

 

7.1. Unión especifica de los mAbs purificados a CD13 

Para asegurar el contar con cantidades suficientes de anticuerpos anti-

CD13 para los experimentos de esta tesis, fue necesario producir y purificar 

una cantidad considerable de mAbs C, E y 452. Una vez terminado el proceso 

fue necesario comprobar la unión específica a su molécula blanco para lo cual 

se realizó una inmunofluorescencia indirecta utilizando células U-937 ya que 

se sabe por trabajos anteriores en el laboratorio que estas células expresan 

CD13.  

Como control positivo se emplearon muestras de cada anticuerpo 

previamente purificadas y de las cuales se sabe que tienen esta unión con 

CD13. 

 

 

a) mAb C 
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b) mAb E 

 

 

 

 

 

 

 

c) mAb 452 

Figura 11. Histogramas de la unión específica de cada alícuota de los distintos anticuerpos anti-CD13 

purificados. Las células fueron incubadas con 10 µg/mL  de anticuerpo de la alícuota  respectiva. Se 

realizó la tinción de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos.  

Células           IgG       Control Positivo          Alícuota 1         2          3        4          5           6          7            

8             
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Se observa en la figura 11A que todas las alícuotas del anticuerpo C  

tienen una unión similar con la molécula blanco (CD13) comparada con el 

anticuerpo de unión positiva, excepto la alícuota 5, de la cual el histograma 

muestra un desplazamiento hacia la izquierda lo que indica que no se une de 

la misma manera que las demás, o que a la concentración empleada dicha 

alícuota no muestra un nivel de unión a CD13 similar a las otras alícuotas,  

por lo cual se descartó para los siguientes experimentos.   

En las figuras 11B, 11C se observa que las alícuotas de los anticuerpos  

E (8 Alicuotas) y 452 (5 Alicuotas) tienen la misma media geométrica de 

fluorescencia comparada con su respectivo control positivo lo cual demuestra 

nuevamente que los anticuerpos reconocen a CD13 y se unen de manera 

específica, ninguna alícuota fue descartada. 

Para descartar que la unión sea inespecífica se utilizó en estos 

experimentos un control con un anticuerpo del mismo isotipo (IgG), y se 

observa que en ninguno de los 3 histogramas la media geométrica de 

fluorescencia de la IgG sea mayor que la media geométrica basal de las 

células, lo cual indica que no existe unión de los anticuerpos a las células a 

través de la porción Fc. 

Con estos resultados podemos concluir que el método de purificación de 

anticuerpos con columnas de Agarosa Proteína A es útil, sencillo y eficaz para 

obtener anticuerpos puros con especificidad hacia su molécula blanco. Este 

método no es laborioso, pero si se debe de tener cierta práctica para poder 

purificar de manera correcta, la única desventaja de este método es que es 

necesario contar con el sobrenadante donde se encuentren los anticuerpos y 

para esto es necesario contar con el hibridoma productor de dichos 

anticuerpos. Con los anticuerpos purificados se prosigue a la siguiente serie 

de experimentos, donde fue fundamental contar con los anticuerpos 

purificados para poder identificar las líneas celulares de cáncer que expresan 
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CD13, y con las líneas positivas para la expresión de CD13 se prosiguió a 

evaluar los efectos de los anticuerpos sobre la proliferación, viabilidad e 

inducción de la apoptosis de estas líneas. 

7.2. Expresión de CD13 en diferentes líneas celulares de cáncer 

Se determinó la expresión de CD13 en 7 diferentes líneas celulares de 

cáncer humano, de diferente origen tisular: U-937, SK-LU-1, PC-3, A-375, 

CaLu, A-549, y MCF-7. Se busco la expresión de CD13 mediante 

inmunofluorescencia indirecta por citometría de flujo. Solamente tres de ellas 

mostraron expresión de CD13: U-937, PC-3 y A-375 (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Expresión  de CD13 en diferentes líneas 

celulares. Se probaron tres diferentes cantidades del 

mAb C (1, 10 y 20 µg) para determinar el nivel de 

expresión de CD13. A) U-937 B) PC-3 C) A-375. Se 

incluye un control de isotipo (IgG) en todas las 

muestras. Se presenta un experimento 

representativo. N=5 

Células          IgG         1 µg            10 µg        20 µg 

A 

B 

C 
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7.3. Efecto de los distintos anticuerpos anti-CD13 sobre la proliferación y 

viabilidad de líneas celulares de cáncer humano. 

Se evaluó el efecto de los 3 diferentes mAbs anti-CD13 (C, E y 452) 

sobre la proliferación y la viabilidad de las 3 diferentes líneas celulares de 

cáncer positivas para la expresión de CD13, previamente corroborada. Las 

células fueron incubadas en ausencia o presencia de concentraciones 

crecientes (1, 5 y 50 µg/ml) del  anticuerpo durante 96 horas, determinando 

el número total de células y la viabilidad de éstas cada 24 horas; el  efecto 

de cada anticuerpo fue evaluado individualmente. 

       Células U-937 

Para la línea celular U-937 el número de células totales se ve 

disminuido en las células tratadas con anticuerpo en comparación con las 

células sin tratamiento (control), y el porcentaje de las células no viables 

aumenta conforme aumenta la concentración del anticuerpo (Figura 13A, 

13B, 13C). Con la mayor concentración del anticuerpo (50µg/mL.), el 

porcentaje en que disminuye el número  total de células llega a un 20%, en 

cambio con las demás concentraciones no se observa el mismo efecto 

indicando que el efecto en la disminución de la proliferación es dependiente 

de la dosis de anticuerpo.  La viabilidad de las células también se ve afectada 

con la mayor concentración de anticuerpo. El porcentaje de células no viables 

es considerablemente mayor con respecto a las células  no viables del control 

a partir de las 48 horas y hasta las 96 horas, con cualquiera de los 3 mAbs, 

lo cual indica que los efectos en ambos criterios son dependientes del tiempo 

de tratamiento.  

Se realizó un análisis estadístico con la prueba de t de Student para 

muestras independientes comparando el número total de células de cada una 

de las concentraciones de anticuerpo contra el número de células del control 

de su respectivo tiempo, encontrándose que en algunas condiciones existe 

una diferencia significativa entre el tratamiento y las células control (Fig 13). 
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De acuerdo a los resultados obtenidos respecto al número total de 

células (Figura 13), en la Figura 14 A se graficó el porcentaje de células 

viables a las 96 horas de incubación, en función de la concentración de cada 

anticuerpo. En la Figura 14 B se graficó el porcentaje de células viables en 

función del tiempo de incubación, para el  tratamiento con la concentración 

más alta de cada anticuerpo. Se observa que el porcentaje de células viables 

BB

B 

Figura 14. Efecto de los anticuerpos anti-CD13 sobre el porcentaje de células viables 

U-937. A) Efecto de distintas concentraciones de mAb sobre la viabilidad de las 

celulas a las 96 horas de incubación. B) Viabilidad de las células en función del tiempo 

de incubación en presencia de anticuerpos (50µg/mL). Para ambas graficas se incluye 

un control de IgG Los valores incluyen la desviación estándar ±. n=3 
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que hay en cada uno de los tratamientos con los anticuerpos monoclonales 

anti-CD13 es menor en comparación con el grupo control. Para el efecto 

dependiente de la concentración (Figura 14A), conforme aumenta la 

concentración del anticuerpo el porcentaje de células viables disminuye lo 

cual indica nuevamente que este efecto es dependiente de la concentración 

de anticuerpo al que se exponen las células blanco. Observamos también que 

los 3 anticuerpos disminuyen de manera muy similar el porcentaje de 

viabilidad por lo cual se concluye que no existe diferencia significativa entre 

los 3 anticuerpos anti-CD13, pero si existe una diferencia significativa en 

comparación con la IgG en la cual la disminución de la viabilidad es menor al 

10%. Para el efecto dependiente del tiempo de incubación se observan los 

mismos efectos. Esto evidencia de manera concluyente que los anticuerpos 

monoclonales anti-CD13 tienen un efecto sobre la disminución de la 

viabilidad y disminución del número total de células en la línea U-937, el 

análisis estadístico demuestra que el efecto de los anticuerpos anti-CD13 es 

mayor al efecto de una IgG no específica, por lo que el efecto no se debe a 

una unión inespecífica de los anticuerpos o por unión de la porción Fc del 

anticuerpo. El análisis estadístico también mostró que los 3 anticuerpos anti-

CD13 tienen un efecto similar sobre la viabilidad de las células, ninguno tiene 

un mayor efecto que los otros dos en esta línea celular.  

Células PC-3 

La siguiente línea analizada fue PC-3, una línea celular proveniente de 

cáncer de próstata. Los experimentos se realizaron bajo las mismas 

condiciones en las que se realizaron los experimentos para la línea U-937. 

Los resultados de  la proliferación de las células de esta línea son más 

notorios a las 72 horas de incubación con los mAb, ya que a este tiempo el 

porcentaje de células totales se encuentra en 70%, 66% y 68% con respecto 

al control de células tratadas con Ab irrelevante, (Figura 15A, 15B, 15C).  
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Sin embargo a las 96 horas el número total de células aumenta a 76%, 

75% y 70% respectivamente, pero existe un mayor porcentaje de células no 

viables,  este efecto es distinto a la línea anterior ya que conforme 

aumentaba el tiempo de incubación en presencia de cualquiera de los 

anticuerpos la disminución en el número de células era mayor y el porcentaje 

Figura 16. Efecto de los anticuerpos anti-CD13 sobre el porcentaje de células PC-3 

viables. A) Efecto de distintas concentraciones de mAb sobre la viabilidad de las 

células a las 72 horas de incubación. B) Viabilidad de las células en función del 

tiempo de incubación en presencia de anticuerpo (50µg/mL). Para ambas graficas 

se incluye un control de IgG. Las barras muestran la desviación estándar ±. n=3 
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de células no viables aumentaba también. Este efecto puede deberse a una 

resistencia por parte de las células, al origen histológico de las células, el 

metabolismo, los requerimientos nutricionales, los mecanismos de 

reparación, e incluso los tiempos a los cuales el ciclo celular cambia de fase, 

debido a cualquiera de estos factores o a la contribución de todos ellos el 

efecto sobre esta línea pudiera ser diferente.  

Sin embargo, al igual que sobre las células U-937, la concentración con 

mayor efecto es 50 µg/ml, y los efectos sobre la proliferación y la viabilidad 

son concentración y tiempo dependientes hasta las 72 horas. 

Debido a que los resultados de la figura 15 muestran que el tiempo al 

que se observa el mayor efecto son 72 horas de incubación, se eligió esa 

serie de resultados para analizarlos individualmente. Se observa que el 

porcentaje de células viables disminuye conforme aumenta la concentración 

del anticuerpo, todo esto a tiempo  de incubación constante de 72 horas 

(Figura 16A). Sin embargo a concentración constante pero con variación en 

el tiempo de incubación se observa de manera más simplificada el extraño 

efecto que ocurre a las 72 horas, donde la viabilidad se encuentra por debajo 

de la viabilidad a las 96 horas (Figura 16B). En ambas figuras se compara 

cada anticuerpo contra el control de isotipo demostrando diferencia 

significativa en todos los puntos excepto a las 24 horas de incubación con el 

mAb C (Figura 16B), solo en este punto el porcentaje de células viables es 

similar al control, pero pasando las siguientes 24 horas de incubación (48 

horas en total) el valor se asemeja a los valores observados con los otros 2 

anticuerpos. Entre los diferentes anticuerpos no existe una diferencia 

significativa lo cual demuestra de manera clara que para la línea PC-3 

nuevamente ningún anticuerpo es más efectivo que otro en la disminución de 

la viabilidad o disminución del número total de células. 
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Células A-375 

Las células de la línea A-375 son células de piel provenientes de un 

melanoma maligno. En esta línea los anticuerpos mostraron los efectos 

cuantitativamente más grandes en cuanto a la disminución del número total 

de células y disminución de la viabilidad en comparación con las dos líneas 

anteriores. Nuevamente la concentración de 50 µg/mL es la más efectiva   

(Figura 17A, 17B, 17C). El número total de células en presencia de los 3 

mAbs  llega alrededor del 60% a las 72 horas y este se mantiene así hasta 

las 96 horas. Este mismo porcentaje se alcanzaba en las otras líneas pero 

hasta las 96 horas, lo cual indica que tiene mayor rapidez el efecto sobre 

esta línea celular que sobre las otras líneas. Es notorio que el mAb C parece 

inducir un mayor efecto sobre la viabilidad que los otros anticuerpos, esto es 

visible en todas las concentraciones (Figura 18A), y a las 96 horas es 

realmente apreciable el efecto que induce en comparación con los demás 

tiempos (Figura 18B). Este fenómeno es particular ya que por experimentos 

previos en el laboratorio se sabe que el mAb C y E reconocen epítopes muy 

cercanos pero no iguales (Datos aun no publicados)es, por lo cual compiten 

por su unión a CD13, por  lo que se tenía la hipótesis que ambos anticuerpos 

inducirían efectos similares sobre la viabilidad de las células malignas, lo cual 

ocurrió en las 2 líneas anteriores, pero sobre esta línea sus efectos son 

diferentes. Esto podría indicar que tal vez los efectos sobre la línea celular A-

375 se deban al tipo de IgG que se une a CD13, ya que la única diferencia 

entre estos anticuerpos es el subtipo de inmunoglobulina al que pertenecen. 

Nuevamente los efectos que inducen los mAbs sobre esta línea son 

dependientes de la concentración y del tiempo de incubación, y cualquier 

efecto causado por una unión inespecífica es descartado por el control de 

isotipo. 
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anti-CD13 sobre la 
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Analizando las diferentes condiciones a las cuales se sometieron las 

células, observamos que a  la concentración de 50 µg/mL, y 96 horas de 

incubación los resultados de la disminución en la viabilidad existe una 

diferencia significativa entre el mAb C con respecto a los otros dos 

anticuerpos monoclonales (Figura 18B).  

Figura 18. Efecto de los anticuerpos anti-CD13 sobre el porcentaje de células viables 

A-375. A) Efecto de distintas concentraciones de mAb sobre la viabilidad de las 

células a las 96 horas de incubación. B) Viabilidad de las células en función del 

tiempo de incubación en presencia de anticuerpo (50µg/mL). Para ambas graficas se 

incluye un control de IgG Los valores incluyen la desviación estándar ±. N=3 
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Evaluando este mismo anticuerpo a tiempo constante de incubación (96 

horas) pero a distintas concentraciones de anticuerpo, se observan  

diferencias significativas a todas las concentraciones probadas con respecto a 

los demás anticuerpos, lo cual destaca el efecto del mAb C del resto de los 

anticuerpos, sobre la línea celular A-375. 

Hablando en términos generales para las 3 líneas, los resultados 

muestran que los 3 mAbs anti-CD13 disminuyen de manera significativa la 

proliferación y la viabilidad de las líneas celulares de cáncer analizadas.  

Estos efectos son dependientes de la concentración de anticuerpo con la cual 

se incuban las células y del tiempo de incubación. La única característica 

común entre las 3 líneas es la concentración (50µg/mL) a la cual los efectos 

son máximos. De acuerdo a nuestra hipótesis, nosotros esperábamos 

apreciar un mayor número de células no viables, sin embargo este 

porcentaje alcanzó entre el 20 y 30% en la mayoría de las condiciones 

experimentales. Aun así este porcentaje es estadísticamente significativo, y 

es evidente que el porcentaje de células viables en los cultivos tratados con 

anticuerpos anti-CD13 siempre es menor al porcentaje de células viables en 

el control y en las células incubadas con IgG.  

La diferencia que existe entre las células viables del control y las células 

viables de cualquiera de las concentraciones probadas no corresponde al 

porcentaje de células no viables en ese tratamiento. Lo cual nos indica que 

las células podrían estar sufriendo dos diferentes clases de efecto, ya sea 

que los anticuerpos monoclonales detienen el ciclo celular por eso el número 

de células totales disminuye e inducen apoptosis en un porcentaje mínimo de 

la población celular; o el índice de apoptosis es igual al número de células 

totales que disminuyen  en comparación con el grupo control pero con este 

método no es posible cuantificarlo. Para poder determinar con mayor 

exactitud el porcentaje de células en apoptosis se utilizó un kit para 

apoptosis empleando citometría de flujo. 
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7.4. Inducción de apoptosis de líneas celulares de cáncer con mAbs anti-

CD13 

 

Se evaluó la capacidad de los mAbs C, E y 452 para inducir apoptosis  

en diferentes líneas celulares de cáncer. Para evaluar el porcentaje de células 

en apoptosis se incubaron las líneas celulares en ausencia o presencia de Ab 

monoclonal a una concentración de 50µg/mL, la concentración a la cual se 

mostraron los mayores efectos en el aumento del porcentaje de células no 

viables. Las células fueron incubadas 24, 48, 72 y 96 horas.  Como control 

negativo se evaluaron las células sin tratamiento, y como control positivo 

células incubadas con luz UV 24 horas previas a leer las muestras. La luz UV 

induce en la mayoría de las células apoptosis debido a los efectos de dicha 

radiación sobre el ADN. 

Se realizaron 3 experimentos independientes para cada línea celular. A 

continuación se muestran las gráficas de puntos (Dot plots) de un 

experimento representativo con cada línea (Figuras 19, 20 y 21). Se muestra 

la distribución de la población celular en cuatro distintas regiones: Las 

células en la región R4 (negativas para las tinciones con Anexina V y Ioduro 

de propidio) corresponden a las células vivas  sin ninguna clase de daño, en 

R2 las células IP positivas (Necrosis), R3 y R5 muestra a las células que han 

entrado en un proceso de apoptosis, R3 corresponde a las células en 

apoptosis tardía y R5 a las células en apoptosis temprana. 
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Figura 19. Inducción de la apoptosis en células U-937 por anticuerpos monoclonales anti-CD13. 

Apoptosis de las células U-937 incubadas durante 72 y 96 horas en presencia de IgG, C, E o 452 

(50µg/ml), cuantificada mediante citometria de flujo. Los resultados son expresados como log de 

intensidad de fluorescencia de IP (eje Y), y log de la intensidad de fluorescencia de Anexina-V (eje X). 

Células positivas para Anexina V son remarcadas en un cuadro negro, las cuales representan las células 

en apoptosis. Se muestra un experimento representativo.  
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Figura 20. Inducción de la apoptosis en células PC-3 en presencia de anticuerpos monoclonales anti-

CD13. Apoptosis de células PC-3 incubadas durante 72 y 96 horas en presencia de IgG, C, E o 452 

(50µg/ml), cuantificada mediante citometria de flujo. Los resultados son expresados como log de 

intensidad de fluorescencia de IP (eje Y), y log de la intensidad de fluorescencia de Anexina-V (eje X). 

Células positivas para Anexina V son remarcadas en un cuadro negro, las cuales representan las células 

en apoptosis. Se muestra un experimento representativo.  
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Figura 21. Inducción de la apoptosis en células A-375 por anticuerpos monoclonales anti-CD13. 

Apoptosis de las células A-375 incubadas durante 72 y 96 horas en presencia de IgG, C, E o 452 

(50µg/ml), cuantificada mediante citometría de flujo. Los resultados son expresados como log de 

intensidad de fluorescencia de IP (eje Y), y log de la intensidad de fluorescencia de Anexina-V (eje X). 

Células positivas para Anexina V son remarcadas en un cuadro negro, las cuales representan las células 

en apoptosis. Se muestra un experimento representativo.  
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De acuerdo a los datos mostrados en las figuras 19, 20 y 21 se observa 

que los anticuerpos inducen apoptosis de manera significativa comparando 

con el control o la IgG. Los tres anticuerpos inducen porcentajes similares de 

células en apoptosis a todos los tiempos de incubación (solo se muestran 

resultados para 72 y 96 horas de incubación). Para la línea celular A-375 el 

efecto del mAb C es superior a los demás anticuerpos (Figura 21). 

Al contar con 3 experimentos independientes para cada línea celular se  

calculó el promedio del porcentaje de células en apoptosis para cada 

condición experimental y se graficó en función del tiempo (Figura 22A, 22B y 

22C). Para todos los tiempos de incubación existe una diferencia significativa 

en el porcentaje de células en apoptosis entre cualquiera de los 3 

tratamientos con Ab monoclonal y el porcentaje del control o la IgG. 
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Figura 22. Índice de Apoptosis cuantificado mediante citometría de flujo. Células incubadas en 

presencia de distintos anticuerpos anti-CD13 o IgG a una concentración de 50µg/mL. Cada barra 

representa el promedio de 3 experimentos independientes ± DS. A) Células U-937 B) Células PC-3 

C) Células A-375. C=control, *p≤0.05. 
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Como muestra la figura 22C, el mAb C induce hasta un 46% de 

apoptosis que es significativamente mayor que el índice de apoptosis del 

mAb E (33%) y el mAb 452 (32%). Anteriormente en los resultados de 

proliferación y viabilidad se observaba este mismo resultado, el cual para la 

línea celular A-375 tiene un mayor efecto el mAb C en la disminución de la 

viabilidad y del número de células que los otros anticuerpos. El porcentaje a 

las 96 horas es mayor que en los demás como se puede observar. Sin 

embargo para las otras dos líneas celulares ninguno de los 3 anticuerpos 

induce un índice de apoptosis mayor que cualquiera de los demás 

anticuerpos, lo cual apunta que para la línea celular U-937 y PC-3 tiene el 

mismo efecto utilizar cualquier anticuerpo anti-CD13 ya que cualquiera de los 

3 anticuerpos induce en la misma medida la apoptosis de las células. 

Para la línea PC-3 (Figura 22B) los resultados obtenidos a las 72 horas 

y 96 horas no muestran diferencia significativa, lo cual indica que el índice de 

apoptosis en ambos tiempos es muy parecido y no es posible concluir que a 

las 72 horas exista un mayor porcentaje de células en apoptosis que a las 96 

horas como se había mostrado en los resultados anteriores de proliferación y 

viabilidad (Figuras 15, 16). Se aprecia que los resultados con el mayor efecto 

en la disminución de la viabilidad se mostraban a las 72 horas de incubación 

y a las 96 horas existía una recuperación por parte de las células, sin 

embargo para los resultados de apoptosis no se aprecia este mismo 

fenómeno. Posiblemente se deba a que este método con el cual se cuantificó 

la apoptosis tiene una mayor exactitud, incluyendo que este método permite 

elegir la población con la cual se puede llevar a cabo el análisis, lo cual 

permite analizar incluso las partículas pequeñas que pueden ser los cuerpos 

apoptóticos. El método de viabilidad mediante la incorporación con azul 

tripan es más difícil de detectar las células no viables si estas no mantienen 

su estructura celular. La incorporación de azul tripan se lleva a cabo cuando 

la célula no es viable, ya que cuando la célula comienza a perder su 
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permeabilidad, se forman poros en la membrana y esto permite la entrada 

del colorante. Esto nos podría sugerir que a las 72 horas las células que se 

tiñen llevan un tiempo en proceso de apoptosis y al llegar a las 96 horas 

estas células han terminado su proceso hasta perder su integridad y 

solamente quedar los cuerpos apoptóticos y restos celulares, lo cual con este 

método no es posible observar. Sin embargo, con una tinción más  específica 

como la empleada para cuantificar la apoptosis, observamos el porcentaje de 

células en apoptosis en ambos tiempos es muy similar ya que este cuantifica 

todas las células y cuerpos apoptóticos. 

Como se observa en la figura 22, nuevamente queda demostrado que la 

línea sobre la cual los efectos son más evidentes es la línea celular A-375 

llegando hasta un punto máximo de apoptosis del 46% de la población total 

con el mAb C. En cambio, para la línea U-937 los mAbs C, E y 452 inducen 

un porcentaje de apoptosis del 25%, 26% y 31% respectivamente y para la 

línea PC-3 se llega hasta 28% con el mAb C, 28% con el mAb E y 29 % con 

el mAb 452.  

Otro aspecto destacable es la correlación del nivel de expresión de CD13 

y los resultados obtenidos. La línea con mayor nivel de expresión es PC-3 

(Figura 12) y la línea que mostró mayor susceptibilidad en ensayos de  

viabilidad, proliferación e inducción de la apoptosis fue la A-375 (Figuras 17, 

18, 22C). Esto indica que no es posible correlacionar dichos resultados con el 

nivel de expresión de la aminopetidasa N, la efectividad de los anticuerpos 

radica en otro factor independiente del nivel de expresión de la 

aminopeptidasa N en la superficie celular.  

 La unión del anticuerpo a CD13, podría estar desencadenando una 

cascada de señalización que finaliza con la apoptosis de la célula. Aunque 

CD13 tiene una región intracelular muy pequeña se ha demostrado que su 

entrecruzamiento es capaz de inducir transducción de señales, para lo cual 
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probablemente se asocie con otra molécula ya sea de membrana o bien 

intracelular (19, 37, 40, 45). Otra teoría posible seria que las células podrían 

internalizar dicho complejo anticuerpo/CD13 e iniciar la apoptosis por vía 

intrínseca. El mecanismo por el cual se desencadena el proceso de  apoptosis 

es aún una incógnita,  pero indudablemente sería pertinente estudiarlo más 

a fondo, lo cual marcaría una de las perspectivas a futuro de este trabajo. 

Por reportes previos en el laboratorio se sabe que el único anticuerpo de 

los 3 empleados que inhibe la actividad catalítica de CD13 es el mAb 452 

(datos aun no publicados). Sin embargo, para las líneas U937 y PC-3  los 3 

anticuerpos muestran el mismo porcentaje en el efecto en las células diana 

lo cual sugiere que la actividad catalítica de CD13 no se encuentra 

involucrada en dicho efecto.  

Sobre la línea A-375 el anticuerpo que tiene mayor efecto es el mAb C, 

y los mAbs E y 452 tienen efectos muy similares pero menores al C. La 

diferencia en esta línea con el mAb C pudiera deberse al subtipo de IgG al 

que pertenece este anticuerpo, que es IgG1 (datos aun no publicados). Otra 

hipótesis acerca de este particular efecto  puede deberse a la glicosilación de 

CD13 en esta línea celular, lo que puede provocar que el epitope que 

reconoce el anticuerpo C quede mayormente expuesto y gracias a esto exista 

un mayor reconocimiento y esto induzca un mayor porcentaje de apoptosis, 

limitando el sitio de unión para los otros 2 anticuerpos.  

Finalmente, se concluye que CD13 es un blanco proapoptótico en células 

de cáncer, independientemente del origen histológico de las células blanco. 

CD13 es una molécula con grandes pronósticos para el futuro, al ser un 

blanco en contra del cáncer se debe estudiar el mecanismo molecular por el 

cual actúa, e iniciar con experimentos in vivo. CD13 ha demostrado tener 

diversas funciones durante el desarrollo del tumor en algunas etapas 

esenciales para formación de éste, pero esta misma molécula puede brindar 
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una alternativa en tratamientos en contra del cáncer. Es posible que la 

terapia con anticuerpos monoclonales sea parte de una terapia en conjunto 

con cualquier otro tratamiento compatible. 
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8. Conclusiones 

 

 CD13 es un blanco proapoptótico en diferentes tipos de células de cáncer. 

 Los anticuerpos monoclonales anti-CD13 son capaces de inducir un 

arresto de la proliferación y disminución en la viabilidad de las células. 

 Los efectos sobre la disminución en la proliferación, viabilidad e inducción 

de la apoptosis son concentración y tiempo dependientes. 

 Los efectos sobre la disminución en la proliferación, viabilidad e inducción 

de la apoptosis son independientes de la actividad catalítica de CD13. 

 El nivel de expresión de CD13 en la superficie celular no está 

directamente relacionada con el índice de apoptosis que inducen los 

anticuerpos monoclonales. 

 Únicamente para la línea celular A-375 el mAb C tiene mayor efectividad 

que los otros dos anticuerpos, para las líneas U-937 y PC-3, no hay  

diferencia significativa entre los efectos  que inducen cada uno de los 

anticuerpos. 
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9. Perspectivas 

 

 Determinar los niveles de expresión de CD13 después de que las células 

han sido incubadas con el anticuerpo monoclonal, para determinar si 

existe una internalización de la aminopeptidasa N y si esto correlaciona 

con la inducción de apoptosis. Cuantificar esto a distintos periodos de 

tiempo. 

 Determinar el daño a ADN en las células mediante alguna técnica 

molecular. 

 Determinar el efecto que tienen los anticuerpos monoclonales a la 

misma dosis en células no cancerígenas pero positivas en la expresión 

de CD13 (macrófagos o DCs aisladas de  sangre periferica). 

 Determinar cuáles caspasas se activan durante la apoptosis  cuando los 

anticuerpos monoclonales anti-CD13 inducen este efecto, y establecer 

mediante cual vía se ejecuta la apoptosis. 

 Estudiar los efectos de los anticuerpos monoclonales en un modelo 

murino de cáncer, evaluando el desarrollo del tumor, si existe 

metástasis, y el tiempo que los anticuerpos monoclonales retardan su 

crecimiento. 
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11. Anexo I 

Morfología Celular 
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