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Resumen 

 

El cisplatino es un fármaco antineoplásico ampliamente utilizado en el tratamiento de 

tumores sólidos. Los pacientes bajo su régimen desarrollan diversos efectos adversos, 

siendo la nefrotoxicidad, el de mayor incidencia y peligro para la salud. La nefrotoxicidad 

por cisplatino se asocia con el estrés oxidante, la inflamación y la apoptosis. Hasta el 

momento, no existe un tratamiento totalmente efectivo para prevenir la toxicidad por 

cisplatino en el riñón. Por otra parte, la actividad antioxidante de los flavonoides, 

compuestos naturales presentes en las plantas, ha cobrado importancia en los últimos 

años. Se ha visto que la morina, una pentahidroxiflavona, posee actividad citoprotectora 

frente a diversos daños en modelos in vitro e in vivo. Esta protección se asocia con efectos 

antioxidantes, anti-inflamatorios y anti-apoptóticos. Es por esto que su uso podría 

contrarrestar los efectos nefrotóxicos causados por el cisplatino a través de la regulación 

del sistema antioxidante y la modulación negativa de elementos de la vía de apoptosis. El 

principal objetivo de esta investigación fue determinar y caracterizar el efecto de la 

morina contra el daño causado por cisplatino en la línea celular LLC-PK1, así como 

la interferencia con este antineoplásico en la toxicidad sobre la línea tumoral HTB-4. 

Para llevarlo a cabo se determinó la viabilidad celular por las técnicas de MTT (bromuro de 

3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) y FDA (diacetato de fluoresceína), así como la 

expresión de proteínas, por la metodología de Western blot.   En este trabajo se encontró: 

que la morina captura H2O2 en condiciones libre de células; atenúa el daño por cisplatino y 

eleva la expresión de HO-1 (hemo oxígenasa 1) en las células LLC-PK1. Además se 

observó que la utilización de un inhibidor de HO-1 revirtió la atenuación del daño por 

cisplatino. Por otra parte, se encontró que la morina disminuye la viabilidad de las células 

tumorales HTB-4 y que de alguna manera interfiere con la toxicidad del cisplatino. 

Concluyendo de esta manera: que la morina ejerce un moderado efecto citoprotector contra 

el daño por cisplatino en las células LLC-PK1, de una manera tiempo y concentración 

dependiente; que la HO-1 media el efecto citoprotector de la morina frente al daño por 

cisplatino en las células LLC-PK1 y que la morina interfiere con la toxicidad del cisplatino 

en las células HTB-4. 
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Glosario de abreviaturas 

ADN: ácido desoxirribonucleico  

AIF: factor de inducción de apoptosis. 

AP-1 y 2: proteínas activadoras 1 y 2. 

Apaf-1: proteasa activadora de la apoptosis, factor 1. 

ARN: ácido ribonucleico  

ATP: trifosfato de adenosine. 

Casp-12: caspasa 12 

Casp-3: caspasa 3 

Casp-9: caspasa 9 

CO: monóxido de carbono 

CO2: dióxido de carbono 

ctr1: transportador de cobre 1 

CYP: citocromo P450. 

DHE: dihidroetidio. 

DMEN: medio Eagle modificado de dubelco. 

DPI: difenileneiodonio 

DTT: ditiotreitol 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético. 

ERKs: cinasas reguladas por señales extracelulares. 

EROs: especies reactivas del oxígeno. 

FasR: receptor Fas. 

FDA: diacetato de fluoresceína. 

GGT: gamma-glutamil transpeptidasa 

GPx: glutatión peroxidasa. 

GSH: glutatión reducido. 
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GSSG: glutatión oxidado. 

GST: glutatión-S-transferasa. 

GSTP: glutatión-S-transferasa pi. 

H2O2: peróxido de hidrógeno. 

HO-1: hemo oxígenasa 1. 

HRP: peroxidasa de rábano. 

IFN-γ: interferón gamma 

IL-10: interleucina 10. 

IL-1β: interleucina 1 beta. 

IL-6: interleucina 6. 

Keap1: proteína 1 asociada a Kelch y parecida a ECH. 

LPH: lactosa-floricina hidrolasa 

MAPK: proteínas cinasas activadas por mitógenos 

MATE1: transportador  de extrusión multidroga 1 

MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol. 

NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

Nf-κB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas. 

NOS: sintasa de óxido nítrico. 

NOX: NADPH oxidasa 

Nrf2: factor nuclear derivado de eritroide 2. 

OCT 1 y 2: transportador de cationes orgánicos 1 y 2 

PBS: tampón fosfato salino 

PKC: proteína cinasa C 

pro-casp 8: pro-caspasa 8 

SFB: suero fetal bovino. 

sGC: guanilato ciclasa soluble. 
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SGLT1: transportador de glucosa glut 1. 

siRNA: RNA pequeño de interferencia. 

SNC: sistema nervioso central. 

SnM321: mesoporfirina de estaño.  

SOD: superóxido dismutase. 

TNFR 1 y 2: receptor del factor de necrosis tumoral 1 y 2. 

TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa. 
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1. Introducción 

 

El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. 

Los pacientes sometidos a quimioterapia, sufren una variedad de efectos adversos, que 

entre otras causas, son provocados por la elevación de EROs (especies reactivas del 

oxígeno) que generan los fármacos antineoplásicos. El aumento en la peroxidación lipídica, 

la reducción de la capacidad total de captura de radicales y una marcada reducción en los 

niveles de glutatión, en plasma, son evidencias que así lo demuestran. Entre los agentes 

antineoplásicos que mayores niveles de EROs generan se encuentran las antraciclinas, 

como la doxorrubicina, las epipodofilotoxinas como el etopósido, las camptotecinas como 

el topotecán y los agentes alquilantes como el cisplatino1. 

 

El cisplatino es un fármaco quimioterapéutico que se ha utilizado hace ya más de cuatro 

décadas, cuando fue accidentalmente descubierto. Se prescribe preferencialmente en el 

tratamiento de tumores en cabeza  y cuello, pulmones, ovarios, cuello del útero, vejiga y 

testículos11. Según la base de datos ClinicalTrials.gov existen más de 500 tratamientos 

activos que incluyen a este fármaco. 

 

La actividad antineoplásica del cisplatino es potente, más del 90% de los cánceres 

testiculares son resueltos con este tratamiento, sin embargo, su uso está limitado por dos 

factores fundamentales: desarrollo de resistencia en algunos tumores y los severos efectos 

colaterales2. Las náuseas y vómitos, ototoxicidad, neurotoxicidad y nefrotoxicidad están 

entre los principales  efectos adversos del cisplatino. En el caso de la nefrotoxicidad, la 

prevalencia es alta, uno de cada tres pacientes tratados con cisplatino la padece1. La 

nefrotoxicidad por cisplatino puede presentarse como daño agudo al riñón, 

hipomagnesemia, síndrome de Fanconi, hipocalcemia, acidosis renal del túbulo distal, e 

hiperuricemia. El daño agudo al riñón es el más importante para la salud y de mayor 

prevalencia, entre un 20 y 30% de los pacientes lo desarrollan3. La recuperación de la 

función renal ocurre en un período de dos a cuatro semanas, sin embargo, ciclos de 

tratamiento con cisplatino pueden resultar en nefrotoxicidad permanente4. 

 

A lo largo de las investigaciones sobre la nefrotoxicidad por cisplatino, una gran cantidad 

de estudios genéticos, moleculares y farmacológicos han sido conducidos en el intento de 

encontrar terapias para la nefroprotección. Estas estrategias terapéuticas se han clasificado 
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con base en los blancos a los que están dirigidas. Se ha intentado disminuir la captura del 

cisplatino por las células renales, interferir con la bioactivación metabólica del cisplatino, 

bloquear las vías de muerte celular y más recientemente se ha comenzado a estudiar la 

relevancia de antioxidantes en la prevención o atenuación del daño por cisplatino12.  

 

Cuando se busca una estrategia terapéutica contra la toxicidad de un agente 

antineoplásico, es muy importante considerar su efecto sobre la actividad anticarcinogénica. 

Desafortunadamente, muchos de los estudios dirigidos a la nefroprotección se han  

conducido sólo en células renales o  en animales libres de tumores. Por esta razón, se hace 

necesario continuar en la búsqueda de tratamientos efectivos, prestando especial atención 

al aspecto antes mencionado. 

 

Existen varios trabajos que refieren la capacidad de diversos antioxidantes para atenuar el 

daño por cisplatino en modelos in vitro e in vivo. El pre-tratamiento con hesperidina y rutina, 

dos abundantes flavonoides, disminuyó el daño por cisplatino en ratas macho, lo que se 

hizo evidente por la restauración de la función renal y la disminución de marcadores de 

estrés oxidante3. Las células derivadas de túbulo proximal de riñón de cerdo (LLC-PK1) 

tratadas con tetra-hidrocurcumina presentaron menor disminución de la viabilidad con 

respecto a las que solo recibieron cisplatino5.  

 

La morina (3, 5, 7, 2’,4’-pentahidroxiflavona) es un pigmento de color amarillo, miembro de 

la familia de los flavonoides. Se encuentra en varias frutas y plantas, entre estas, la 

almendra (Prunus dulcis), higo (Chlorophora tinctoria) y más extensivamente en las plantas 

de la familia Moraceae6. Su uso como citoprotector frente a diferentes modelos de daños 

se ha informado ampliamente. La morina atenuó daños inducidos por tetracloruro de 

carbono en modelos de fibrosis hepática7, protegió a la mucosa gástrica contra el daño por 

indometacina8,  e indujo la expresión de enzimas anti-oxidantes en células epiteliales del 

lente ocular, enfrentadas a H2O2
9
, entre otros. Sin embargo, sobre su actividad frente a la 

toxicidad inducida por cisplatino en células renales existe poca información. Por otra parte, 

aunque existen evidencias de la actividad antineoplásica de la morina10 no hay estudios en 

los cuales se combine la investigación de sus propiedades citoprotectoras y anti-

neoplásicas. 
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Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente discutidos, en esta investigación se 

pretende encontrar elementos que contribuyan al conocimiento sobre la posibilidad de 

utilizar la morina en el control de la nefrotoxicidad por cisplatino.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

2. Marco teórico. 

2. 1 Cisplatino, historia y uso. 

La historia de los complejos metálicos como terapia contra el cáncer, comenzó a finales de 

la década de 1960, con la observación de las propiedades antineoplásicas del complejo 

cisplatino. La alta eficiencia del cisplatino pero su elevada toxicidad, dio impulso al estudio 

y desarrollo de fármacos de nueva generación como el carbaplatino, el nedaplatino y el 

oxaliplatino11. Sin embargo, aunque generando severos efectos adversos, el cisplatino 

continúa siendo el más utilizado en las terapias antineoplásicas. Su uso está especialmente 

dirigido al tratamiento de tumores en cabeza  y cuello, pulmones, ovarios, cuello del útero, 

vejiga y testículos. Los pacientes bajo su régimen pueden padecer de náuseas y vómitos; 

ototoxicidad; neurotoxicidad y nefrotoxicidad12. 

 

2. 2 Nefrotoxicidad por cisplatino. 

La primera evidencia de nefrotoxicidad por cisplatino surgió en un estudio en animales en 

1971  y se describió desde los primeros ensayos clínicos de quimioterapia13. Actualmente, 

ya es reconocido que la prevalencia de nefrotoxicidad por cisplatino es alta, se presenta en 

uno de cada tres pacientes bajo tratamiento12. 

 

2.2.1 Características clínicas de la nefrotoxicidad por cisplatino. 

Clínicamente, la nefrotoxicidad por cisplatino comienza a evidenciarse diez días después 

de iniciado el tratamiento y se manifiesta en una disminución de la tasa de filtración 

glomerular, vasoconstricción renal, incremento de creatinina así como reducción de los 

niveles de potasio y magnesio en suero14.  Los efectos a largo plazo del tratamiento con 

cisplatino, no se conocen totalmente, pero se cree que la función renal puede quedar 

disminuida permanentemente15. Aun cuando la nefrotoxicidad puede ser controlada por 

diuréticos y una adecuada hidratación de los pacientes, la prevalencia continua siendo 

alta16. Se han identificado un grupo de factores de riesgo que aumenta la probabilidad de 

sufrir nefrotoxicidad como las altas dosis y la frecuente administración. Se ha encontrado 

que disminuyendo la dosis de 50 mg/m2 a 20 mg/m2 se evita la disminución de la tasa de 

filtración glomerular y las concentraciones de magnesio en suero. Otras variables incluyen: 

el sexo femenino, la edad avanzada, el tabaquismo y la hipoalbuminemia4. 
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2.3 Transporte y metabolismo del cisplatino en la célula. 

El cisplatino es eliminado en el riñón mediante filtración glomerular y secreción tubular. La 

concentración de cisplatino en el riñón excede a la que se encuentra en la sangre, lo que 

sugiere una activa acumulación de esta droga en las células del parénquima renal. Estudios 

en láminas de riñón17, células epiteliales cultivadas18 y segmentos de túbulo proximal 

aislados19, han proporcionado evidencia de que el transporte de cisplatino ocurre de la cara 

basolateral a la apical. El cisplatino penetra en la célula, por difusión pasiva o 

transportadores específicos20. En los últimos años se han identificado dos transportadores 

fundamentales para la entrada de cisplatino a las células renales, Ctr1 (transportador de 

cobre 1) y OCT2 (transportador de cationes orgánicos 2). Ctr1 es un transportador de cobre 

capaz de mediar el transporte de cisplatino en células de mamíferos. La disminución de la 

expresión de Ctr1 en células de riñón cultivadas provocó la disminución de la captura de 

cisplatino así como la toxicidad. Sin embargo, su papel en la nefrotoxicidad en modelos in 

vivo aún no se ha investigado21 . El OCT2 es un transportador de cationes orgánicos. Los 

transportadores OCT se expresan de manera diferente en dependencia de la especie o 

subtipo. El transportador OCT2 humano tiene una expresión elevada en la membrana 

basolateral de los túbulos renales proximales, mientras que  el OCT1 (transportador de 

cationes orgánicos 1) se localiza en la membrana sinusoidal de los hepatocitos22. 

Contrariamente, en roedores, tanto OCT1 como OCT2 presentan un alto nivel de expresión 

en la membrana basolateral de los túbulos proximales. En un estudio funcional, Ciarimboli 

y cols23 suprimieron los genes OCT1 y OCT2 y encontraron que los ratones con ausencia 

de estos transportadores, desarrollaban una nefrotoxicidad por cisplatino mucho menor que 

los ratones de fenotipo silvestre23. También existen transportadores para la extrusión del 

cisplatino de la célula, como el transportador MATE1 (transportador  de extrusión multidroga 

1)24. En la Figura 1 se presenta un esquema de lo anteriormente descrito. 
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Una vez que las moléculas de cisplatino son transportadas al interior celular, interactúan 

con varias enzimas y se metabolizan a tioles altamente reactivos. Se ha sugerido que la 

nefrotoxicidad por cisplatino en el riñón depende de la activación de las enzimas GSTP 

(Glutation-S-transferasa pi) y GGT (gamma-glutamil transpeptidasa). Este proceso 

comienza con la formación de conjugados de glutatión, mediado por la GSTP25. 

Posteriormente, los conjugados son escindidos por la enzima GGT, formándose conjugados 

cisteína-glicina, los cuales  son entonces metabolizados por aminopeptidasas a conjugados 

de cisteína y finalmente son transportados a las células del túbulo proximal en donde se 

convierten en tioles, por la enzima beta liasa cisteína-S-conjugada26 y 27 (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Glucosa 

Membrana 

apical 

Membrana 

baso lateral 

Células 

epiteliales del 

túbulo renal 

Fig.1 Transporte de cisplatino. Na+: sodio, K+: potasio MATE1: transportador  de extrusión 

multidroga 1, OCT2: transportador de cationes orgánicos 2. Tomado de  Pearson Education Inc 2011. 
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La inhibición de las enzimas GGT o la beta liasa cisteína-S-conjugada, ha provocado la 

disminución de la nefrotoxicidad por cisplatino en ratones28. Por otra parte, la sobre 

expresión de la enzima GGT aumentó la resistencia a cisplatino en un modelo xenográfico 

de cáncer de próstata29. Estos hallazgos sugieren que la inhibición de la enzima GGT podría 

ser una estrategia eficiente para disminuir la nefrotoxicidad por cisplatino y aumentar su 

actividad anti neoplásica.   

 

2.4 Blancos moleculares del cisplatino. 

En un ambiente acuoso, los ligandos de cloro del cisplatino son reemplazados por 

moléculas de agua generándose electrófilos cargados positivamente que reaccionan con 

sitios nucleofílicos de moléculas intracelulares para formar aductos de ADN (ácido 

desoxirribonucleico), ARN (ácido ribonucleico) y proteínas30. Los efectos antitumorales del 

cisplatino se han asociado a su interacción con el ADN nuclear. El cisplatino induce la 

formación de entrecruzamientos intra e inter catenarios inhibiendo la síntesis y replicación 

del ADN, afectando principalmente a células con alta tasa de proliferación31. Sin embargo, 

el papel principal del daño al ADN nuclear, como causa de la muerte celular, se ha ido 

modificando. Actualmente, se conoce que menos del 1% del cisplatino que penetra en las 

células forma aductos con el ADN nuclear32. Mandic y cols33, utilizando células sin núcleo 

demostraron que las señales  apoptóticas pueden inducirse independiente a la interacción 

entre el cisplatino y el ADN nuclear33 . 

Tiol reactivo 

Fig.2 Metabolización del cisplatino. GSTP: glutatión-S-transferasa pi, GGT: gamma glutamil 

transpeptidasa, APN: aminopeptidasa. Tomado de Townsend25 et al. 2009. 

Beta liasa cisteína-

S-conjugada 
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Existen varias evidencias que sugieren que el ADN mitocondrial u otros blancos 

mitocondriales, quizás son más importantes que el daño al ADN nuclear, en la mediación 

de la muerte celular inducida por cisplatino34. El ADN mitocondrial no cuenta con el 

mecanismo de reparación por escisión  de nucleótidos, por lo tanto  es más sensible a la 

interacción con cisplatino que el ADN nuclear. El ADN mitocondrial es una molécula circular 

que codifica para 13 proteínas esenciales en la cadena de transporte electrónico, entre ellas 

las proteínas 1, 2, 3, 4, 4L, 5 y 6, del complejo I, citocromo b del complejo III y citocromo c 

oxidasa 1, 2 y 3 del complejo IV, así como las sintasas de ATP (trifosfato de adenosine) 6 

y 835. El cisplatino puede incrementar la rigidez de la membrana mitocondrial, a través de 

la interacción con lípidos y proteínas. Una membrana que ha perdido su fluidez sufrirá 

cambios en su permeabilidad, deficiencias en los mecanismos de transporte y disminución 

de la actividad enzimática36 . Las enzimas citocromo c oxidasa y NADPH (nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato) deshidrogenasa, se inactivan a causa de la rigidez 

mitocondrial, en corazones de ratones tratados con adriamicina37. También se ha visto 

reducción de la actividad de los complejos del I al IV y disminución de los niveles de ATP 

en riñones extraídos de cerdos tratados con cisplatino38. Se ha encontrado que el 

tratamiento con cisplatino en ratas Wistar macho, disminuye el contenido de cardiolipina en 

extractos mitocondriales de hepatocitos, posiblemente debido a la peroxidación lipídica36. 

La cardiolipina es un fosfolípido aniónico mitocondrial que confiere estabilidad y fluidez a la 

membrana mitocondrial39. Su principal función es como soporte de la cadena de transporte 

electrónico ya que posibilita el anclaje de los complejos III y IV40, lo cual explica una de las 

posibles causas por las que disminuye la actividad de los complejos de la cadena 

respiratoria en modelos tratados con cisplatino. La oxidación de la cardiolipina se ha 

asociado a la liberación de citocromo c de la mitocondria, unos de los primeros eventos en 

la cascada apoptótica mitocondrial39. El cisplatino induce un aumento en la actividad y la 

expresión de la casp-3 (caspasa 3) en diferentes modelos41. La disminución del cociente 

GSH/GSSG (glutatión reducido/ glutatión oxidado) y los niveles de NADPH en extractos 

mitocondriales son otros de los efectos ocasionados por el cisplatino34, lo cual provoca un 

fuerte desequilibrio en la homeostasis redox celular.  
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2.5 Mecanismos de inducción de toxicidad del cisplatino. 

2.5.1 Inducción de estrés oxidante. 

Durante mucho tiempo, las EROs eran simplemente compuestos intermediarios en la  

química orgánica e inorgánica. Por su gran reactividad y corta vida media, su presencia en 

los sistemas biológicos no se consideraba. Sólo hasta 1954, fue descrita su importancia en 

los organismos vivos, asociada a su capacidad para provocar daños en la estructura y 

funcionamiento celular42 

 

Las EROs son compuestos que se derivan de la molécula de O2, por reducción química 

parcial. Su clasificación las divide en dos grupos,  las radicales y las no radicales. El grupo 

de radicales incluye a compuestos como el radical de óxido nítrico (NO•), el ion superóxido 

(O2
•-), el radical hidroxilo (OH•), el radical peroxilo (ROO•), el radical alcoxi (RO•) y una de 

las formas del oxígeno singlete (1O2). Estas especies se definen por ser capaces de existir 

independientemente y contener uno o más electrones desapareados. El segundo grupo, 

está compuesto por sustancias extremadamente reactivas aunque no entran en la definición 

de radicales. Entre estos compuestos podemos mencionar al ácido hipocloroso (HClO), 

peróxido de hidrogeno (H2O2), peróxidos orgánicos, aldehídos, ozono (O3)43. 

 

Durante la respiración mitocondrial, los electrones son transferidos del complejo I (NADH 

deshidrogenasa) y el complejo II (succinato deshidrogenasa) a la coenzima Q10 y 

posteriormente al complejo III que los transfiere al citocromo c que los cede al complejo IV. 

Finalmente, cuatro electrones son transferidos al oxígeno con la correspondiente formación 

de H2O. El acoplamiento del transporte de electrones a la fosforilación oxidativa resulta en 

la generación de ATP. A pesar de que este proceso es muy eficiente, alrededor del 2% de 

los electrones escapan de la cadena de transporte y reaccionan con el oxígeno molecular, 

reduciéndolo parcialmente y formando O2
•-. Aunque el O2

•- no es altamente tóxico, las SODs 

(superóxido dismutasas) mitocondriales generan H2O2 y en presencia de hierro o cobre 

reducido, forman el altamente tóxico OH• por la reacción de Fenton y la de Harber Weiss44.  

 

Las EROs son esenciales para la vida por su participación en procesos tan importantes 

como la transducción de señales o la actividad bactericida de los fagocitos. La célula cuenta 

con un sistema antioxidante que le permite mantener su estado redox en equilibrio, sin 
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embargo, bajo determinadas circunstancias, como la administración de algunos fármacos, 

el sistema de defensa es insuficiente y se desarrolla el estrés oxidante43. 

 

Por más de una década, el estrés oxidante se ha reconocido como un importante factor en 

la nefrotoxicidad desarrollada por cisplatino45. Tres mecanismos se han propuesto para 

describir la generación de estrés oxidante en las células renales por cisplatino. Una vez en 

la célula, el cisplatino interacciona con moléculas de H2O, convirtiéndose en una forma más 

reactiva, que puede reaccionar muy rápidamente con moléculas que contengan grupos 

tioles, entre ellos el GSH46 uno de los antioxidantes de bajo peso molecular más importantes 

para la célula. La disminución o inactivación del GSH causa un cambio en el estado redox 

celular, provocando la acumulación de EROs y estrés oxidante. El segundo mecanismo 

ocurre a través de la desestabilización de los complejos de la cadena respiratoria 

mitocondrial, lo cual provoca un incremento de EROs, como se explicó en la sección anterior 

39. En tercer lugar, el cisplatino puede inducir la formación de EROs a través de los CYP 

(citocromo P450)47. Los CYP son miembros de una súper familia de hemoproteínas que 

participan en la detoxificación de la célula a través de la eliminación de compuestos 

xenobióticos. En su estructura cristalina se observa un grupo hemo, en el cual el hierro se 

encuentra unido al grupo tiol de una cisteína y a una molécula de H2O48. El hierro participa 

en la generación de metabolitos del oxígeno como el OH•, a través de la reacción de Harber 

Weiss y en la generación de complejos hierro-oxígeno, altamente reactivos49. Se ha 

comprobado que el motivo hemo de los CYP representa una gran fuente de hierro catalítico 

en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino. Experimentos en células LLC-PK1 y riñones de 

ratas, revelaron que los niveles de hierro catalítico aumentaron de manera significativa en 

respuesta al tratamiento con cisplatino. Sin embargo, la exposición a quelantes de hierro o 

a atrapadores de OH•, atenuó la toxicidad en el sistema in vitro así como la falla renal. Estos 

datos, sugieren el papel principal del hierro en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino47.   

 

Independiente a estos tres mecanismos, algunos autores han atribuido el estrés oxidante 

generado por cisplatino a la sobre expresión de las NOX (NADPH oxidasa). La NOX es una 

enzima constituida por varias subunidades que cataliza la producción de O2
.- a través de la 

reducción de O2 por medio de un electrón proveniente de una molécula de NADPH o NADH. 

En células LLC-PK1 la generación de EROs por cisplatino ha disminuido de manera 

significativa con el uso de DPI (difenileneiodonio), un inhibidor de NOX50. Por otra parte, en 
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células HEI-OC1, derivadas de la cóclea, el tratamiento con cisplatino aumenta la expresión 

de las isoformas NOX 1 y 4 acompañado del aumento de EROs51. 

 

2.5.1 a. Defensa antioxidante: HO-1. 

El sistema antioxidante está dividido en dos grandes grupos. Las enzimas antioxidantes y 

los antioxidantes de bajo peso molecular. Entre las enzimas antioxidantes se encuentra la 

SOD. Las proteínas en esta familia difieren en su estructura y cofactores. Esta enzima 

cataliza la dismutación de dos radicales de O2
.- a H2O2

52. Este último compuesto, puede ser 

removido por la actividad de la enzima catalasa y miembros de la familia de las peroxidasas 

incluyendo a la GPx (glutatión peroxidasa)53 . Sin embargo, en la protección contra la 

nefrotoxicidad inducida por cisplatino una de las enzimas más estudiadas es la HO-1. 

 

En estudios recientes estudios se ha demostrado que en estados de elevado estrés 

oxidante, la HO-1 se induce como respuesta protectora en células enfrentadas a diversos 

estímulos tóxicos. La HO-1 es una enzima microsomal de 32 kDa que cataliza la reacción 

inicial y limitante en el catabolismo del grupo hemo. Los productos de esta reacción son 

cantidades equimolares de biliverdina, CO (monóxido de carbono) y hierro. La biliverdina 

es posteriormente transformada a bilirrubina por acción de la enzima biliverdina reductasa 

(Figura 3)54 .  

 

Hasta el momento se han descrito las isoformas HO-1, 2 y 3. La HO-1 es inducible mientras 

que la HO-2 se expresa constitutivamente. La HO-3 tiene propiedades muy similares a la 

HO-2 pero el conocimiento sobre ella es más limitado por ser la última identificada. La HO-

1 es inducida por el grupo hemo y una variedad de estímulos entre los que se incluyen, 

metales pesados, H2O2, NO•, endotoxinas, radiaciones ultravioletas, estados de hiperoxia y 

lipoproteínas oxidadas de bajo peso molecular, los cuales tienen en común la capacidad de 

alterar el estado redox celular. No obstante, la inducción de la HO-1 es un proceso complejo 

que depende de los estímulos aplicados, el tipo de tejido y la especie del cual estos 

provienen55 y 56. En la región promotora del gen para la HO-1 se han encontrado secuencias 

de unión para los factores de transcripción Nrf2 (factor nuclear derivado de eritroide 2), Nf-

kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), 

AP-1, AP-2 (proteínas activadoras 1 y 2), IL- 6, entre otros57.  
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El sistema Nrf2/ Keap1 (proteína 1 asociada a Kelch y parecida a ECH) ha sido identificado 

como un sensor crucial ante el incremento de EROs en el citoplasma. Bajo estas 

condiciones, Nrf2 se separa de Keap1, que promueve su degradación por el proteosoma 

cuando no hay señales de estrés oxidante, y se transloca al núcleo donde induce la 

transcripción de un grupo de genes citoprotectores  como la HO-158. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En condiciones de trasplantes, nefropatías humanas y modelos animales de enfermedad 

renal, se observa una fuerte inducción de la HO-1, principalmente en las células epiteliales 

renales. En la proteinuria, la HO-1 se induce en el epitelio de las células tubulares, siendo 

más evidente en el túbulo distal que en el proximal, pero no se detecta en las células 

glomerulares59 y60. La sobre expresión de la HO-1 en células tubulares con respecto a las  

glomerulares se debe a la mayor sensibilidad de las primeras frente al estrés oxidante61. 

 

La reacción metabólica catalizada por la HO-1 se considera un elemento crítico en el 

mecanismo de defensa celular. En primer lugar, se remueve el grupo hemo, uno de los más 

potentes oxidantes en la célula. Por otra parte, el incremento en los niveles de bilirrubina y 

CO permite la protección frente a diferentes formas de estrés celular. El hierro liberado, es 

rápidamente capturado por la ferritina y como se explicará más adelante, de esta forma se 

regula la homeostasis intracelular del hierro62. 

 

 

 

Fig. 3 Metabolismo del grupo hemo por la HO-1. HO-1: hemo oxigenasa 1, Fe3+: hierro oxidado, CO: 

monóxido de carbono, NADP: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato. Tomado de Agarwal y 

Nick54. 2000. 
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Funciones biológicas de la biliverdina y bilirrubina. 

La biliverdina producida por el catabolismo de la HO-1 es rápidamente convertida a 

bilirrubina, la cual a altas concentraciones resulta tóxica en el SNC (Sistema Nervioso 

Central) de los recién nacidos. Sin embargo, a concentraciones normales, en los 

mamíferos, la bilirrubina no conjugada es considerada como un eficiente atrapador de 

oxígeno singulete y un agente reductor para ciertas peroxidasas en presencia de H2O2 e 

hidroperóxidos orgánicos63. Las acciones biológicas de la bilirrubina son especialmente 

relevantes en la prevención de la muerte celular mediada por estrés oxidante64. 

 

Se ha demostrado que la biliverdina presenta actividad citoprotectora frente a diferentes 

modelos de daño. La administración de biliverdina  en un modelo de shock, generado por 

LPS, atenuó el daño pulmonar en ratas65. Además, la terapia con biliverdina contrarresta el 

daño generado por  isquemia-reperfusión en hígados de ratas66. La utilización de siRNA 

(ARN pequeño de interferencia) para el silenciamiento de la biliverdina reductasa humana 

pero no para la HO-1, no ha interferido con la disminución del daño por arsenito en las 

células renales 293A67. Esta fue la primera evidencia de que la biliverdina por si sola puede 

ejercer un efecto citoprotector. 

 

Es importante tener en cuenta que la biliverdina es rápidamente convertida en bilirrubina, 

por lo que tiene una vida media corta, no obstante, la bilirrubina también presenta actividad 

protectora. Se ha visto por ejemplo, que protege a las células contra el estrés generado por 

H2O2
68 y 69 y se ha relacionado con la inhibición de la actividad de las proteínas NOX y PKC, 

enzimas que están asociadas al daño vascular mediado por angiotensina II70 y 71. La 

inhibición de PKC (proteína cinasa C) y NOX mediada por bilirrubina, puede ser uno de los 

mecanismos por los cuales la HO-1 atenúa la generación de oxidantes en la diabetes72. 

 

Papel del hierro y la ferritina en la protección por HO-1. 

El hierro plasmático se une a la transferrina, la cual lo transporta a través de las células 

endoteliales vía receptores de unión a superficie celular. En el interior de la célula, la ferritina 

es la proteína responsable de la unión de la mayor cantidad de hierro y su síntesis es 

rápidamente regulada cuando existe hierro libre73.  

 

La mayor fuente de hierro en las células proviene de los grupos hemo, de donde se libera 

durante el metabolismo por acción de la HO74. Este metal de transición es esencial para 
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numerosos procesos biológicos, sin embargo, puede ser extremadamente tóxico si las 

concentraciones intracelulares no son estrechamente reguladas. El hierro puede integrarse 

en las bicapas lipídicas y oxidar componentes de la membrana celular 75 y76. En la reacción 

de Fenton se genera el OH• a partir de hierro (II) y H2O2, moléculas altamente reactivas que 

oxidan numerosos componentes celulares.  

  

Se cree que el incremento de las concentraciones de hierro producido por la actividad de la 

HO puede ser la causa del incremento en la expresión de la ferritina, lo cual a su vez permite 

la captura de hierro, manteniendo así un equilibrio en los niveles de este potente oxidante 

en las células77. 

 

Además del control por parte de la ferritina, se ha visto que la inducción de la HO-1 está 

asociada a la síntesis de proteínas exportadoras de hierro78. De esta forma, la célula queda 

protegida de la toxicidad que pudiera generar el hierro liberado por el metabolismo del grupo 

hemo. En la Figura 4 se resumen las funciones de la HO-1 en la célula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Son varios los informes de la actividad citoprotectora de la HO-1 frente al daño por cisplatino 

y otros agentes nefrotóxicos. La primera evidencia in vivo sobre el efecto antioxidante y 

citoprotector de la inducción de la HO-1, acoplada a la síntesis de ferritina, se encontró en 

1992 por Nath y cols. Estos investigadores demostraron que un inhibidor de la HO-1 

aumenta la mortalidad en un modelo de nefrectomía derecha y oclusión de la arteria 

izquierda en ratas macho79.  

Fig. 4  Esquema de las funciones biológicas de los 

productos del metabolismo de la HO-1. Tomado de 

Nath 200679. 
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Se ha demostrado que la HO-1 participa en la atenuación de daño en diferentes modelos 

biológicos, algunos de estos ejemplos se resumen en la tabla 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1.  Resumen del efecto protector de la HO-1. Tomado de Nath. 2006  

 Modelo de daño 

 Cisplatino 

Inhibición de la HO-1 aumenta el daño renal80. 

Ratones HO-1 -/-  presentaron daños renales más agudos y apoptosis severa57.  

La sobre expresión de HO-1 protege contra la toxicidad in vitro57. 

La inhibición de la actividad de la HO-1 aumenta la toxicidad celular in vitro81. 

Ciclosporina 

La inducción de HO-1 reduce el daño renal82. 

Cloruro de mercurio 

La inducción previa de HO-1 no protege contra el daño renal inducido por altas dosis83. 

La inducción previa de HO-1 protege contra el daño renal inducido por bajas dosis84. 

Nefropatía por maleato 

La inhibición de la HO-1 aumenta la proteinuria, el daño histológico y la apoptosis85. 

Dicromato de potasio 

La inducción de la HO-1 protege contra el daño renal86. 
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2.5.1 Inducción de apoptosis. 

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada, evolucionado y conservado que 

ocurre durante varios procesos fisiológicos y patológicos. Se caracteriza por cambios 

morfológicos y bioquímicos específicos que la distinguen de otros tipos de muerte celular. 

Una célula apoptótica se reconoce porque presenta condensación de la cromatina y 

fragmentación nuclear; redondeamiento celular, reducción del volumen y retracción de 

seudópodos. Estas alteraciones morfológicas son consecuencia de tres eventos 

bioquímicos principales: cambios en la membrana celular que permiten el reconocimiento 

por las células fagocíticas, activación de caspasas y degradación de proteínas y ADN87. Las 

caspasas inician y ejecutan la apoptosis, por tanto son el elemento principal de esta 

cascada. Existen tres vías por las cuales las caspasas pueden ser activadas. Las dos más 

estudiadas son la vía intrínseca o mitocondrial y la vía extrínseca o de receptor de muerte. 

Ambas cascadas convergen generalmente en la fase ejecutora de la apoptosis. Existe una 

tercera vía, que depende del retículo endoplasmático y la casp-12 (caspasa 12), pero es 

menos conocida88. 

 

La vía de señalización extrínseca, comienza fuera de la célula cuando las condiciones del 

ambiente extracelular determinan que la célula debe morir. El primer evento es la 

interacción ligando-receptor de muerte. Estos receptores de muerte tienen un dominio 

intracelular que reclutan proteínas adaptadoras. Una vez que los ligandos se han unido a 

los receptores de muerte se forma un sitio para la unión de la proteína adaptadora. El 

complejo ligando-receptor-proteína adaptadora es conocido como complejo señalizador 

inductor de muerte. Este complejo, entonces inicia la activación de la pro-casp 8 (pro-

caspasa 8), la forma activa de esta enzima es una caspasa iniciadora que desencadena la 

apoptosis a través de la activación de caspasas ejecutoras 3 y 789.  

 

Como su nombre lo indica, la vía intrínseca comienza en el interior de la célula por daños 

genéticos irreparables. Independiente del estímulo, esta vía es el resultado del incremento 

de la permeabilidad mitocondrial y la liberación de moléculas pro-apoptóticas en el 

citoplasma como el citocromo c. Los reguladores de la vía mitocondrial son un grupo 

proteínas pertenecientes a la familia Bcl-2. Esta familia de proteínas se divide en dos 

grandes grupos, las pro-apoptóticas (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim) y las anti-

apoptóticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 y Mcl-1). Mientras que las proteínas anti-apoptóticas 
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bloquean la liberación de citocromo c, las pro-apoptóticas promueven su salida. El balance 

entre estos grupos determina la iniciación de la apoptosis por esta vía90 y91.  

 

El daño del tejido renal, donde se observa la muerte de las células tubulares, es una 

característica histopatológica común en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino. Se ha 

identificado a la apoptosis y a la necrosis como mecanismos de muerte celular en este 

tejido. La dosis de cisplatino puede ser determinante para el tipo de muerte que sufrirá la 

célula. La muerte celular por necrosis se observa principalmente con altas concentraciones 

(milimolar), mientras que la apoptosis, a bajas concentraciones (micromolar)12. 

 

Actualmente se conoce que la vía extrínseca mediada por receptores, la vía mitocondrial o 

intrínseca, así como la que involucra al retículo endoplasmático (Figura 5) son posibles 

mecanismos de muerte por apoptosis, en la toxicidad inducida por cisplatino12. 

 

 

 

Los principales receptores de muerte son FasR (receptor FAS) y TNFR 1 (receptor del factor 

de necrosis tumoral 1). Se ha relacionado la sobre expresión de FasR y el ligando Fas con 

la administración de cisplatino92, sin embargo no existe una evidencia definitiva del papel 

de este receptor en la apoptosis inducida por cisplatino. Por otra parte, una menor inducción 

de la apoptosis, se ha visto en células y ratones deficientes de TNFR 193, lo que sugiere la 

posible implicación de este receptor en la activación de la vía extrínseca. 

 

Fig. 5 Vías de señalización apoptóticas inducidas 

por cisplatino. Tomada de Pabla y  Dong. 200812. 
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La vía mitocondrial se considera como la principal vía apoptótica en la nefrotoxicidad 

inducida por cisplatino. En la vía intrínseca, el estrés celular promueve la activación de la 

familia de proteínas pro-apoptóticas, Bax y Bak, las cuales inducen un aumento en la 

permeabilización de la membrana externa mitocondrial a través de la formación de poros. 

Es entonces cuando son liberados de la mitocondria los factores apoptogénicos como el 

citocromo c, AIF (factor de inducción de apoptosis), Smac, entre otros. Una vez en el citosol, 

el citocromo c induce cambios conformacionales en la proteína adaptadora Apaf-1 

(proteasa activadora de la apoptosis, factor 1), provocando el secuestro y la activación de 

la casp-9 (caspasa 9), la cual a su vez activa a la casp-3 para la ejecución de la apoptosis88. 

 

La participación de esta vía apoptótica en la nefrotoxicidad inducida por cisplatino fue 

inicialmente sugerida al observar la acumulación de Bax en la mitocondria y la liberación de 

citocromo c en células de riñón cultivadas y tratadas con cisplatino94. Una clara evidencia 

de la  importancia de la vía mitocondrial en la apoptosis inducida por cisplatino, es la 

resistencia a la apoptosis en ratones deficientes de Bax con respecto a los de fenotipo 

silvestre95.  

 

2.5.2 a. HO-1 y apoptosis. 

Se ha visto que la HO-1 puede ser translocada a núcleo y una vez allí ejerce un efecto anti-

apoptótico a través de la  activación de Bcl-2 y la inhibición de la salida de citocromo c de 

la mitocondria96. 

 

2.5.3 Cisplatino e inflamación. 

En el caso de la nefrotoxicidad por cisplatino, se inducen una gran cantidad de citocinas 

pro- inflamatorias. La inflamación contribuye al daño del tejido renal y por consiguiente a la 

falla de órgano. Esta inferencia surgió por el papel de la  citocina anti inflamatoria  IL-10 

(interleucina 10), en la atenuación de la muerte celular inducida por cisplatino97.  

 

En la respuesta inflamatoria dirigida por cisplatino, el TNF-α (factor de necrosis tumoral alfa) 

se reconoce como el principal regulador e iniciador del evento. Inhibidores farmacológicos, 

así como anticuerpos contra TNF-α, suprimen la inducción de otras citocinas y atenuación 

de la nefrotoxicidad por cisplatino98. El TNF-α interacciona en la superficie de los receptores 

TNFR1 y 2, para inducir una variedad de respuestas celulares desde la inflamación hasta 

la muerte celular. No es claro cuál de los dos receptores tiene mayor importancia en la 
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respuesta desencadenada por el TNF-α, ya que en algunos casos la deficiencia de TNFR1 

provoca mayor resistencia a la muerte celular mientras que en otros es la ausencia de 

TNFR299. No obstante a la discrepancia entre estos estudios, ambos demuestran el papel 

crítico de TNF-α en la inducción de factores pro-inflamatorios, que  a su vez reclutan a las 

células inflamatorias. Un importante hallazgo en el mecanismo del TNF-α durante la 

nefrotoxicidad por cisplatino es el tipo de célula donde se produce esta citocina. Al contrario 

de lo que se pudiera suponer, son las propias células tubulares del riñón y no las 

inflamatorias infiltradas las que producen el TNF-α100. Aunque la producción de TNF-α, se 

da principalmente en las propias células renales, otras cumplen funciones reguladoras o 

colaborativas. Esta idea es soportada por la disminución de la producción de citocinas pro-

inflamatorias, como el TNF-α, en ratones deficientes de células T101. 

 

2.6 Avances y perspectivas en el desarrollo de estrategias nefroprotectoras 

contra el daño por cisplatino. 

Una hidratación con sales y administración simultánea de manitol, antes, durante y después 

del tratamiento con cisplatino, reduce significativamente la nefrotoxicidad y es la estrategia 

que ha sido aceptada para la reducción de los efectos colaterales producidos por la terapia 

con cisplatino102. Sin embargo, este régimen puede interferir con la actividad 

antineoplásica12. 

 

A lo largo de las investigaciones sobre la nefrotoxicidad por cisplatino, han surgido una gran 

variedad de posibles alternativas nefroprotectoras. Su clasificación se basa en los blancos 

primarios a las que están dirigidas. Entre ellas, cabe mencionar, aquellas que se enfocan 

en la inactivación de los  transportadores de cationes orgánicos, principalmente el OCT2 

humano. Sin embargo, no está clara la importancia de la inhibición de este transportador 

en el efecto antitumoral del cisplatino103. También se ha propuesto la inhibición de enzimas 

que participan en el metabolismo y bioactivación del cisplatino, como la GGT y la cisteina-

S-conjugada B-liasa. En este caso, existen informes de que la inactivación de estas 

enzimas puede atenuar la nefrotoxicidad por cisplatino y a su vez potenciar su actividad 

antineoplásica104. El bloqueo directo de elementos de las vías de señalización de muerte 

se encuentra entre las estrategias estudiadas, pero también existe la posibilidad de 

comprometer la actividad antitumoral del cisplatino105. La utilización de antioxidantes, entre 

ellos compuestos naturales como los flavonoides, se ha propuesto como alternativa para 

restablecer la homeostasis redox celular106 y 3, sin embargo, los resultados de ensayos 
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clínicos son contradictorios y poco concluyentes. En el caso de la inflamación se podría 

considerar el empleo de la IL-10 para la supresión del TNF-α98. Son varias las alternativas 

planteadas para atenuar la nefrotoxicidad por cisplatino, sin embargo, la mayoría de las 

pruebas se han conducido en cultivos celulares, ratas o ratones. De esta forma, el efecto 

de estas terapias en los pacientes es desconocido y los escasos resultados que existen no 

son concluyentes12. 

 

Un aspecto importante a considerar, en la búsqueda de una alternativa eficiente contra la 

toxicidad por cisplatino, son los múltiples blancos que tiene esta molécula. Bloquear uno de 

ellos solo ofrecerá una protección parcial. 

 

Finalmente y uno de los elementos más importantes a tener en cuenta, es la interacción de 

la terapia nefroprotectora con la actividad antitumoral del cisplatino. Desafortunadamente, 

la totalidad de los estudios realizados se han conducido en células renales o animales libres 

de tumores. Es imprescindible incluir modelos de malignidad en las investigaciones 

futuras12.  

 

2.7 Flavonoides. 

Los flavonoides son un subgrupo de la familia de los polifenoles. En esta se incluye a 

flavonoles monoméricos, flavononas, antocianidinas y flavonas. Los flavonoles y en menor 

extensión las flavonas se encuentran en la mayoría de las plantas107 y 108. Existen más de 

5000 flavonoides identificados. Su estructura está compuesta por dos anillos bencénicos 

enlazados por un anillo pirano, lo que se conoce como esqueleto difenilpropano (C6C3C6)109. 

Las diferencias individuales de cada grupo resultan de la variación en el número y ubicación 

de los grupos hidroxilos así como en la naturaleza y extensión de la alquilación y/o 

glicosilación de estos grupos. Lo más común es encontrar la hidroxilación en los grupos 3’y 

4’, del anillo B110. 

 

Los flavonoides poseen una gran actividad anti radical y atrapadora de metales de 

transición. Estas propiedades se deben a características de su estructura como: la 

presencia de un grupo catecol en el anillo B; un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 del 

anillo C, conjugado a un grupo ceto en la posición 4 y la presencia de un grupo hidroxilo 

como sustituyente en la posición 3 del anillo C o en el carbono 5 del anillo A. La quercetina 

es un claro ejemplo de esta estructura. No obstante otros flavonoides como la morina 
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comparten características muy similares con algunas variaciones como se muestra en la 

Figura 6111 y 112. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La inducción de enzimas de fase dos por los flavonoides, a través de la activación de Nrf2, 

es otro de los mecanismos antioxidantes propuestos para estas moléculas. La expresión 

de estas enzimas es regulada por los elementos de respuesta antioxidante localizados en 

la región promotora de los genes correspondientes. Una de las enzimas más estudiadas de 

fase dos es la HO-1, la cual ha sido reconocida como un importante mediador de la 

recuperación en eventos isquémicos y en la mejor recuperación de la función contráctil del 

miocardio113. 

 

La actividad anti-inflamatoria es otra de las propiedades citoprotectoras asociadas a los 

flavonoides. Se ha demostrado que los flavonoides tienen capacidad para inhibir enzimas 

de la vía de los eicosanoides, incluyendo a la fosfolipasa A2, ciclooxigensas y 

lipooxigenasas, previniendo de esta forma la generación de mediadores de la inflamación 

como las prostaglandinas. Los flavonoides también pueden inhibir citocinas pro-

inflamatorias como  TNFα, IL-1β (interleucina 1 beta), IL-6 (interleucina 6) e IFN-γ (interferón 

gamma)114. También se ha encontrado que los efectos anti- inflamatorios de los flavonoides 

son mediados por el bloqueo de enzimas involucradas en las cascadas de señalización de 

las MAPK (proteínas cinasas activadas por mitógenos), por la inhibición del factor de 

transcripción NF-kB  y la proteína activadora AP-1115 y 116. 

 

 

 

Fig. 6 Estructura de la quercetina (A) y morina (B). 

A B 
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2.7.1 Absorción y biodisponibilidad de los flavonoides. 

La mayor parte de los flavonoides, excepto las catequinas, están presentes en las plantas 

unidos a azúcares en forma de β-glicósidos. Esta característica estructural, determina si los 

flavonoides serán absorbidos en el intestino delgado o en el colon. Generalmente, aunque 

se han encontrado algunas excepciones, los glucósidos son absorbidos en el intestino 

delgado. Después de la absorción, los flavonoides pueden ser conjugados con ácido 

glucurónico, sulfatos o sufrir o-metilaciones. Como consecuencia, no se encuentran 

agliconas libres en el plasma o en la orina. La concentración plasmática de flavonoides 

provenientes de la dieta es menor a 1 µM117. 

 

Uno de los flavonoides más ampliamente estudiados es la quercetina. Se ha propuesto que 

este polifenol es principalmente absorbido en el intestino delgado118. El mecanismo más 

aceptado que explica el proceso de absorción, implica la participación de la hidrolasa LPH 

(lactosa-floricina hidrolasa). Una vez que la quercetina queda en su forma de aglicona 

puede ser absorbida. En experimentos in vitro, se ha descrito la participación de 

transportadores que varían en dependencia de la célula y/o el flavonoide119. Por ejemplo, 

en las células Caco-2 y CHO-G6D3, el transportador SGLT1 (transportador de glucosa glut 

1), media la entrada de quercetina-4’-β-glucósido120. 

 

Un ejemplo claro de la biodisponibilidad de los flavonoides está dado por la quercetina. 

Después de la ingestión de 150 mg (325 µmol) de quercetina-3-glucósido pura, se detecta 

en plasma una concentración de 5 µM121. Como se puede apreciar, la disponibilidad de 

estos polifenoles es muy baja, por lo que es un elemento importante a tener en cuenta 

durante las investigaciones. 

 

2.7.1 a.  La morina y su actividad citoprotectora. 

La morina (3,5,7,2’,4’-pentahidroxiflavona) es un pigmento de color amarillo, miembro de la 

familia de los flavonoides. Se encuentra en varias frutas y plantas, entre estas, la almendra 

(Prunus dulcis), el higo (Chlorophora tinctoria) y más extensivamente en las plantas de la 

familia Moraceae6. También se ha aislado de la planta de la guayaba, a la cual se le han 

atribuido propiedades antioxidantes y efectivas en el tratamiento de la diabetes122. 

 

En células humanas como los miocitos, hepatocitos, eritrocitos y células endoteliales, el 

tratamiento con morina previene el daño por estrés oxidante123. Efectos anti- 
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inflamatorios124, cardioprotectores125 y antineoplásicos126 se han observado en presencia 

de morina.  

 

Las altas concentraciones de glucosa en cultivos primarios de hepatocitos incrementaron 

los niveles de EROs, donde el pre, co y post-tratamiento con morina revirtió este efecto127. 

Varios autores han encontrado una alta capacidad de captura de radicales por la morina, 

utilizando el ensayo DPPH128,129,130. 

 

La actividad anti-inflamatoria de la morina ha sido evidenciada en experimentos in vitro e in 

vivo. Kim y cols131 demostraron la inhibición de la cascada de NF-kB, por la morina, a través  

de la modulación de vías de señalización activadas por ERKs (cinasas reguladas por 

señales extracelulares) y p38, en células endoteliales131. Más recientemente, ratas con 

fibrosis hepática, inducida con tetracloruro de carbono, respondieron al tratamiento con 

morina, que atenuó la respuesta inflamatoria, lo cual se evidenció por la disminución en los 

niveles de TNF-α, de la NOS (sintasa de óxido nítrico) inducible y de NF-kB132. 

 

También se ha demostrado que la morina modula algunas enzimas antioxidantes. 

Experimentos en células epiteliales humanas del lente ocular, revelaron que este flavonoide 

puede proteger contra la citotoxicidad inducida por H2O2. En este contexto, la morina 

incrementó los niveles de proteína del factor de transcripción Nrf2, lo cual a su vez aumentó 

la expresión de la enzima antioxidante HO-1. En este experimento la adición de un inhibidor 

de ERKs atenuó el aumento de Nrf2 y HO-1, lo que sugiere que estos efectos están 

mediados además, por la activación de ERKs9. 

 

Otro importante hallazgo sobre la capacidad antioxidante de la morina es la modulación de 

los niveles de GSH y la enzima SOD. La administración de morina a ratas Wistar, que 

habían recibido previamente un tratamiento con ciclofosfamida, aumentó significativamente 

los niveles de GSH y SOD con respecto a las que solo habían recibido ciclofosfamida133. 

 

Efectos sobre mediadores de la apoptosis también se han identificados como parte de los 

efectos citoprotectores de la morina. La expresión génica para las proteínas Bax, casp-3 y 

9, que modulan positivamente la muerte celular, disminuye significativamente en 

hepatocitos tratados con morina, con respecto a los que solo recibieron elevados niveles 

de glucosa. De manera inversa, la expresión génica para la proteína Bcl2, un potente 
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inhibidor de la apoptosis, aumenta en las células tratadas con morina con respecto a las 

que solo recibieron glucosa127. 

 

2.7.2 Los flavonoides como pro-oxidantes en las células tumorales. 

En los últimos años ha crecido el interés por los pro-oxidantes como estrategia contra el 

cáncer. Se ha observado que la utilización de drogas y algunos elementos de la dieta que 

generan H2O2 como el paclitaxel, el resveratrol y la curcumina, eliminan células tumorales 

sin afectar a las normales134. 

 

Una de las teorías para explicar la selectividad de ciertos pro-oxidantes por las células 

tumorales es la elevada concentración de H2O2
135, de Cu y de otros metales de transición 

que estas presentan con respecto a las células normales136. Bajo determinadas 

condiciones, como altas concentraciones, altos pH y la presencia de metales de transición 

activos, los compuestos fenólicos pueden actuar como pro-oxidantes137. En las células 

tumorales, la presencia de metales de transición es más elevada debido a la sobre 

expresión de la transferrina y al ctr1. Frente a altas concentraciones de estos metales, los 

compuestos fenólicos pueden reducir iones metálicos promoviendo la formación de OH• a 

través de la reacción de Fenton138. Otra hipótesis asociada al papel de los metales de 

transición en la toxicidad de los polifenoles sobre las células tumorales, explica que a causa 

del efecto Warburg, las células tumorales favorecen a la glicólisis, provocando una 

acidificación del pH que afecta la estructura del ADN y expone los enlaces de cobre-

cromatina al ataque de los compuestos fenólicos139. No obstante a la gran cantidad de 

evidencias sobre la capacidad de los polifenoles para inducir toxicidad en líneas tumorales 

e inhibir la tumorigénesis en modelos animales, el papel de las EROs en esta actividad se 

comprende muy poco. 

 

En el caso particular de la morina, se ha evidenciado que puede inhibir el crecimiento de 

cultivos derivados de carcinomas de células escamosas orales10 y de líneas celulares de 

leucemia como U937 y HL-60140 y 141. 
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3. Planteamiento del problema 

El cisplatino es un agente antineoplásico ampliamente utilizado en el tratamiento de 

tumores sólidos. Sin embargo, los diversos efectos adversos que provoca, siendo la 

nefrotoxicidad el de mayor incidencia, limitan su uso. Hasta el momento una hidratación con 

sales y administración de manitol es la estrategia utilizada para disminuir la toxicidad sobre 

el riñón. No obstante, este régimen puede influir con la actividad antineoplásica del 

cisplatino. Se hace necesario la búsqueda de nuevas estrategias nefroprotectoras que 

atenúen la toxicidad por cisplatino en las células renales sin interferir con la actividad 

antineoplásica. Teniendo en cuenta que la morina ha demostrado tener un efecto 

citoprotector en células normales y citotóxico en algunas líneas tumorales, en esta 

investigación nos propusimos determinar su eficacia para atenuar el daño por cisplatino en 

una línea celular derivada de túbulo proximal de riñón de cerdo (LLC-PK1) así como su 

interferencia con la actividad antineoplásica en una línea celular derivada de carcinoma de 

vejiga humano (HTB4). 

 

3. 1 Hipótesis. 

En la línea celular LLC-PK1, la morina puede actuar como agente citoprotector contra el 

daño por cisplatino, a través de la regulación del sistema redox y la modulación negativa de 

la vía de apoptosis, mientras que en la línea tumoral HTB-4 no interferirá con la toxicidad 

de este  antineoplásico. 

3.1.1 Objetivo. 

Determinar y caracterizar el efecto de la morina contra el daño causado por cisplatino, en 

la línea celular LLC-PK1, así como la interferencia con este antineoplásico, en la toxicidad 

sobre la línea tumoral HTB-4. 

 

3.1.1. a. Objetivos específicos. 

1. Evaluar la capacidad de la morina para atrapar H2O2. 

2. Determinar la capacidad de la morina para interferir con la toxicidad del cisplatino en 

las células LLC-PK1.   

3. Determinar la capacidad de la morina para inducir enzimas del sistema de defensa 

antioxidante o disminuir la expresión de proteínas ejecutoras de la apoptosis. 

4. Evaluar la actividad citotóxica de la morina  en las células HTB-4.  

5. Evaluar la interferencia de la morina con la actividad citotóxica del cisplatino en las 

células HTB-4. 
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Para lograr el cumplimiento de estos objetivos se ha diseñado una metodología que 

comprende ensayos libres de células, en el caso de la determinación de la capacidad de 

captura de EROs como el H2O2 y ensayos en las líneas celulares LLC-PK1, derivada de 

túbulo proximal de riñón de cerdo y HTB-4, obtenida de carcinoma de vejiga humano, para 

el resto de las determinaciones.  

 

La capacidad de captura de H2O2 se llevará a cabo utilizando el ensayo Amplex red. Los 

objetivos dos, cuatro y cinco se llevarán a cabo evaluando la viabilidad de las células LLC-

PK1 y HTB-4 tratadas con morina y/o cisplatino por las metodologías de MTT y FDA. La 

evaluación de la capacidad citoprotectora, se llevará a cabo con pre-tratamientos de morina, 

lo que significa que el medio con este polifenol será retirado completamente antes de la 

adición de cisplatino. Se escogió utilizar pre-tratamientos de morina para eliminar posibles 

interacciones entre este polifenol y el cisplatino y asegurar que los efectos que se observen 

se deban únicamente a la acción de los compuestos originales.  

 

La expresión de las proteínas citadas en el objetivo número tres, se llevará a cabo utilizando 

la metodología de western blot. 
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4. Materiales y métodos. 

4.1 Células y reactivos.  

Las células HTB-4, derivadas de carcinoma humano de vejiga y las LLC-PK1, derivadas de 

túbulo proximal de riñón de cerdo se obtuvieron de la Colección de Cultivos Americana 

(ATCC) (Manassas, EUA). El anticuerpo anti-tubulina de ratón, el anti-GST (glutatión-S-

transferasa)  de conejo G7781, el cisplatino P4394 (cis-Diamminedichloroplatinum II), la 

morina (3, 5,7,2',4'-pentahidroxiflavona), el FDA y el MTT se obtuvieron de Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, EUA). El DMEM (Medio Eagle Modificado de Dubelco), el SFB (suero fetal 

bovino), la tripsina al 0.25% EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 1 mM y la 

penicilina/estreptomicina se obtuvieron de GIBCO (EUA). El anticuerpo de anti HO-1 de 

conejo  spp-730 y el anticuerpo anti Nrf2 sc-722 se obtuvieron de Enzo Life Sciences, Inc 

(Farmingdale, NY, EUA) y Santa Cruz Biotech, Inc. (Dallas, TX, EUA), respectivamente. 

Los anticuerpos secundarios fluorescentes anti-conejo 800CW y anti-ratón 680RD se 

obtuvieron de LI-COR (Lincoln, NE, EUA). El alcohol isopropílico se obtuvo J.T. Baker 

(Xalostoc, Edo. Mex, México). El inhibidor de HO-1 SnM321, LY09-1701 se obtuvo de 

Frontier Sci (Logan, Utah. EUA). 

 

4.2 Capacidad de captura de H2O2 por la morina.  

La capacidad de la morina para capturar el H2O2 se determinó utilizando el reactivo Amplex 

Red. En una reacción con una estequiometria 1:1, el Amplex Red reacciona con H2O2, en 

presencia de peroxidasa para producir resorufina, un compuesto altamente fluorescente. 

Por tanto, en presencia de un compuesto con la capacidad de capturar el H2O2, la 

fluorescencia irá disminuyendo ya que la producción de resorufina es inhibida. En este 

ensayo se utilizaron diluciones del compuesto de interés (morina), que corresponden con 

concentraciones de 50, 75, 100, 200 y 300 μM. Se añadieron 25 μL de la muestra y 25 μL 

de H2O2 a una concentración de 50 μM. Se incubó durante 20 min. Posteriormente, se 

añadieron 50 μL de una mezcla compuesta por Amplex red a 0.1 mM, HRP (peroxidasa de 

rábano) 0.2 u/mL y amortiguador de fosfato 50 mM a pH 7.4 y se incubó durante 30 min en 

la oscuridad. La intensidad de la fluorescencia se determinó a 570 nm, utilizando el lector 

de placas Synergy™ HTX. 
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4.3 Viabilidad de las células LLC-PK1, pre-tratadas con morina y enfrentadas 

a cisplatino. 

Existen varios métodos para determinar la viabilidad celular. En este trabajo se utilizaron 

los métodos de MTT y FDA. El primero se basa en la reducción metabólica del MTT 

realizada por enzimas principalmente  mitocondriales a un compuesto coloreado de color 

azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células 

tratadas. El segundo utiliza la capacidad del FDA para penetrar en las células, una vez allí 

es sustrato de la esterasas celulares, que lo hidrolizan para convertirlo en un compuesto 

fluorescente. De esta manera, la intensidad de la fluorescencia es una medida de la 

integridad de la actividad enzimática.  

 

Para la determinación de la viabilidad celular, en ambos casos, las células se sembraron 

en placas de 48 pozos, a una densidad de 3 x 104, en medio DMEM suplementado con SFB 

al 10% y penicilina/estreptomicina al 1% a 37°C con 5% de CO2 (dióxido de carbono). Se 

dejaron crecer por 24 h y posteriormente se aplicaron los tratamientos con morina en sus 

diferentes variantes (concentraciones y tiempos).  El tratamiento con cisplatino, se aplicó 

por 24h a la concentración de 45 μM. Las células control se mantuvieron en DMEM sin SFB.  

 

Para el método de MTT, se utilizó una dilución 1/3 a partir de una solución a 1 mg/mL. Se 

adicionaron 300 μL por pozo y se incubó por 2.5 h. Después de este tiempo la solución se 

retiró y las sales de formazan se solubilizaron con alcohol isopropílico. La intensidad del 

color se midió a 570 nm utilizando el lector de placas Synergy™ HTX.  

 

Para el método FDA, a partir de una solución a 13.5 mM, se adicionaron 200 μL por pozo a 

una concentración de 12 μM y se incubó por 5 min. Después de este tiempo, la solución fue 

retirada y cada pozo se lavó con PBS (tampón fosfato salino). Para la lectura de la 

fluorescencia se adicionaron 200 μL de PBS y se utilizó el lector de placas Synergy™ HTX. 
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4.4 Viabilidad de las células HTB-4 pre-tratadas con morina y enfrentadas a 

cisplatino.  

Dentro de los experimentos de viabilidad celular también se determinó la viabilidad de las 

células HTB-4, derivadas de carcinoma de vejiga, pre-tratadas con morina y enfrentadas a 

cisplatino. Este experimento se realizó con el objetivo de analizar el efecto de la morina 

sobre la citotoxicidad del cisplatino en estas células tumorales. El cultivo de las células HTB-

4 se llevó a cabo de la misma manera que para las células LLC-PK1 y la viabilidad se 

determinó bajo las mismas condiciones por el método de FDA. 

 

4.5 Fraccionamiento. 

Para la determinación de la expresión del factor de transcripción Nrf2 las células fueron 

tratadas con 200 µM de morina por 6 y 8 h y se separó la fracción citoplasmática de la 

nuclear. Por cada condición, incluyendo al control, se utilizaron tres cajas de 100 X 20 mm 

a una confluencia del 90 %. Las células se recolectaron y se centrifugaron durante 10 min 

a 1000 rpm, se descartó el sobrenadante y se añadió el amortiguador de homogenización 

1, conteniendo: 10 mM de HEPES, 1.5 mM de MgCl2, 10 mM de KCl y 0.5 % de tritón, e 

inhibidor de proteasas. Posteriormente se utilizó un homogeneizador de tejidos de cristal, 

se incubaron las muestras por 15 min, se adicionó NP40 al 10 % y se centrifugaron a 800 

g por 10 min a 4 °C. Un volumen de 250 μL del sobrenadante se centrifugó a 12 000 g por 

5 min, guardando como fracción citoplasmática, el sobrenadante de este último paso. El 

botón de la primera centrifugación se lavó con el amortiguador de homogenización 1 y 

después de centrifugar a 800 g por 10 min se descartó el sobrenadante y se adicionó una 

mezcla del amortiguador de homogenización 1 y 2 (1 M NaCl, 0.2 mM de EDTA, 20% de 

Glicol y 0,5 mM DTT (ditiotreitol)). Después de vortex por 15 s e incubación por 15 min, se 

centrifugó a 12000 g por 5 min y el sobrenadante se almacenó como fracción nuclear. 

 

4.6 Determinación de la expresión de proteínas en las células LLC-PK1. 

Para la determinación de la expresión de las  proteínas GST, HO-1 y Casp-3 se utilizó la 

técnica de Western Blot. Las células LLC-PK1 fueron sembradas en cajas de 100 X 20 mm, 

a un 90% de confluencia, en medio DMEN suplementado con SFB al 10% y 

penicilina/estreptomicina al 1% a 37 °C con 5% de CO2. Se dejaron crecer por 24 h y 

posteriormente se aplicaron los tratamientos con morina, cisplatino o ambos, en un diseño 

de pre-tratamiento con morina. El lisado de las células se realizó con tampón RIPA. Las 

células se lavaron con PBS y la mezcla para la lisis se preparó añadiendo inhibidor de 
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proteasas y fosfatasas. Las muestras se incubaron a 4°C toda la noche en agitación por 

inmersión. Posteriormente se centrifugaron durante 5 min a 14 000 rpm, se recolectó el 

sobrenadante y se desechó el botón. Durante todo el proceso, las muestras y los reactivos 

se mantuvieron en hielo. La cuantificación de las proteínas se realizó por el método de 

Bradford. Para la curva estándar se utilizó albumina sérica bovina a una dilución 1/10 a 

partir de una solución a 1mg/mL. Los valores de absorbancia se determinaron en  el lector 

de placas Synergy™ HTX.  

 

La electroforesis se realizó en geles de poliacrilamida del 10 y 12 %,  en dependencia del 

peso molecular de las proteínas de interés. Se cargaron 30 μg de proteínas, aplicando en 

los pozos los volúmenes correspondientes según la cuantificación. Para el control de carga 

se utilizaron las proteínas tubulina y lamina para los extractos citoplasmáticos y nucleares 

respectivamente. La transferencia se realizó con membranas de nitrocelulosa durante una 

1 h y 30 min a 100 V. Las bandas de proteínas se detectaron por fluorescencia utilizando el 

programa Image Studio™ de Lite Software LI-COR Odyssey. 

 

4.7 Estadística. 

Los análisis estadísticos de los resultados obtenidos se realizaron en el programa 

GraphPad Prism versión 5.03. Los datos fueron analizados utilizando un análisis de 

varianza de una sola vía (ANOVA) seguido del test de Bonferroni de múltiple comparación. 

Un valor de p ≤0.05 fue considerado estadísticamente significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

5. Resultados 

5.1 Capacidad de captura de H2O2 por la morina. 

En este trabajo se utilizó el reactivo Amplex Red para determinar la capacidad de captura 

del H2O2  por la morina. El Amplex Red reacciona con H2O2, en presencia de peroxidasa 

para producir resorufina, un compuesto fluorescente. Teniendo en cuenta este principio, 

una caída en la señal de la fluorescencia significa la disminución de H2O2. En la Figura 1 se 

observa la disminución de los valores de fluorescencia a medida que se aumenta la 

concentración de morina. La IC50 que se calculó en el programa estadístico GraphPad, 

arrojó un valor de 30.86 µM ± 14.56. Para estos ensayos las morina fue disuelta en metanol 

y este vehículo no interfiere en el atrapamiento del H2O2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Capacidad de captura de H2O2 por la morina, 

graficada como disminución de la fluorescencia. 

N=3. *** p ≤ 0.001 Morina  (µM)     -       10     25     50     75    100   200    300 

*** 
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5.2 La morina en su vehículo (metanol), no resulta tóxica para las células LLC-

PK1 en las concentraciones estudiadas. 

Antes de evaluar la capacidad de la morina para atenuar el daño por cisplatino, se determinó 

la toxicidad de este polifenol sobre las células LLC-PK1, a las concentraciones  de 50, 75, 

100 y 200 µM. Además se verificó la toxicidad del cisplatino sobre las células LLC-PK1 en 

las condiciones de esta investigación. Como se presenta en la Figura 2, la morina disuelta 

en metanol, no induce una disminución de la viabilidad celular, al menos en las 

concentraciones administradas. En la Figura 3 se observa que el cisplatino disminuye la 

viabilidad celular a medida que aumenta la concentración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 El cisplatino disminuyó la viabilidad de las células LLC-PK1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Evaluación de la toxicidad de la morina y su 

vehículo (metanol), sobre las células LLC-PK1. En el 

gráfico se muestra la viabilidad de las células al ser 

sometidas a tratamientos de 50 a 200 µM de morina y 

su equivalente para el metanol. * vs a. N=3. p ≤ 0.05. 

            50     75   100   200   50    75   100   200 

Morina (µM)     -      +       +      +      +       -       -        -       - 

Metanol     -      +       +      +      +       +      +       +      + 

a 

Cisplatino (µM)        -           15           25          40           50          60 

Fig. 3. Evaluación de la toxicidad del cisplatino sobre 

las células LLC-PK1. N=3. p ≤ 0.001. 

*** 
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5.4 Atenuación de la toxicidad inducida por cisplatino en las células LLC-PK1.  

La toxicidad de compuestos sobre líneas celulares se mide a través de ensayos de 

viabilidad. Existen varios métodos, que permiten estimar la funcionalidad de una célula 

después de un estímulo nocivo. En este trabajo se evaluó la viabilidad de las células LLC-

PK1 a las 3, 6 y 24 h de pre-tratamiento con morina a diferentes concentraciones y posterior 

tratamiento con cisplatino por 24 h. Se escogió la concentración de 45 µM pues se quería 

asegurar un severo daño a las células. Una protección contra el daño por cisplatino se 

observa desde las 6 h de pre-tratamiento a 200 µM de morina, Figura 4 B. El pre-tratamiento 

por 24 h, ofreció la mejor protección contra la toxicidad por cisplatino por lo que en este 

caso la viabilidad se determinó por los métodos de MTT y FDA. Como se observa en la 

Figura 5 A y B, a medida que aumentó la concentración de morina, aumentó el número de 

células viables con respecto a aquellas que solo recibieron cisplatino. Esta discreta 

protección contra la toxicidad por cisplatino se hace significativa a partir de la concentración 

de 100 y 200 µM por los métodos de MTT y FDA respectivamente. En la Figura 5 C se 

presenta la correlación entre ambos métodos. A partir de aquí, todos los datos de viabilidad 

que se presentarán se realizaron por la metodología de FDA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

b 

Morina (µM)         -           -        25         50        75       100      200     

Cisplatino (µM)         -          _______________45_______________     

A  

B  

Fig. 4. Viabilidad de las células LLC-PK1 pre-

tratadas con 25, 50, 75, 100 y 200 µM de morina 

por 3 y 6 h, A y B respectivamente y 

posteriormente enfrentadas a cisplatino por 24 h. 

** vs b. N=3. P ≤ 0.01. 

b 

Morina (µM)        -            -         25        50         75       100      200     

Cisplatino (µM)         -           _______________45_______________     
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C 

Morina  (µM)         -          -          25        50       75       100      200     

Cisplatino  (µM)          -       _________________45______________     

Fig. 5. Viabilidad de las células LLC-PK1 pre-tratadas con 25, 50, 75, 100 y 200 µM de morina por 24h 

y posteriormente enfrentadas a cisplatino por otras 24 h. A: metodología por MTT. B: metodología por 

FDA. C: correlación entre ambos métodos. D: imágenes que corresponden a las células control, las 

tratadas únicamente con cisplatino y aquellas que recibieron el pre-tratamiento con morina y 

posteriormente con cisplatino.  * p ≤ 0.05 y ** p ≤ 0.01 vs b. N=3 

 

A  

b 

B  

b 

Morina  (µM)                            -                                                        -                                                200     

Cisplatino  (µM)                           -                                                       45                                                45     

D  

Morina  (µM)         -          -          25        50       75       100      200     

Cisplatino  (µM)         -       _________________45______________     
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5.5 Expresión de la casp-3 en las células LLC-PK1 pre-tratadas con morina y 

enfrentadas cisplatino.  

Una vez concluidos los experimentos de viabilidad en las células LLC-PK1, se procedió a 

determinar si había un cambio en la expresión de la forma activa de casp-3, proteína 

ejecutora de la apoptosis que conecta a las vías intrínseca y extrínseca. El anticuerpo 

primario contra casp-3 utilizado solo reconoce a la forma activa (escindida) de la proteína. 

Para este experimento escogimos la concentración de 35 µM ya que con 45 µM no se 

obtenía un buen rendimiento en la concentración de proteínas debido a la muerte celular. 

Aunque se realizaron tres experimentos independientes solo se graficaron los resultados 

de dos de ellos ya que el tercero incrementaba mucho más la desviación estándar. En este 

caso la morina no parece ejercer una disminución en la expresión de la casp-3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

tubulina 

casp-3 

Morina  (µM)               -                       -                  200 (24 h)  

Cisplatino  (µM)               -                      35                  35  (24 h)  

Fig. 6. Expresión de la casp-3, en las células LLC-

PK1, tratadas con cisplatino o pre-tratadas con morina 

y enfrentadas a cisplatino. A: imágenes de las bandas 

de las proteínas tubulina y casp-3, detectadas por 

fluorescencia. B: cuantificación de la intensidad de las 

bandas. N=2 
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5.6 Expresión de las enzimas GST  y HO-1 en las células LLC-PK1.  

Con el objetivo de asociar la protección observada a la actividad antioxidante de la morina, 

se determinó la expresión en el tiempo, de las enzimas GST y HO-1, en las células LLC-

PK1, tratadas con 200 µM de morina. Como se observa en la Figura 8 A y B, el tratamiento 

con morina, aumenta la expresión de HO-1 con respecto al control, con valores 

significativos, a partir de las 6 h. En el caso de la GST, no se observan cambios 

significativos, Figura 7 A y B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Expresión de la enzima HO-1 en el tiempo, en 

las células LLC-PK1, tratadas con 200 µM. A: 

imágenes de las bandas de las proteínas tubulina y 

HO-1, detectadas por fluorescencia. B: cuantificación 

de la intensidad de las bandas. ** p ≤ 0.01 y *** p ≤ 

0.001 vs a. N=3. 

A  

tubulina 

HO-1 

Morina  (µM)    -       _______________200_________________     

B  

a 

tubulina 

GST 

A  

B  

Morina  (µM)    -       _______________200_________________     

Fig. 7. Expresión de la enzima GST en el tiempo, en 

las células LLC-PK1, tratadas con 200 µM. A: 

imágenes de las bandas de las proteínas tubulina y 

GST, detectadas por fluorescencia. B: cuantificación 

de la intensidad de las bandas. N=2 
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5.7 El pre-tratamiento con morina mantiene la expresión de la HO-1 después 

de la administración de cisplatino. 

Al pre-tratar las células LLC-PK1 con 200 µM de morina por 12 h y posterior administración 

de cisplatino por 8 h, se observó que en las células pre-tratadas, la expresión de HO-1 

aumentó de manera significativa con respecto a aquellas que solo recibieron el tratamiento 

con cisplatino. Figura 9 A y B. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. Expresión de la enzima HO-1, en las células 

LLC-PK1, tratadas con cisplatino o pre-tratadas con 

morina y enfrentadas a cisplatino. A: imágenes de las 

bandas de las proteínas tubulina y HO-1, detectadas 

por fluorescencia. B: cuantificación de la intensidad de 

las bandas. *** p ≤ 0.001 vs b. N=3. 

tubulina 

HO-1 

A  

B  

Morina  (µM)               -                      -                  200 (12 h)  

Cisplatino  (µM)               -                    35                  35  (8 h)  

b 
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5.8 La morina no induce el aumento de expresión del factor de transcripción 

Nrf2 en el núcleo.  

Con el objetivo de esclarecer el mecanismo por el cual la morina induce un aumento en la 

expresión de la HO-1, se midió la expresión del factor de transcripción Nrf2 en el núcleo de 

las células LLC-PK1. Los resultados indican que no hay un aumento significativo en el 

tratamiento con morina respecto a las células control. Figura 10 A y B. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10. Expresión del factor de transcripción Nrf2 a las 6 y 8 h, 

en el núcleo de las células LLC-PK1, tratadas con 200 µM de 

morina. A: imágenes de las bandas de las proteínas lámina y 

Nrf2, detectadas por fluorescencia. B: cuantificación de la 

intensidad de las bandas. C: eficiencia del fraccionamiento. 

N=3 

B  

lámina 

Nrf2 

A  

Morina (µM)                -               ________200________        

lámina 

tubulina 

C  Núcleo Citoplasma 
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5.9 El inhibidor SnM321, revirtió la atenuación contra el daño por cisplatino, 

ejercido por la morina. 

Para determinar si el efecto citoprotector de la morina fue mediado por la HO-1 se utilizó el 

inhibidor SnM321 que interfiere con la actividad enzimática de esta proteína. Al combinar 

los pre-tratamientos de morina con diferentes concentraciones del inhibidor SnM321, se 

observó que la atenuación de la toxicidad por cisplatino que ofrece el pre-tratamiento de 

200 µM de morina, se previno por el inhibidor SnM321, haciéndose estadísticamente 

significativa a una concentración de 15 µM, Figura 11. Este resultado sugiere que la 

atenuación de la toxicidad por cisplatino en las células LLC-PK1 esta mediada por la 

activación de la HO-1. 

 

 

   

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Viabilidad de las células LLC-PK1 pre-

tratadas con 200 µM de morina o en combinación con 

el inhibidor SnM321, por 24h y posteriormente 

enfrentadas a cisplatino por otra 24 h. N=3. * p ≤ 0.05. 

Morina (µM)        -              -        ________200________________        

Cisplatino (µM)         -           ______________45_________________     

SnM321 (µM)         -              -            -             5         10         15          
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5.10 La morina disminuye la viabilidad de las células HTB-4 a 200 µM y afecta 

la toxicidad por cisplatino. 

Con el objetivo de determinar el efecto de la morina sobre línea tumoral HTB-4 se midió la 

viabilidad, enfrentando a las células con diferentes concentraciones de morina (75, 100 y 

200 µM) por 24 h, Figura 12 A. Para conocer la interferencia de la morina con la toxicidad 

inducida por cisplatino en las HTB-4, se administraron pre-tratamientos con las mismas 

concentraciones de morina y posteriormente se aplicó el tratamiento con cisplatino, Figura 

12 A. El solo tratamiento con morina disminuye la viabilidad de las células HTB-4 a una 

concentración de 200 µM, Figura 12 A y B. El pre-tratamiento con morina disminuye la 

viabilidad de las células HTB-4 y de alguna manera, interfiere con la toxicidad del cisplatino, 

ya que no se observa un efecto aditivo cuando se combinan los dos tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12. A Viabilidad de las células HTB-4 tratadas con morina a diferentes concentraciones o pre-tratadas 

con morina a las mismas concentraciones y enfrentadas a cisplatino. Todos los tratamientos fueron por 24 

h. * p ≤ 0.05 vs a. N = 3. Ninguno de los tratamientos con morina o morina y cisplatino resultó significativo 

contra el tratamiento solo con cisplatino. B: imágenes de las células HTB-4 no tratadas (control) y tratadas 

con 100 y 200 µM de morina. 

a A 

B 

Morina  (µM)                           -                                                100                                                200     

Morina (µM)         -          -          75        75      100     100      200      200 

Cisplatino (µM)        -        100         -        100        -       100        -         100    

* 
* * 

* 
* 
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6. Discusión 

El cisplatino es un agente antineoplásico, ampliamente utilizado en el tratamiento de 

tumores sólidos. Sin embargo, los pacientes que reciben esta quimioterapia desarrollan una 

variedad de efectos adversos, siendo uno de los más comunes y frecuentes, la 

nefrotoxicidad12. A pesar de los grandes esfuerzos en el desarrollo de terapias 

nefroprotectoras, la mejor alternativa hasta el momento es la hidratación con sales y 

administración simultánea de manitol. Esta estrategia reduce de manera significativa la 

nefrotoxicidad, pero también puede interferir con la actividad antineoplásica12. La utilización 

de antioxidantes naturales se ha venido considerando, como una opción más eficiente para 

aminorar los efectos indeseables del cisplatino3. A la morina, un polifenol derivado del 

metabolismo secundario de varias ´plantas, se le han atribuido diferentes actividades 

citoprotectoras. Estudios in vitro han demostrado los efectos anti-oxidantes, anti-

inflamatorios y cardioprotectores124, 8 y 125 de este flavonoide. También existen reportes en 

modelos in vivo de la atenuación de la nefrotoxicidad por cisplatino. En estos últimos se ha 

observado una recuperación de la actividad de enzimas como catalasa y SOD, de los 

niveles de glutatión, así como la disminución de marcadores inflamatorios como TNF-α, IL-

1β e IL-6 en los animales tratados con morina con respecto a los que solo recibieron 

cisplatino142, 143, 144. Aunque estos resultados demuestran la potencialidad de la morina en 

la nefroprotección contra cisplatino, aún existe información por determinar sobre los efectos 

a nivel molecular que podría inducir este polifenol en su actividad citoprotectora.  

 

Antes de comenzar los ensayos biológicos, se determinó la captura de H2O2 por la morina 

en un ensayo in vitro sin la presencia de células. Aunque son varias las EROs que se han 

asociado a la generación de estrés oxidante por el cisplatino, el H2O2 se considera uno de 

los blancos más efectivos para atenuar la toxicidad inducida por este fármaco. Existen 

estudios sobre el papel de la catalasa en la atenuación de la toxicidad por cisplatino145 y 146. 

Si bien es cierto que el O2- es inicialmente formado, este se transforma rápidamente en 

H2O2 de manera espontánea o enzimáticamente y este último posee una vida media más 

larga146. Como se observa en la Figura 1 a la concentración de 200 µM la morina disminuye 

la fluorescencia de un 100 a un 22 % y el análisis estadístico arrojó un valor de IC50 igual a 

30.86 ± 14.56 µM. En este ensayo la morina se enfrentó a una concentración igual a 50 µM 

de H2O2. Para el piruvato, uno de los atrapadores de H2O2  más utilizados y citados en la 

literatura, se ha reportado un valor de IC50 igual a 446 ± 49 µM en un ensayo no enzimático 
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frente a concentraciones de H2O2 de 200 µM147. Comparando estos resultados podríamos 

asumir que la morina tiene una eficiente capacidad de captura de H2O2.  

 

Antes de evaluar el papel de la morina en la atenuación de la citotoxicidad por cisplatino, 

se verificó que las concentraciones de trabajo (25, 50, 75, 100 y 200 µM, disueltas en 

metanol) no resultaran tóxicas para las células. En la Figura 2 se puede observar que 

ninguna de las concentraciones escogidas disminuyó la viabilidad celular. En el caso del 

cisplatino se escogió una concentración de 45 µM, que correspondió con la muerte de un 

número de células superior a la IC50 (Figura 3). Una vez establecidos estos parámetros se 

determinó la viabilidad de las células LLC-PK1 en un diseño experimental que incluyó pre-

tratamientos con morina por 3, 6 y 24 h y posteriormente con cisplatino por 24 h en los tres 

casos. Como se observa en la Figura 4 A, el pre-tratamiento por tres horas no ofreció 

protección contra el daño por cisplatino, a ninguna de las concentraciones probadas. Este 

resultado sugiere, que a pesar de la eficiente captura de H2O2 por la morina, este polifenol 

en el ambiente celular, actúa principalmente a través de eventos moleculares más tardados 

como pudiera ser la inducción de proteínas. Con seis horas de pre-tratamiento (Figura 4 B) 

se observa una discreta atenuación de la toxicidad a 200 µM, la cual se hace mayor a las 

24 h (Figura 5 A, B y D). Para este último tiempo el nivel de protección se corresponde con 

un 20% en el aumento de la viabilidad celular. Estos resultados son comparables a otras 

investigaciones donde se ha evaluado la capacidad citoprotectora contra cisplatino de 

diferentes anti-oxidantes. Los tratamientos con sulforafano148, tetra-hidrocurcumina5 y 

schizandrin149, indujeron un aumento en la viabilidad celular muy similares. La citotoxicidad 

por cisplatino abarca muchos procesos celulares. Una vez en la célula, inhibe la replicación 

del  ADN,  induce la generación de EROs lo que conlleva a un estado de estrés oxidante, 

activa señales pro-inflamatorias y finalmente desencadena apoptosis12, entonces, resulta 

lógico pensar que los discretos aumentos en la viabilidad celular se deben a la incapacidad 

de estos compuestos, incluida la morina, para atacar todos los blancos de la toxicidad por 

cisplatino. Debido a que el método de MTT no ofrece una medida directa de la viabilidad, 

los ensayos con 24 h de pre-tratamiento, también se llevaron a cabo por la metodología de 

FDA. En la Figura 5 C, se presenta la correlación entre ambos métodos lo cual ofrece mayor 

confiabilidad a los resultados.  
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Al comprobar un aumento en la viabilidad de las células que son pre-tratadas con morina 

con respecto a las que solo reciben cisplatino, resulta lógico asociar este hecho con la 

disminución de la casp-3, proteína que vincula la vía extrínseca e intrínseca de la apoptosis 

y desencadena la muerte celular. Sin embargo, una vez medida la expresión de esta 

proteasa (Figura 6) no se observa el cambio esperado de una manera significativa. Es 

posible que para el tiempo escogido, 24 h, ya no sea posible ver cambios significativos. 

 

A lo largo de las investigaciones sobre la nefrotoxicidad, se han identificado diversos 

blancos, que una vez bloqueados contribuyen a la detoxificación y recuperación de las 

células renales. La activación de enzimas antioxidantes, ha resultado una de las alternativas 

a tomar en consideración. La GST es una enzima detoxificadora de fase II, que cataliza la 

adición nucleofílica del GSH a una gran variedad de electrófilos, como las EROs y algunos 

fármacos150. La resistencia a cisplatino se ha asociado con la presencia de altos niveles de 

GSH, lo que sugiere que la inactivación de este fármaco ocurre por su conjugación al 

GSH151. En este trabajo no se observó ningún cambio en la expresión de esta enzima, pero 

no se debe descartar la modificación de su actividad por la morina, Figura 7 A y B 

 

La HO-1 se encuentra entre las enzimas que con mayor frecuencia se asocia a la protección 

contra la toxicidad renal. Ratones HO-1-/- presentaron daños renales más agudos y 

apoptosis severa frente al tratamiento con cisplatino, con respecto a los de fenotipo 

silvestre57. En estudios in vitro, la sobre expresión57 o la inhibición de la actividad81 de la 

HO-1 protege contra o aumenta la toxicidad por cisplatino respectivamente. En la 

nefrotoxicidad por ciclosporina82, cloruro de mercurio83 y maleato85, también se ha visto la 

importancia de la HO-1 en el restablecimiento de la homeostasis celular. Aunque existen 

datos sobre la capacidad protectora de la morina frente al daño por cisplatino142, 143 y 144, no 

se ha informado aun el papel de la HO-1 en la protección ofrecida por este polifenol. En 

este trabajo se demuestra que la morina aumenta la expresión de la HO-1 en el tiempo. 

Como se observa en la Figura 8, el aumento de la expresión de esta enzima comienza a 

ser significativo a partir de las 6 h. Teniendo en cuenta estos resultados se procedió a 

determinar si aun después del tratamiento con cisplatino, la morina podía mantener la 

expresión de la HO-1. Como se observa en la Figura 9, después de 12 h de pre-tratamiento 

con morina, más 8 h de tratamiento con cisplatino, las células pre-tratadas tienen una mayor 

expresión de HO-1 con respecto a las que solo recibieron cisplatino. Estos resultados 

sugieren que la HO-1 tiene gran relevancia en la atenuación de la toxicidad por cisplatino 
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en las células LLC-PK1. Para corroborar esta hipótesis se determinó la viabilidad 

enfrentando a las células a un pre-tratamiento con una combinación de morina y el inhibidor 

SnM321. Como se presenta en la Figura 11, las células pre-tratadas con la combinación de 

SnM321 y morina, disminuyen la viabilidad celular con respecto a las que recibieron morina 

sin inhibidor, lo que significa que la protección ofrecida por la morina disminuyó al 

combinarse con el inhibidor. Si bien es cierto que las metaloporfirinas no son inhibidores 

específicos de la HO-1, ya que pueden ejercer su efecto sobre la NOS y la sGC (guanilato 

ciclasa soluble)152 y 153, los resultados obtenidos en este trabajo indican que la HO-1 

desempeña un papel fundamental en la atenuación del daño por cisplatino en este modelo.  

 

Una vez comprobado el papel de la HO-1 en la atenuación de la toxicidad por cisplatino, 

surgió la pregunta sobre qué elemento, rio arriba de esta cascada, era responsable del 

aumento de expresión de esta proteína. Uno de los factores de transcripción asociados a 

la inducción de HO-1 es Nrf2. En la Figura 10 se presenta la expresión de Nrf2 en el núcleo 

de las células LLC-PK1 después de 6 y 8 h de tratamiento con morina. Aunque 

numéricamente se ve una tendencia al aumento, no se obtuvieron resultados significativos 

para ninguno de los tiempos estudiados. Los polifenoles, específicamente los flavonoides 

hidroxilados en la posición 3 del anillo C, como es el caso de la morina, se han identificado 

como inductores de Nrf2154. La inducción del factor de transcripción Nrf2, por parte de los 

polifenoles se puede explicar por su capacidad para actuar como pro-oxidantes leves155 y 

el efecto de hormesis que esto puede desencadenar. La mayoría de los polifenoles inducen 

toxicidad celular a altas concentraciones mientras que a bajas dosis promueven un ligero 

estrés químico que activa el fenómeno de hormesis, el cual se caracteriza por el 

mejoramiento de las funciones celulares en respuesta a ligeros niveles de estrés156. El factor 

de transcripción Nrf2 es regulado por la proteína Keap1 que promueve su degradación vía 

proteosoma en condiciones normales y su translocación a núcleo cuando es oxidada bajo 

condiciones de estrés. Estructuralmente se ha asociado la hidroxilación en la posición 3, 

como el elemento que le confiere a los flavonoides la capacidad de donar electrones. Una 

de las teorías que explica la inducción de elementos de respuesta a electrófilos por parte 

de los flavonoides es que estas moléculas pueden oxidar directamente los residuos de 

cisteína de la proteína Keap1, con lo cual Nrf2 queda libre, se transloca al núcleo e inicia la 

transcripción de un grupo de enzimas antioxidantes157. No obstante, existen otros factores 

de transcripción asociados a la inducción de la HO-1 como son NfkB, AP-1, AP-2, que en 

este caso podrían estar ejerciendo un mayor efecto que Nrf2. 
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En la búsqueda de una terapia protectora contra los efectos de un fármaco 

quimioterapéutico, es muy importante tener en cuenta la interacción del agente protector 

con la actividad antineoplásica. En esta investigación se analizó el efecto de la morina por 

si sola y su interacción con el cisplatino en una línea de células derivadas de carcinoma de 

vejiga.  El carcinoma de vejiga es uno de los tumores para los que se prescribe cisplatino 

como primera opción de quimioterapia. Como se observa en la Figura 12, el tratamiento 

solo con morina, disminuye la viabilidad de las células HTB-4 de manera inversamente 

proporcional a la concentración, haciéndose significativo a 200 µM, que corresponde con la 

concentración a la que se observa la mayor protección contra el daño por cisplatino en las 

células LLC-PK1. Al analizar las barras que representan la combinación del pre-tratamiento 

con morina y posterior adición de cisplatino, se puede apreciar que el pre-tratamiento, de 

alguna manera interfiere con la toxicidad por cisplatino ya que no se observa un efecto 

aditivo, es decir, en las células con morina y cisplatino no se disminuye la viabilidad de 

manera significativa con respecto a las que solo recibieron cisplatino. Lo que se interpreta 

de este resultado es que la morina induce la muerte de un número de células, pero al 

adicionar cisplatino, no parece haber un efecto de este último sobre las células restantes. 

La diferencia en la toxicidad de la morina en las células HTB-4 con respecto a las LLC-PK1 

se puede explicar a través de la vía PI3K/Akt. Para las células tumorales, esta vía de 

señalización es fundamental, ya que puede reprimir la expresión de proteínas pro-

apoptóticas como FasL y Bim y activar otras anti-apoptóticas como Mdm2 y Bcl-2, 

permitiendo a la célula evitar la muerta celular y proliferar indefinidamente. Como habíamos 

mencionado antes, los polifenoles pueden actuar como pro-oxidantes. Bajo condiciones 

normales, las células tumorales tienen niveles de EROs que le permiten mantener activa la 

vía PI3K/Akt a través de la inhibición de la fosfatasa PTEN, sin embargo, la adición de 

polifenoles podrían romper este equilibrio ya que al actuar como pro-oxidantes, elevan aún 

más las EROs, que a su vez pueden inactivar a la proteína Akt158. Existen reportes de la 

selectividad de la morina para inducir una mayor toxicidad en células escamosas de 

carcinoma oral humano con respecto a las células normales de la mucosa oral. Según los 

resultados de estos investigadores, la selectividad se debe a la inactivación de Akt en las 

células de carcinoma con respecto a las células normales10.  

 

Como habíamos comentado anteriormente, la adición de cisplatino en células pre-tratadas 

con morina, no disminuye la viabilidad celular con respecto al efecto del cisplatino, Figura 
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12. Se ha demostrado que la morina induce apoptosis y arresto del ciclo celular en las 

células de leucemia HL-60. El arresto en la fase G2/M fue asociado a un incremento de p21 

y disminución de Cdc25c y el complejo de clinas A y B1141.  Es posible que al momento de 

la adición de cisplatino, las células HTB-4 se encuentren bajo arresto del ciclo celular y por 

tanto sean menos susceptibles a la toxicidad por cisplatino. 

 

Con los resultados obtenidos en esta investigación se podría sugerir que la morina, más 

que ser utilizada como agente nefroprotector contra la toxicidad por cisplatino podría 

implementarse en el tratamiento de tumores de vejiga en sustitución del cisplatino. Para 

poder confirmar este planteamiento sería necesario la investigación en un modelo animal 

donde se pueda evaluar simultáneamente la capacidad citoprotectora de la morina contra 

el daño renal así como su influencia en la actividad antineoplásica del cisplatino. 
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7. Conclusiones 

En esta investigación podemos concluir que la morina puede atrapar eficientemente al H2O2   

en condiciones in vitro libre de células. Además se demostró que atenúa la toxicidad del 

cisplatino en las células LLC-PK1 de una manera tiempo y concentración dependiente, 

siendo 200 μM y 24 h la concentración y tiempo más efectivos.  Este efecto protector fue 

mediado por la enzima antioxidante HO-1. Por otra parte, la morina por si sola demostró 

tener actividad citotóxica en las células tumorales HTB-4 a una concentración de 200 μM, 

que coincide con la concentración que ejerce la máxima protección en las células LLC-PK1. 

Sin embargo la morina no potenció la toxicidad del cisplatino en las células HTB-4. 
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