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I. RESUMEN 

El Cáncer cérvico uterino (CaCu) es la segunda neoplasia más común entre mujeres 

Mexicanas. La mayoría de mujeres con CaCu experimentan sintomatología clínica que 

incluye hemorragia vaginal, disminución de peso, síndrome urémico y anemia. En el 

caso de CaCu, la anemia se correlaciona con el estadio clínico; los pacientes con 

anemia con diagnóstico de CaCu tienen un peor pronóstico y el riesgo de presentar 

anemia en estos pacientes aumenta cuando se someten a quimioterapia, como el 

cisplatino, el cual es el quimiofármaco utilizado con intención curativa. La presencia de 

anemia derivada del tumor, así como, la terapia con cisplatino compromete el estado 

del paciente, por lo que es primordial restablecer los niveles de hemoglobina para que 

la quimioterapia continúe en pacientes con cánceres en estadios avanzados. 

La eritropoyetina recombinante humana (rhEpo) ha sido usada frecuentemente en 

pacientes con cáncer para la prevención o tratamiento de la anemia; sin embargo, se 

han documentado efectos negativos de rhEpo en comparación con el grupo control con  

respecto a  la  sobrevida libre  de progresión  tumoral en ensayos clinicos. Epo confiere 

a las células tumorales la capacidad de resistencia a la muerte mediada por cisplatino. 

Adicionalmente en estudios previos se encontró que Epo induce la activación de STAT3 

e incrementa los niveles de survivina lo que sugiere que esta proteína es requerida para 

ejercer el efecto citoprotector de Epo contra cisplatino en CaCu. Por lo tanto, explorar 

el efecto de inihibdores tanto de STAT3 como de survivina es de gran importancia para 

desarrollar nuevos esquemas de tratamiento para resolver el problema que representa 

anemia-Epo-cáncer. 

En este estudio demostramos el efecto de dos inhibidores WP1066 y YM155. WP1066 

inhibe de manera directa la activacion de STAT3; mientras que YM155 inhibe la 

expresión de survivina. Ambos, STAT3 y survivina estan relacionados con el efecto 

citoprotector de Epo en CaCu. Nuestros resultados muestran que tanto WP1066 como 

YM155 inhiben el efecto protector mediado por Epo contra cisplatino. Ambos inhibidores 

muestran ser candidatos para una terapia concomitante en el tratamiento de anemia y 

quimioterapia en pacientes con CaCu.
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II. ABSTRACT 

Cervical cancer is the second most common cancer in Mexican women. Most women 

with cervical cancer have clinical symptoms including vaginal bleeding, weight loss, 

anemia and uremic syndrome. Anemia and cervical cancer correlates with the clinical 

stage. Patients with cervical cáncer that present anemia have a worse prognosis. The 

risk of inducing anemia in patients with cervical cancer increases when they undergo 

chemotherapy, such as cisplatin. The presence of anemia derived from the tumor, as 

well as cisplatin therapy, compromises the patient condition, so it is essential to restore 

hemoglobin levels so that chemotherapy continues in patients with cancers in advanced 

stages. 

Recombinant human erythropoietin (rhEpo) has been used frequently in cancer patients 

for the prevention or treatment of anemia, however clinical trials have showed negative 

effects of rhEpo compared to the control group with respect to progression free survival. 

rhEpo confers to the tumor cells the capacity of resistance to cell death mediated by 

cisplatin. Additionally, it was found that rhEpo induces the activation of STAT3 and 

increases the levels of survivin, which suggests it is required to exert the cytoprotective 

effect of Epo against cisplatin in cervial cancer. Therefore, analyzing the effect of 

inhibitors of both STAT3 and survivin is taking importance to develop new treatment 

schemes against the problem rhEpo/cysplatin. 

In this study we evaluated the effect of two inhibitors WP1066 and YM155. WP1066 

directly inhibits the activation of STAT3; while YM155 inhibits the expression of survivin. 

Both STAT3 and survivin are related to the cytoprotective effect of Epo in cervical 

cancer. Our results showed that both WP1066 and YM155 inhibit the protective effect 

mediated by EPO against cysplatin. Both inhibitors showed to be candidates for a 

concomitant therapy in the treatment of anemia and chemotherapy in patients with 

cervical cancer and open the posibility to test this inhibitor for clinical trials. 
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III. INTRODUCCIÓN 

III.1 Cáncer cervical 
El Cáncer cérvico uterino (CaCu) es la tercera neoplasia más común entre mujeres, 

con un estimado de 528,000 nuevos casos y 266,000 muertes a nivel mundial en 

2012 (Ferlay et al., 2014). Así nueve de cada diez muertes en mujeres (87%) 

ocurre en países en vías de desarrollo. 

 

Se ha identificado que la infección persistente con tipos de VPH de alto riesgo es 

el principal factor de riesgo para el desarrollo de CaCu y de sus lesiones 

precursoras, lesiones intraepiteliales escamosas (SIL, por sus siglas en inglés) 

(Ferlay et al., 2014). Las SIL se presentan antes del desarrollo del cáncer cervical 

y se clasifican en dos grupos: de alto y bajo grado (HSIL y LSIL respectivamente 

por sus siglas en inglés) (Muñoz et al., 2003; Walboomers et al., 1999) (Solomon 

et al., 2002). 

 

Las lesiones preinvasivas son asintomáticas, aunque otras condiciones coexistentes 

pueden producir síntomas incidentales (Schaffer et al., 2007). Durante la fase 

preinvasiva, la maduración normal de las células epiteliales se interrumpe, dando 

lugar a lesiones displásicas (Souhami et al., 2005). La mayoría de las lesiones 

displásicas de bajo grado revertirán sin intervención, mientras que otros pueden 

llegar a ser de alto grado expandiéndose para cubrir espesor del epitelio cervical. 

Posteriormente, las lesiones displásicas de alto grado, pueden progresar a estadios 

más avanzados. Una vez desarrollo carcinoma in situ, se procede a clasificar el 

estadio en que se encuentra el carcinoma cervical para su tratamiento. 

 

III.2 Tratamiento contra CaCu 

Los estadios para el carcinoma cervical son cuatro y son clasificados de acuerdo 

con la International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO)(Ferenczy & 

Franco, 2002). En el estadio 1, el carcinoma no ha invadido tejido adyacente u otros  
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órganos y solo se encuentra solo en el cuello del útero y se divide en 1A y 1B. Por lo 

general el estadio 1A no suele ser tratado con cirugía o quimioterapia ya que el 

tumor es menor a 7mm (Martin-Hirsch & Wood, 2011). En el estadio 1B, se divide 

en IB1, que es un tumor menor a 4 cm, y IB2 donde se presenta un tumor mayor a 

4 cm. El tratamiento dependiendo del tamaño del tumor es remoción quirúrgica 

(estadio 1B1) o quimioradioterapia para el estadio 1B2, por lo general el fármaco de 

elección para el ultimo estadio es el cisplatino (DeVita, Lawrence, & Rosenberg, 

n.d.), 

III.3 CaCu y anemia 
La mayoría de mujeres con CaCu experimentan sintomatología clínica que incluye 

hemorragia vaginal, disminución de peso, síndrome urémico y anemia (“NHS 

Cervical Screening Programme Colposcopy and Programme Management Public 

Health England leads the NHS Screening Programmes,” 2016). 

La anemia es una complicación frecuente de las enfermedades por tumores 

malignos, así como también, la terapia contra éstas, la anemia es clasificada como 

niveles de hemoglobina por debajo de 12g/dL para mujeres. En el caso de CaCu, la 

anemia se correlaciona con el estadio clínico y varía principalmente del 25% en el 

estadio I al 33% en el estadio II y puede aproximarse al 40% en el estadio III 

(Gupta et al., 2009). Debido a estos hechos, la anemia se considera un factor de 

pronóstico para la sobrevivencia de la paciente con cáncer cervical después del 

estadio clínico y del tamaño tumoral. En comparación con las pacientes  con niveles 

normales de hemoglobina, las pacientes con anemia con diagnóstico de CaCu 

tienen un peor pronóstico, el riesgo de presentar anemia en pacientes con CaCu 

aumenta cuando se someten a quimioterapia, como el cisplatino, el cual es el 

quimiofármaco utilizado con intención curativa. 

El cisplatino es un fármaco antitumoral de origen metálico que puede causar 

entrecruzamiento e intercruzamiento de bases de purina bloqueando la 

transcripción y replicación del ADN e impidiendo la reparación por la célula, por lo 

tanto, es ampliamente utilizado para tratar tumores sólidos. 
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 A traves de su interacción directa con diversas moléculas incluyendo: proteinas, ADN 

y lípidos, el cisplatino afecta diversos organelos y estructuras subcelulares 

interrumpiendo funciones criticas y consecuentemente activando señales apoptóticas. 

 El cisplatino tiene efectos adversos sobre el sistema renal causando disfunción 

tubular renal temprana progresiva,  y  posterior  desconexión  glomerular.  La 

administración  crónica  de cisplatino en pacientes con cáncer causa anemia 

progresiva a niveles moderados y un estado de azotemia (concentración alta de 

nitrógeno en sangre) que causa la toxicidad de células blancas. 

La presencia de anemia derivada del tumor, así como, la terapia con cisplatino 

compromete el estado del paciente, por lo que es primordial restablecer los niveles 

de hemoglobina para que la quimioterapia continúe en pacientes con cánceres en 

estadios avanzados. 

La eritropoyetina recombinante humana (rhEpo) ha sido usada frecuentemente en 

pacientes con cáncer para la prevención o tratamiento de la anemia; sin embargo, 

ensayos clínicos han documentado efectos negativos de rhEpo en comparación 

con el  grupo control  con  respecto a  la  sobrevida libre  de progresión  tumoral 

(Hardee, Arcasoy, Blackwell, Kirkpatrick, & Dewhirst, 2006). 

La eritropoyetina (Epo) parecía tener solo una función biológica, la estimulación del 

crecimiento de células sanguíneas, ahora sabemos que Epo es un factor de 

crecimiento pleiotrópico con acción en numerosas células y tejidos, incluyendo 

células malignas debido a que la expresión del receptor de Epo ( rEpo) puede 

ejercer efectos directos en células cancerosas como estimulación de la 

proliferación, inhibición de la apoptosis, y modulación de la sensibilidad a 

quimioterapia o radiación (Leo et al., 2006). 
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III.4 Eritropoyetina y cáncer 

La eritropoyetina (Epo) es una glicoproteína que consta de 193 aminoácidos y su 

gen se encuentra localizado en el cromosoma 7, la expresión de este gen se 

encuentra regulada por niveles de oxigeno durante la hipoxia. En el adulto esta 

proteína es producida principalmente por la corteza renal mientras que durante el 

desarrollo embrionario el hígado es el principal productor de Epo  (Debeljak, Solár,& 

Sytkowski, 2014a). 

Epo es secretada al torrente sanguíneo, circula hacia la medula ósea y se une a 

los receptores de Epo situados sobre la superficie celular de los progenitores 

eritroides promoviendo su sobrevivencia, proliferación y diferenciación (Debeljak et 

al., 2014a; Hedley et al., 2011). 

La molécula madura de rEpo consiste de una región citoplasmática y una región 

extracelular transmembranal; Epo induce cambios conformacionales en el dominio 

extracelular del receptor que subsecuentemente permite la activación de la cinasa 

Janus 2 (JAK2, por sus siglas en ingles) asociada en la parte citoplasmática del 

receptor. JAK2 es activada por autofosforilación y a su vez tiene la capacidad de 

fosforilar ocho residuos de tirosina en la parte distal de la región citoplasmática del 

rEpo (Debeljak et al., 2014a; Jelkmann et al., 2008). 

Las ocho tirosinas fosforiladas en el rEpo sirven como sitios de acoplamiento para 

varias proteínas intracelulares, las cuales subsecuentemente activan tres 

principales vías de señalización de Epo: La vía de JAK2/STAT3 (o STAT5), la vía 

de las MAP Cinasas y la vía de PI3K/AKT (Figura1); los genes cuya transcripción y 

traducción son estimulados por estas vías inducen diversos efectos biológicos 

como: proliferación, regulación de la apoptosis y resistencia a fármacos (Debeljak 

et al., 2014a; MULCAHY, 2001; Sinclair & Elliott, 2012). 

La mayoría de los rEpo se encuentran localizados en la superficie de los 

progenitores eritroides. Sin embargo, la interacción Epo-rEpo ha sido identificada en 

diferentes tipos de células no hematopoyéticas y tejidos del sistema nervioso 

central, corazón, riñón, gastrointestinal, tracto reproductivo, endotelio y otros, en 
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estos tejidos Epo ha mostrado funciones protectoras en una manera anti-apoptótica 

o mitogénica (Debeljak, Solár, & Sytkowski, 2014b; Jelkmann et al., 2008). 

Debido a que rEpo se encuentra presente en distintas células cancerosas, la 

administración de eritropoyetina recombinante humana (rhEpo) en pacientes con 

cáncer puede presentar efectos adversos debido a la potencial activación  de vías 

de señalización de Epo-rEpo que resultaría en protección tumoral (acción 

antiapoptotica) o proliferación (Debeljak, Solár, & Sytkowski, 2014b; Jelkmann et al., 

2008). 

A diferencia de las células hematopoyéticas en donde la señalización de Epo esta 

asociada con incremento en la proliferación y/o sobrevivencia celular, en células 

tumorales, Epo puede no inducir un incremento en la proliferación pero si 

incrementa la resistencia de las células cancerosas a distintas terapias (Debeljak et 

al., 2014a). 

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo muestran que líneas celulares de 

cáncer cervical producen y secretan Epo y además, expresan el receptor funcional 

de Epo. Así como la estimulación del rEpo por Epo exógena indujo la activación de 

miembros de la via JAK/STAT tales como: JAK2, STAT5 y STAT3 que ha sido 

asociado como un factor de mal pronóstico en cáncer cervical, los resultados 

mostraron un sistema endógeno rEpo/Epo en cáncer cervical capaz de activar señales 

de proliferación y supervivencia celular (Lopez et al., 2011).  
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Figura 1. Activación y señalización del receptor de eritropoyetina. En el diagrama se 

muestran las principales cascadas de señalización y los efectos observados cuando una 

molécula de eritropoyetina se une a su receptor. Tomado y modificado de The effect of 

erythropoietin on normal and neoplastic cells. 2012. 

 

III.5 STAT3 

El transductor de señales y factor de transcripción-3 (STAT3, por sus siglas en 

ingles) actúa como mensajero y factor de transcripción que se une al DNA, pertenece 

a la familia de los factores de transcripción STAT que consiste de siete miembros 

(STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b y STAT6) (Carpenter & Lo, 

2014). 

De los siete miembros de esta familia de proteínas, STAT3 y STAT5 han 

demostrado ser los mas importantes para la progresión del cáncer, no solo son 

cruciales para la transducción de señales de numerosos receptores que son  

Supervivencia	
Proliferación	

	

Supervivencia	
Diferenciación	

	

Proliferación	
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frecuentemente activados en células tumorales, también son factores de transcripción 

que regulan la expresión de un gran numero de genes. 

 

Aunque STAT3 y STAT5 contribuyen a la proliferación de las células tumorales y 

sobrevivencia, STAT3 ha resultado un blanco atractivo para el desarrollo de terapias 

ya que se encuentra constitutivamente activo en la mayoría de los tumores y ejerce 

una función crucial en células del microambiente del tumor lo que promueve la 

progresión tumoral (Yu, Lee, Herrmann, Buettner, & Jove, 2014). 

Cuando Epo se une a su receptor se producen cambios conformacionales que 

permiten la activación de dos proteínas JAK2 que se encuentran en el dominio  

citoplasmático del rEpo, JAK2 se autofosforila y a su vez fosforila residuos tirosina 

cinasa del rEpo. La fosforilación especifica de los residuos de tirosina del receptor de 

Epo crean sitios de unión para reclutar a STAT3 mediante su dominio SH-2, la 

unión de STAT3 a estos sitios induce la fosforilacion de la tirosina 705 (Tyr705) en 

su dominio c-terminal activándose (Figura 2) . 

La fosforilación de la  Tyr705 en los monómeros de  STAT3 provoca la  dimerización 

de éstos por la interacción de la Tyr705 fosforilada de un monómero y el dominio SH-

2 del otro; este dímero se disocia del receptor para translocarse al núcleo con ayuda 

de la importina α5/NPI-1. En el núcleo, STAT3 induce la transcripción de genes 

involucrados en la sobrevivencia celular, proliferación, anti-apopotóticos y de 

respuesta inmune (Siveen et al., 2014; Yue & Turkson, 2009). 

 

La fosforilación de la serina 727 (Ser727) de STAT3 en su dominio c-terminal, la cual 

puede ser llevada a cabo por numerosas citocinas, permite la máxima activación de 

la transcripción de los genes antes mencionados. 
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Figura 2. Activación de JAK2/STAT3 por estimulo del receptor de Eritropoyetina. 

Al unirse Eritropoyetina a su receptor se induce su dimerización y  la  activación citoplasmática 

de JAK2  mediante autofosforilación induciendo la fosforilación de STAT3 en su tirosina 705 

para permitir la formación del dímero de STAT3 Y su translocación al núcleo para participar 

en la transcripción de diversos genes. Tomado y modificado de Stimulating erythropoiesis in 

neonates, 2013. 

 
En células normales la activación de STAT3 está estrictamente controlada para 

prevenir la desregulación de los genes, bajo condiciones fisiológicas su fosforilación 

ocurre entre los 15 y 60 minutos de exposición del ligando al receptor e incluso en 

presencia continua del ligando o citocina la activación de STAT3 disminuye en unas 

horas (Johnston & Grandis, 2011; Siveen et al., 2014). 

Numerosos estudios han demostrado la activación constitutiva de STAT3 en una 

gran variedad de tumores humanos, incluyendo malignidades hematológicas 

(Leucemia, linfoma, mieloma múltiple), así como diversos tumores y líneas celulares 

(Glioma, melanoma, cáncer de cabeza y cuello, mama, ovario, endometrial, cervical, 

colon, páncreas, pulmón, cerebro, renal, y próstata), la señalización aberrante de 

STAT3 promueve el inicio y progresión de cáncer ya sea inhibiendo la apoptosis, 

induciendo la proliferación celular, angiogénesis, invasión y metastasis (Siveen et al., 

2014). 
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Este incremento en los niveles de fosforilación de STAT3 es debido al exceso de 

citocinas, factores de crecimiento, entre otros, dentro del microambiente tumoral 

que activa STAT3 de manera paracrina. Al encontrase activado STAT3 promueve 

proliferación mediante la transcripción de genes de importancia biológica  en cáncer 

tales como: cdc2 (cell division cycle protein, también conocida como cinasa 1 

dependiente de ciclina, CdK1) que se encuentra involucrada en la regulación del 

ciclo cellular (Siveen et al., 2014). 

STAT3 también contribuye al proceso tumorigénico, principalmente por el aumento de 

señales para la sobrevivencia. Diversas proteínas anti-apoptóticas, tales como 

survivina, cruciales para la sobrevivencia del tumor son blancos directos de STAT3; 

su expresión se ve afectada como consecuencia de la inhibición de STAT3 

(Siveen et al., 2014). 

La activación constitutiva de STAT3 se ha detectado frecuentemente en diversos 

tipos de cánceres humanos entre ellos cáncer cervical (C.-L. Chen et al., 2007). 

Además, estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que la activación de 

STAT3 por EPO induce la expresión de survivina y sugiere que esta proteína es 

requerida para ejercer el efecto citoprotector de EPO contra cisplatino en CaCu 

(Cór tes-Bal l inas,  2016) . 

 

III.6 Survivina 
III.6.1 Estructura y Función 

 
 
Survivina es el miembro mas pequeño de la familia de proteínas inhibidoras de la 

apoptosis (IAP) con 142 aminoácidos y una masa molecular de 16.5kDa, la cual 

tiene un papel central en la regulación del ciclo celular e inhibición de la apoptosis 

mediante bloqueo de la activación de caspasas (Figura 3). Survivina ejerce una 

función importante en la regulación de la mitosis, es expresada de manera 

dependiente del ciclo celular y se encuentra mayormente en la fase G2-M, durante la 

mitosis survivina interactúa con los microtúbulos para regular la formación de estos 
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durante la división celular alterando su dinámica y la nucleación. Adicionalmente, 

survivina es un componente critico del complejo cromosomal pasajero (CPC) debido 

a su asociación con proteínas internas del centrómero como Aurora B, INCENP 

(Inner Centromere Protein) y Borealina, survivina es requerida para dirigir el CPC al 

centromero, formar correctamente el huso bipolar y completar la citocinesis (X. 

Chen, Duan, Zhang, & Zhang, 2016; Khan, Khan, Yadav, Prasad, & Bisen, 2017; 

Peery, Liu, & Zhang, 2017; Pennati, Folini, & Zaffaroni, 2008). 

La sobreexpresión de survivina inhibe la vía intrínseca y extrínseca de la apoptosis, 

aunque los mecanismos de inhibición de survivina son aun controversiales la unión 

directa e indirecta de survivina a los iniciadores o caspasas efectoras contribuyen a 

esta inhibición. La unión directa a caspasas 3, 7 y 9 ha sido propuesta así como la 

formación de un complejo entre survivina y la proteína X-IAP para la inhibición de 

caspasa 9; survivina inhibe la vía intrínseca de la apoptosis mediante unión a la 

proteína pro-apoptótica SMAC/DIABLO, esta proteína es liberada de la mitocondria 

durante la vía intrínseca y activa a caspasa 9 para inducir apoptosis. Survivina se une 

a SMAC/DIABLO y previene la activación de la caspasa 9 (Garg, Suri, Gupta, Talwar, 

& Dubey, 2016). 

Survivina se encuentra presente en el citoplasma, mitocondria y núcleo y ejerce 

sus funciones dependiendo el compartimento donde se encuentre; su localización 

subcelular y propiedades funcionales son reguladas por su estructura y las 

modificaciones secundarias de la proteína, survivina es fosforilada en la treonina 

117 por la cinasa Aurora B, esto dirige a survivina al centrómero y regula el 

ensamble del CPC. Su acumulación nuclear depende de la acetilación en lisina 

129 por CREB - CBP (cyclic adenosine monophosphate response element- binding -

protein) (Groner & Weiss, 2014). 

Las modificaciones postraduccionales de survivina afectan sus niveles, la 

fosforilación en Thr34 por la proteína cdc2 puede promover su estabilidad en la 

metafase e importante en su función antiapoptótica (Groner & Weiss, 2014). 
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Estudios han mostrado una sobreexpresión de survivina en el 90% de líneas 

celulares de cáncer endometrial, así como en tumores del cuerpo uterino 

recurrentes comparados con tumores primarios; en cuanto a cáncer cérvico uterino 

se encontraron una mayor expresión en casos de adenocarcinoma, que 

generalmente es de peor pronostico, esta sobreexpresión también se relaciona 

con la progresión de CIN (Cervical Intraepitelial Neoplasia) a carcinoma, además en 

la neoplasia intraepitelial cervical y carcinoma cervical escamoso la expresión de 

survivina se ha asociado con el tamaño del tumor y etapa clínica (Braný, Dvorská, 

Slávik, Školka, & Adamkov, 2017). 

Survivina es una molécula importante en el campo de la investigación y en la terapia 

ya que se encuentra constitutivamente expresada en la mayoría de tipos de cáncer 

mientras que es indetectable en la mayoría de los tejidos humanos normales. Aunque 

survivina tiene un papel importante durante el desarrollo embrionario, la expresión 

de survivina se encuentra en muy bajo nivel oen forma transitoria altamente controlada 

(Li, 2013). 

 

La expresión aberrante de survivina ha sido asociada con la proliferación tumoral, 

progresión, angiogénesis, resistencia terapéutica y mal pronostico (X. Chen et al., 

2016). 

III.7 Inhibidores de la vía JAK2/STAT3 

III.7.1 Desarrollo clínico de inhibidores de STAT3 
	
STAT3 es de importancia biológica en la inducción, en el inicio y progresión 

tumoral, y debido a que su inhibición suprime el crecimiento tumoral y aumenta la 

sensibilidad frente a agentes anti cancerígenos en una variedad de tumores se 

han desarrollado diversas moléculas dirigidas contra STAT3 como una prometedora 

terapia contra el cáncer. Diferentes acercamientos han sido explorados para 

inhibir de manera directa la vía de señalización de STAT3, inhibiendo su proteína o 

indirectamente a través del bloqueo de componentes rio arriba de su vía de 

señalización. 
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Desafortunadamente solo unos cuantos compuestos han demostrado eficacia in 

vivo en modelos de xenotransplante y un menor numero de estos han logrado 

llegar a estudios clínicos (Santoni et al., 2015). 

S31-201 es un inhibidor químico que bloquea la actividad de STAT3 al impedir la 

formación del dímero bloqueando el dominio SH-2 e impidiendo la unión de STAT3 

al DNA y su actividad transcripcional, además induce inhibición del crecimiento y 

apoptosis por la inhibición de la activación constitutiva de STAT3, el tratamiento 

con S31-201 promueve la regresión en tumores de mama en modelos de 

xenotransplante (Zhao, Jiang, & Gao, 2011). 

WP1066 es otro inhibidor químico que inhibe la fosforilación de STAT3, este es un 

análogo del inhibidor de JAK2 AG490, similar a este inhibidor WP1066  inhibe la 

fosforilación de JAK2 pero también ocasiona la degradación de la proteína, 

bloqueando de esta manera la señalización de STAT3. Debido a su solubilidad y a 

su rango de inhibición se sugirió que este compuesto podría ser un buen 

candidato para desarrollo clínico. Este inhibidor indujo apoptosis en células 

malignas de glioma in vivo e in vitro y ha mostrado efectos similares en otros tipos 

de cáncer. 

III.8 Inhibidores de survivina y su potencial en la terapia contra cáncer 

Survivina es un blanco para el desarrollo de fármacos poco convencional ya que su 

estructura no revela sitios de unión hidrofóbicos que pudieran servir como sitio de 

acoplamiento para ligandos de bajo peso molecular, varias estrategias indirectas 

han sido exploradas para afectar su función y el fenotipo de las células que la 

expresan, estas afectan la expresión y eventualmente la función de la proteína 

pero no están basadas en la unión directa del fármaco con survivina, sin embargo 

el hecho de que survivina no es una enzima o una molécula de superficie celular ha 

ocasionado una limitación en las terapias a desarrollar (Groner & Weiss, 2014). 

Bloquear la transcripción del gen de survivina mediante la inhibición de factores de 

transcripción específicos ha sido ampliamente usado como alternativa indirecta, 

YM155 (sepantronium bromide), este compuesto inhibe la expresión de survivina a 
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nivel de mRNA y proteína, además exhibe una marcada respuesta 

anticancerígena en modelos preclínicos. Una ventaja de YM155 comparado con 

inhibidores previos de la expresión de survivina es que este es activo en un rango 

nano molar en una amplia variedad de líneas celulares tumorales; además de que 

ha mostrado capacidad de inducir regresión tumoral de xenotransplantes de células 

de linfoma, cáncer de próstata, y cáncer de pulmón de células no pequeñas (Iwasa 

et al., 2008). 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Participación de survivina en la regulación de apoptosis y el ciclo celular. 

Survivina regula la progresión del ciclo celular uniéndose al complejo cromosomal pasajero 

(CPC). Survivina inhibe la apoptosis uniéndose a SMAC/DIABLO previniendo la inhibición de 

las caspasas; tambien se ha postulado que survivina forma un complejo con la proteina XIAP (X-

linked inhibitor of apoptosis) para estabilizarla y así inhibir a caspasa 9. Otra hipotesis sugiere que  

survivina requiere de la presencia de la proteina HBXIP (Hepatitis B virus X-interacting protein) 

para unirse a procaspasa 9 para prevenir su reclutamiento al apoptosoma e inhibir su activación. 

Tomado y modificado de Targeting survivin for therapeutic discovery: past, present and 

future promises, 2017. 
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IV. ANTECEDENTES 

 
Pacientes con cáncer cervical presentan anemia cuando están en tratamiento con 

cisplatino por lo que la Epo recombinante humana es usada para el tratamiento de 

anemia asociada al cáncer. Sin embargo, se ha observado que el tratamiento 

con Epo confiere a las células tumorales la capacidad de resistencia a la muerte 

mediada por cisplatino. Se ha demostrado el efecto protector de Epo frente a la 

muerte por cisplatino in vitro e in vivo y que estos efectos dependen del rEpo y la 

activación de JAK2 (Vázquez-Mellado, 2009). Adicionalmente, se encontro que  Epo 

induce la activación de STAT3 e incrementa los niveles de survivina lo que sugiere 

que esta proteína es requerida para ejercer el efecto citoprotector de Epo contra 

cisplatino en CaCu  (Córtes-Ballinas,  2016). 

Por lo tanto, en el presente trabajo se plantea que el efecto protector de Epo es 

mediado por la activación de STAT3. Por lo que inhibir STAT3 en células 

tumorales de CaCu sería necesario para restablecer el efecto de cisplatino, y 

caracterizar molecularmente el efecto nos daría alternativas de inhibición 

específica para resolver el problema del tratamiento conjunto de la anemia y el 

CaCu. 
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V. HIPÓTESIS 

Al inhibir STAT3 en la línea celular SiHa el efecto citoprotector de eritropoyetina 

se abatirá y se inducirá la muerte celular mediada por cisplatino. 

 
 
 

VI. OBJETIVOS 

VI.1 General 

Evaluar el efecto de la inhibición de STAT3 y su participación en el efecto 

citoprotector de eritropoyetina en la línea celular SiHa tratada con cisplatino. 

VI.2 Objetivos Particulares 

• Estudiar el efecto citoprotector de la estimulación con eritropoyetina en la línea 
celular SiHa al ser tratada con cisplatino. 

• Evaluar el efecto citoprotector de Eritropoyetina en células SiHa tratadas con 
cisplatino al inhibir STAT3, utilizando los inhibidores químicos S31-201 y 
WP1066. 

• Analizar la activación de CdK1 y Survivina al inhibir STAT3 con los inhibidores 
químicos en la línea celular SiHa. 

 
• Evaluar el efecto de la inhibición de survivina  con YM155 en el efecto citoprotector 

de Epo en células SiHa tratadas con cisplatino.  
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VII. Materiales y métodos 

VII.1 Cultivo celular 

Se utilizó la línea celular SiHa procedente de un carcinoma cervical humano, se 

cultivó en medio DMEM (CAISSON LABS) con suero fetal bovino al 2%, 1% de 

antibiótico penicilina/estreptomicina y moxifloxacino 1µg/mL. En cada pasaje se 

hizo un lavado a las células con PBS estéril (Apéndice A) y se les agregó 2 mL de 

Verseno estéril (Apéndice A) para despegarlas, se centrifugaron a 2500rpm durante 

5 minutos y el pellet obtenido se resuspendió en 4ml de medio fresco, el cultivo se 

mantuvo en incubación con 5% de CO2  a 37°C. 

 

VII.2 Determinación de la IC50 de Cisplatino 

Se determinó la concentración inhibitoria 50 (IC50) de Cisplatino, el ensayo se 
realizó por triplicado y se sembraron 25,000 células por pozo en placas de 96, se 
incubaron durante dos horas para permitir la adherencia celular en medio DMEM 
al 2% de SFB (Suero Fetal Bovino), pasado este tiempo se agregaron 
concentraciones crecientes de cisplatino (Noveldexis, PiSA) desde 0.5µg/mL hasta 
125µg/mL para tener un volumen final de 200µl, la placa se incubó con 5% de CO2 a 

37°C durante 24 horas, la viabilidad celular se evaluó por medio de el ensayo de 

MTT. 

VII.3 Ensayo MTT 

Se llevó a cabo un ensayo de viabilidad celular usando la técnica de reducción del 

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, por sus siglas en 
inglés). Una vez concluidas las 24 horas de exposición a cisplatino se removió el 

medio y se agregaron 100µL de medio DMEM fresco y 50 µL de MTT (0.5 µg/mL) 

a cada pozo, se mezcló y se dejó incubar por dos horas a 37°C y 5 % de CO2. Una 

vez transcurridas las 2 horas, se retiró el medio con el MTT y se agregaron 150 µl 
de isopropanol a cada pozo para disolver el precipitado formado (formazan) y se 

analizó mediante espectrofotometría a 570nm utilizando el equipo BioTek ELx800, 

las absorbancias obtenidas se reportaron como porcentaje de viabilidad celular. 
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VII.4 Ensayo de protección con Eritropoyetina 

Se sembraron 25,000 células por cada pozo en una placa de 96 pozos, se incubó 

durante 2 horas para permitir su adherencia y se agregaron concentraciones 
crecientes de Eritropoyetina desde 0U hasta 200U (Exetin-A, 4000UI/mL PiSA), se 

sometió a otro periodo de incubación por dos horas e inmediatamente se agregó la 

IC50 de cisplatino a cada pozo conteniendo las distintas concentraciones de 

Eritropoyetina y se incubó a 37°C y 5 % de CO2 por 24 horas, posteriormente se 

determinó la viabilidad celular por medio del ensayo de MTT, el ensayo se realizo 

por triplicado. 

VII.5 Determinación de la IC50 de los inhibidores S31-201 y WP1066 
	
Se realizaron ensayos para determinar la IC50 de los inhibidores de STAT3 a 

utilizar (S31-201 y WP1066), cada ensayo por triplicado, para esto se sembraron 
25,000 células en placas de 96 pozos, se incubaron durante dos horas para 

permitir la adherencia celular en medio DMEM, pasado este tiempo se agregaron 
concentraciones crecientes de cada inhibidor, desde 0.3 µg/ml hasta 300µg/mL 

para S31-201 y desde 0.1 µg/mL hasta 100µg/mL para WP1066, se incubaron por 
24 horas, posteriormente se removió el medio y se realizó el ensayo de MTT para 

obtener la viabilidad celular. 

VII.6 Extracción de proteínas 
 

Se sembraron 900,000 células en placas 6 pozos y se incubaron a 37°C con 5% 

de CO2 durante dos horas para permitir su adherencia, después se agregaron 

concentraciones decrecientes del inhibidor S31-201 desde 344 µM hasta 21.5 µM a 
cada pozo y se incubó durante dos horas, transcurrido este tiempo se agregó 

como estimulo 150U/ml de Eritropoyetina a cada pozo durante 10 minutos, dejando 
un pozo con células sin tratamiento como control. Se repitió el cultivo para una 

segunda extracción de proteínas esta vez utilizando concentraciones decrecientes 
desde 70µM hasta 1 µM del inhibidor WP1066. La extracción de proteínas a 4 °C 

se realizó en hielo, se retiró el medio de los pozos y se hicieron dos lavados con 
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PBS frío, se agregó a cada pozo 100µl de buffer de lisis RIPA (Apéndice A) que 
contenía inhibidores de fosfatasas (Phospatase Inhibitor Cocktail 2, Sigma Aldrich) 

y proteasas (Complete mini protease inhibitor cocktail, Roche), se recolectaron las 
células con ayuda de raspadores pequeños y se colocaron en microtubos de 600 

µl, se resuspendió mediante pipeteo y se agitó durante 20 minutos a 4°C, después 
se centrifugó en frío a 12,000rpm por 3 minutos y se pasó el sobrenadante a otros 

microtubos de 600 µl para su cuantificación.	

Para realizar la cuantificación se usó el kit DC Protein Assay (BIO-RAD); de 

acuerdo al instructivo se realizó una curva patrón de BSA (Bovine Serum Albumin, 

Santa Cruz Biotechnology) con 12 concentraciones partiendo de 0.2mg/mL a 

1.6mg/mL. En una placa de 96 pozos se colocaron 5µl de cada dilución de la 

curva patrón y de cada muestra por triplicado, se adicionaron los reactivos en el 

orden indicado por el instructivo y se colocó en agitación suave por 15 minutos para 

su posterior lectura a 750 nm utilizando el equipo BioTek ELx 800, una vez 

obtenidos los datos se calculó la concentración de cada muestra utilizando la 

curva patrón. 

VII.7 Western Blot 

Con la proteína obtenida de cada tratamiento se realizó una electroforesis en un 

gel de acrilamida al 8% (SDS-PAGE) se ajustó la fuente de poder a 120 Volts y se 

dejo durante una hora y media, posteriormente se transfirió a una membrana de 

PVDF (0.45µm, Immobilon-P, Millipore) y se ajustó la fuente de poder a 120 mA 

durante toda la noche a 4°C. Después de la transferencia las membranas se 

tiñeron con Rojo de Ponceau para evaluar la transferencia y se bloquearon por 

dos horas a temperatura ambiente en BSA al 1 % en TBS-Tween al 0.1% 

(Apéndice A) para las proteínas fosforiladas y con leche al 5 % en TBS-Tween al 

0.1% para las proteínas totales, se hicieron 3 lavados por 5 minutos con TBS- 

Tween; se incubaron a 4°C con agitación constante durante toda la noche con los 

siguientes anticuerpos: anti-STAT-3 [C3] (1:500, GeneTex), anti fosfo STAT-3 Tyr 

705 (1:1000, GeneTex), anti-Survivina (1:300,GeneTex), anti- fosfo Survivina Thr34 

(1:250, Santa Cruz Biotechnology), anti-CdK-1 (1:300, Abcam) y anti-GAPDH 
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(1:15,000, Santa Cruz Biotechnology) como control de carga. Se hicieron 2 lavados 

de 5 minutos con TBS-Tween y se incubaron durante 1 hora a temperatura 

ambiente y agitación constante con un anticuerpo secundario anti- Rabbit IgG-HRP 

(1:20,000, Santa Cruz Biotechnology), posteriormente se hicieron dos lavados 

adicionales con TBS-tween al 0.1%, las membranas se revelaron mediante ECL 

(Enhanced Chemiluminiscence-GeneTex). 

 

VII.8 Ensayos de inhibición de STAT3 y survivina 
 

VII.8.1 Ensayo con el inhibidor de STAT3 WP1066 

Se sembraron 25,000 células en una placa de 96 pozos y se incubaron durante 

dos horas para permitir su adherencia, terminado este tiempo se agregó el inhibidor 
WP1066 (5µM, Santa Cruz Biotechnology) y se incubó durante 2 horas, después 

se sometió a un estímulo de 150U de eritropoyetina (Exetin-A, 4000UI/ml PiSA) 
durante 2 horas, finalmente se agregó la IC50 cisplatino (83.5 µM, Noveldexis, 

PiSA) y se incubó la placa durante 24 horas para medir la viabilidad celular 
mediante el ensayo de MTT. 

VII.8.2 Ensayo con el inhibidor de Survivina YM155 

Se sembraron 25,000 células en una placa de 96 pozos y se incubaron durante 
dos horas para permitir su adherencia, terminado este tiempo se agregó el inhibidor 

YM155 (1nM, Adooq Bioscience) y se incubó durante 48 horas, después se 
sometió a un estímulo de 150U de eritropoyetina (Exetin-A, 4000UI/ml PiSA) 

durante 2 horas, finalmente se agregó la IC50 cisplatino (83.5 µM, 
Noveldexis,PiSA) y se incubó la placa durante 24 horas para medir la viabilidad 
celular mediante el ensayo de MTT. 

VII.8.3 Análisis estadístico 

Para determinar si había diferencia entre los grupos de tratamiento se utilizó el 

programa Graph Pad Prism 5.0 utilizando ANOVA de un factor y una prueba de 

Tukey, se consideró p<0.05 como estadísticamente significativo. 
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VIII. Resultados 

 

VIII.1 Efecto protector de Eritropoyetina en la línea celular SiHa 
sobre la muerte inducida por cisplatino. 

 

Como primer objetivo se realizó el cálculo de la IC50 de cisplatino, se analizaron tres 

experimentos independientes en donde se midió la viabilidad celular en la línea 
SiHa a las 24 horas de exposición a diferentes concentraciones de cisplatino y 

mediante regresión lineal se calculó un valor de 83.5µM que fue utilizado en todos 

los experimentos posteriores. 
 

Trabajos previos han demostrado que Epo protege células tumorales de la muerte 
inducida por quimiofármacos (Vázquez-Mellado, 2009). Por lo tanto,  para 

demostrar este efecto en la línea celular SiHa, estimulamos las células con 
diferentes concentraciones de Epo antes de la exposición de la IC50 de cisplatino. 

Nuestros resultados muestran que a 125 U/mL y a 150U /mL la viabilidad 
celular es significativamente mayor (p<0.05) en comparación con las demás 

concentraciones utilizadas y la IC50 cisplatino. Estos resultados sugieren que Epo 
induce un efecto protector contra la muerte celular inducida por este 

quimiofármaco, por lo anteriormente expuesto se eligió la dosis de 150U /mL para 
utilizarla en todos los ensayos posteriores (Figura 4). 
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Figura 4. Efecto citoprotector de Eritropoyetina sobre la muerte inducida por 

cisplatino en células SiHa. Las células fueron estimuladas con dosis crecientes de 

eritropoyetina durante dos horas y posteriormente tratadas con la IC50  de  cisplatino durante 

24hrs. La viabilidad cellular se midio mediante MTT; se realizaron tres experimentos de 

manera independiente y se consideró p <0.05 como estadísticamente significativo. *p <0.05 

en comparación con la IC50  de cisplatino y 0 U/mL de rhEPO. 

 

Para identificar si el efecto citoprotector de Epo es mediado por la activación de 

STAT3 se seleccionaron inhibidores químicos de STAT3, S31-201 y WP1066, 

debido a que ambos han mostrado eficacia en diversos tipos de cáncer (Iwamaru 

et al., 2007; Siddiquee et al., 2007). 

En primera instancia se determinó el efecto de ambos inhibidores en células SiHa, 
para realizarlo se obtuvo la dosis inhibitoria 50 de cada uno por 24 horas a 

diferentes concentraciones. S31-201 alcanzó una IC50= 525.23 µM y para WP1066 
se obtuvo un IC50= 7.38 µM. Estos resultados muestran que se necesita una 
menor concentración de WP1066 para ejercer un efecto sobre la viabilidad celular 
en comparación con S31-201 y sugiere que WP1066 puede utilizarse a 
concentraciones que no induzcan una respuesta tóxica. 
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VIII.2 WP1066 y S31-201 suprimen la fosforilación de STAT 3. 

Para determinar la concentración que ejerce un efecto sobre la activación de 

STAT3 (pTyr 705) se realizó un inmunoblot exponiendo a la línea celular SiHa a 

diferentes de concentraciones de ambos inhibidores a partir de las concentraciones 

obtenidas mencionadas anteriormente. Se observó que para el inhibidor S31-201 

la inhibición de la fosforilación de STAT3 disminuyó progresivamente hasta la 

concentración de 172µM permaneciendo constante a concentraciones mayores 

(Figura 5). 
 
 
 

 
 

Figura 5. El Inhibidor S31-201 necesita dosis elevadas para inhibir la activación de 

STAT3 en células SiHa. Se presenta una disminución de fosforilación de STAT3 al estimular 

las células con Eritropoyetina y agregar concentraciones crecientes del inhibidor S31-201 

durante 24 horas, se observó la presencia de STAT3, STAT3(pTyr705) y se utilizo 

GAPDH como control de carga. 

 

 

La inhibición de la fosforilación de STAT3 mediada por WP1066 se alcanza a partir 

de la concentración de 17.54 µM y se mantiene constante a 35.09 µM hasta no 

percibirse a la concentración de 70.8 µM. Los niveles de fosforilación detectados 

para ambos inhibidores sugieren que WP1066 posee mayor capacidad de  

Inhibidor S31-201 

150U/ml Epo 10 min 
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inhibición de la fosforilación de STAT3 que S31-201 al mostrar efecto con 10 

veces menos concentración (Figura 6). 
 

 
 

Figura 6. WP1066 inhibe la fosforilación de STAT3  en  células  de  cáncer  cervical SiHa. 

Al estimular las células con Eritropoyetina y agregar concentraciones crecientes del inhibidor 

WP1066 durante 24 horas, se observa una disminución progresiva de STAT3(pTyr705), y 

STAT3 en comparación con el control sin estímulo; se utilizo GAPDH como control de 

carga. 

 

VIII.3 WP1066 muestra mayor potencia en la inhibición de la 
expresión y activación de survivina y no así S31-201. 

	
La activación persistente de STAT3 induce la expresión del inhibidor de apoptosis 

survivina y confiere resistencia a quimiofármacos en células de diferentes tipos 

de canceres (C.-L. Chen et al., 2007). Con base en nuestros resultados de la 

inhibición de STAT3 mediado por S31-201 y WP1066, determinamos el efecto 

de ambos inhibidores a diferentes concentraciones sobre la expresión CdK1 y 

survivina, así como la activación de ésta última (fosforilación de la treonina 34, 

pThr 34). El inhibidor S31-201 no induce un efecto sobre de los niveles de 

fosforilación o expresión de survivina o CdK1, inclusive a altas concentraciones 

(Figura 7 y 8). Por otra parte, WP1066 ejerce un efecto disminuyendo los niveles 

de fosforilación de survivina de manera dosis dependiente alcanzando una máxima 

150U/ml Epo 10 min 
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disminución a 17.54 µM (Figura 9). El efecto de WP1066 mantiene constantes 

los niveles de CdK1 (Figura 10). Estos resultados indican que S31-201 no 

induce un efecto sobre la vía de señalización de survivina rio abajo de su 

efecto inhibitorio de STAT3. En contraste, WP1066 ejerce su efecto disminuyendo 

los niveles de activación de survivina, aunque este efecto parece no ser 

afectado por la presencia de CdK1. 

Con estos resultados decidimos utilizar al inhibidor WP1066 para experimentos 

posteriores ya que necesita menor concentración para ejercer su función y posee 

la capacidad de inducir un efecto en la vía STAT3/Survivina. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7. S31-201 no induce un efecto sobre la fosforilacion de survivina. Se analizó la 

 

 
 

 
 

 

presencia de survivina al estimular las células con Epo y distintas concentraciones de S31- 

201 durante 24 horas. La forma fosforilada de survivina (pThr34) no presentó cambios en 

comparación del control sin estímulo; se uso GAPDH como control de carga. 



	 27	

 
 
Figura 8. S31-201 no induce un efecto sobre la activacion de survivina y expresión de 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

	

CdK1. Se analizó la presencia de CdK1 y survivina al estimular las células  con Epo 

y distintas concentraciones de S31-201 durante 24 horas. La forma fosforilada de survivina 

(pThr34) y cdk1 total no presentarón cambios en comparación con el control sin estímulo; 
se 
 se uso GAPDH como control de carga. 

__________________________________________________ 
150U/ml Epo 10 min 
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Figura 9. WP1066 inhibe la fosforilación de survivina en células SiHa.  

Se estimularon las células con Eritropoyetina y se agregarón concentraciones crecientes  

del  inhibidor WP1066 durante 24 horas, se observa una disminución progresiva de 

survivina(pThr34) en comparación con el control sin estímulo; se utilizo GAPDH como 

control de carga. 

 
 

 
 
 
 
Figura 10. WP1066 no induce un efecto sobre la expresion de CdK1.  
Se observa la presencia de CdK-1 total al estimular las células con Eritropoyetina y distintas 
concentraciones de inhibidor WP1066 durante 24 horas. 
 

 
 

VIII.4 WP1066 inhibe el efecto citoprotector de Epo frente a 
cisplatino en células de cáncer cervical. 

 
 

Se ha comprobado que el efecto de Eritropoyetina está relacionado con la inhibición 

de apoptosis  cuando se activa STAT3 en células SiHa. Determinamos si la inhibición 

de STAT3 por WP1066 ejerce un efecto sobre la citoprotección mediada por Epo 

contra cisplatino. Se evaluó la viabilidad del cultivo celular SiHa expuesto a una 

concentración de 5 µM de WP1066 estimulado con EPO y añadiendo la IC50 de 

cisplatino. Nuestros resultados indican que WP1066 disminuye la viabilidad celular en 

un 25% comparado con el efecto de Epo y cisplatino juntos, sugiriendo que WP1066 
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inhibe  el efecto citoprotector mediado por Epo contra cisplatino. Además, los niveles 

de viabilidad son equiparables con la exposición de cisplatino sin Epo. Esto sugiere 

que WP1066 solo inhibe el efecto de Epo sin inducir muerte celular y permite que 

cisplatino ejerza su efecto. 

 
 
 
 

Figura 11. WP1066 Inhibe el efecto citoprotector de Epo frente a  cisplatino  en células 

SiHa. Las células fueron expuestas a 5 µM del inhibidor WP1066 durante 2 horas, seguido 

de un estímulo de 150U de eritropoyetina por 2 horas y finalmente   tratadas con la IC50 

de cisplatino durante 24 horas para su análisis mediante un ensayo de MTT. Se consideró   

p<0.05 como estadísticamente significativo. *p <0.05 en comparación con la IC50  de cisplatino 

y 0 U/mL de rhEPO. 
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VIII.5 El inhibidor de survivina YM155 suprime el efecto protector 
de EPO frente a cisplatino en células de cáncer cervical. 

 

Se ha demostrado que la activación de survivina está altamente relacionada con la 

resistencia a quimiofármacos en cáncer (Peery et al., 2017). Exploramos el efecto 

del inhibidor de survivina YM155 ante la quimioprotección contra cisplatino (IC50) 

mediada por Epo en el cultivo celular SiHa. Para observar el efecto del inhibidor 

YM155 sobre la expresión de survivina se expuso el cultivo celular de SiHa a 

concentraciones de 1nM, 3nM y 5nM. La expresión de survivina disminuye en 

relación a un aumento en la concentración de YM155 (Figura 12).  Al utilizar una 

concentración de 1nM de YM155 la viabilidad celular se abate en un 25% en 

comparación con el efecto Epo y cisplatino, y es equiparable con el efecto mostrado 

cuando se exponen a cisplatino en el cultivo celular. Estos resultados sugieren que 

YM155 inhibe el efecto de Epo y permite que cisplatino ejerza su acción sin potenciar 

el efecto de muerte celular (Figura 13).  En comparación con el efecto mostrado de 

WP1066, YM155 muestra tener mejor viabilidad cuando es administrado solo, 

sugiriendo una mayor tolerancia en contraste con WP1066 en esta línea celular. Los 

resultados del tratamiento con el inhibidor YM155 sugieren que survivina está 

relacionada con el efecto citoprotector de EPO permitiendo al cisplatino ejercer su 

efecto. 
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Figura 12. YM155 inhibe la expresión de survivina en células SiHa. 
Se observa una disminución en la presencia de survivina al estimular las células con Eritropoyetina 
y distintas concentraciones del inhibidor YM155 durante 48 horas. 
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Figura 13. El efecto citoprotector de Epo es inhibido por YM155 en células SiHa. Las 

células fueron tratadas durante 48 horas con 1nM deYM155 y posteriormente estimulado 

con Epo por 2 horas y posteriormente la IC50 de cisplatino durante 24hrs para realizar 

un ensayo de MTT; se realizaron tres experimentos de manera independiente y se consideró 

p<0.05 como estadísticamente significativo.*p <0.05 en comparación con la IC50  de cisplatino 

y 0 U/mL de rhEPO. 
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IX. Discusión 

	
La anemia es una consecuencia frecuente de CaCu debido a la deficiencia de hierro 

y hemorragias producidas por el crecimiento tumoral. Además, la anemia representa 

un pronóstico negativo en un paciente con CaCu (Candelaria, Cetina, & Dueñas-

González, 2005). Para corregir la anemia en pacientes con cáncer, la utilización de 

rhEpo se ha convertido en una de las principales terapias para aumentar los niveles 

de hemoglobina. Durante un tiempo se consideró que Epo tenia solo un efecto 

biológico; la estimulación, proliferación y diferenciación de la línea eritroide (Hardee, 

Arcasoy, Blackwell, Kirkpatrick, & Dewhirst, 2006). Sin embargo, a diferencia de su 

accion principal como reguladora de la producción de eritrocitos, Epo está involucrada 

en proliferación y resistencia a quimiofármacos en células tumorales (Szenajch, 

Wcislo, Jeong, Szczylik, & Feldman, 2010). La expresión de Epo-rEpo se ha 

observado en células del cérvix, endometrio y ovario, también se le ha identificado en 

epitelio cervical displásico, tejido de carcinoma cervical y en líneas tumorales de CaCu 

(Lopez et al., 2011).  En este estudio demostramos que Epo a concentraciones de 125 

y 150 U/mL ejerce un efecto citoprotector contra cisplatino en una línea celular de 

CaCu (SiHa). Este efecto corrobora lo antes reportado por nuestro grupo de 

investigación en donde Epo mostró un efecto protector en SiHa, HeLa y C33 contra 

cisplatino  (Córtes-Ballinas, 2009; Vázquez-Mellado, 2009). En otros tipos de cánceres 

Epo ha ejercido el mismo efecto  en cáncer de ovario y cáncer de mama. Además, ha 

mostrado inducir la resistencia a otro tipos de compuestos como el paclitaxel y 5FU 

(Solar, Feldman, Jeong, Busingye, & Sytkowski, n.d.; Todaro et al., 2013). Sin 

embargo, estudios preclínicos son controversiales debido a que rhEpo induce 

radiosensibilidad, incrementa el tiempo de crecimiento de los tumores e incrementa la 

toxicidad a quimioterapéuticos. Por el contrario, otros estudios muestran el efecto 

adverso al usar Epo en pacientes con anemia debido a la activación de vías de 

sobrevivencia tumoral y a que se relaciona con la baja sobrevida de pacientes en 

estudios clínicos de cáncer de mama, cabeza y cuello que recibieron tratamiento con 
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rhEpo en comparación con el grupo control (Hardee et al., 2006). Por lo tanto, existe 

la necesidad de evaluar terapias alternativas que puedan corregir la anemia en 

pacientes con CaCu cuyos efectos biológicos no presenten un riesgo al estimular las 

células tumorales y afectar la sobrevida de la persona. 

Dentro de las vías de señalización activadas por Epo, se encontró que JAK/STAT se 

encuentra involucrada en la citoprotección de las células de carcinoma cervical, Epo 

induce la activación de JAK2, JAK3, STAT3 y STAT5 en modelos  in vitro e in vivo 

(Lopez et al., 2011). La presencia de STAT3 activo de manera constitutiva se ha 

señalado como un factor de mal pronóstico para el desarrollo y progresión de cáncer 

cervical  (Chen et al., 2007). 

 

En células cancerosas hematopoyéticas y de mama, STAT3 activo se ha asociado 

con resistencia a quimiofármacos, así como en distintos tipos de tumores humanos la 

activación de esta proteína es suficiente para promover la formación de tumores. La 

activación constitutiva de STAT3 participa en la oncogénesis estimulando la 

proliferación, promoviendo la angiogénesis, mediando la evasión inmune y confiriendo 

resistencia a la apoptosis. STAT3 se ha encontrado activado en cáncer cervical, 

endometrial y de ovario por lo que se piensa que esta activación constitutiva es un 

mecanismo importante para la oncogénesis de cánceres ginecológicos (Chen et al., 

2007).  

Estudios han demostrado que la depleción de STAT3  aumenta la respuesta a 

cisplatino en células de cáncer de ovario, además sugieren que la activación 

constitutiva de STAT3 es un biomarcador de la resistencia a cisplatino relacionándolo 

con una pobre respuesta a este quimiofármaco (Han et al., 2013; Ji et al., 2013). 

Hallazgos en nuestro laboratorio mostraron que el estímulo con rhEpo incrementa  la 

activación de STAT3 e induce  la expresión de genes relacionados con la inhibición 

de apoptosis y proliferación celular, tales como, el gen de survivina y el de cdk1 

(Córtes-Ballinas, 2016).  

 



	 34	

Debido a la importancia biológica de STAT3 para el desarrollo de tumores, es de gran 

interés  para la terapia contra el cáncer, ya que las células cancerosas dependen más 

de la actividad de STAT3 que sus contrapartes normales. Por lo tanto, se han 

desarrollado inhibidores químicos para disminuir la activación constitutiva de STAT3. 

Estudios sugieren que la inhibición de STAT3 induce vías de apoptosis e inhibe el 

crecimiento tumoral en modelos in vivo. (Chen et al., 2007). En este estudio se analizó 

el efecto de dos importantes inhibidores químicos de STAT3, S31-201 y WP1066. 

Exploramos el efecto citoprotector de Epo al inhibir STAT3 con estas dos moléculas y 

con esto dilucidar si la activación constitutiva de STAT3 en conjunto con el estímulo de 

Epo es responsable del efecto protector. Observamos que cuando STAT3 se inhibe con 

S31-201, este inhibidor necesita concentraciones muy altas para inducir una respuesta 

significativa en los niveles de activación de STAT3 indicando que no posee un efecto 

óptimo de inhibición. Estudios han mostrado que S31-201 inhibe la proliferación de 

células cancerosas hepáticas y de mama en ratones, e induce regresión tumoral en 

modelos de xenotransplante de tumores de mama (Siddiquee et al., 2007). Sin 

embargo, estudios de asociación molecular mostraron una interacción suboptima entre 

STAT3 y S31-201, lo que concuerda con nuestros resultados, en un esfuerzo por 

mejorar esta interacción diversas moléculas han sido desarrolladas (Furqan et al., 

2013). Debido a esto y al efecto mostrado en nuestros resultados descartamos el uso 

del inhibidor S31-201. 

 

En años recientes se han estudiado diversos inhibidores de fosforilación de tirosinas 

llamados tirfostinas, entre ellos el inhibidor de JAK2 llamado AG490. Aunque ha sido 

extensamente probado, no ha sido desarrollado para un adecuado uso clínico. Debido 

a esto se han sintetizado diversos derivados de AG490 y se ha probado su actividad; 

un análogo de este inhibidor, llamado WP1066, presenta una óptima solubilidad y un 

amplio perfil de inhibición lo que lo convierte en un candidato prometedor para 

desarrollo clínico. Estudios han mostrado que WP1066 inhibe  la fosforilación de JAK2 

y la vía de señalización de STAT3 rio abajo, y a diferencia de su análogo AG490, 

WP1066 promueve la degradación de la proteína JAK2 sin afectar la expresión de su 
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RNA mensajero (Furqan et al., 2013). 

En este trabajo se evaluó la acción de WP1066 en la línea celular SiHa. En contraste 

con S31-201, WP1066 requiere una concentración diez veces menor de WP1066 para 

ejercer un efecto biológico sobre STAT3 disminuyendo su actividad de manera dosis 

dependiente. Debido a la disminución  de la fosforilación de  STAT3  inducida por 

WP1066, exploramos los niveles de fosforilación de survivina, ya que su gen es blanco 

de STAT3. Encontramos un efecto similar al que se observó en los niveles de 

fosforilación de STAT3, estos cambios en la fosforilación de survivina son resultado 

de la inhibición de STAT3; por otra parte, no se presentó algún efecto en la expresión 

de la proteína CdK-1 ni en concentraciones donde se ve afectada la activación de 

STAT3. Con base en nuestros hallazgos de inhibición de STAT3 y survivina, 

evaluamos el efecto citoprotector de Epo contra cisplatino inhibiendo a STAT3 con 

WP1066 a una concentración de 5μM. WP1066 abatió el efecto protector mediado por 

Epo permitiendo que cisplatino ejerza su efecto, lo cual sugiere que STAT3 está 

directamente relacionado con el efecto producido por Epo. Este efecto puede ser 

atribuido a que WP1066 directamente inhibe a STAT3, por lo que Epo no puede inducir 

su efecto de sobrevivencia a través de esta vía. Se ha demostrado que WP1066 

induce muerte celular al inhibir  a STAT3, y así permitir la activación de caspasas 

(Ferrajoli et al., 2007). Por otra parte, WP1066 no ha sido evaluado en células de 

CaCu por lo que no se dispone de información para comparar su efecto en este tipo 

de cáncer. Sin embargo, estudios in vivo muestran que la administración 

intraperitoneal en ratones de WP1066 inhibió el crecimiento de un tumor de  glioma 

maligno subcutáneo durante los 30 días de seguimiento y los niveles de STAT3 

fosforilado en el grupo tratado con el inhibidor permanecieron inhibidos hasta  tres 

semanas después de la última administración con WP1066 (Ferrajoli et al., 2007). 

Además, WP1066, posee una amplia actividad antitumoral mostrada contra cáncer de 

cabeza y cuello, pancreático, de vejiga, de riñón, gástrico, etc. (Iwamaru et al., 2007). 

Estudios paralelos muestran que la inhibición de STAT3 por WP1066 disminuye la 

incidencia de metástasis de cerebro e incrementa la sobrevivencia en un modelo 

preclínico de metástasis a cerebro por cáncer de mama; además este inhibidor 
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sensibiliza frente a cisplatino a células de carcinoma oral escamoso, suprime 

crecimiento, migración e invasión de cáncer de ovario y aumenta la efectividad de 

cisplatino in vitro (Geiger, Grandis, & Bauman, 2016; Horiguchi et al., 2010; Judd et 

al., 2014; Zielinski et al., 2014). Con esta evidencia y con base en nuestros resultados 

podemos concluir que WP1066 tiene un efecto antitumoral a través de la inhibición de 

STAT3. 

Aunque la importancia de la activación de STAT3 se ha señalado como responsable 

de proliferación, inhibición de apotosis y metástasis, recientemente se ha mostrado 

que STAT3 en tejidos de pacientes con cáncer cervical está asociado con un 

incremento de genes antiapoptóticos como el de survivina (Lee et al., 2015; Tang et 

al., 2015; Zhou et al., 2015). La expresión aberrante de survivina está altamente 

asociada a la resistencia a la quimioterapia, la evidencia sugiere que la desregulación 

en la expresión induce mecanismos moleculares que incrementan la estabilidad de la 

proteína y se ha asociado con el efecto antiapoptótico. La sobreexpresión es debida 

a la regulación constante del promotor del gen de survivina por activación constante 

de STAT3 en las células tumorales (Ramírez de Arellano et al., 2015). 

Interesantemente, survivina se ha encontrado sobreexpresada en tejidos tumorales y 

no en tejidos normales por lo que  hace que esta proteína sea de interes para terapias 

dirigidas contra tumores, En este estudio se inhibió la expresión de survivina con el 

inhibidor transcripcional denominado YM155 y debido a que al inhibir la activación de 

STAT3 abate el efecto citoprotector de Epo, decidimos investigar si este efecto se 

mantenía al bloquear la expresión de survivina sin inhibir río arriba a STAT3. Nuestros 

resultados indican que la estimulación de Epo inhibiendo survivina no protege a las 

células tumorales SiHa contra cisplatino, indicando que survivina está fuertemente 

asociada con el efecto citoprotector de Epo. Interesantemente, solo al inhibir survivina 

el efecto es similar al observado en la inhibición de STAT3 por WP1066. Se ha 

corroborado en otros estudios que YM155 inhibe el promotor de survivina sin afectar 

a las otras proteinas antiapoptoticas, esta molécula inhibe eficazmente el crecimiento 

de tumores en xenotransplantes de cancer de próstata (Gritsko et al., 2006). Además,  

YM155 induce muerte celular en un rango de concentración nanomolar en un amplio 
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panel de líneas celulares tumorales y en modelos de xenotransplante de melanoma, 

cancer de mama, pulmón y vejiga sin toxicidad aparente (T. Nakahara et al., 2007). 

Desde el desarrollo  de YM155 han existido numerosas controversias para determinar 

el mecanismo de acción exacto por lo que se han propuesto varias alternativas de 

acuerdo a la evidencia, por lo tanto no se considera YM155 como un inhibidor 

especifico de la expresión de survivina (Takahito Nakahara et al., 2011; Rauch et al., 

2014; Zhang et al., 2015). El incremento de survivina en células cancerosas después 

de la quimioterapia se ha evaluado y es responsable de la resistencia en contra de 

múltiples tipos de terapias, por lo que su inhibición  es utilizada sola o en combinación 

con  otros fármacos antitumorales como potencial  cura del cáncer (Cheng et al., 2012; 

Glaros et al., 2012).  

Aunque en los últimos años YM155 y WP1066 han sido probados en ensayos 

preclínicos, YM155 se ha utilizado como terapia única o en combinación con otros 

agentes quimioterapéuticos.  Sin embargo, los resultados obtenidos no han sido 

favorables debido a que resultados contrarios han sido encontrados cuando YM155 

se evaluó contra distintos tumores sólidos con una eficacia limitada. Por otra parte, en 

distintos ensayos preclínicos de cáncer de pulmón de células no pequeñas y próstata 

YM155 no mejoro la respuesta en los pacientes, ni como agente único  de tratamiento 

o en combinación con carboplatino y paclitaxel (Zhang et al., 2015). Mientras los 

ensayos in vivo con YM155 sugieren que survivina es un buen blanco terapéutico, los 

resultados clínicos muestran que su desarrollo clínico es cuestionable ya que su 

administración no puede ser controlada en ciclos cortos si no de manera continua, 

actualmente no hay ensayos preclínicos en proceso de YM155. (Giaccone et al., 2009; 

Kelly et al., 2013). Sin embargo, debe considerarse que el efecto mostrado por YM155 

puede ser específico para ciertos tipos de tumor. Este estudio demuestra por primera 

vez su efecto sobre células tumorales de cáncer cervical que deberá corroborarse con 

otras líneas celulares.  

Por otra parte, WP1066 ha sido seleccionado por sus propiedades farmacológicas, 

su amplio rango de inhibición, su ventana terapéutica y su actividad validada in vivo 
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en un amplio rango de modelos tumorales, estas características han llevado al 

desarrollo de una formulación de spray oral para ensayos preclínicos (Peery, Liu, & 

Zhang, 2017). Estudios preclínicos de WP1066 han corroborado su eficacia mostrada 

en ensayos in vivo e indican que WP1066 es el primer inhibidor químico de STAT3  

capaz de lograr y mantener concentraciones en tejidos asociadas con actividad 

farmacológica in vivo (Madden et al., 2012; Zielinski et al., 2015). Actualmente 

WP1066 se encuentra en un ensayo preclínico fase I en pacientes con glioma 

recurrente maligno y metástasis a cerebro por melanoma. 

Dados todos los resultados obtenidos en los diversos estudios y ensayos clínicos 

realizados con ambos inhibidores, creemos que el uso de WP1066 podría ser un mejor 

agente terapéutico para el tratamiento de pacientes con CaCu, por lo que se debería 

explorar su valor terapéutico ya que se podría inhibir a survivina a través de la 

inhibición de la señalización de STAT3 rio arriba. Este estudio provee de información 

para sugerir el uso de inhibidores de la vía JAK2/STAT3/survivina como una 

alternativa de tratamiento ya que podría ser usado en concentraciones subletales 

como apoyo a la terapia con Cisplatino y Eritropoyetina para resolver el problema que 

representa anemia-Epo-cáncer.  
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X. Conclusiones 

 
	

• La eritropoyetina protege a células de cáncer cervical SiHa de la muerte inducida 

por cisplatino. 

 

• STAT3 regula el efecto citoprotector inducido por Epo y al inhibir su activación 

se restablece el efecto de muerte por cisplatino. 

 

• Al inhibir a survivina se pierde el efecto de Epo por lo cual está altamente 

relacionada con el efecto citoprotector y la supervivencia de las células. 

 

• Estos hallazgos nos permiten explorar el uso de WP1066 y YM155 como 

alternativas de terapia para las pacientes con CaCu que presenten anemia. 
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XI. Perspectivas Generales 

 
 
• Evaluar los efectos de inhibir STAT3 en la citoprotección mediada por Epo en otro 

tipo de líneas celulares de cancer cervical utilizando WP1066. 

 

• Inhibir a survivina mediante YM155 para evaluar el efecto citoprotector de Epo contra 

cisplatino en distintas lineas celulares de cáncer cervical. 

 

• Validar los resultados obtenidos en modelos de xenotransplante  para determinar si 

el efecto de los inhibidores podría funcionar en con otro tipo de quimioterapéuticos.
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XIII. Apéndice 
 
PBS (Phosphate Buffered Saline) 
 
NaCl               8.0g 
KCl                 0.2g 
Na2HPO4         1.44g 
KH2PO4            0.24g 
 
Se disolvieron los componentes en un litro de agua destilada, se ajusto el pH a 7.4, se esterilizó  
en autoclave durante 15 minutos  y se almaceno  en refrigeración a 4 °C. 
Verseno 
 
Tris Base      3.04g 
NaCl              8.0g 
KCl                 0.4g 
EDTA             0.4g 
 
Se disolvieron los componentes en un litro de agua destilada, se ajusto el pH a 7.7, se esterilizó  
en autoclave durante 15 minutos  y se almaceno  en refrigeración a 4 °C. 
 
 
RIPA (Radio Immunoprecipitation Assay  buffer) 
 
150mM       NaCl 
1.0%           Triton X-100 
0.5%           Desoxicolato  de sodio 
50mM         Tris  HCl 
 
 
Se disolvieron los componentes en 250 mL de agua destilada, se ajusto el pH a 8.0 y se almaceno  
en refrigeración a 4 °C. 
 
 
TBS-Tween al 0.1% 
 
Trizma HCl      1.2g 
NaCl                 4g 
Tween 20        500µL 
 
 
Se disolvieron los componentes en 500 mL de agua destilada, se ajusto el pH a 7.6 y se almaceno  
en refrigeración a 4 °C. 
 


	Portada
	Índice
	I. Resumen
	II. Abstract
	III. Introducción
	IV. Antecedentes
	V. Hipótesis   VI. Objetivos
	VII. Materiales y Métodos 
	VIII. Resultados
	IX. Discusión
	X. Conclusiones
	XI. Perspectivas Generales 
	XII. Referencias
	XIII. Apéndice

