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RReessuummeenn  

 

La organización mundial de la salud (OMS) establece al cáncer como una de las principales 

causas de muerte en todo el mundo; entre los más incidentes se encuentra el cáncer cérvico 

uterino (CaCU), ocupando el segundo lugar en la población femenina, por lo que es 

considerado un problema de salud grave. Actualmente, se cuenta con diferentes alternativas 

terapéuticas utilizadas para su tratamiento (cirugía, radio y quimioterapia); sin embargo, son 

poco selectivas, ineficientes en estados avanzados y provocan efectos secundarios graves, 

generando la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas. Al respecto, existe un 

fuerte interés en evaluar la actividad antitumoral en fármacos conocidos, entre éstos se 

encuentran los Ditiocarbamatos, utilizados clínicamente como antioxidantes, antibacteriales, 

antifúngicos y en el tratamiento de adicciones (abuso del alcohol y cocaína). Sin embargo, su 

mecanismo de acción es desconocido y los reportes en relación al CaCU y células no 

tumorales no es claro. Al respecto, en el presente trabajo se evaluó el efecto antitumoral del 

Dietilditiocarbamato sódico (DDTC) en células de CaCU (HeLa, CaSki y ViBo), así como en 

células no tumorales. Nuestros resultados indican que el DDTC afectó el potencial 

proliferativo de las células tumorales de una manera dependiente de la dosis, con una CI50 de 

95, 35 y 200 µg/ml para células HeLa, CaSki y ViBo respectivamente. Su efecto en la 

morfología fue evidenciado por la reducción del citoplasma y núcleo, sugiriendo 

características apoptóticas. Las evaluaciones para mostrar necrosis indican una baja 

detección de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes de los cultivos 

tratados, así como la baja incorporación del ioduro de propidio (IP), sugiriendo que el 

decremento en el número celular es debido a una causa diferente a la muerte necrótica. Los 

niveles detectados de la proteína proapoptótica caspasa-3 activa presenta variación de 

acuerdo al tipo celular, para CaSki 15.6 %, HeLa 9.6 % y ViBo 3.5 %. En cuanto a las células 

linfocíticas el DDTC afectó su potencial proliferativo cerca de un 80 % a la concentración de 

50 µg/ml; mientras en células fibroblásticas de cérvix humano fue abatido en un 50 % a la 

concentración de 100 µg/ml. No obstante el efecto antiproliferativo del DDTC en células no 

tumorales, no presentó actividad citotóxica (necrótica) en células linfocíticas ni fibroblásticas, 

indicando que la actividad antiproliferativa y citotóxica del DDTC no induce a una muerte 

necrótica en ningún tipo celular. 
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MMaarrccoo  tteeóórriiccoo  

La célula  

Matthias Jacob Schleiden y Theodor Schwann propusieron el concepto de teoría celular 

(Pierce, 2010). De acuerdo con esta teoría, todas las criaturas vivas están formadas por 

células, y surgen sólo a partir de células preexistentes; siendo la unidad viva anatómica, 

funcional, de origen y de herencia más pequeña de los seres vivos (Gal et al., 2007). Las 

células están constituidas por pequeños compartimentos separados del entorno externo, 

rodeados de membrana y llenos de una solución acuosa concentrada de compuestos 

químicos (Gal et al., 2007; Alberts et al., 2008). En su interior se producen numerosas 

reacciones químicas que les permiten crecer, reproducirse por división, producir energía para 

sus actividades, ocuparse de actividades mecánicas, reaccionar a estímulos y eliminar 

residuos. El conjunto de estas acciones se llama metabolismo (Karp, 2011).  

Todos los seres vivos tienen como misión fundamental la de reproducirse, preservando sus 

características esenciales a través de las generaciones (Ramírez y González, 2003). Para un 

organismo pluricelular, innumerables divisiones de un cigoto producen un organismo de 

complejidad y organización celular impresionantes (Karp, 2011). Las células se dividen a 

través de una serie ordenada de pasos denominados ciclo celular, en el cual la célula 

aumenta su tamaño, acrecienta el número de componentes intracelulares (proteínas y 

orgánulos), duplica su material genético y finalmente se divide (Alberts et al., 2008); dando 

paso a un proceso denominado proliferación, el cual está definido como el incremento del 

número de células como resultado del ciclo celular y del equilibrio entre crecimiento, división 

y muerte (Sánchez, 2001). 

Ciclo celular 

Desde el punto de vista metabólico, el ciclo celular es definido como el intervalo existente 

entre dos divisiones mitóticas sucesivas (Kierszenbaum y Tres, 2011); es decir, los estadios 

por los que pasa una célula de una división a la siguiente (Pierce, 2010). Este ciclo está 

constituido por una serie ordenada de acontecimientos macromoleculares que llevan a la 

división celular y a la producción de dos células hijas, cada una de las cuales contiene 

cromosomas idénticos a los de la madre (Lodish et al., 2005). Además, la división debe estar 
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finamente regulada y coordinada con el crecimiento celular a través de los factores de 

crecimiento que controlan la proliferación celular y con la replicación del ADN (ácido 

desoxirribonucleico), para asegurar la formación de una progenie de células que contengan 

genomas completos (figura 1). En la mayoría de las células, consiste en cuatro procesos 

coordinados: crecimiento celular, replicación del ADN, distribución de los cromosomas 

duplicados a las células hijas y división celular (Cooper y Hausman, 2009).  

 

Figura 1. El ciclo celular y sus puntos de control. En una célula en proceso de división, la fase mitótica (M) se alterna con la 
interfase o periodo de crecimiento. La primera parte de la interfase, llamada G1, siguiendo la fase S, la última parte de la 
interfase se llama G2. En la fase M, se divide el núcleo y los cromosomas son distribuidos de manera equilibrada, y la 
citocinesis divide el citoplasma para producir dos células hijas. Los puntos de control se encuentran en las fases G1, G2 y 
M. Tomado y modificado de http://www.acercaciencia.com/2012/10/15/ciclo-celular/. 

La progresión de las células a través del ciclo de división celular se regula por señales 

extracelulares del medio, así como por señales internas que supervisan y coordinan los 

diversos procesos que tienen lugar durante las diferentes fases del ciclo celular (Cooper y 

Hausman, 2009). El sistema de control celular es un dispositivo bioquímico que actúa 

cíclicamente, compuesto por un conjunto de proteínas interactivas que inducen y coordinan 

los procesos subordinados básicos que duplican y dividen los contenidos de la célula (Alberts 

et al., 2008). La progresión a través del ciclo celular es regulada en puntos de transición clave 
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llamados puntos de control (figura 1); los cuales, aseguran que todos los componentes estén 

presentes y en el orden adecuado antes de que la célula proceda a la siguiente etapa; siendo 

necesarios para evitar que proliferen las células con cromosomas faltantes o dañados. Las 

alteraciones a los puntos de control pueden conducir a una división celular desregulada, 

como se observa en algunos tipos de cáncer (Campbell y Reece, 2007; Pierce, 2010). 

Muerte celular 

El número de células que componen un tejido en un organismo permanece, dentro de ciertos 

límites, constante; las células que mueren se sustituyen por otras, proceso que está regulado 

y que asegura la homeostasis, manteniéndose un balance adecuado entre la proliferación, la 

diferenciación, la supervivencia y la territorialidad (Lizarbe, 2007). La pérdida de la 

homeostasis le confiere a las células la capacidad de invadir territorios vecinos o colonizar 

tejidos distantes (Hubbard et al., 2012). Para regular el número de células predeterminado  

de los organismos multicelulares se llevan a cabo dos procesos principales: a) la 

multiplicación celular (antes descrita) y b) la muerte o eliminación de un número igual de 

células (Dubin y Stoppani, 2000).  Por lo cual, la muerte celular programada o apoptosis, es 

un hecho normal en el que una secuencia organizada de fenómenos conduce a la muerte de 

la célula (Karp, 2011).  

Existen diferentes tipos de muerte celular, siendo los más importantes la necrosis y la 

apoptosis (figura 2), estos dos tipos de muerte presentan diferencias basadas en su 

morfología y bioquímica; siendo la apoptosis la de mayor relevancia por ser un proceso 

natural a diferencia de la necrosis (Dubin y Stoppani, 2000; Pierce, 2010). 

NNeeccrroossiiss  

Durante la necrosis, las células mueren en respuesta al daño tisular y exhiben cambios 

morfológicos característicos. Típicamente, las células que atraviesan este proceso se dilatan, 

estallan y liberan sus contenidos intracelulares, que pueden dañar a las células circundantes 

y suelen causar inflamación (Lodish et al., 2005). 



 
5 

 

 

 

Figura 2. Necrosis y apoptosis. Comparación del proceso necrótico y apoptótico con sus efectos a nivel tisular. Tomado y 
modificado de http://medicinembbs.blogspot.mx/2011/03/programmed-cell-death-apoptosis.html. 

En este proceso, la permeabilidad de la membrana plasmática se altera y se establece un 

flujo anormal de iones hacia el interior de la célula (principalmente de iones de calcio) que va 

acompañado de la entrada pasiva de agua. El volumen celular aumenta y algunas rutas 

metabólicas se alteran debido a las nuevas concentraciones iónicas que se establecen. Así la 

mayor concentración intracelular de calcio inhibe la producción de ATP (por sus siglas en 

inglés, Adenosine TriPhosphate), a la vez que estimula la síntesis de algunas enzimas 

proteolíticas, la cromatina nuclear pierde su conformación original y constituye pequeños 

agregados, mientras que algunos orgánulos membranosos, como el retículo endoplásmico o 

las mitocondrias, se dilatan por la entrada de agua, los ribosomas se desorganizan y los 

lisosomas se rompen. Seguidamente, los orgánulos estallan, la membrana plasmática y la 

envoltura nuclear se fragmentan y el contenido intracelular se vierte al exterior; provocando 

una respuesta inflamatoria. Finalmente las células fagocíticas degradan los restos (Paniagua, 

2007). 

La rotura de la membrana plasmática con la consecuente lisis celular, permite que sean 

liberados al exterior diferentes compuestos intracelulares fuera de la célula (Lizarbe, 2007). 

Así, la muerte celular necrótica se puede medir mediante la monitorización de la 

concentración de estos compuestos celulares en el medio circundante, como es el caso de la 

enzima Lactato deshidrogenasa (LDH), responsable de la conversión de piruvato a lactato 
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transformando un NADH en NAD+, durante el metabolismo anaerobio para la producción de 

ATP (Silverthorn, 2008); esta enzima puede ser cuantificada por técnicas colorimétricas. Por 

otro lado, la membrana no íntegra de una célula necrótica en estadios tempranos, puede ser 

atravesada por diferentes compuestos circundantes en el medio, característica que permite 

evaluar la integridad de la membrana utilizando colorantes supravitales como el ioduro de 

propidio (IP), molécula con carga que se une a los ácidos nucleicos y que no puede penetrar a 

las células intactas (Kourí y Mitrovic, 2010). 

AAppooppttoossiiss  

El término apoptosis fue acuñado en 1972 por Kerr y colaboradores para describir un modo 

común de muerte celular programada en distintos tejidos y tipos celulares, ya que las células 

que se estaban muriendo compartían características morfológicas que eran distintas de las 

particularidades observadas en las células necróticas. 

La muerte por apoptosis es un suicidio de la célula por un mecanismo de autodestrucción, sin 

desencadenar reacciones de inflamación ni dejar cicatrices en los tejidos. Consiste en un 

proceso limpio y ordenado caracterizado por la condensación de la cromatina, que se 

acompaña de una fragmentación de ADN en el núcleo celular. Posteriormente el núcleo se 

fragmenta, el volumen celular se reduce, hay una pérdida de la adhesión a las células 

contiguas, formación de ampollas en la superficie celular, y englobamiento rápido de los 

restos celulares por fagocitosis (Müller, 2008 y Karp, 2011).  

Este tipo de muerte desempeña un papel fundamental en la embriogenia, ya que ayuda a 

modelar los órganos durante el desarrollo mediante la eliminación de células superfluas. 

Durante este mecanismo, cada día se destruyen cerca de 10 mil millones de células del 

cuerpo humano adulto, interviniendo un gran número de procesos fisiológicos (Dale et al., 

2012). Además, la muerte celular programada constituye un mecanismo de defensa 

mediante el cual, las células alteradas o potencialmente peligrosas, son eliminadas por el 

bien del organismo. Las células infectadas por virus con frecuencia sufren la muerte celular 

programada, lo que evita que se generen nuevas partículas víricas y que se propague el virus 

por el organismo hospedador. Otro tipo de alteraciones, como las lesiones en el ADN, 

también inducen la muerte celular programada; en este caso, se eliminan las células 

portadoras de mutaciones potencialmente dañinas, incluyendo aquellas células con 

mutaciones que pudieran desencadenar el desarrollo de cáncer (Cooper y Hausman, 2009). 
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La apoptosis está regulada por una vía que involucra muchas proteínas, las cuales disparan o 

impiden este proceso. La apoptosis puede ser desencadenada por una variedad de estímulos 

que actúan ya sea desde afuera de la célula (vía extrínseca) o desde el interior celular (vía 

intrínseca). Los estímulos externos pueden ser la radiación y la falta de factores de 

crecimiento esenciales; mientras que un estímulo intrínseco puede ser el daño espontáneo al 

ADN de la célula (Passarge, 2010). Por lo tanto, existen dos rutas de activación de la 

apoptosis: la vía extrínseca e intrínseca (figura 3).  

 

Figura 3. Rutas de muerte por apoptosis, en donde se aprecia la ruta extrínseca y la ruta intrínseca. Las flechas indican 
activación y las fechas truncadas una inhibición. Tomado de Lizarbe, 2007.  

Las proteínas reguladoras del proceso de apoptosis pertenecen a la familia Bcl-2 y contienen 

distintos dominios estructurales como BH1, BH2, BH3 y BH4 que corresponden a segmentos 

helicoidales, unos actúan como antiapoptóticos como Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1 y otros funcionan 

como proapoptóticos los cuales son Bax, Bad, Bak, Blk y Bid (Schinoni et al., 2006). El 

mecanismo central de la maquinaria de muerte en cualquier célula está constituido por una 

familia de proteasas, a las que se han denominado caspasas (Alnemri et al., 1996). 
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Independientemente de la naturaleza del estímulo inductor de muerte, el proceso siempre 

resulta en la activación de las caspasas que conduce a la fragmentación del material genético 

de forma rápida y controlada, sin causar daños en el entorno celular. En la cascada de 

caspasas participan aproximadamente nueve caspasas diferentes, en donde intervienen las 

caspasas iniciadoras y convergen en las caspasas efectoras (Rang et al., 2012). La caspasa-3 

es considerada la enzima ejecutora más importante dentro de la cascada, sobre la cual 

convergen las dos vías de activación de la apoptosis (Anand, 2011), siendo esencial para 

algunos cambios característicos en la morfología celular y participa en eventos asociados con 

la ejecución y terminación de la apoptosis (Porter y Jänicke, 1999). 

VÍA EXTRÍNSECA  

La vía extrínseca involucra la activación de la cascada apoptótica a través de receptores en la 

membrana celular en respuesta a señales extracelulares (Cuello et al., 2006). En esta vía, los 

receptores como TNFR1, Fas, DR-3, DR-4 o DR-5, interactúan con sus respectivos ligandos. 

Esta unión permite el reclutamiento intracelular de varias moléculas efectoras que inducen la 

activación de caspasas (Shen et al., 2006). Las caspasas (prototipo de la familia de cisteinil-

aspartil proteasas) llevan en el centro activo una cisteína y rompen el sustrato de forma 

específica después de un residuo de Asp. (Asp-Xaa). La ruta extrínseca causada por los 

receptores de Fas y su ligando induce una oligomerización de receptores Fas, que conducen a 

la activación del “Dominio de muerte” (DD, del inglés death domain). Mediante la unión de 

proteínas adaptadoras citosólicas FADD a los dominios DD activados se origina un complejo 

que puede unir a dos moléculas de procaspasa-8, que recíprocamente se auto-activan 

(Müller, 2008). Finalmente, la caspasa-8 puede activar a la caspasa-3, iniciándose así el 

programa de muerte celular (Shen et al., 2006), o bien puede escindir a Bid, un miembro 

proapoptótico de la familia de Bcl-2. Bid se traslada del citoplasma a la membrana externa 

mitocondrial e induce cambios en la permeabilidad de la membrana que promueven la 

liberación del citocromo C del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma 

(Velázquez et al., 2004). 

VÍA INTRÍNSECA 

Una señal determinada de muerte, como agentes genotóxicos utilizados en quimioterapia y 

radiación, determinan una respuesta de estrés celular que induce apoptosis a través de esta 

vía (Cuello et al., 2006), donde intervienen numerosas proteínas proapoptóticas, tales como 

citocromo C, AIF y SMAC/DIABLO (Porter et al., 2006). Entre los inductores de apoptosis más 
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importantes se encuentra el supresor de tumores p23. Tras el daño del ADN, p23 inicia un 

periodo de reparación. Alternativamente, p23 puede enviar a la  célula a apoptosis con daños 

de ADN irreparable; para ello p23 induce la expresión del gen bax. La proteína Bax regula en 

la membrana mitocondrial externa (junto con miembros de la familia Bcl-2) la liberación de 

citocromo C de la membrana interna de este orgánulo al citoplasma (Müller, 2008).  El 

citocromo C liberado se une a Apaf-1 para formar un complejo  multimérico que recluta y 

activa a la procaspasa-9. La caspasa-9 activa a su vez a las procaspasas 3 y 7 (Velázquez et al., 

2004), que son las responsables de la escisión de varias proteínas que llevan a las 

características bioquímicas y morfológicas de la apoptosis (Gogvadze et al., 2006). 

EEssppeecciieess   rreeaaccttiivvaass  ddee  ooxxííggeennoo  

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son una familia de moléculas altamente reactivas 

que incluyen el radical hidroxilo (-OH), el anión superóxido (O2
-
), peróxido de hidrógeno 

(H2O2), y radicales de peróxido orgánico. Las ERO se pueden producir in vivo por varios 

sistemas de enzimas, tales como la NADPH oxidasa (del inglés, nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate-oxidase), lipoxigenasas, ciclooxigenasas, y el citocromo P450. En 

condiciones fisiológicas, la cadena respiratoria mitocondrial es el sitio principal para la 

producción de ERO en células (Fleury et al., 2002). Los electrones transportados por la 

cadena de transporte de electrones pueden ser desviados de la vía a oxígeno, generando 

anión superóxido. Las ERO son especies extremadamente transitorias debido a su alta 

reactividad química. Es esta reactividad química responsable de la destrucción del ADN, 

proteínas, carbohidratos y lípidos. Sin embargo, en condiciones normales, los antioxidantes 

como el glutatión reducido (GSH), la catalasa, y el superóxido dismutasa (SOD) generalmente 

previenen el daño tisular (Curtin et al., 2002). Cuando las ERO sobrepasan los sistemas de 

defensa de la célula, hay una alteración de la homeostasis redox, provocando estrés oxidativo 

(Schreck et al., 1991).  

La muerte celular necrótica debido al estrés oxidativo está bien documentada (Halliwell et 

al., 1989). Este fenómeno implica daño celular masivo, que en su mayoría sería causado por 

el radical hidroxilo altamente reactivo. Sin embargo, la posibilidad de que las ERO sean las 

moléculas de señalización en las muertes fisiológicas, como la apoptosis, es una idea más 

reciente. Existe una creciente evidencia de que estos compuestos pueden jugar un papel 

central en las vías de transducción de muerte celular. De hecho, hay varias observaciones 

que sugieren que las ERO pueden mediar la apoptosis: (1) la adición de las ERO o el 
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agotamiento de los antioxidantes endógenos puede promover la apoptosis (Lin et al., 2004), 

(2) la apoptosis a veces puede ser retrasada o inhibida por antioxidantes (Grub et al., 2002; 

Medan et al., 2005) y (3) muchos estímulos de apoptosis, tales como TNF-α (Sidoti et al., 

1998), los glucocorticoides (Oshima et al., 2004), la retirada del factor de crecimiento 

(Kirkland et al; 2002), y la infección por virus de inmunodeficiencia humana, se ha 

demostrado que estimulan la producción de ERO (Gil  et al., 2003). 

Cáncer 

El término cáncer es utilizado para enfermedades que implican un exceso de células malignas 

(las células cancerígenas), que son anormales dividiéndose sin control y pueden invadir otros 

tejidos (NCI, del inglés National Cancer Institute; RAE, Real Academia Española, 2013). Es una 

enfermedad genética, ya que se pueden rastrear alteraciones dentro de genes específicos en 

un conjunto de genes que pertenecen a dos grandes grupos, los oncogenes y los genes 

supresores de tumores, cuyos productos ejercen funciones básicas en el buen 

funcionamiento, crecimiento y muerte de todas nuestras células (Alberts, 2008); al volverse 

inestable desde el punto de vista genético, a menudo tienen complementos cromosómicos 

muy anormales, un trastorno conocido como aneuploidia (Karp, 2011). 

Como consecuencia de la proliferación anormal de células, es formada una masa de tejido 

llamado tumor que puede ser benigno o maligno. Un tumor maligno es capaz de invadir el 

tejido normal adyacente y propagarse por el cuerpo (metástasis). Sólo a los tumores 

malignos se les denomina propiamente como cánceres y es su capacidad para invadir y dar 

lugar a metástasis lo que convierte al cáncer en algo peligroso (Cooper y Hausman, 2009).  

Las características del cáncer incluyen seis funciones biológicas adquiridas durante el 

desarrollo de varios pasos en los tumores humanos a los que Hanahan y Weinberg (2011) 

llamaron sellos del cáncer (figura 4). Estos incluyen el mantenimiento de la señalización 

autónoma proliferativa, evasión de los supresores de proliferación, escapatoria a la muerte 

celular programada (apoptosis), potencial replicativo ilimitado (atribuida a la presencia de 

telomerasa), la inducción de la angiogénesis (formación de nuevos vasos sanguíneos), y la 

capacidad de invasión y metástasis. Recientemente se han añadido otros sellos o 

características; como son, la reprogramación del metabolismo energético (a menudo 

dependen de la glucólisis) y el impedimento de la destrucción inmune (Karp, 2011; Pecorino, 

2012). 
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Figura 4. Microambiente del tumor mostrando las características del cáncer y las células que pueden contribuir a su 
desarrollo, la participación de las células varía con el tipo de tumor. Tomado y modificado de Hanahan y Coussens, 2012. 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), la transformación de una célula 

normal en tumoral es un proceso multifásico y suele consistir en la progresión de una lesión 

precancerosa a un tumor maligno. Estas alteraciones son el resultado de la interacción entre 

los factores genéticos del paciente y tres categorías de agentes externos: 1) carcinógenos 

físicos, como las radiaciones ultravioleta e ionizantes; 2) carcinógenos químicos, como los 

asbestos, los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas (contaminantes de los 
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alimentos) o el arsénico (contaminante del agua); y 3) carcinógenos biológicos, como las 

infecciones causadas por determinados virus, bacterias o parásitos. 

Tanto los tumores malignos como los benignos, se pueden producir por la proliferación 

anormal de cualquiera de los diferentes tipos de células del cuerpo, por lo que hay más de 

cien tipos distintos de cáncer que pueden diferir en su comportamiento y respuesta al 

tratamiento. Los tumores se clasifican generalmente según el origen de las células de donde 

surgen y se agrupan en: 1) carcinomas, aquellos cuyo origen son células epiteliales; 2) 

sarcomas, cuyo origen son las células del tejido conectivo, como el músculo, hueso, cartílago 

y tejido fibroso; y 3) aquellos que no se ajustan a ninguna de las categorías anteriores y se 

incluyen las leucemias, y los tumores del sistema nervioso (Cooper y Hausman; 2009) 

De acuerdo con la OMS, el cáncer es una de las principales causas de muerte en todo el 

mundo. Tan sólo en 2011 los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte entre los 

mexicanos sólo después de las enfermedades del corazón y la diabetes mellitus. De acuerdo 

a la información del Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) en 2011 murieron 

71 mil 350 personas por cáncer  en México (INEGI, 2011). Los cánceres causados por 

infecciones víricas, tales como las infecciones por virus de las hepatitis B (VHB) y C (VHC) o 

por el virus de papiloma humano (VPH), son responsables de hasta un 20 % de las muertes 

por cáncer en los países de ingresos bajos y medios (GLOBOCAN, 2008). 

Cáncer cérvico uterino (CaCU) 

De acuerdo al Instituto Nacional de Cáncer de los Estados Unidos (NCI), el cáncer cérvico 

uterino es un padecimiento en el cual se encuentran células cancerosas (malignas) en los 

tejidos del cuello uterino, que es la abertura del útero (el órgano hueco en forma de pera 

donde se desarrolla el feto) y lo conecta con la vagina (canal de nacimiento) (figura 5). Los 

tejidos del cuello uterino experimentan cambios y empiezan a aparecer células anormales 

(proceso conocido como displasia). Posteriormente, las células cancerosas comienzan a 

crecer y se diseminan con mayor profundidad en el cuello uterino y en las áreas 

circundantes. En México es la segunda causa de morbilidad hospitalaria entre las mujeres, en 

el grupo de 65 a 74 años se ubica la tasa más alta (SSA, 2011).  
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Figura 5. Anatomía del aparato reproductor femenino. Los órganos que lo componen son el útero, los ovarios, las trompas 
de Falopio, el cuello uterino y la vagina. El útero tiene una capa muscular externa que se llama miometrio y un 
revestimiento interno que se llama endometrio. Tomado de NCI, 2013. 

Casi todos (99.8 %) los casos de cáncer de cuello uterino se deben a tipos específicos de un 

virus de ADN tumoral transmitido por vía sexual, que se denomina virus del papiloma 

humano (VPH) (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006). La infección del cuello uterino por 

el VPH es la causa más común del cáncer de cuello uterino. No obstante, no todas las 

mujeres con infección por el VPH padecerán de cáncer de cuello uterino.  

Los factores de riesgo posibles para la infección incluyen los siguientes: 

 Multiparidad. 
 Promiscuidad (tener muchas parejas sexuales). 
 Actividad sexual a edad temprana. 
 Tener historial de otras enfermedades transmitidas sexualmente. 
 Verrugas genitales, test de papanicolau con resultados anormales. 
 Pareja sexual con cáncer de cérvix o de pene. 
 Edad, siendo más común después de los 35 años. 
 Carga viral, relacionada con la severidad de la enfermedad. El VPH tipo 16 

puede alcanzar una carga viral más alta que otros tipos virales. 
 Fumar. 
 Uso prolongado de píldoras anticonceptivas orales. 
 Tener el sistema inmunitario debilitado. 
 Predisposición genética. 
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VViirruuss  ddeell   PPaappiilloommaa  HHuummaannoo  ((VVPPHH))  

El virus del papiloma (VP), pertenece a la familia Papillomaviridae. Infecta específicamente el 

epitelio escamoso de más de 20 especies diferentes de mamíferos, aves y reptiles. La 

partícula viral del papiloma humano tiene una cápside de 72 capsómeros (60 hexámeros y 12 

pentámeros), con un diámetro aproximado de 55 nm y que contiene al genoma viral (figura 

6). Los capsómeros están hechos de dos proteínas estructurales: L1 en mayor proporción y 

L2. El VPH es relativamente estable y debido a que no tiene una envoltura, permanece 

infeccioso en un ambiente húmedo por meses (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006). 

Recientemente se conocen 15 tipos de VPH en mujeres (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 

58, 59, 68, 73 y 82) que deben considerarse como de alto riesgo, mientras que 12 de ellos (6, 

11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108) deben considerarse de bajo riesgo y sólo 3 (26, 

53 y 66) como de probable alto riesgo (Tatti, 2008). El genoma del VPH consiste de una 

molécula de ADN circular de doble cadena, aproximadamente de 8 Kb. 

 

Figura 6. Organización del Genoma del VPH. Se divide en tres regiones: la región larga de control (LCR) que no contiene 
marco de lectura alguno, la región que corresponde a las proteínas tempranas (E1 a E8) y la región que corresponde a las 
proteínas tardías (L1 y L2). Tomado López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006. 

Las proteínas del virus provocan lesiones leves o moderadas debido a su potencial 

oncogénico (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006). Después de que el VPH ha infectado a 

las células, el virus expresa las proteínas para integrar su genoma con el de la célula sana y 

como consecuencia de la replicación de viriones se altera la secuencia de ADN de la célula 

provocando una célula cancerosa debido a su interacción con los oncogenes (Alberts et al., 

2008). 
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CCllaassiiff iiccaacciióónn  ddeell   CCaaCCUU  

Una vez detectado (diagnosticado) el cáncer cérvico uterino, la etapa o estadio describe la 

extensión o gravedad del cáncer que aqueja a una persona. Actualmente son varios sistemas 

los utilizados para la clasificación del cáncer cérvico uterino; el sistema Bethesda (figura 7), es 

un método para evaluar y diagnosticar un estudio citológico ginecológico y se originó en el 

Instituto Nacional de Cáncer de Bethesda, Estados Unidos (Alonso et al., 2005). 

 

Figura 7. Etapas de progresión en el desarrollo de cáncer en el epitelio del cuello uterino. Micrografías ópticas de una 
sección a través del tejido del útero en diferentes estadios. a) En el epitelio escamoso pluriestratificado normal, las 
células están confinadas en la capa basal. b) En las neoplasias intraepiteliales de bajo grado (NIC 1), las células en división 
se pueden encontrar en la tercera parte inferior del epitelio; las células superficiales todavía son alargadas y muestran 
signos de diferenciación, aunque es incompleta. c) y d) en la neoplasia intraepitelial de alto grado (NIC 2 y NIC 3), las 
células proliferan en todas las capas del epitelio y no muestran signos de diferenciación, presentan mayor actividad 
mitótica y contenido de células inmaduras en los tercios central y superior la lesión. e) Cáncer invasivo; la verdadera 
malignidad comienza cuando las células atraviesan o destruyen la lámina e invaden el tejido conjuntivo circundante. 
Tomado de science photo library en http://www.sciencephoto.com/media/108012/view. 

La lesión escamosa intraepitelial (SIL, del inglés squamous intraepithelial lesion) se divide en 

lesiones de bajo y alto grado (Tatti, 2008). Las lesiones que se encuentran en las biopsias y 

colposcopia, se clasifican en neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grado 1 cuando es de bajo 

grado, y cuando es de alto grado como NIC de grado 2 ó 3 (Vázquez y Justo, 2011). La 

estadificación de las etapas de la evolución CaCU, partiendo de la etapa cero, correspondería 

al carcinoma in situ (NIC 3); esta clasificación continúa siendo clínica utilizando la última 

modificación de la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO) en el año 

2009 (Pecorelli et al., 2009).  
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Figura 8. Progresión del CaCU por estadios. En el estadio I, el cáncer no mide más de 3 mm de profundidad y 7 mm de 
ancho hasta 4 cm; en el estadio II, el tumor se puede ver sin un microscopio y mide de cuatro centímetros hasta que se ha 
extendido más allá del cuello uterino en los tejidos que rodean el útero; para el estadio III, el cáncer se diseminó hacia el 
tercio inferior de la vagina, se puede haber diseminado hasta la pared de la pelvis, o puede haber causado problemas en 
los riñones, posteriormente el tumor se volvió lo suficientemente grande como para bloquear los uréteres (los tubos que 
conectan los riñones con la vejiga), el dibujo muestra el uréter derecho bloqueado por el cáncer (el bloqueo puede hacer 
que el riñón se agrande o deje de funcionar); en el estadio IV, el cáncer se diseminó hasta la vejiga, el recto u otras partes 
del cuerpo,  como el hígado, los intestinos, los pulmones o los huesos. Tomado y modificado de Montalvo et al., 2011. 

Los estadios tempranos del CaCU (figura 8) incluyen carcinoma in situ (estadio 0), que es un 

cáncer en su etapa inicial. El estadio I, en donde el cáncer se encuentra solamente en el 

cuello uterino y se puede ver bajo el microscopio o sin él. El estadio II, caracterizado por que 

el cáncer se ha diseminado más allá del cuello uterino, pero no hasta la pared de la pelvis 

(tejidos que revisten la parte del cuerpo entre la cadera) o hasta el tercio inferior de la 

vagina; al final de este estadio el cáncer se diseminó más allá del cuello uterino hasta los dos 

tercios superiores de la vagina o hasta los tejidos que rodean el útero. El estadio III, etapa 

donde el cáncer se disemina hasta el tercio inferior de la vagina, hasta la pared de la pelvis o 

puede haber causado problemas en los riñones. Finalmente se encuentra el estadio IV, en 

donde el cáncer se diseminó hasta otras partes del cuerpo (Montalvo et al., 2011). 
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Diagnóstico y tratamiento del cáncer  

La detección temprana y el tratamiento oportuno del VPH en lesiones precancerosas pueden 

prevenir la progresión a cáncer. Los métodos principales de diagnóstico han sido la 

histopatología y métodos citológicos como el Papanicolaou, que busca cambios en las células 

de la zona de transformación. Las pacientes con resultados de Papanicolaou anormales que 

no tienen una lesión cervical severa son evaluadas por colposcopia y por toma de biopsia o 

cono. La escisión por medio del asa electro quirúrgica es buen tratamiento para las lesiones 

escamosas no invasivas (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006).  

De acuerdo con el NCI (2013) existen tratamientos para todas las pacientes con cáncer 

cérvico uterino, que es normado de acuerdo al estadio clínico en el que se encuentre la 

paciente. Se emplea tres clases de tratamiento:  

• Cirugía (extracción del cáncer en una operación). 
• Radioterapia (uso de rayos X de alta energía u otros rayos de alta energía para 
eliminar las células cancerosas). 
• Quimioterapia (uso de medicamentos para eliminar las células cancerosas).  

CCiirruuggííaa  

El pronóstico (posibilidades de recuperación) y la selección del tratamiento dependen de la 

etapa en que se encuentra el cáncer (si se encuentra en el cuello uterino o si se ha 

diseminado a otros lugares) y el estado de salud en general de la paciente. El médico puede 

emplear uno de varios tipos de cirugía disponibles para el carcinoma in situ con el fin de 

destruir el tejido canceroso:  

• La criocirugía consiste en la eliminación del cáncer por congelamiento.  
• La cirugía con rayo láser consiste en el uso de un haz de luz intensa para eliminar 
células cancerosas.  

El médico puede extraer el cáncer empleando una de las siguientes operaciones: 

CONIZACIÓN 

Consiste en la extracción de un pedazo de tejido en forma de cono en el lugar donde se 

encuentra la anormalidad. La conización se emplea para extraer un pedazo de tejido para 

una biopsia, pero también puede utilizarse para el tratamiento del cáncer incipiente del 

cuello uterino.  
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HISTERECTOMÍA  

La histerectomía es una operación en la cual se extrae el útero y el cuello uterino además del 

cáncer. La operación se llama histerectomía vaginal, si el útero se extrae a través de la 

vagina; histerectomía abdominal total, si se extrae mediante un corte (incisión) en el 

abdomen; salpingooforectomía bilateral, cuando son extraídos los ovarios y las trompas de 

Falopio; durante la histerectomía radical se extrae el cuello uterino, el útero y parte de la 

vagina; cuando también se extrae los ganglios linfáticos de la región se denomina disección 

de los ganglios linfáticos. Si el cáncer se ha diseminado afuera del cuello uterino o los 

órganos femeninos, se puede extraer el colon inferior, el recto o la vejiga (dependiendo del 

lugar al que se haya diseminado el cáncer) junto con el cuello uterino, el útero y la vagina 

(exenteración). A veces es necesaria la cirugía plástica para formar una vagina artificial 

después de esta operación. 

RRaaddiiootteerraappiiaa  

La radioterapia consiste en el uso de rayos X y/o rayos ɣ para eliminar células cancerosas y 

reducir tumores. La radiación puede provenir de una máquina fuera del cuerpo (radioterapia 

externa) o se puede derivar de materiales que producen radiación (radioisótopos) a través de 

tubos plásticos delgados que se aplican al área donde se encuentran las células cancerosas 

(radiación interna). La radioterapia puede emplearse sola o combinada con cirugía.  

La radioterapia convencional suele aplicarse en ciclos fraccionados con dosis diarias de 180 a 

200 cGy (centiGray) por fracción. La diferencia que hay entre el fraccionamiento de tumores 

y los tejidos normales es un factor importante para determinar el índice terapéutico 

(diferencia entre el control del tumor y las complicaciones de los tejidos normales) de la 

irradiación fraccionada (Eifel, 2010). 

QQuuiimmiiootteerraappiiaa  

La quimioterapia consiste en el uso de medicamentos para eliminar células cancerosas. 

Puede tomarse en forma de píldoras o vía intravenosa (IV). La quimioterapia se considera un 

tratamiento sistémico ya que el medicamento es introducido al torrente sanguíneo, viaja a 

través del cuerpo y puede eliminar células cancerosas fuera del cuello uterino. 

Se dispone de una gran variedad de fármacos quimioterapéuticos, la elección y la 

dosificación de los cuales depende de los beneficios relativos de cada fármaco, como la 
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combinación de varios de ellos. Dentro de las consideraciones previas a la elección del 

tratamiento es considerada la evolución natural de la neoplasia concreta, circunstancias y 

tolerancia de la paciente y la probabilidad de conseguir una respuesta beneficiosa. Entre los 

fármacos antineoplásicos utilizados se encuentra la ifosfamida, cisplatino, beomicina, 

mitomicina c, hidroxiourea, vincristina e irinotecán (Markman, 2010). 

PPrreevveenncciióónn::   vvaaccuunnaass  

Zhou y colaboradores (1991) desarrollaron las partículas tipo virus (virus like particles, VLP) 

expresando los genes L1 y L2  de la cápside viral (López-Saavedra y Lizano-Soberón, 2006) sin 

contener ningún otro material potencialmente peligroso o infeccioso. Ambas vacunas están 

basadas en la tecnología de VLP. Una de ellas, la vacuna con dos antígenos o bivalente 

contiene VLP que transportan dos genotipos del VPH, el 16 y el 18, que provocan alrededor 

del 70 % de los casos de cáncer cérvico uterino en la mayoría de las zonas del mundo. La otra 

vacuna, una vacuna tetravalente, tiene VLP que además de los genotipos 16 y 18 contiene los 

genotipos 6 y 11, causantes de alrededor del 90 % de las verrugas genitales en mujeres y 

hombres (OMS, UNICEF y Banco mundial; 2009). 

PPeerrssppeeccttiivvaass    

Los fármacos que favorecen la apoptosis mediante diversos mecanismos fueron anunciados 

como potenciales innovaciones para el tratamiento del cáncer y están siendo objeto de 

estudio, aunque ninguno de ellos ha sido aprobado aún para su utilización clínica. Los 

posibles abordajes proapoptóticos terapéuticos han de dirigirse con precisión hacia los 

tejidos enfermos, a fin de evitar el riesgo evidente de lesionar otros tejidos (Melnikova et al., 

2009; Dale et al., 2012).   

La mayoría de las veces se requiere de la combinación de las terapias para obtener éxito, y 

son eficientes en estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo son generados efectos 

secundarios en el paciente, como pérdida de cabello, irritabilidad, vómito, mareo, por citar 

algunos. Estos tratamientos son incapaces de destruir selectivamente a las células cancerosas 

sin dañar en forma simultánea a las células normales. Ante esta situación se buscan nuevos 

tratamientos y medidas de prevención que permitan una mejor calidad de vida del paciente.  

Entre las nuevas alternativas para contrarrestar el cáncer se buscan compuestos que tengan 

potencial antiproliferativo y sean selectivos.  Actualmente se ha encontrado que compuestos 
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con aplicación para determinadas patologías no tumorales, presentan actividades 

antiproliferativas e inductoras de apoptosis. Un ejemplo de estos compuestos son los 

Ditiocarbamatos, particularmente el Disulfiram (DSF), droga  que ha sido utilizada por 

décadas en el tratamiento del abuso del alcohol, inhibiendo la enzima aldehído 

deshidrogenasa y recientemente  propuesto como un agente anticancerígeno al igual que sus 

metabolitos (Chen et al., 2006). 

Disulfiram y sus metabolitos 

Los Ditiocarbamatos son una clase de metal-quelante, con varias aplicaciones en medicina 

como, el tratamiento de infecciones por bacterias u hongos además de actuar como 

antioxidantes. Particularmente el DSF [bis (dietilcarbamoil) disulfuro] (figura 9), que fue 

sintetizado en 1881 por Grotky e introducido en la terapéutica como vermicida (Salazar, 

2010), fue aprobado como medicamento hace décadas para combatir el alcoholismo (Zuben 

et al., 2005)  y más recientemente, se ha sugerido en el tratamiento de la dependencia de 

cocaína (Wickström et al., 2007). Sin embargo se ha distinguido por ser un compuesto, que al 

ser administrado previamente a una ingestión de alcohol, a los primeros minutos provoca 

una serie de malestares como son náuseas, vómito, cefalea pulsátil, rubor, disnea, dolor 

precordial, sudoración, visión borrosa, vértigos, taquicardia e hipotensión, debido a la 

acumulación de acetaldehído en el torrente sanguíneo entre 5 a 10 veces mayor a lo normal. 

En casos graves pueden ocurrir arritmias cardiacas, depresión respiratoria, infarto de 

miocardio, insuficiencia circulatoria aguda, insuficiencia cardiaca aguda, shock y convulsiones 

(Salazar, 2010). 

 

Figura 9. Estructura química del Disulfuram (DSF), cuyo nombre IUPAC (del inglés, International Union of Pure and Applied 
Chemistry) es 1-(dietiltiocarbamoildisulfanil)-N,N-dietil-metanotioamida. Tomado y modificado de Hu et al., 1997. 
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Los tiocarbamatos en general han sido y son objeto de numerosas investigaciones como 

fungicidas, bactericidas e insecticidas. Sus complejos metálicos son usados como pesticidas y 

pueden ser utilizados además en los tratamientos del alcoholismo crónico, envenenamiento 

con níquel y la acumulación de cobre. Unido a esto, han encontrado aplicación en la industria 

de la goma como aceleradores de la vulcanización y como aditivos para aceites y grasas por 

su propiedad antioxidante (González, 2000).  

Varios laboratorios han investigado la actividad antitumoral del DSF en células tumorales, 

encontrando que disminuye la proliferación de células de carcinoma pulmonar (Ryan y 

Wilding, 2000), carcinoma de ovario (Dazhi, 2002) y en cáncer colorectal (Wang et al., 2003); 

induce apoptosis en melanoma (Cen et al., 2002; Brar et al., 2004),  en células de mama 

(Chen et al., 2006; Wickström et al., 2007), y en células de leucemia mieloide U937 

(Navrátilová et al., 2009); además, presenta un efecto citotóxico en células de osteosarcoma 

humanas U2OS (Hyun-Ji et al., 2007) y mostraron reducir la angiogénesis (Gourley y 

Williamson, 2006). 

Se ha propuesto que el efecto del DSF está limitado por sí mismo, pero al formar un complejo 

con cobre se activa y finalmente puede actuar como un inhibidor de proteosoma en cáncer 

de mama (células MDA-MB-231 y MCF10DCIS) (Chen et al., 2006); además, debido a la 

formación de este complejo se inhibe NFƙB, potenciando su efecto en líneas celulares de 

cáncer de colon y de mama (Guo et al., 2010). No obstante, el mecanismo no ha sido 

establecido completamente y todo parece indicar que el DSF actúa de manera no selectiva. 

Asimismo se ha reportado que el DSF puede tener actividad antitumoral y quimio sensitiva 

(Wickström et al., 2007). También ha resultado ser más activo en células hematológicas que 

en tumores sólidos. Además de mostrar un efecto citotóxico alto en células de leucemia 

linfocítica crónica comparado con linfocitos normales, lo que indica una selectividad en 

algunos tumores (Yu et al., 2007). 

Por otro lado, en 1977, Cobby y colaboradores demostraron que el DSF no es el principio 

activo que ejerce la influencia sobre el metabolismo de oxidación del etanol, pues 

encontraron que después de ser ingerido, es reducido rápidamente a Dietilditiocarbamato 

(DDC) por acción de la glutatión reductasa (Cobby et al., 1977) que a su vez es metabolizado 

a dietilamina, glucorónico de dietilditiocarbamato y sulfato de dietilditiocarbamato 

(González, 2000). Además, Zuben y colaboradores reportan que la actividad inductora de 

apoptosis no es realizada por el DSF directamente, ya que éste es convertido rápidamente a 

otros metabolitos; lo que sugiere, que los responsables de la actividad biológica son los 
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metabolitos resultantes (Zuben et al., 2005), siendo más importantes que el DSF por sí solo. 

Por lo que existe un interés en la síntesis de análogos del DSF así como de sus metabolitos 

para su evaluación como agentes antiproliferativos e inductores de apoptosis. 

VVííaa  mmeettaabbóóll iiccaa  ddeell   DDiissuull ffiirraamm  

La vía metabólica para la biotransformación del DSF se muestra en la figura 10; en donde el 

DDC sufre una reacción de metilación para formar el MeDDTC, el cual es activado 

metabólicamente por desulfuración oxidativa y oxidación para formar el MeDTC, y MeDTC-

SO (Zaldívar-Machorro et al., 2006). 

 

Figura 10. Ruta metabólica del Disulfiram; donde son utilizadas las siguientes abreviaturas: DSF,  bis (dietiltiocarbamoil) 
disulfuro; DDC, N,N-dietilditiocarbamato ácido; el cual, sufre una reacción de metilación para formar el MeDDTC, S-metil-
N,N-dietilditiocarbamato; el cual es activado metabólicamente por desulfuración oxidativa y oxidación para formar el 
MeDTC, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato; y MeDTC-SO, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulfóxido; éste es el precursor de 
MeDTC-SO2, S-metil-N,N-dietiltiocarbamato sulfona. El DDTC, Dietilditiocarbamato sódico es un análogo sintético del DDC 
que no forma parte de la ruta metabólica. Tomado y modificado de Hu  et al., 1997. 

Los diversos metabolitos del DSF han sido evaluados con respecto a su actividad biológica, 

entre ellos destaca el Dietilditiocarbamato (DDC); el cual induce apoptosis después de  

detener en la fase G1/S del ciclo celular y decrecer el nivel de bcl-2, además de incrementar 

el nivel de p53 (Liu et al., 1998); mientras que induce la apoptosis en líneas leucémicas 

(Kanno et al., 2003) presentando un efecto citotóxico. 

El análogo de un metabolito más estudiado es la Pirrolidina ditiocarbamato (PDTC) 

perteneciente a la familia de los ditiocarbamatos; el cual forma complejos con cobre 

presentando su actividad anticancerígena por inhibición del proteosoma (Yu et al., 2007), 

induce citotoxicidad en líneas celulares de melanoma (Rickardson et al., 2007), en células de 

leucemia linfocítica inhibe al proteosoma 26S induciendo la traslocación de NFƙB (Löevborg 
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et al., 2006). Además se le atribuye un efecto apoptótico en células de cáncer de mama 

(Daniel et al., 2005), próstata (Chen et al., 2006), en líneas promielociticas HL-60 

(DellaRagione, 2000) y se le ha atribuido un efecto citotóxico en líneas leucémicas 

(Wickström et al., 2007).  

No obstante en los estudios mencionados, no existe evidencia del efecto del Disulfiram en 

células normales o no tumorales, lo cual genera la necesidad de conocer si es selectivo, 

además de que se ha demostrado que el DSF al ser ingerido inmediatamente es 

metabolizado y convertido a metabolitos que en realidad son los responsables del efecto, 

induciendo a la búsqueda de metabolitos del Disulfiram que pudiesen potencializar el efecto 

antitumoral y ser selectivos con respecto a las células tumorales. 

En conjunto, los antecedentes sugieren que el DSF y algunos de sus metabolitos presentan 

efectos citotóxicos, antioxidantes, e inductores de apoptosis en diferentes líneas celulares y 

modelos experimentales. Por ello el Dietilditiocarbamato sódico (DDTC) puede ser 

considerado un candidato para evaluar su efecto antiproliferativo en células de CaCU, al 

presentar la estructura base del DSF con el fin de encontrar un compuesto con potencial 

antiproliferativo, selectivo e inductor de apoptosis en células cancerígenas. 

DDiieettiillddiittiiooccaarrbbaammaattoo  ssóóddiiccoo  

El Dietilditiocarbamato sódico (DDTC) (figura 11) es la sal del ácido dietilditiocarbámico 

(ácido dietilcarbamoditioico), [(C2H5)2NCS2H], agente quelante utilizado principalmente en la 

determinación analítica de cobre, arsénico, níquel y otros metales (Bennington, 2000). Otras 

aplicaciones incluyen la detección de metales tóxicos como Se, Cu, Pb, Zn, Fe, Co, Ni, Mn, Cr y 

Cd (Atanassova et al., 1998), tanto en agua, orina, sangre y en el tratamiento de 

envenenamiento humano con metales. 

 

Figura 11. Estructura química del Dietilditiocarbamato sódico. 
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Los Dietilditiocarbamatos han sido objeto de estudio en la industria e investigación. Se ha 

iniciado el estudio del Dietilditiocarbamato sódico desde los puntos de vista de su actividad 

antioxidante e hipoglucemiante. Dicho carbamato, administrado a ratas provocó descensos 

en los niveles de glucosa en sangre (Cabo et al., 1996). Sin embargo inhibe la enzima 

dopamina β-hidroxilasa, inhibiendo la síntesis de noradrelanina a partir de la dopamina, 

cuyas concentraciones aumentan; de ahí la posibilidad de inducir cuadros psicóticos (Salazar, 

2010). 

En relación a la actividad del DDTC en células de cáncer no se presenta información al 

respecto; sin embargo al DDC se le atribuye el efecto formador de complejos con metales, en 

especial cobre, que potencia su actividad “anticancerígena” y citotóxica; por lo cual el ion 

sodio podría jugar un papel importante en el efecto en células de cáncer cérvico uterino.  
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PPllaanntteeaammiieennttoo  ddeell  pprroobblleemmaa  

 

 

 

A nivel mundial, el cáncer es una de las principales causas de mortalidad, siendo la segunda  

después de las enfermedades cardiovasculares para el año 2010 (Jones et al., 2012). En 

México el cáncer cérvico uterino es la segunda causa de morbilidad hospitalaria entre las 

mujeres, en el grupo de 65 a 74 años se ubica la tasa más alta (SSA, 2011). No obstante los 

tratamientos actuales para combatir esta enfermedad, resultan ser pocos selectivos, tóxicos, 

e ineficientes en estados avanzados, generando la necesidad de buscar nuevas estrategias 

basadas en compuestos que presenten una acción selectiva, induciendo muerte apoptótica, 

con una citotoxicidad mínima. Dentro de estas estrategias, en los últimos años se han 

explorado compuestos conocidos que presentan un historial clínico y actividad 

antiproliferativa e inductora de apoptosis, para su uso como agentes terapéuticos o 

preventivos en el desarrollo del cáncer. Entre estos compuestos figuran el Disulfiram, sus 

metabolitos, así como sus análogos. 
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JJuussttiiffiiccaacciióónn  

 

 

El cáncer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Más del 70 % de 

todas las defunciones por cáncer se producen en los países de ingresos bajos y medios, cuyos 

recursos para la prevención, diagnóstico y tratamiento de la enfermedad son limitados o 

inexistentes. En México representa la tercera causa de muerte (INEGI, 2011). De acuerdo con 

el Informe mundial sobre el cáncer (el análisis mundial de la morbilidad), la incidencia del 

cáncer podría aumentar en un 50 % hasta el año 2020, en el que habría 15 millones de 

nuevos casos (Ginebra, 2003). En el mundo la segunda causa de muerte por cáncer en la 

mujer, es neoplasia maligna del cuello uterino, lo cual es un problema de salud grave (Jones 

et al., 2012). Por ello, es de vital importancia generar estrategias que den solución a este 

problema. Al respecto, estudios recientes han generado un fuerte interés por compuestos 

conocidos, sus análogos o derivados a los que se les han descrito alguna actividad biológica, 

entre las que destacan, la actividad antitumoral, antioxidante y antibacterial. Dentro de estos 

compuestos se encuentran el DSF y sus metabolitos, de los cuales se tienen pocos estudios 

relacionados al CaCU, por lo que es necesario generar información de la actividad  

antitumoral de estos compuestos en células provenientes de cáncer cérvico uterino y su 

posible selectividad respecto a células no tumorales, para su potencial aplicación clínica. 
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HHiippóótteessiiss  

 

 

Es conocido que el Disulfiram (DSF) y sus metabolitos poseen propiedades antitumorales, 

antioxidantes e inductoras de apoptosis en diferentes líneas celulares, abriendo la posibilidad 

de que el Dietilditiocarbamato sódico (DDTC) presente actividad antiproliferativa e inductora 

de apoptosis, en líneas celulares provenientes de cáncer cérvico uterino. 
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OObbjjeettiivvoo  ggeenneerraall  

 

Determinar si el Dietilditiocarbamato sódico (DDTC) afecta el potencial proliferativo de 

células de cáncer cérvico uterino HeLa, CaSki y ViBo; así como valorar su capacidad de inducir 

muerte celular por necrosis o apoptosis. 

 

OObbjjeettiivvooss  ppaarrttiiccuullaarreess  

 

Determinar el efecto antiproliferativo del Dietilditiocarbamato sódico, expresado como la 

concentración requerida de DDTC para inducir un decremento del 50 % en el número celular 

(CI50), en cultivos de células de cáncer cérvico uterino HeLa, CaSki y ViBo y en cultivos de 

células no tumorales, mediante las técnicas de tinción por cristal violeta y 

carboxifluoresceína (CSFE). 

Cuantificar la actividad citotóxica (muerte necrótica) del Dietilditiocarbamato sódico en 

cultivos de células de CaCU, linfocitos de sangre periférica humana y fibroblastos de cérvix, 

mediante el ensayo de actividad de LDH (Lactato Deshidrogenasa) y la incorporación de IP 

(ioduro de propidio) para células tumorales. 

Establecer si el compuesto Dietilditiocarbamato sódico ejerce un efecto en la morfología 

celular e induce condensación y/o fragmentación de ADN en las células tumorales HeLa, 

CaSki y ViBo con la técnica de microscopia y tinción con DAPI. 

Evaluar si el Dietilditiocarbamato sódico, provoca un incremento en la expresión de caspasa-

3 activa en las líneas tumorales HeLa, CaSki y ViBo, mediante la técnica de citometría de flujo. 

Valorar si el compuesto Dietilditiocarbamato sódico a la concentración de CI50 induce la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ERO). 
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MMééttooddoo  

 

CCuullttiivvoo  ddee  ccéélluullaass  ttuummoorraalleess   HHeeLLaa,,   CCaaSSkkii     yy   VViiBBoo  

Todos los procesos que requieren esterilidad se realizaron en una campana de flujo laminar. 

Las líneas celulares provenientes de cáncer cérvico uterino HeLa, CaSki y ViBo procedentes 

de American Type Culture Collection (ATCC); fueron sembradas en cajas petri de 100 mm 

(Pirex, USA), con 10 ml de medio RPMI-1640 del Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640; 

Microlab, Mex.) suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Grunenthal, Mex.), al 5 % 

de suero neonato de ternera previamente desactivado (NCS; Gibco, USA). Los cultivos fueron 

mantenidos en una incubadora (Nuaire, USA) a 37 °C, al 5 % de CO2 (dióxido de carbono) y 

una atmósfera a saturación húmeda. Se permitió la proliferación de los cultivos hasta 

alrededor de un 70 % de confluencia para realizar los ensayos posteriores (Morgan y Darling, 

1995). 

 

OObbtteenncciióónn  ddee  ccéélluullaass  nnoo  ttuummoorraalleess   (( ll iinnffoocciittooss))  

En tubos Vacutainer con EDTA (BD, USA), se consiguieron 20 ml de sangre periférica de un 

voluntario sano. Fueron colocados 5 ml de Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich, USA) y 5 ml de 

sangre en tubos cónicos de vidrio (Pirex, USA), se cubrieron con papel aluminio y fueron 

centrifugados (Centrifuga; Dinac, USA), con una velocidad inicial de 300 rpm que fue 

aumentada cada 2 minutos (300 rpm) hasta llegar a 1500 rpm, después de lo cual se dejaron 

centrifugando por 25 minutos adicionales. Con ayuda de la pipeta de 1000 µl se retiró el 

plasma y colectó el anillo de leucocitos cuidadosamente; posteriormente, el paquete celular 

obtenido de cada tubo fue transferido a otro tubo limpio para ser resuspendido con 10 ml de 

PBS. Nuevamente las células se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos para retirar el 

sobrenadante y fueron resuspendidas en 1 ml de RPMI-1640 suplementado con 10 % de 

suero fetal bovino (SFB; Hyclone, USA) anticipadamente desactivado, mientras las células son 

concentradas a un solo tubo (volumen total de 4 ml). Consecutivamente, se tomó una 

alícuota de 20 µl y se  determinó el número celular con ayuda de la cámara de Neubauer. 
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PPrroocceessaammiieennttoo  yy  oobbtteenncciióónn  ddee  ccéélluullaass  ddee  ccéérrvviixx   hhuummaannoo  

(( ffiibbrroobbllaassttooss))..   

Las células fibroblásticas no tumorales, fueron obtenidas de una muestra de tejido del cérvix 

uterino, proveniente de pacientes sometidas a histerectomía por causas diferentes a CaCU. 

Una vez obtenida la pieza quirúrgica, ésta se transportó en medio de cultivo RPMI-1640 al 20 

% de SFB y fue procesada en las siguientes dos a tres horas. El proceso consistió en escindir el 

tejido en trozos pequeños (de 2 a 3 mm), y fueron sometidos a una disgregación enzimática 

con tripsina al 0.05 %; la cual se llevó a cabo colocando los trozos de tejido en un matraz 

Erlenmeyer (Pirex, USA) de 50 ml, con 10 ml de tripsina a 37 °C en baño maría durante 15 

minutos en agitación constante. Una vez concluido el tiempo, la mezcla fue vertida a través 

de una malla de nylon que permitió sólo el paso del material disgregado, dejando el tejido no 

disgregado sobre la malla.  El filtrado fue centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm, se decantó 

el sobrenadante y el botón celular fue cultivado en cajas petri de 100 mm. El cultivo fue 

mantenido en una incubadora al 5 % de CO2 y una atmósfera de humedad a punto de rocío 

durante dos días máximo; después de este  tiempo de incubación, se realizó el cambio de 

medio de cultivo removiendo las células no adheridas, adicionando medio fresco 

suplementado con SFB al 10 % y se continuó así hasta obtener un 70 % de confluencia. En 

este momento se lograron poblaciones (fibroblásticas o epiteliales), las cuales son utilizadas 

para llevar a cabo resiembras, que permitan mantener poblaciones de un solo tipo celular. 

 

PPrreeppaarraacciióónn  ddeell   DDDDTTCC  

El stock con el que se comenzó a trabajar fue de 1000 µg de DDTC (donado por el Laboratorio 

de Síntesis de Fármacos, a cargo del Dr. José Ignacio Regla de la Facultad de Estudios 

Superiores Zaragoza, UNAM) disuelto en 50 μl de dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma-Aldrich, 

USA). 

Para los ensayos de curva dosis-respuesta, se realizaron diluciones seriadas que van de 200 a 

1.56 µg/ml para la obtención de una CI50 de la forma siguiente: del stock se tomaron 20 µl y 

se llevaron a 1 ml con medio RPMI-1640 al 5 % NCS en tubos cónicos de 1.5 ml (eppendorf, 

Ger.) para tener una concentración 400 µg/ml en el primer tubo. Se prepararon 7 tubos 

adicionales de 1.5 ml con 500 µl de RPMI-1640 al 5 % de NCS cada uno. Del primer tubo se 

tomaron 500 µl para ser depositados en el segundo (completando un volumen de 1 ml), de 
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éste fueron tomados nuevamente 500 µl y fueron depositados en el siguiente tubo, 

reduciendo la concentración a la mitad de forma sucesiva hasta llegar a la deseada. Al final 

fueron obtenidas ocho concentraciones distintas de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 y 1.56 

µg/ml en 1 ml del compuesto. 

Para el resto de los ensayos, la cantidad requerida fue tomada de manera puntual 

directamente del stock original para llegar a la concentración deseada. 

 

DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  pprrooll ii ffeerraacciióónn  cceelluullaarr  aa    ttrraavvééss   ddee  llaa  ttééccnniiccaa  

ddeell   ccoolloorraannttee  ccrriissttaall   vviioolleettaa  ppaarraa  ccéélluullaass  ttuummoorraalleess::   HHeeLLaa,,   CCaaSSkkii  

yy   VViiBBoo  yy  ccéélluullaass  nnoo  ttuummoorraalleess::   ff iibbrroobbllaassttooss  

Se sembraron en placas de plástico de 96 pozos (Corning, USA) 7,500 células por pozo 

provenientes de CaCU y células no tumorales (fibroblastos), con 100 μl de medio RPMI-1640 

al 5 % de NCS y al 20 % de SFB respectivamente, por 24 horas para su adherencia. A 

continuación, se retiró el medio de cultivo y se adicionó el compuesto a probar en RPMI-1640 

fresco (al 5 % de NCS y 20 % de SFB) a las concentraciones deseadas, a partir de una dilución 

seriada. El ensayo control contempló la cantidad de vehículo (concentración del disolvente: 

DMSO) utilizada en la concentración máxima del compuesto a probar.  

El cultivo con el tratamiento de DDTC se mantuvo por 24 y 56 horas, dando un tiempo total 

de cultivo de 48 horas para el caso de las células tumorales y de 80 horas para las células no 

tumorales. La determinación del número celular se realizó por la técnica de incorporación del 

colorante cristal violeta (Kueng et al., 1989). Para ello, se retiró completamente el medio de 

cultivo de las placas de cultivo; inmediatamente, las células fueron fijadas con glutaraldehído 

al 1.1 % (Sigma-Chemical, USA), por 15 minutos; posteriormente, se retiró el fijador y se dejó 

secar al aire; después, se procedió a teñir a las células con el colorante cristal violeta al 0.1 % 

(Sigma-Aldrich, USA) en una solución amortiguadora de ácido fórmico 200 mM (Sigma-

Aldrich, USA) pH 6 por 20 minutos, al cabo de los cuales se retiró el exceso de colorante a 

través de lavados con agua destilada y nuevamente se dejó secar al aire. Por último, el 

colorante es solubilizado en ácido acético al 10 % (J.T. Baker, Mex.), por 20 minutos en 

agitación constante, para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en un lector de placas 

(SofMaxPro, USA).  
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Para calcular las CI50 (decremento en un 50 % del número celular para cada línea celular 

tumoral) de las células tumorales y la proliferación de fibroblastos, los datos arrojados por el 

lector de placas fueron procesados en el programa Microsoft® Office Excel 2007; para 

obtener gráficos de los datos el número celular. 

 

PPrrooll ii ffeerraacciióónn  ddee  lliinnffoocciittooss  hhuummaannooss  ccoonn  ccaarrbbooxxiiff lluuoorreesscceeíínnaa  

((CCSSFFEE))..   

Para el ensayo de carboxifluoresceína fueron utilizados los linfocitos obtenidos a través del 

proceso antes descrito; después de haber sido contadas se llevaron a una concentración de 

1x106 células/ml. Para marcar con el tinte carboxifluoresceína diacetato succinimidyl ester 

(CFSE; Sigma-Aldrich, USA), los linfocitos fueron resuspendidos en 4 ml de PBS con 10 µl de 

CFSE (12 µM por mililitro de solución o por millón de células) y se incubaron durante 15 

minutos protegidos de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con PBS al 

5 % de SFB, luego se centrifugaron a 1500 rpm (dos veces) y se resuspendieron en 4 ml de 

RPMI-1640 al 20 % de SFB. Para activarlos con fitohemaglutinina, los linfocitos fueron 

transferidos a tubos cónicos de 1.5 ml a una densidad de 1x106 células/ml de RPMI-1640 

suplementado con 20 % de SFB y 25 µl de fitohemaglutinina/ml (FHG; Micro Lab S.A., Mex.) 

diluida 1:10 en PBS homogenizando la suspensión. A continuación, los linfocitos fueron 

transferidos a tubos cónicos de 1.5 ml con el tratamiento a evaluar cuidando de mantener 

una densidad de 1x106 células/ml de medio total. 

Las condiciones establecidas fueron las siguientes: sin activar (sin FHG), activados (con FHG); 

vehículo, al cual se le agregó la cantidad de DMSO empleada en la preparación de la 

concentración más alta del DDTC. Las células contenidas en cada tubo cónico fueron 

sembradas en una placa de cultivo de 96 pozos a una concentración de 200,000 células/pozo 

en un volumen de 200 µl y son incubadas en condiciones de cultivo por 72 horas. 

Para la evaluación de proliferación, las células fueron cosechadas extrayendo todo el medio 

de cultivo, y colectando en tubos cónicos de plástico de 1.5 ml. Se centrifugó la suspensión 

celular a 1500 rpm durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante (recuperándolo para su 

posterior análisis y el pellet se resuspendió en 250 µl de Verseno frío por 5 minutos, 

posteriormente se centrifugó y retiró el Verseno. Finalmente se resuspendió con 500 µl de 

PBS y 500 µl de paraformaldehido al 2 %, para leerse en el citómetro de flujo FACSAria II y los 
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datos fueron procesados en el programa FACSDiva versión 6.1.2. (Quah y Parish, 2010 y 

2012). 

 

EEnnssaayyoo  ddee  cciittoottooxxiicciiddaadd  bbaassaaddoo  eenn  llaa  aaccttiivviiddaadd  ddee  LLDDHH  

Las líneas celulares fueron cultivadas en placas de plástico de 96 pozos, 7,500 células por 

pozo provenientes de CaCU y fibroblastos con 100 μl de medio RPMI-1640 al 5 % de NCS, por 

24 horas. Posteriormente fueron tratadas con la concentración de CI50 según cada tipo 

celular 24 horas adicionales para las células de CaCu y 56 horas para los fibroblastos de 

cérvix; dando un total de 48 y 80 horas de cultivo. Posteriormente se colectó el medio de 

cultivo en tubos cónicos de 0.6 µl (Eppendorf, Ger.), utilizando un tubo por pozo y fueron 

centrifugados (Ultracentrifuga; Becton Dickinson, USA) a 1500 rpm para desechar cualquier 

resto celular. 

En el caso de los linfocitos, fue utilizado para su evaluación el sobrenadante (medio de 

cultivo) proveniente de la técnica de proliferación con carboxifluoresceína. Los cuales fueron 

centrifugados a 1500 rpm para desechar cualquier resto celular. 

Las condiciones para la evaluación fueron los siguientes controles: control basal (únicamente 

medio de cultivo), control negativo (células sin tratamiento, con medio de cultivo y suero al 5 

o 20 %), control positivo (células permeadas durante 1 hora con Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, 

USA) al 1 % en medio de cultivo fresco) y vehículo (DMSO en la concentración utilizada para 

el tratamiento con DDTC); cada uno por triplicado. 

Para la valoración: 40 µl del sobrenadante fueron transferidos a una placa de 96 pozos (de un 

tubo cónico a un pozo de la placa), a cada pozo se adicionó 40 µl de la mezcla de reacción del 

kit Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA) y se dejó incubar por 15 minutos a 

temperatura ambiente protegido de la luz. Finalmente se midió la absorbancia a 490 nm 

usando lector de placas (SoftMaxPro, USA).  

El porcentaje de citotoxicidad fue calculado, procesando los datos arrojados por el 

espectrofotómetro en el programa Microsoft® Office Excel 2007. Obteniendo gráficos de los 

datos de los ensayos de citotoxicidad. 
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IInnccoorrppoorraacciióónn  ddee  IIoodduurroo  ddee  PPrrooppiiddiioo  

Fueron sembradas 30,000 células por pozo en placas de cultivo de plástico de 48 pozos 

(Corning, USA), procedentes de líneas de CaCU en las condiciones antes descritas, con 400 μl 

de RPMI-1640 suplementado al 5 % de NCS. Después de la adherencia celular, se trataron las 

células con DDTC a la concentración de CI50 para cada línea. Después de 24 horas de 

tratamiento, las células fueron cosechadas depositándose en tubos para citómetro (un tubo 

por condición) y fueron centrifugados a 1500 rpm recuperando el botón celular. Para el 

control positivo, las células fueron permeadas con 50 µl de Etanol al 70 % por 15 minutos; 

transcurrido el tiempo fueron lavadas con PBS y centrifugadas a 1500 rpm rescatando el 

botón celular. Posteriormente se agregó a cada muestra 1 ml de PBS suplementado al 5 % de 

NCS. Un minuto antes de analizar la muestra se colocó a cada tubo 3 µl de ioduro de propidio 

(IP; Sigma-Aldrich, USA) a una concentración de 200 mg/l. La muestra fue analizada en el 

citómetro de flujo FACSAria II y los datos fueron procesados en el programa FACSDiva versión 

6.1.2. 

MMoorrffoollooggííaa  cceelluullaarr  yy   ccoonnddeennssaacciióónn  ddee  llaa  ccrroommaattiinnaa  eenn  ccéélluullaass  

ttuummoorraalleess   ppoorr  mmiiccrroossccooppiiaa  ccoonn  ttiinncciióónn  ccoonn  DDAAPPII  

Se sembraron 750,000 células de CaCU en cajas petri de 50 mm (Pirex, USA) sobre 

cubreobjetos de 1 x 1 cm, con un volumen de 5 ml de RPMI-1640 suplementado al 5 % de 

NSC y se incubaron por 24 horas bajo las condiciones antes descritas. Para la administración 

del DDTC; se trataron las células con la concentración de la CI50 respectiva durante 24 horas, 

teniendo un total de 48 horas de cultivo. Al término, las células fueron fijadas y permeadas 

con etanol al 70 % durante 15 minutos. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS 

filtrado a través de un filtro de membrana (Millipore, USA) con diámetro de poro de 22 µm. 

Las preparaciones fueron escurridas ligeramente en un papel absorbente sin dejarlas secar. 

Enseguida se adicionó 50 µl a una concentración de 3 µg/ml del fluorocromo 4',6-diamidino-

2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich, USA) formando un domo sobre cada cubreobjeto y se dejó 

incubar por 4 minutos a temperatura ambiente en obscuridad. A continuación, las muestras 

fueron lavadas con PBS y se montaron con medio para fluorescencia (Vector Laboratories, 

USA) sobre portaobjetos. Las muestras se sellaron con esmalte para uñas transparente. 

Después de ser etiquetadas según corresponda, fueron guardadas en obscuridad a -20 °C 

hasta su observación. Las preparaciones se observaron en un microscopio de 

epifluorescencia Nikon Eclipse E600, equipado con una cámara de alta resolución DXM1200F. 
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EExxpprreessiióónn  ddee  ccaassppaassaa--33  aaccttiivvaa  eenn  llaass  ll íínneeaass  ttuummoorraalleess  mmeeddiiaannttee  

llaa  ttééccnniiccaa  ddee  cciittoommeettrrííaa  ddee  ff lluujjoo..   

Se sembraron 300,000 células provenientes de líneas celulares de CaCU en placas de cultivo 

de 48 pozos, con un volumen de 400 µl de RPMI-1640 al 5 % de NSC y se incubaron por 24 

horas. Los cultivos fueron tratados con el DDTC a la concentración de CI50 obtenida para cada 

línea celular. Después de un total de 48 horas de cultivo, se realizó la detección de la 

caspasa-3 activa por citometría de flujo; para esto, las células fueron cosechadas y fijadas con 

etanol al 70 % por 15 minutos. Al término del tiempo, las células fueron lavadas 

cuidadosamente 2 veces con PBS. Sucesivamente se adicionó el anticuerpo primario 

policlonal de conejo anti-caspasa-3 activa (Sigma-Aldrich, USA), 1:500 en PBS  y se dejó 

incubar toda la noche a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron lavadas con PBS y se 

empleó el anticuerpo secundario con fluorocromo: anticonejo acoplado a FITC desarrollado 

en cabra (Invitrogen, USA), 1:500 en PBS y se dejó incubar en la obscuridad durante tres 

horas a temperatura ambiente. Posteriormente, fueron lavadas las muestras 3 veces con 

PBS. En seguida, el botón celular fue diluido en PBS para leer en el citómetro de flujo 

FACSAria II. Finalmente, los datos fueron procesados en el programa FACSDiva versión 6.1.2. 

 

GGeenneerraacciióónn  ddee  eessppeecciieess   rreeaaccttiivvaass  ddee  ooxxííggeennoo  ((EERROO)) ..   

Las células provenientes de líneas celulares de CaCU, fueron sembradas y estimuladas con el 

DDTC a la concentración de CI50 correspondiente en placas de plástico de 48 pozos con 400 μl 

de RPMI-1640 suplementado al 5 % de NCS. Después del tiempo requerido del estímulo 

(después de 5, 4, 3, 2, 1 y ½ horas); las células fueron cosechadas, lavadas con PBS 

complementado al 5 % de NCS y recuperadas por condición en tubos para citómetro 

completando el volumen a 1 ml. A continuación, fue agregado a cada tubo (con excepción del 

control sin marca) 1 µl del reactivo 2´7´ diclorofluoresceínadiacetato (DCFH-DA) disuelto en 

etanol 2 µM y se dejó incubar durante 30 minutos. Después del tiempo requerido, al control 

positivo se le agregó 102 µl de peróxido de Hidrógeno (H2O2; tecsiquim, Mex.) al 30 % y se 

dejó incubar por 10 minutos para finalmente leer las muestras en el citómetro FACSAria II; 

los datos fueron procesados en el programa FACSDiva versión 6.1.2. 
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RReessuullttaaddooss  

  

AAccttiivviiddaadd  aannttiipprrooll ii ffeerraattiivvaa  ddeell   DDDDTTCC  eenn  ccéélluullaass  ttuummoorraalleess  

Con el propósito de establecer el efecto antiproliferativo del DDTC en las células tumorales, 

cultivos de células CaSki, HeLa y ViBo fueron estimulados con diferentes concentraciones del 

compuesto y la concentración requerida del DDTC que induce un decremento del 50% en la 

densidad celular (CI50) fue elegida del gráfico. El número celular fue evaluado por medio de la 

técnica de tinción con cristal violeta (figura 12, 13 y 14).  

El DMSO, se utilizó en todos los experimentos para comprobar que el efecto obtenido en las 

diferentes pruebas, es debido al compuesto y no al vehículo en el que el compuesto es 

disuelto.  

 

Figura 12. Efecto del DDTC a diferentes concentraciones en células HeLa mostrando la CI50 a la concentración de 95 µg/ml. 
Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y 
posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de DDTC durante 24 h, dando un tiempo total de cultivo 
de 48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO, 5 µl/ml. El número celular fue evaluado por la técnica de cristal violeta. 
El gráfico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por 
sextuplicado. 
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Figura 13. Efecto del DDTC a diferentes concentraciones en células CaSki mostrando la CI50 a la concentración de 35 
µg/ml. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y 
posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de DDTC durante 24 h, dando un tiempo total de cultivo 
de 48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO, 2µl/ml. El número celular fue evaluado por la técnica de cristal violeta. El 
gráfico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por sextuplicado. 

 

Figura 14. Efecto del DDTC a diferentes concentraciones en células ViBo mostrando la CI50 a la concentración de 200 
µg/ml. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células /pozo) durante 24 h para permitir su adherencia 
y posteriormente fueron tratadas con diferentes concentraciones de DDTC por 24 h, dando un tiempo total de cultivo de 
48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO, 10 µl/ml. El número celular fue evaluado por la técnica de cristal violeta. El 
gráfico es representativo de al menos tres ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por sextuplicado. 

Los resultados obtenidos en las figuras 12, 13 y 14 establecen que el DDTC afecta el potencial 

proliferativo de las tres líneas tumorales de una manera dependiente de la dosis, sin 

embargo, a pesar que las tres líneas celulares son de cáncer cérvico uterino, presentaron una 

respuesta diferente en cuanto a la concentración requerida de DDTC que induce un 

decremento del 50 % en el número celular (CI50), observando que en células HeLa la 
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concentración más aproximada al 50 % fue de 95 g/ml, mientras que para las células CaSki y 

ViBo fue de 35 y 200 µg/ml respectivamente, sugiriendo que la magnitud de la respuesta al 

DDTC podría ser dependiente de la línea celular. 

Confirmación de las CI50 en las líneas celulares de CaCU.  

Para la confirmación de las CI50, cultivos de células HeLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con las 

concentraciones de 95, 35 y 200 g/ml y el número celular fue determinado a través de la 

técnica de tinción con el colorante cristal violeta (figura 15). 

 

Figura 15. Efecto del DDTC en las líneas celulares de CaCU a las concentraciones de CI50 correspondiente. Las células 
fueron cultivadas según correspondan para cada ensayo por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron 
tratadas durante 24 h adicionales, dando un tiempo total de cultivo de 48 h. Control, células sin tratamiento; DMSO, 
células tratadas a la concentración máxima correspondiente a la concentración de DMSO; DDTC; células con el 
tratamiento respectivo de CI50 para cada línea celular. El gráfico es representativo de al menos tres ensayos 
independientes. 

Los resultados obtenidos en la figura 15 confirman las CI50 elegidas para el DDTC en las tres 

líneas tumorales induciendo un efecto antiproliferativo aproximado del 50 %. 

AAccttiivviiddaadd  aannttiipprrooll ii ffeerraattiivvaa  ddeell   DDDDTTCC  eenn  ccéélluullaass  nnoo  ttuummoorraalleess     

Con el fin de establecer si el DDTC afecta el potencial proliferativo de células no tumorales, 

cultivos de linfocitos humanos provenientes de sangre periférica y fibroblastos humanos de 

cérvix, fueron tratados con diferentes concentraciones de DDTC y el porcentaje de 

proliferación en los cultivos fue determinado mediante el marcaje celular con 

carboxifluoresceína a través de citometría de flujo y tinción con cristal violeta 

respectivamente (figura 16 y 17).  
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Figura 16. Efecto antiproliferativo del DDTC en las células linfocíticas de sangre periférica humana. Las células fueron 
cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (200,000 células/pozo) durante 72 horas; posteriormente fueron cosechadas y 
fijadas con paraformaldehído al 2 % para ser leídas por citometría de flujo. Control, células sin tratamiento; DMSO, 
células tratadas con 10 µg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas a diferentes concentraciones expresadas en µg/ml. El 
número celular fue evaluado por la técnica de carboxifluoresceína por citometría de flujo. Los histogramas son un ensayo 
representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es presentado el número de eventos evaluados por el 
citómetro de flujo FACSAria II; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de forma 
exponencial. 
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Figura 17. Efecto del DDTC en fibroblastos de cérvix. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (7,500 
células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas con DDTC durante 56 h, dando un 
tiempo total 80 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO, células tratadas con la concentración máxima de 10 
µg/ml; DDTC, células tratadas con diferentes concentraciones. El número celular fue evaluado por la técnica de cristal 
violeta. El gráfico es representativo de tres ensayos independientes. 

Los resultados obtenidos en las figura 16 y 17 establecen que el DDTC afectó el potencial 

proliferativo de las células no tumorales de manera dosis dependiente, con una CI50 para 

fibroblastos de aproximadamente 100 g/ml, mientras que en células linfocíticas el número 

celular fue abatido considerablemente en todas las concentraciones, indicando que la 

actividad antiproliferativa presente en el DDTC no diferencia entre células tumorales de no 

tumorales.  

 

AAccttiivviiddaadd  CCiittoottóóxxiiccaa  yy//oo  NNeeccrróóttiiccaa  ddeell   DDDDTTCC  eenn  ccéélluullaass  ttuummoorraalleess   

Es conocido que el decremento en el número celular inducido por algún compuesto podría 

estar generado por una acción citotóxica, caracterizada principalmente por inducir la pérdida 

de la integridad de la membrana celular, la cual también es una característica de muerte por 

necrosis. Con la intención de determinar si el DDTC presenta una actividad citotóxica 

(necrótica) sobre las líneas celulares de cáncer cérvico uterino y células normales; cultivos de 

células HeLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con las concentraciones de su CI50 respectiva. La 

integridad de la membrana citoplasmática fue evaluada mediante evaluación de la actividad 

de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos y mediante la 

incorporación celular de ioduro de propidio (IP) (figura 18, tabla 1, figura 19, 20, 21, tabla 2). 
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Figura 18. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de células de CaCU tratadas con el DDTC. Las 
células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (7,500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y 
posteriormente fueron estimuladas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total de cultivo de 48 h. Para el control 
positivo las células fueron permeadas con Tritón X-100; mientras que el DMSO, son células tratadas con la concentración 
máxima de DMSO utilizada para el tratamiento con DDTC correspondiente para cada línea celular. El gráfico es 
representativo de tres ensayos independientes, donde cada condición fue evaluada por triplicado.  

 

Línea celular 
Tritón          
X-100 

Control DMSO DDTC 

HeLa 100 0.838 0 0 
CaSki 100 0 0 0 
ViBo 100 0 0 0 

Tabla 1. Porcentaje de actividad de LDH en las células HeLa, CaSki y ViBo con los diferentes tratamientos. 
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Figura 19. Incorporación de Ioduro de Propidio (IP) en células HeLa. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 
48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, 
dando un tiempo total de cultivo de 48 h; a) células sin tratamiento, b) células sin tratamiento permeadas con etanol al 
70%, c) células tratadas con DMSO a la concentración de 5 µl/ml, d) células tratadas con DDTC a la concentración de CI50 
(95 µg/ml). Los histogramas son un ensayo representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es presentado 
el número de eventos evaluados por el citómetro de flujo FACSAria II; mientras que el eje X, muestra la cantidad de 
fluorescencia expresado de forma exponencial. 
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Figura 20. Incorporación de Ioduro de Propidio (IP) en células CaSki. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 
48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, 
dando un tiempo total de cultivo de 48 h; a) células sin tratamiento, b) células sin tratamiento permeadas con etanol al 70 
%, c) células tratadas con DMSO a la concentración de 2 µl/ml, d) células tratadas con DDTC a la concentración de CI50 (35 
µg/ml). Los histogramas son un ensayo representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es presentado el 
número de eventos evaluados por el citómetro de flujo FACSAria II; mientras que el eje X, muestra la cantidad de 
fluorescencia expresado de forma exponencial. 
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Figura 21. Incorporación de Ioduro de Propidio (IP) en células ViBo. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 
48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, 
dando un tiempo total de cultivo de 48 h; a) células sin tratamiento, b) células sin tratamiento permeadas con Etanol al 
70%; c) células tratadas con DMSO a la concentración de 10 µl/ml, d) células tratadas con DDTC a la concentración de CI50 
(200 µg/ml). Los histogramas son un ensayo representativo de al menos tres. En el eje Y en los histogramas, es 
presentado el número de eventos evaluados por el citómetro de flujo FACSAria II; mientras que el eje X, muestra la 
cantidad de fluorescencia expresado de forma exponencial. 

Como se puede apreciar en la figura 18, tabla 1, no se detectó actividad de LDH en los 

sobrenadantes provenientes de cultivos tratados y sin tratar con DDTC, coincidiendo con los 

resultados obtenidos en las figuras 19, 20, 21 y tabla 2, donde la incorporación celular de IP 

no fue significativa, indicando que el DDTC no afecta la integridad de la membrana 
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citoplasmática de las células tumorales HeLa, CaSki y ViBo a las concentraciones de CI50 

respectivas para cada línea celular, es decir, la actividad antiproliferativa presente en el DDTC 

es debida a una actividad no citotóxica o necrótica. 

Línea celular Control IP + DMSO DDTC 

HeLa 2.2 99.2 0.5 5.4 
CaSki 0.7 98.5 1.6 1.3 
ViBo 1.0 99.4 0.5 1.1 

Tabla 2. Actividad citotóxica y/o necrótica del DDTC en células tumorales de CaCu. Los valores fueron determinados 
mediante la técnica de incorporación celular de IP. 

 

AAccttiivviiddaadd  CCiittoottóóxxiiccaa  yy//oo  NNeeccrróóttiiccaa  ddeell   DDDDTTCC  eenn  ccéélluullaass  nnoo  

ttuummoorraalleess   

Para una comparación de la acción citotóxica de un compuesto probado en células 

tumorales, es recomendable evaluar el efecto en células no tumorales; para ello se realizó la 

evaluación de la actividad de LDH en sobrenadantes de cultivos de linfocitos de sangre 

periférica humana y fibroblastos de cérvix estimulados con la máxima concentración de CI50 

para células tumorales (200 μg/ml) (figura 22, 23, tabla 3). 

 

Figura 22. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de linfocitos de sangre periférica humana tratados 
con DDTC. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (200,000 células/pozo) durante 72 horas; 
posteriormente fueron recuperados los sobrenadantes para evaluar la actividad de LDH. Para el control positivo las 
células fueron permeadas con Tritón X-100; control, células sin tratamiento; DMSO, células tratadas con 10 μg/ml; DDTC, 
células tratadas con una concentración de 200 μg/ml. El gráfico es representativo de tres ensayos independientes, donde 
cada condición fue evaluada por triplicado.  
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Figura 23. Actividad de LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos fibroblastos de cérvix tratados con DDTC. Las 
células fueron cultivadas en placas de cultivo de 96 pozos (7500 células /pozo) por 24 h para permitir su adherencia y 
posteriormente fueron tratadas con DDTC durante 56 h, dando un tiempo total 96 h en cultivo. Control, células sin 
tratamiento; para el control positivo las células fueron permeadas con Tritón X-100; DMSO, células tratadas con 10 µg/ml; 
DDTC, células tratadas con 200 µg/ml. El gráfico es representativo de tres ensayos independientes, donde cada condición 
fue evaluada por triplicado.  

 

 
Tritón          
X-100 

Control DMSO 
DDTC             

(200 µg/ml) 

linfocitos 100 - - - 
fibroblastos 100 - 4.78 4.35 

Tabla 3. Porcentaje de actividad de LDH de células no tumorales con los distintos tratamientos. 

Al igual que en las células tumorales, no se detectó actividad de LDH en los sobrenadantes de 

los cultivos de células linfocíticas y fibroblásticas, indicando que el efecto antiproliferativo del 

DDTC en células fibroblásticas es debido a un proceso celular diferente a una actividad 

citotóxica y/o necrótica. 

 

EEffeeccttoo  eenn  llaa  mmoorrffoollooggííaa  cceelluullaarr  yy   nnuucclleeaarr  eenn  ccéélluullaass   ttuummoorraalleess  

Cuando las células son inducidas a una muerte apoptótica, presentan cambios en su 

morfología, entre ellos la condensación y  fragmentación de la cromatina nuclear, formación 

de cuerpos apoptóticos, entre otras características. Con la intención de establecer si el DDTC 

induce apoptosis en las células tumorales, cultivos de células HeLa, CaSki y ViBo fueron 

tratados con el DDTC a las concentraciones de CI50 respectivas para cada línea celular y la 
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morfología celular así como la condensación y/o fragmentación de la cromatina nuclear fue 

determinada mediante microscopia de contraste de fases y tinción con el compuesto 

fluorescente DAPI respectivamente (figura 24, 25 y 26).  

Los resultados obtenidos en las figuras 24a,c,e, 25a,c,e y 26a,c,e, establecen que el DDTC 

afecta la morfología de las células HeLa, CaSki y ViBo, observando en las fotografías de 

contraste de fases que las células no tratadas presentan forma poliédrica con proyecciones 

citoplasmáticas, en su totalidad se encuentran bien adheridas con citoplasma abundante, 

casi transparente, los núcleos tienen forma redonda y bien definida ocupando poco más de la 

mitad del volumen celular y con nucléolos bien delimitados (cuadro en figuras 24a,c, 25a,c y 

26a,c). La observación de núcleos marcados con DAPI, muestran núcleos con una forma 

esférica de bordes bien definidos, los puntos más brillantes correspondientes a la cromatina 

perinucleolar son numerosos, de tamaños diversos y se encuentran distribuidos en toda el 

área del núcleo (círculo en figuras 24b,d, 25b,d y 26b,d). Sin embargo, las células tratadas con 

el DDTC presentan forma redonda, de menor tamaño, con el volumen del citoplasma 

reducido hasta ser casi imperceptible (pyknosis), con pérdida de las proyecciones 

citoplasmáticas características de la adhesión celular, indicando una disminución de la 

adherencia, los núcleos son compactos con nucléolos poco definidos (flechas en figuras 24e, 

25e y 26e). La observación de núcleos marcados con DAPI, muestran núcleos de menor 

tamaño y/o fragmentados que indican condensación de la cromatina nuclear y/o 

fragmentación del DNA, los puntos más brillantes han desaparecido casi totalmente y 

algunos de estos núcleos presentan una morfología arriñonada indicando cuerpos 

apoptóticos (punta de flechas en figuras 24f, 25f y 26f).  Las características morfológicas 

observadas en las células tratadas con el DDTC son similares a las observadas en los cultivos 

estimulados con la camptotecina, la cual es un compuesto que ha sido descrito como 

inductor de muerte apoptótica en diferentes líneas tumorales, sugiriendo que el DDTC induce 

a las células tumorales de CaCu a expresar una morfología de células apoptóticas (figuras 

24g,h, 25g,h y 26g,h).   
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Figura 24. Micrografía óptica de células HeLa con tinción de núcleos con DAPI. El contraste de fases permite observar la 
morfología general de las células. El control  y DMSO  presentan un núcleo y citoplasma extendido. Después del 
tratamiento con DDTC y Camptotecina se observa la contracción celular y la compactación del núcleo (flechas); así como 
la formación de cuerpos apoptóticos (punta de flechas), los cuales son evidenciados con DAPI. Las células fueron 
cultivadas sobre cubreobjetos (750,000 células/ plato de cultivo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente 
fueron tratadas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total 48 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO, 
células tratadas con 5 µg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la CI50 respectiva (95 µg/ml); camptotecina, células 
tratadas con camptotecina (2 µg/ml) como control positivo de apoptosis. Ensayo representativo de al menos tres. 
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Figura 25. Micrografía óptica de células CaSki con tinción de núcleos con DAPI. El contraste de fases permite observar la 
morfología general de las células. El control y DMSO presentan un núcleo y citoplasma extendido. Después del 
tratamiento con DDTC y Camptotecina se observa la contracción celular y la compactación del núcleo (flechas); así como 
la formación de cuerpos apoptóticos (punta de flechas), los cuales son evidenciados con DAPI. Las células fueron 
cultivadas sobre cubreobjetos (750,000 células/ plato de cultivo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente 
fueron tratadas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total 48 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO, 
células tratadas con 2 µg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la CI50 respectiva (35 µg/ml); camptotecina, células 
tratadas con camptotecina (6 µg/ml) como control positivo de apoptosis. Ensayo representativo de al menos tres. 
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Figura 26. Micrografía óptica de células ViBo con tinción de núcleos con DAPI. El contraste de fases permite observar la 
morfología general de las células. El control y DMSO presentan un núcleo y citoplasma extendido. Después del 
tratamiento con DDTC y Camptotecina se observa la contracción celular y la compactación del núcleo (flechas); así como 
la formación de cuerpos apoptóticos (punta de flechas), los cuales son evidenciados con DAPI. Las células fueron 
cultivadas sobre cubreobjetos (750,000 células/ plato de cultivo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente 
fueron tratadas con DDTC durante 24 h, dando un tiempo total 48 h en cultivo. Control, células sin tratamiento; DMSO, 
células tratadas con 10 µg/ml de DMSO; DDTC, células tratadas con la CI50 respectiva (200 µg/ml); camptotecina, células 
tratadas con camptotecina  (2 µg/ml) como control positivo de apoptosis. Ensayo representativo de al menos tres. 
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EExxpprreessiióónn  ddee  ccaassppaassaa--33  aaccttiivvaa  

Con el fin de concluir que el DDTC induce a las células tumorales a una muerte apoptótica y 

partiendo del hecho que el DDTC induce a las células tumorales a expresar una morfología 

celular y nuclear característica de células apoptóticas, cultivos de células HeLa, CaSki y ViBo 

fueron tratadas con el DDTC a las concentraciones de CI50 respectivas para cada línea celular 

y la expresión de la caspasa-3 activa fue evaluada por citometría de flujo (figuras 27, 28, 29 y  

tabla 4). 

 

Figura 27. Efecto del DDTC el células HeLa. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000 
células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo 
total de cultivo de 48 h; consecutivamente fueron cosechadas, fijadas e incubadas con el anticuerpo primario durante 
toda la noche; después se empleó el anticuerpo con FITC dejando incubar durante tres horas a temperatura ambiente, 
para finalmente ser leídas en el citómetro de flujo. a) control,  células sin tratamiento; b) células tratadas con la 
concentración de 2 µg/ml de camptotecina; c) DMSO, células tratadas con 5 µg/ml de DMSO;  DDTC, células tratadas con 
la concentración de CI50 (95 µg/ml). Valores expresados en porcentaje. El gráfico es representativo de al menos tres 
ensayos independientes por cada línea celular. En el eje Y en los histogramas, es presentado el número de eventos 
evaluados por el citómetro de flujo FACSAria II; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de 
forma exponencial. 
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Figura 28. Efecto del DDTC el células CaSki. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000 
células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo 
total de cultivo de 48 h; posteriormente fueron cosechadas, fijadas e incubadas con el anticuerpo primario durante toda 
la noche; después se empleó el anticuerpo con FITC dejando incubar durante tres horas a temperatura ambiente, para 
finalmente ser leídas en el citómetro de flujo. a) control,  células sin tratamiento; b) células tratadas con la concentración 
de 6 µg/ml de camptotecina; c) DMSO, células tratadas con 2 µg/ml de DMSO;  DDTC, células tratadas con la 
concentración de CI50 (35 µg/ml). Valores expresados en porcentaje. El gráfico es representativo de al menos tres ensayos 
independientes por cada línea celular. En el eje Y en los histogramas, es presentado el número de eventos evaluados por 
el citómetro de flujo FACSAria II; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de forma 
exponencial. 
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Figura 29. Efecto del DDTC el células ViBo. Las células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000 
células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo 
total de cultivo de 48 h; posteriormente fueron cosechadas, fijadas e incubadas con el anticuerpo primario durante toda 
la noche; después se empleó el anticuerpo con FITC dejando incubar durante tres horas a temperatura ambiente, para 
finalmente ser leídas en el citómetro de flujo. a) control,  células sin tratamiento; b) células tratadas con la concentración 
de 2 µg/ml de camptotecina; c) DMSO, células tratadas con 10 µg/ml de DMSO;  DDTC, células tratadas con la 
concentración de CI50 (200 µg/ml). Valores expresados en porcentaje. El gráfico es representativo de al menos tres 
ensayos independientes por cada línea celular. En el eje Y en los histogramas, es presentado el número de eventos 
evaluados por el citómetro de flujo FACSAria II; mientras que el eje X, muestra la cantidad de fluorescencia expresado de 
forma exponencial. 

Los valores obtenidos para la activación de caspasa-3 activa se resumen la tabla 3. 

Línea celular Control Camptotecina DMSO DDTC 

HeLa 2.3 17.9 4.1 9.6 
CaSki 1.2 22.7 6.1 15.6 
ViBo 2.0 17.7 1.8 3.5 

Tabla 4. Valores correspondientes a la activación de la caspasa-3 con diferentes tratamientos en células de CaCU. 
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Los resultados obtenidos en las figuras 27, 28 y 29 muestran que el DDTC induce a las células 

tumorales a expresar caspasa 3 activa en un rango de 3.5 a 15.6%, indicando un bajo efecto 

inductor de la actividad de esta caspasa.   

GGeenneerraacciióónn  ddee  EEssppeecciieess   RReeaaccttiivvaass  ddee  OOxxííggeennoo  ((EERROO))  

Es conocido que las especies reactivas de oxígeno (ERO) pueden generar tanto la necrosis 

como la apoptosis. Con el propósito de determinar si la muerte celular generada por el DDTC 

induce un estrés oxidativo en las líneas celulares HeLa, CaSki y ViBo, éstas fueron sembradas 

y tratadas con las CI50 obtenidas para cada línea y la generación de ERO provenientes de H2O2 

fueron cuantificadas por citometría de flujo (figura 30). 

 

Figura 30. Inducción de especies reactivas de oxígeno (ERO) en células HeLa, CaSki y ViBo tratadas con el DDTC:. Las 
células fueron cultivadas en placas de cultivo de 48 pozos (30,000 células/pozo) por 24 h para permitir su adherencia y 
posteriormente fueron tratadas 24 h adicionales, dando un tiempo total de cultivo de 48 h; posteriormente fueron 
cosechadas e incubadas con DCF-DA durante 30 min. Control sin marca, células sin tratamiento y sin DCF-DA; Control con 
marca, células sin tratamiento con DCF-DA; H2O2, células sin tratamiento, con DCF-DA y con H2O2 incubado 10 min 
adicionales como control positivo; DMSO, células tratadas con DMSO a una concentración de 5, 2 y 10 µg/ml 
correspondiente a HeLa, CaSki y ViBo respectivamente, con DCF-DA; DDTC, células tratadas con la concentración de CI50 
correspondiente para cada línea celular del compuesto durante ½, 1, 2, 3, 4 y 5 horas. Todos los controles son evaluados a 
las 5 horas de tratamiento. El gráfico es representativo de al menos tres ensayos independientes por cada línea celular. 

Como se puede apreciar en la figura 30, la generación de ERO en las células tumorales HeLa, 

CaSki y ViBo tratadas con el DDTC no fue significativa, indicando que la inducción de muerte 

observada en las células tumorales es debida a un evento diferente a la generación de ERO. 
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DDiissccuussiióónn  ddee  rreessuullttaaddooss  

 

La búsqueda de compuestos de origen vegetal o animal con propiedades antitumorales ha 

generado un fuerte interés en los últimos años, sobre todo, en aquellos que son derivados de 

fármacos conocidos y usados clínicamente con otros fines, a los cuales se les ha realizado 

modificaciones estructurales, dando origen a derivados o análogos de éstos.  

Investigaciones recientes acerca de los Ditiocarbamatos (el DSF y sus metabolitos), indican 

que poseen diversas actividades biológicas, entre las que destacan la inhibición del 

proteosoma en células tumorales (Yu et al., 2007), del crecimiento tumoral (Chen et al., 

2006), de factores de transcripción como NFƙB (Guo et al., 2010), y la inducción de apoptosis 

en diferentes líneas celulares (Wickström et al., 2007). Además, se ha descrito que son 

capaces de formar complejos con el Cu2+, incrementando su actividad inhibidora del 

proteosoma así como de su actividad inductora de apoptosis (Chen et al., 2004).  

En el caso del Dietilditiocarbamato sódico (DDTC), los datos obtenidos en el presente trabajo, 

revelan que este compuesto presenta un efecto inhibitorio en líneas celulares de cáncer 

cérvico uterino HeLa, CaSki y ViBo a concentraciones de 95, 35 y 200 µg/ml equivalentes a 

554.58, 204.32 y 1167.54 µM respectivamente. Para el caso de Caski y ViBo se observa que 

con un aumento de concentración, presentan un comportamiento dosis-dependiente, a 

mayor concentración, menor número celular. Sin embargo para las células HeLa, un pequeño 

incremento en la dosis, aumenta ligeramente el número celular, de tal manera que a las 

concentraciones de 70, 95 y 120 µg/ml les corresponden valores de proliferación de 38, 50 y 

53 % respectivamente; lo cual corresponde a lo reportado con Dumay (2006), en donde se 

muestra que el Dietilditiocarbamato presenta un efecto antagonista inhibiendo a la muerte 

celular.  

Las concentraciones utilizadas de DDTC para las células tumorales se ha observado que son 

altas, comparadas con otros compuestos pertenecientes a la familia de carbamatos. 

El DSF cuenta con propiedades antiproliferativas en diversas líneas celulares a diferentes 

concentraciones, como en la línea de melanoma humana A-375, con una CI50 de 0.168 µM 

(Cen et al., 2002), la línea tumoral de próstata DU-145 con una CI50 de 0.026 µM (Lin et al., 

2010); para células de mama se requiere un rango para la CI50 de 0.110 a 0.476 µM (Yip et al., 
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2011); en células de melanoma c81-46A y en leucemia mieloide U937, la viabilidad se afecta 

casi un 50 % con una concentración de 1348.61 µM (Cen et al., 2002; Navrátilová et al., 

2009); en células de cáncer de próstata PC-3, la sobrevivencia celular se ve afectada con 100 

µM (Moriyama et al., 2003); una concentración de 0.4 M induce la actividad de las caspasas 

3 y 7 en células HeLa, volviéndose tóxica a una concentración de 40 M (Wickström et al., 

2007). Por otro lado, el DDC promueve la pérdida del potencial de membrana mitocondrial 

(ΔΨm) en células HeLa a una concentración de 10-100 µM (Dumay et al., 2006). El Pyrrolidin 

Ditiocarbamato (PDTC) presenta actividad antiproliferativa en células de leucemia 

promielítica humana HL-60 del 40 % a la concentración de 10 µM (DellaRagione et al., 2000). 

Lo anterior muestra que los carbamatos tienen efecto a distintas concentraciones, 

dependiendo del tipo celular que se esté evaluando. En el presente trabajo hemos observado 

que las concentraciones necesarias del DDTC (análogo del metabolito del DDC) son mayores 

que las cantidades utilizadas de DSF, las cuales fluctúan de acuerdo a la línea celular. Sin 

embargo, a pesar de ser altas, los efectos citotóxicos que ejerce sobre las líneas celulares 

evaluadas no son significativos.  

Debido a que algunos agentes terapéuticos usados contra el cáncer afectan tanto a células 

normales como a células tumorales, es importante evaluar la selectividad del compuesto, 

para catalogarse como más o menos eficientes. En el presente trabajo se evaluó la 

selectividad del DDTC determinando el efecto en la proliferación celular de linfocitos y 

fibroblastos. Para el caso de los linfocitos de sangre periférica humana, se observa que las 

concentraciones de DDTC utilizadas afectan fuertemente el potencial proliferativo de las 

células. Sin embargo, los fibroblastos de cérvix se ven afectados disminuyendo su número 

celular al 55 % a una concentración de 100 µg/ml; indicando que los linfocitos son más 

sensibles al compuesto. Son pocos los reportes de Ditiocarbamatos que comparan el efecto 

de las células tumorales y células normales en las mismas condiciones. Cabe destacar que el 

DSF presenta una acción antiproliferativa e inductora de apoptosis selectiva en las células de 

tumor de mama MDA-MB-231, mientras que las células inmortalizadas MCF-10A 

(consideradas en el mismo ensayo como normales) bajo las mismas condiciones no se ven 

afectadas (Chen et al., 2006). Sin embargo, los resultados no son concluyentes, ya que las 

células inmortalizadas presentan alteraciones similares a la de las células tumorales.  

A diferencia del DSF que provoca necrosis en células de melanoma c83-2c, observando una 

incorporación de IP a un 48 % (Cen et al., 2002) y la pérdida de la integridad de la membrana 

en células HeLa (Wickström et al., 2007); el DDTC no presentó actividad citotóxica en las 
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células tumorales ni en las no tumorales, indicando que el decremento observado en las 

células es por un proceso diferente a la necrosis. Por lo tanto su efecto no provoca una 

respuesta inflamatoria, generando la posibilidad de que en caso de que genere algún efecto 

secundario, sería de menor magnitud en comparación a los del DSF y sus metabolitos. Tal 

efecto permite una acción antitumoral silenciosa, lo que hace del DDTC un buen candidato 

para ser estudiado como agente quimioterapéutico. Es importante resaltar que el efecto 

inductor de apoptosis presente en estos ditiocarbamatos, genera la ventaja de no inducir un 

estado inflamatorio, ya que no se activa la respuesta inmunológica, mientras que en 

pacientes tratados con quimio y radioterapia se presenta una inmunosupresión (Torrella y 

García, 2004).  

El efecto del DDTC observado en el presente trabajo sobre la morfología celular es 

considerable, ya que adquiere características correspondientes a la muerte por apoptosis; tal 

es el caso para las células de cáncer de colon H630, en donde el efecto del DSF es potenciado 

con la adición de Cu2+, mostrando células de forma heterogénea (tanto alargadas como 

redondas), con un núcleo celular bien definido y compacto (Guo et al., 2010). Para el cáncer 

colorectal de humano el efecto del DSF es mejor apreciado al mostrar células totalmente 

redondas y es manifestada la formación de cuerpos apoptóticos (Wang et al., 2003).  

Para hacer una correcta evaluación del tipo de muerte celular, es necesario tomar varios 

parámetros para su análisis, entre ellos los aspectos moleculares (Galluzzi et al., 2011), la 

expresión de caspasas y la generación de especies reactivas de oxígeno. En el presente 

trabajo hemos observado que el DDTC induce la activación de la caspasa-3 en las diferentes 

líneas celulares de CaCU en diferente proporción. 

En cuanto a la cantidad de ERO generada por el DDTC cambia con respecto al tiempo, ya que 

la generación máxima corresponde a las primeras dos horas después del tratamiento 

disminuyendo paulatinamente hasta llegar a niveles basales a las cinco horas. Sidoti-de 

Fraisse y cols. (1998) proponen que la inducción de apoptosis a través de la  producción de 

ERO en estados tempranos está involucrada en células HeLa a través de TNF-α de la vía 

extrínseca de la apoptosis. Una producción temprana de ERO en la mitocondria implica la 

aceleración de la muerte celular (Sidoti-de Fraisse et al., 1998).  

El tipo de muerte celular provocada por varios de los miembros de la familia de carbamatos 

es clara. Al respecto, se conoce que el DSF induce una muerte por apoptosis en células 

leucémicas (Cen et al., 2004) y en la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-321 (Chen et 
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al., 2006). Sus metabolitos PDTC y DDC inducen apoptosis en células de cáncer de mama 

(Daniel et al., 2005) y en líneas leucémicas (Kanno et al., 2003), respectivamente. Sin 

embargo el trabajo realizado por Dumay (2006) en células HeLa demuestra que el DDC tiene 

funciones antagonistas con respecto a la apoptosis, ya que a bajas concentraciones (10-100 

M) conduce a las células a la muerte celular, pero los altos niveles de DDC (250-500 M) 

tiene propiedades antiapoptóticas. Por otro lado, se ha observado que este mismo 

metabolito (DDC) en células leucémicas HL60, una concentración de 1000 µM, provoca 

necrosis (Kimoto-Kinoshita et al., 2004). Nuestros resultados con DDTC han mostrado que a 

pesar de que las concentraciones utilizadas para disminuir en un 50 % la población celular 

tumoral son altas (200-1100 M), no hay presencia de necrosis y que al mismo tiempo, tales 

concentraciones no sobrepasan el 10 % de la activación de la caspasa-3; sin embargo es 

apreciada una morfología de tipo apoptótica. 

Los resultados del presente trabajo muestran que el DDTC induce a las células HeLa, CaSki y 

ViBo a una muerte celular tipo apoptótica a las concentraciones de 554.5 M, 204.32 M y 

1167.54 M respectivamente afectando considerablemente a las células no tumorales; sin 

embargo, no es detectable la muerte por necrosis. 

Con respecto a su mecanismo de acción, es conveniente establecer si el efecto 

antiproliferativo del DDTC está asociado a genes, como c-myc, a proteínas reguladoras del 

ciclo celular como Rb o p53 entre otras, con la intención de esclarecer y completar su 

mecanismo de acción, dándole a este tipo de compuestos una aplicación terapéutica para el 

CaCU o para otros tipos de cáncer. 
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CCoonncclluussiioonneess  

- La concentración de Dietilditiocarbamato sódico en que se abate el 50% del número celular 

(CI50) en cultivos de células tumorales fue de 95, 35 y 200 µg/ml para las células de CaCU 

HeLa, CaSki y ViBo respectivamente. 

- La concentración de CI50 correspondiente a las células no tumorales es de 100 µg/ml para 

fibroblastos de cérvix; mientras que para linfocitos de sangre periférica humana son 

afectados al 80 % a una concentración de 50 µg/ml. 

- El efecto del DDTC no promueve la actividad citotóxica (muerte necrótica) en cultivos de 

células de CaCU, linfocitos de sangre periférica humana y fibroblastos de cérvix. 

- El Dietilditiocarbamato sódico induce la compactación celular y de la cromatina, con una 

ligera fragmentación de ADN en las células tumorales HeLa, CaSki y ViBo. 

- El Dietilditiocarbamato sódico, induce la activación de la caspasa-3 en las líneas tumorales 

HeLa, CaSki y ViBo con valores de 9.6, 15.6 y 3.5 % respectivamente. 

-El compuesto Dietilditiocarbamato sódico a la concentración de CI50 induce la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ERO) en las primeras 2 horas después de tratamiento con 

valores máximos del 6 % y se reduce en las siguientes tres horas hasta valores de 1 %. 
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AAppéénnddiiccee  

LLíínneeaass  cceelluullaarreess  ddee  ccáánncceerr  ccéérrvviiccoo  uutteerriinnoo  ((CCaaCCUU))  

Las líneas celulares de CaCU que utilizadas en esté trabajo son: HeLa, células derivadas de 

adenocarcinoma metastásico estadio IV-B, positiva al VPH 18 (ATCC, 2013); CaSki, células 

provenientes de carcinoma cérvico uterino, establecidas a partir de células metastásicas en el 

mesenterio del intestino delgado, la línea es positiva a VPH 16 (ATCC, 2013); y ViBo, células 

de carcinoma estadio II-B, negativas a VPH (Monroy et al., 1992). 

CCoommppoossiicciióónn  ddeell   RRPPMMII--11664400  ((MMiiccrroollaabb,,   MMeexx..))   

Los medios nutritivos para cultivo de células animales contienen de manera balanceada los 

nutrimentos mínimos requeridos para la proliferación celular, tales como los siguientes: 

Componente g/L 

Sales Inorgánicas  

Nitrato de Calcio tetrahidratado - Ca(NO3)₂ 0.1 

Sulfato de Magnesio Anhídrido - SO4Mg 0.4884 

Cloruro de Potasio - KCl 0.4 

Cloruro de Sodio - NaCl 6 

Fosfato de Sodio Dibásico (Anhídrido) - Na2HPO4 0.8 

Aminoácidos  

L-Arginina 0.2 

L-Asparagina 0.05 

L-Ácido Aspártico 0.02 

L-Cisteína *2HCl 0.0652 

L-Ácido Glutámico 0.02 

Glicina 0.01 

L-Histidina 0.015 

L-Hidroxiprolina 0.02 

L-Isoleucina 0.05 

L-Leucina 0.05 

L-Lisina *HCl 0.04 

L-Metionina 0.015 

L-Fenilalanina 0.015 

L-Prolina 0.02 

L-Serina 0.03 
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L-Treonina 0.02 

L-Triptofano 0.005 

L-Tirosina *2Na*2H2O 0.02883 

L-Valina 0.02 

Vitaminas  

D-Biotina 0.0002 

Cloruro de Colina 0.003 

Ácido Fólico 0.001 

Myo-Inositol 0.035 

Niacinamida 0.001 

Ácido p-Aminobenzoico 0.001 

Ácido D-Pantetonico (hemicálcica) 0.00025  

Piridoxina *HCl 0.001 

Riboflavina 0.0002 

Tiamina *HCl 0.001 

 Vitamina B12 0.000005 

Otros  

D-Glucosa 2 

Glutation (reducido) 0.001 

Rojo Fenol *Na 0.0053 

Adicionado  

L-Glutamina 0.3 

 

 

MMeeddiioo  ddee  ccuullttiivvoo  

Para 1 L de medio de cultivo, se agrega 10.34 g de medio RPMI-1640 y 2 g de Bicarbonato de 

sodio (NaHCO3; Sigma-Aldrich, USA) que es disuelto en 1 L de Agua bidestilada. Con la 

finalidad de evitar el crecimiento de microorganismos, los medios nutritivos deben ser 

suplementados con antibióticos; en este caso fue agregado 1mg/ml de antibiótico Pengesod: 

bencilpenicilina (In vitro, Méx.).El pH es ajustado a 7.2-7.2 con Ácido clorhídrico (HCl; Sigma-

Aldrich, USA) 10 Normal o Hidróxido de sodio (NaOH; Sigma-Aldrich, USA) al 1 %. Finalmente 

es esterilizado por la técnica de filtrado al vacío a través de una membrana (Millipore) con 

poro de 22 µm y se almacena a 4°C. 
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SSoolluucciióónn  aammoorrttiigguuaaddoorraa  ddee  ffoossffaattooss  ((PPBBSS))  

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiológicas estables durante periodos 

cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los 

componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada. 

Cloruro de sodio (NaCl)                                      8.00 g (Sigma-Aldrich, USA) 

Cloruro de potasio (KCl)                                     0.20 g (Sigma-Aldrich, USA) 

Fosfato mono ácido de sodio (NaH2PO4)        2.16 g (Sigma-Aldrich, USA) 

Fosfato di ácido de potasio (Na2HPO4)            0.20 g (Sigma-aldrich, USA) 

El cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato mono ácido de sodio y el fosfato di ácido de 

potasio son disueltos en 100 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH  a 7.2-7.4  utilizando HCl 

8 Normal y se afora finalmente a un volumen final de 1000 ml. Esta solución se esteriliza por 

medio de filtros de membrana con diámetro de poro de 22 µm, la solución se almacena a 4°C 

hasta el momento del uso. 

VVeerrsseennoo  

Esta solución es necesaria para el desprendimiento de las células tumorales adherentes 

(HeLa y CaSki) y funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de 

las uniones celulares. Para su preparación se utilizan las siguientes sustancias: 

Tris base [H2NC (CH2OH)3]                                             3.04 g (Sigma-Aldrich, USA) 

Cloruro de sodio (NaCl)                                          8.00 g (Sigma-Aldrich, USA) 

Cloruro de potasio (KCl)                                                  0.04 g (Sigma-Aldrich, USA) 

Etilendiamino Tetraacético (EDTA, C10H16N2O8)     0.40 g (Sigma-Aldrich, USA) 

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada; el pH se ajusta a 7.7 con ácido 

clorhídrico (HCl) 10 Normal y se afora en un volumen de 1000 ml con agua bidestilada. La 

solución se esteriliza por medio de autoclave a 20 libras de presión durante 20 minutos. 

TTrriippssiinnaa  

La solución es utilizada para la disgregación del tejido y el desprendimiento de las células 

tumorales ViBo. Para su preparación es pesado 100 mg de tripsina (Sigma-Aldrich, USA) y es 

disuelto en 200 ml de verseno en condiciones estériles.  
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CCoolloorraannttee  CCrriissttaall   VViioolleettaa  

La solución de cristal violeta se prepara al 0.1 % (m/v) en una solución amortiguadora de 

ácido fórmico 200 mM a pH 6.0. Su preparación consiste en agregar 3.96 g de hidróxido de 

sodio (NaOH; Sigma-Aldrich, USA) y 4.28 ml de ácido fórmico aforados a 500 ml con agua 

bidestilada. Una vez preparada la solución se filtra y posteriormente se usa. 

DDeessaaccttiivvaacciióónn  ddeell   ssuueerroo  

Una botella de Suero Fetal  Bovino (Hyclone, USA) se coloca en baño de agua a temperatura 

ambiente para ser descongelado, posteriormente se pasa a un baño maría 57°C durante 30 

minutos. Posteriormente es trasvasado en alícuotas de 50 ml para su mejor uso y 

manipulación. 

GGlluuttaarraallddeehhííddoo  ((11..11%%))  

 A 1.57 ml de glutaraldehído (70 % v/v) se le agrega 98.43 ml de agua bidestilada. Finalmente 

es almacenado 4°C. 

SSoolluucciióónn  ddee  áácciiddoo  aaccééttiiccoo  ((1100%%))  

A 10 ml de ácido acético glacial (J. T. Baker) se le agrega 90 ml de agua bidestilada. 

PPaarraaffoorrmmaallddeehhííddoo  ((22%%))  

Paraformaldehído al 2 % de PBS (preparado al momento), para disolverlo se calentó la 

solución a temperatura no mayor a 60°C, sí rebasa esta temperatura el paraformaldehído 

polimeriza y la solución no funciona para fijar. 
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Este trabajo fue presentado parcialmente en la “9ª reunión de Academia Mexicana de 

Química orgánica” en la modalidad de cartel, con el titulo de: Efecto antitumoral del 

Dietilditiocarbamato sódico en líneas celulares de cáncer cérvicouterino, que se llevó a cabo 

del 22 al 26 de Abril de 2013. 
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