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RESUMEN 

Objetivo. Evaluar la actividad anticancerosa del peniocerol, un esterol aislado de 

las raíces del garambullo (Myrtillocactus geometrizans) una cactácea con tradición 

medicinal y que crece de manera abundante en la región central de México. La 

actividad anticancerosa de este esterol se determinó mediante la actividad citotóxica 

del peniocerol contra líneas celulares de cáncer humano, así como su efecto 

antitumoral in vivo en un modelo de xenotrasplante utilizando ratones nu/nu.  

Materiales y métodos. La actividad citotóxica se evaluó utilizando las líneas 

celulares de cáncer de colon (SW-620, HCT-15 y HCT-116), cáncer de mama (MDA-

MB-231) y una no tumorigénica de mama (MCF-10A) las cuales se trataron con 

peniocerol (10 a 80 µM) durante 24, 48 o 72 horas. La actividad citotóxica fue 

determinada mediante la técnica de cristal violeta. La inducción de apoptosis celular 

se detectó mediante citometría de flujo con el kit Annexin-V FLUOS/PI en las líneas 

celulares HCT-116 y MDA-MB-231. También se evaluó la actividad citotóxica del 

peniocerol en las combinaciones por separado con el ácido nordihidroguayarético 

(NDGA) y con el ditiotreitol (DTT) compuestos con reconocida actividad 

antioxidante. La actividad antitumoral de peniocerol se evaluó en un modelo de 

xenotrasplante de HCT-116 en ratones nu/nu. Después del tratamiento, se analizó 

el efecto del peniocerol en secciones histológicas de tumores mediante 

inmunohistoquímica usando anticuerpos DAPI, anti-PCNA y PARP-1.  

Resultados. El peniocerol inhibió el crecimiento celular e indujo apoptosis in vitro 

de una manera dependiente del tiempo y la dosis. Por otro lado, la combinación con 

los antioxidantes aumentó la actividad citotóxica del peniocerol. Las dosis 30 mg/kg 

y 15 mg/kg no ocasionaron toxicidad en los ratones. Adicionalmente, las 

administraciones de peniocerol; 30 mg/kg, 15 mg/kg una vez por semana o 15 mg/kg 

tres veces por semana durante tres semanas, tuvieron efecto antiproliferativo y 

provocaron muerte celular por apoptosis en los tumores xenotrasplantados de los 

ratones.  

Conclusiones. Nuestros resultados demostraron que el peniocerol induce 

apoptosis en ensayos in vitro e in vivo.
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ABSTRACT 

Objective. To evaluate the anticancer activity of peniocerol, a sterol isolated from 

the roots of garambullo (Mytillocactus geometrizans), a cactus with a medicinal 

tradition that grows abundantly in the central region of Mexico. The anticancer 

activity of this sterol was determined by the cytotoxic activity of peniocerol against 

human cancer cell lines, as well as its antitumor effect in vivo in a xenograft model 

using nu/nu mice. 

Materials and methods. Cytotoxic activity was evaluated using the colon (SW-620, 

HCT-15 and HCT-116), breast (MDA-MB-231) cancer and non-tumorigenic (MCF-

10A) cell lines which were treated with peniocerol (10 to 80 µM) for 24 , 48 or 72 

hours. Cytotoxic activity was determined by the crystal violet technique. Induction of 

cell apoptosis was detected by flow cytometry with the Annexin-V FLUOS/PI kit on 

the HCT-116 and MDA-MB-231 cell lines. The cytotoxic activity of peniocerol was 

also evaluated in combinations separately with nordihydroguaretic acid (NDGA) and 

with dithiothreitol (DTT) compounds with recognized antioxidant activity. The 

antitumor activity of peniocerol was evaluated in a model of xenograft of HCT-116 in 

nu/nu mice. After treatment, the effect of peniocerol on histological sections of 

tumors was analyzed by immunohistochemistry using DAPI, anti-PCNA and PARP-

1 antibodies. 

Results. Peniocerol inhibited cell growth and induced apoptosis in vitro in a time and 

dose dependent manner. On the other hand, the combination with antioxidants 

increased the cytotoxic activity of peniocerol. The doses 30 mg/kg and 15 mg/kg did 

not cause toxicity in the mice. Additionally, peniocerol administrations; 30 mg/kg, 15 

mg/kg once a week or 15 mg/kg three times a week for three weeks, had an 

antiproliferative effect and caused cell death by apoptosis in the xenografted tumors 

of the mice. 

Conclusions. Our results showed that peniocerol induces apoptosis in vitro and in 

vivo assays.



Capítulo I. Introducción 

 
14 

I. INTRODUCCIÓN 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial [1], se estima 

que es responsable de más de 9.6 millones de muertes y de más de 18.1 millones 

de nuevos casos, en 2018 [2]. Por lo tanto, la búsqueda de mejores medicamentos 

antitumorales no está concluida. En este sentido, los llamados productos naturales 

son una rica fuente de compuestos bioactivos que podrían considerarse prototipos 

contra el cáncer. 

Los fitoesteroles son esteroles vegetales, componentes estructurales de la 

membrana celular que participan en la regulación de la fluidez, la permeabilidad y 

el metabolismo asociados con la membrana [3]. Son productos de la biosíntesis que 

utiliza al escualeno como producto intermediario [4]. Los fitoesteroles pertenecen a 

una familia de más de 200 compuestos diferentes, los más comunes son β-

sitosterol, campesterol y estigmasterol [3]. Estos metabolitos secundarios han 

demostrado protección contra diversas enfermedades crónicas como 

cardiovasculares, hepáticas, diabetes y diferentes tipos de cáncer [5, 6, 7, 8, 9]. Los 

estudios de prevención del cáncer muestran que una dieta rica en fitoesteroles 

puede reducir el riesgo de diferentes tipos de cáncer [10]. Por ejemplo, la ingesta 

de β-sitosterol, un potente agente antiinflamatorio [11] puede prevenir el cáncer de 

colon [12, 13].  

En este contexto, hemos publicado previamente la actividad antiinflamatoria in vivo 

y la actividad citotóxica in vitro contra las células humanas de cáncer de mama y 

colon del peniocerol, un esterol aislado del cactus Myrtillocatus geometrizans (Mart 

Ex Pfeiff) Console [15, 16].  

En este trabajo, demostramos la actividad apoptótica del peniocerol in vitro en líneas 

celulares de cáncer, así como el efecto antitumoral in vivo en ratones 

xenotrasplantados con células de cáncer de colon humano. 



Capítulo II. Marco teórico 

 
15 

II. MARCO TEORÍCO 

2.1 El Cáncer 

El cáncer es un proceso de crecimiento y diseminación descontrolado de células 

que puede aparecer en cualquier lugar del cuerpo [15]. En el proceso canceroso, 

las células normales evolucionan progresivamente en un curso de múltiples etapas 

que les permite convertirse en tumorigénicas y finalmente malignas. Los tumores 

son tejidos complejos compuestos de diversos tipos de células que participan en 

interacciones heterotípicas entre sí, por lo que se han propuesto características 

distintivas para comprender la diversidad de las neoplasias [16]. 

Inicialmente, las células cancerosas dentro de los tumores son poblaciones 

celulares homogéneas hasta que se da la hiperproliferación combinada, la cual 

genera distintas subpoblaciones clonales en el curso de la progresión del tumor [17]. 

Las características distintivas incluyen el mantenimiento de la señalización 

proliferativa, la evasión de supresores de crecimiento, la resistencia a la muerte 

celular, la permanencia de la inmortalidad replicativa, la inducción de angiogénesis, 

la activación de la invasión y la metástasis, así como también evitando la activación 

inmune, la desregulación del metabolismo energético, la inestabilidad y mutación 

genómica y la inflamación promotora del tumor (Figura 1) [17]. 

 

Figura 1 Características distintivas de las células tumorales. En los recuadros se muestra cada una de las 

características distintivas adquiridas, necesarias para el crecimiento y la progresión del tumor. Modificado de 

[18]. 
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2.2 Epidemiología 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer se encuentra 

entre las 10 principales causas de muertes en todo el mundo [1]. La incidencia y 

mortalidad mundial relacionadas al cáncer están creciendo rápidamente. Aunque la 

razón es compleja y los factores de riesgo son diversos, no obstante, estos aspectos 

de incidencia y mortalidad se pueden relacionar con el envejecimiento, el 

crecimiento de la población y el desarrollo socioeconómico. Los datos del 

GLOBOCAN en 2018 revelan que existen más de 18.1 millones de nuevos casos y 

9.6 millones de muertes por cáncer a nivel mundial. El cáncer de pulmón es la 

principal causa de muerte por cáncer, seguido por el colorrectal, estómago, hígado 

y mama, en cuanto a datos de incidencia, el cáncer más comúnmente diagnosticado 

es también el cáncer de pulmón, seguido por el de mama, colorrectal, próstata y 

estómago en ambos sexos alrededor del mundo (Figura 2) [2]. 

 

Figura 2 Porcentajes de nuevos casos de cáncer y muertes por cáncer en el mundo en 2018. Modificado 

de GLOBOCAN, https://www.uicc.org/news/new-global-cancer-data-globocan-2018, fecha de consulta: 

septiembre del 2019. 

https://www.uicc.org/news/new-global-cancer-data-globocan-2018


Capítulo II. Marco teórico 

 
17 

2.3 Factores de riesgo 

La actual evidencia epidemiológica vincula los factores del estilo de vida con el 

impacto de riesgo de cáncer, que se puede prevenir logrando cambios 

generalizados en el estilo de vida. [19]. Estos factores de riesgo incluyen 

tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, exceso de peso corporal, dieta, la 

inactividad física, exposición a la radiación ultravioleta (UV), infección por bacterias 

como Helicobacter pylori e infección por virus como el virus de hepatitis B (VHB), 

virus de hepatitis C (VHC), virus de papiloma humano (VPH), virus de 

inmunodeficiencia humana (VIH) o virus del herpes humano tipo 8 (HHV8), virus de 

Epstein-Barr (EBV), virus de leucemia de células T tipo 1 (HTLV-I) [20, 21, 22, 23, 

24]. En la Tabla 1 se muestran los factores de riesgos y el tipo de cáncer al que 

están asociados. 

Factor de riesgo Tipo de cáncer 

Humo de tabaco 
Pulmón, boca, laringe, esófago, páncreas, estómago, colon, cuello 
uterino, r iñón, vej iga, hígado, próstata y leucemias 

Consumo excesivo 
de alcohol 

Hígado, esófago, oral, mama y colorrectal 

Exceso de peso 
corporal 

Colorrectal, mama, renal, esofágico, próstata, hígado, vesícula biliar, 
páncreas, estómago, ovario, cuello uterino, linfoma no Hodgkin y 
mieloma múlt iple 

Dieta Cavidad oral/ faringe, laringe, pulmón y colorrectal  

Inactividad física Colon, mama, pulmón, próstata 

UV Melanoma de la piel 

Infecciones 
 
Helicobacter pylori 
 
VHB y VHC 
 
HHV8 
 
VIH 
 
VPH 
 
EBV 
 
HTLV-I  

 
 
Gástrico 
 
Hígado 
 
Sarcoma de Kaposi 
 
Linfoma no Hodgkin, cervical 
 
Cervical, vagina, pene, orofaringe 
 
Carcinoma nasofaríngeo, carcinoma linfoepiteliales 
 
Linfoma de células T 

Tabla 1 Factores del estilo de vida relacionados con el impacto de riesgo de cáncer. [20, 21, 22, 23, 24]. 
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2.4 Inflamación en el cáncer 

La inflamación se produce como una respuesta defensiva del sistema inmune por 

exposición a patógenos invasores, así como a riesgos físicos y químicos [25]. Sin 

embargo, la inflamación es una característica que también contribuye al 

mantenimiento del cáncer. 

La especulación sobre la asociación entre inflamación y el cáncer se remonta a 

1863, cuando Rudolf Virchow, fundador de la patología celular, demostró la 

presencia de leucocitos en lesiones cancerosas [26].  

Actualmente estudios epidemiológicos indican que, hasta el 25% de los tumores 

malignos humanos están relacionados con una inflamación crónica, mientras que 

otros estudios proporcionan evidencia de que la inflamación crónica aumenta el 

riesgo de cáncer, promueve la progresión tumoral y la propagación metastática [27, 

28].  

2.4.1 Inductores inflamatorios relacionados con el cáncer 

Las infecciones persistentes inducidas por parásitos, bacterias y virus, así como los 

estímulos físicos y/o químicos pueden causar inflamación [29]. La inflamación 

crónica puede promover la carcinogénesis, su desarrollo y su crecimiento 

metastásico en ratones y humanos [27]. En la Tabla 2 se proporciona una visión 

general sobre condiciones inflamatorias y patógenas que se consideran asociadas 

con diversos tipos de cáncer [27]. 

Inductor Inflamación Cáncer 

Patógeno intestinal Enfermedad inflamatoria intestinal Cáncer colorrectal 

Humo de tabaco Bronquitis 
Cáncer de pulmón 

bronquial 

Helicobacter pylori Gastritis Cáncer gástrico 

Virus del papiloma humano Cervicitis Cáncer cervical 

Virus de hepatitis B/C Hepatitis Carcinoma hepatocelular 

Bacteria, cálculos en la vesícula 
biliar 

Colecistitis Cáncer de vesícula biliar 

Tabaco, genéticos, alcohol Pancreatitis Cáncer de páncreas 

Virus de Epsterin-Barr Mononucleosis Linfoma de Burkitt 

Luz ultravioleta Bronceado Melanoma 

Fibras de asbestos Asbestosis Mesotelioma 

Gram-uropatógenos Esquistosomiasis (Bilharzia) Cáncer de vejiga 

Ácido gástrico, alcohol, tabaco Esofagitis Adenocarcinoma esofágico 

Tabla 2 Inductores inflamatorios y su relación con el cáncer. Modificado de [27]. 
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2.4.2 Vías que relacionan la inflamación con el cáncer 

La relación entre la tumorigénesis y la inflamación está mediada por dos vías; 

intrínseca y extrínseca. La vía intrínseca se activa por alteraciones genéticas, 

activación por oncogenes o impulsada por la mutación y/o inactivación de los 

supresores tumorales. Las células transformadas secretan mediadores 

inflamatorios y generan así un microambiente inflamatorio. La vía extrínseca, 

llevada a cabo principalmente por leucocitos que producen mediadores 

inflamatorios [28].  

La carcinogénesis inducida por inflamación generalmente inicia por la vía 

extrínseca. Cuando ocurre una mutación que origina una célula cancerosa, estás 

activarán la vía intrínseca, dándose la convergencia de ambas vías en las células 

tumorales e inducen la activación de factores de transcripción, el factor nuclear κB 

(NF- κB), transductor de señal, el activador de la transcripción 3 (STAT-3) y el factor 

inducible por hipoxia 1 (HIF-1) en células tumorales. Estos factores de transcripción 

coordinan la producción de mediadores inflamatorios, incluidas las citocinas, las 

quimiocinas y prostaglandinas. Estos factores reclutan y activan varios leucocitos, 

más notablemente células del linaje mielomonocítico, además de macrófagos, 

mastocitos, eosinófilos y neutrófilos. Las citocinas, quimiocinas y prostaglandinas 

activan los mismos factores clave de transcripción en las células inflamatorias, las 

células del estroma y las células tumorales, lo que favorece la producción de más 

mediadores inflamatorios y la generación de un microambiente inflamatorio 

relacionado con el cáncer (Figura 3A) [25, 28]. 

2.4.3 Inflamación en la progresión de los tumores 

La proliferación de células epiteliales y la homeostasis de leucocitos en el epitelio 

está regulado por la señalización mediada por mediadores inflamatorios 

(quimiocinas, citocinas y prostaglandinas), autócrinos y parácrinos, en el epitelio 

normal [27, 28].  
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En la carcinogénesis in situ, los mediadores inflamatorios atraen un infiltrado que 

promueve el tumor, por ejemplo, macrófagos asociados a tumores (TAM) y células 

T reguladoras. La expresión de receptores de quimiocinas puede inducirse en 

células tumorales tempranas [28].  

Las quimiocinas, citocinas y prostaglandinas continúan atrayendo y modulando un 

infiltrado que promueve el tumor, también promueven la angiogénesis y controlan la 

remodelación del tejido. Están involucradas en la intravasación de las células 

tumorales en los vasos sanguíneos y en la diseminación linfática, en la invasión 

local [28].  

En la metástasis, la señalización de estos mediadores inflamatorios promueve la 

supervivencia de células malignas en órganos distantes, atrayendo nuevamente un 

infiltrado que contribuye a la capacidad de las células tumorales para colonizar el 

nicho metastásico. Modelo presentado por Mantovani et al, 2008 (Figura 3B) [28]. 



Capítulo II. Marco teórico 

 
21 

 

Figura 3 Representación ilustrativa de la inflamación relacionada con el cáncer. A) Esquema de las vías 

que relacionan a la inflamación con el cáncer. B) Modelo de la inflamación en progresión maligna de tumores. 

Modificado de [25]. 

2.5 Resistencia a la muerte celular 

La resistencia a la muerte celular o evasión de la apoptosis se ha propuesto como 

una característica distintiva del cáncer [18]. 
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2.5.1 Apoptosis 

La apoptosis es un proceso fisiológico de eliminación celular estrechamente 

regulado y caracterizado por una secuencia de cambios morfológicos 

estereotipados: contracción celular, condensación de la cromatina y fragmentación 

nuclear y celular, con formación de cuerpos apoptóticos que son engullidos por las 

células fagocíticas próximas antes de que se pierda la integridad de la membrana 

[30].  

La muerte celular programada involucra una serie de eventos celulares que 

finalmente conducen a la activación de las caspasas. En respuesta a varios 

estímulos apoptóticos, se activan las caspasas "iniciadoras" (caspasa-2, caspasa-

8, caspasa-9 o caspasa-10). Las caspasas iniciadoras, a su vez, cortan y activan a 

las caspasas “ejecutoras” (caspasa-3 o -7), lo que resulta en la escisión proteolítica 

de sustratos celulares específicos y, en consecuencia, la muerte celular [31].  

2.5.2 Vías apoptóticas relacionadas con el cáncer 

Existen distintas vías apoptóticas; la extrínseca, la intrínseca y la mediada por 

granzima B/perforina, sin embargo, sus mecanismos convergen en algún punto 

hacia este tipo de muerte celular. En la vía extrínseca o también llamada de receptor 

de muerte, el iniciador caspasa-8 o caspasa-10 se activan mediante la formación de 

un complejo de señal inductora de muerte en respuesta al acoplamiento de ligandos 

extracelulares (Fas o TNF [factor de necrosis tumoral]) por los receptores de la 

superficie celular (Figura 4A) [33]. En la vía intrínseca, está implicada la 

permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MOMP); MOMP 

desencadena la liberación de un grupo de proteínas proapoptóticas, incluido el 

citocromo c y el segundo activador de caspasas derivado de mitocondrias (SMAC), 

desde el espacio intermembrana mitocondrial al citoplasma. En el citoplasma, el 

citocromo c se une a la proteína adaptadora APAF-1 (factor de activación de la 

proteasa apoptótica 1) para formar un complejo activador de caspasa-9, llamado 

apoptosoma. SMAC aumenta la activación de caspasa inducida por el citocromo c 

mediante la unión y neutralización de XIAP (inhibidor de la proteína de apoptosis 
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ligado al cromosoma X), un inhibidor de caspasa-3, caspasa-7 y caspasa-9 (Figura 

4) (Figura 4B) [31, 32]. La vía de granzima B/perforina para la inducción de 

apoptosis es específica de células del sistema inmune; las células T citolíticas (CTL) 

y las natural killer (NK), llamadas así en inglés, sobre las células objetivo. El 

suministro de granzima B al citoplasma de una célula a otra, se lleva a cabo 

mediante gránulos en la que se empaquetan granzima B y la perforina, esta última 

facilita el movimiento de granzima B al citoplasma de la célula diana a través de la 

formación de poros. Una vez en el citoplasma granzima B escinde residuos de 

aspartato, es decir, activa diferentes caspasas y sustratos de caspasas que a su 

vez activan mecanismos para la fragmentación del ADN y así provocar la muerte 

celular por apoptosis (Figura 4C) [33, 34]. 

A diferencia de las células normales, las células cancerosas están sometidas a un 

estrés constante, como el estrés oncogénico, la inestabilidad genómica y la hipoxia 

celular. En respuesta a tales estímulos apoptóticos internos, las células cancerosas 

pueden modular las vías apoptóticas de manera transcripcional, traduccional y 

postraduccional. En algunos casos, las células cancerosas pueden escapar de la 

apoptosis al aumentar o disminuir la expresión de los genes antiapoptóticos o 

proapoptóticos, respectivamente. Alternativamente, pueden inhibir la apoptosis 

estabilizando o desestabilizando las proteínas proapoptóticas o antiapoptóticas, 

respectivamente. Además, las células cancerosas también pueden prevenir la 

apoptosis al cambiar las funciones de las proteínas involucradas en la apoptosis a 

través de modificaciones postraduccionales, como la fosforilación. Es importante 

destacar que estos mecanismos no son mutuamente excluyentes y las células 

cancerosas pueden emplear uno o múltiples mecanismos para evadir la apoptosis 

[31, 32].  
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Figura 4 Representación ilustrativa de las vías que desencadenan la apoptosis: vía extrínseca (A), vía 

intrínseca (B) o vía granzima B/perforina (C). La vía extrínseca se activa por los ligandos de la familia TNF 

que se unen a los receptores que contienen dominio de muerte, lo que resulta en la activación de las caspasas 

que contienen dominios efectores de muerte, desencadenando la activación de mecanismos que convergen 

con la vía intrínseca, llevando a la muerte celular por apoptosis. La vía intrínseca se inicia mediante la activación 

de la proteína BH3-only. Entre las proteínas BH3-only, cuya expresión a menudo se induce transcripcionalmente 

después de un estímulo apoptótico, BID es único en el sentido de que se activa por escisión de caspasas (2 y 

8/10); BID escindido, denominado tBID. Las proteínas BH3 desencadenan la activación de proteínas de dominio 

multi-BH por unión directa o por inhibición de las proteínas de la familia antiapoptótica BCL-2. Una vez activadas, 

las proteínas del dominio multi-BH forman oligómeros que inducen MOMP (permeabilidad de la membrana 

mitocondrial externa). Esto permite que las proteínas proapoptóticas SMAC y el citocromo c se liberen al 

citoplasma, donde el citocromo c induce la formación del apoptosoma. El iniciador caspasa-9 activado dentro 

del Apoptosoma inicia la activación del ejecutor caspasa-3 y caspsa-7, lo que resulta en apoptosis. Los 

triángulos coloreados indican que el gen o producto genético indicado puede estar transcripcionalmente (azul), 

traduccionalmente (rojo) y/o postraduccionalmente (verde) regulado hacia arriba o hacia abajo en las células 

cancerosas. En la vía de apoptosis mediada por granzima B/perforina, la internalización de granzima B es 

facilitada por la perforina. Tras la internalización, granzima B escinde Bid a gtBid que desencadena la liberación 

de citocromo c mitocondrial y la formación del apoptosoma, el cual activa a la caspasa-8 lo que desencadena 

finalmente la fragmentación del ADN. Granzima B también puede evitar la vía mitocondrial e iniciar la activación 

de caspasa-3 directamente y/o escindir sustratos de caspasa-3 como el inhibidor de la desoxirribonucleasa 

activada por caspasa (ICAD), permitiendo así que CAD se transloque al núcleo para fragmentar el ADN. 

Granzima B también escinde la proteína de membrana nuclear lamina B (Lamin B), lo que resulta en una pérdida 

de integridad de la membrana nuclear. [31, 32, 34, 35]. 

2.6 Terapia contra el cáncer 

La terapia contra el cáncer describe el tratamiento en un paciente con el objetivo de 

curar o prolongar la supervivencia. Así como preservar una mejor calidad de vida 

en los pacientes con enfermedad avanzada [35]. Para determinar el mejor 

tratamiento anticanceroso de un paciente se deben tomar en cuenta varios 

parámetros. El primero es la confirmación clínica del diagnóstico previo. 

Posteriormente se debe evaluar el tipo, la localización y el estadio del cáncer, 

tomando en cuenta también el estado de salud del paciente [36]. Las terapias contra 
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el cáncer están dirigidas hacia los blancos moleculares de las características 

distintivas de las células cancerosas (Figura 5) [18]. 

 

Figura 5 Blancos moleculares de las características distintivas de la célula cancerosas. En los recuadros 

de fondo blanco se muestran los inhibidores para cada una de las características. Modificado de [18]. 

Existen diferentes modalidades de terapias contra el cáncer son; la terapia 

neoadyuvante, que consiste en reducir el tamaño del tumor antes del tratamiento 

principal [35]. La terapia adyuvante, regímenes administrados después del 

tratamiento primario [35]. Y la terapía paliativa que son los tratamientos en los que 

el paciente no responde a los tratamientos anteriores, se centra en la calidad de 

vida de los pacientes, teniendo como objetivo controlar los síntomas y dar una 

calidad de vida a los pacientes. Debe estar presente desde el diagnóstico a través 

de las diferentes etapas evolutivas de los pacientes con cáncer [36]. Los 

tratamientos más comunes disponibles para las modalidades anteriormente 

mencionadas son la cirugía, radioterapia y/o la quimioterapia [37].  

2.6.1 Cirugía 

La cirugía como tratamiento para el cáncer consiste en extirpar el tumor y tejido que 

lo rodea durante una operación, es el tratamiento más antiguo contra el cáncer, hoy 

en día continúa siendo utilizada para muchos tipos de cáncer. En una etapa 

localizada, podría ser el único tratamiento o se podría combinar con otros 

tratamientos, como quimioterapia o radioterapia [38].  
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2.6.2 Radioterapia 

La radioterapia o terapia de radiación es un tratamiento curativo para los tumores 

localizados en regiones no comprometidas con otros órganos y que a las dosis 

precisas de radiación destruye células cancerosas o hacer lento el crecimiento 

tumoral. La radiación suministrada causa daño al ADN de las células cancerosas 

que dejan de dividirse y mueren, lo que ocasiona la reducción tumoral. La 

radioterapia se puede implementar en combinación con otras terapias como la 

cirugía, inmunoterapia o quimioterapia [39].  

La quimioterapia a diferencia de cirugía y la radioterapia que eliminan o dañan 

células cancerosas en un área determinada, puede funcionar en todo el cuerpo, 

causando la muerte a las células que se han diseminado a partes del cuerpo lejos 

del tumor primario, debido a que el tratamiento es a nivel sistémico [40].  

2.6.3 Quimioterapia  

La quimioterapia tiene efectos terapéuticos en algunos tipos de cáncer avanzado, 

aunque el tratamiento no siempre es curativo, sin embargo, ha habido una mejora 

en general significativa en la supervivencia libre de progresión. La quimioterapia 

neoadyuvante, cuyo objetivo es reducir el tamaño del tumor primario y prevenir las 

micrometástasis. Este tipo de tratamiento mejora las técnicas quirúrgicas más 

conservadoras para preservar la funcionalidad de los órganos importantes. La 

quimioterapia neoadyuvante con efecto curativo está indicada para muchos tipos de 

cáncer y con nuevos medicamentos y combinaciones efectivas [40]. 

La quimioterapia moderna comenzó con el descubrimiento de Goodman y Gilman 

de la mostaza nitrogenada en 1942, gas letal utilizado en la Primera Guerra Mundial, 

como un agente alquilante eficaz para el cáncer. En esa misma década se llevó a 

cabo el descubrimiento de la síntesis de análogos de folato; aminopterina y 

ametoterina (metotrexato), que podían suprimir proliferación de células malignas en 

leucemias [41]. Posteriormente, a principios de la década de los 50s, se 

descubrieron los antimetabolitos, análogos de purinas como la 6-mercaptopurina (6-
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PM). Se demostró que este tipo de fármacos podrían inhabilitar el crecimiento de 

las células tumorales a través de la inhibición de la síntesis del ADN. En esa misma 

década se descubrieron los alcaloides de la vinca [41, 42].  

La quimioterapia combinada se comenzó a utilizar a finales de los 60s, con la 

combinación de metotrexato, vincristina, 6-MP y prednisona, el régimen POMP, 

podía curar a corto plazo el cáncer en niños con leucemia. En 1964 fue descubierto 

otro producto natural, el taxol, obtenido de la corteza de Taxus brevifolia árbol de 

tejo del Pacífico, sin embargo, fue hasta 1992 que se aprobó el paclitaxel como un 

nuevo agente antimitótico que inhibía el ensamblaje de microtúbulos, eficaz en el 

tratamiento de pacientes con cáncer de ovario. En 1966 se descubrió la 

camptotecina, inhibidor de la topoisomerasa I, obtenida de Camptotheca acuminata. 

Fue hasta 1996 que un análogo de la camptotecina, irinotecán, fue aprobado por la 

FDA para el tratamiento del cáncer de colon [41, 42]. 

Durante las décadas de 1970 y 1980 se llevaron a cabo descubrimientos de 

fármacos importantes, aunque los agentes quimioterapéuticos habían ganado la 

reputación de tener un alto riesgo y pocas posibilidades de eficacia. Fue descubierto 

el cisplatino para curar el cáncer testicular, posteriormente se desarrolló el 

carboplatino, un derivado del cisplatino, con amplia actividad antitumoral y menos 

nefrotoxicidad. En los años 90s el descubrimiento de nuevos medicamentos 

transformó el desarrollo de estos, se comenzó la era de la "terapia dirigida" contra 

el cáncer, la cual incluía nuevos objetivos; factores de crecimiento, moléculas de 

señalización, proteínas del ciclo celular, moduladores de la apoptosis y moléculas 

que promueven la angiogénesis [58]. En el periodo a partir del año 2000 se llevaron 

a cabo la aprobación por la FDA de estos nuevos fármacos (Figura 6) [41, 42]. 
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Figura 6 Línea del tiempo de los diversos agentes quimioterapéuticos descubiertos a lo largo de la 

historia. Modificado de [41]. 

2.7 Productos naturales de origen vegetal 

Las plantas sintetizan productos conocidos como metabolitos secundarios, los 

cuales surgen como resultado de la adaptación a su entorno o para actuar como 

posible mecanismo de defensa contra los depredadores. La presencia de estos 

metabolitos induce y participa en la supervivencia de la planta, lo que ha permitido 

su evolución a lo largo de millones de años [43]. La biosíntesis de productos 

naturales se deriva de los intermediarios biosintéticos de los procesos de la 

fotosíntesis, la glucólisis y el ciclo de Krebs. [43]. Los componentes básicos más 

importantes empleados en la biosíntesis de productos naturales son los 

intermediarios como, acetil coenzima A (acetil-CoA), ácido shikimico, ácido 

mevalónico. Estos compuestos están involucrados en innumerables vías 

biosintéticas, que implican numerosos mecanismos y reacciones diferentes, para 

obtener una enorme variedad de compuestos alcaloides, polifenoles, triterpenos, 

esteroides (Figura 7) [43, 44]. 
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Figura 7 Representación esquemática de las vías de biosíntesis de metabolitos secundarios. Modificado 

de [45]. 

El uso de productos naturales a partir de plantas medicinales es el resultado de que 

el hombre buscó durante cientos de siglos, mediante ensayo y error, remedios para 

el tratamiento de enfermedades. Estos principios o productos naturales se pueden 

utilizar en forma de medicamentos tradicionales, remedios, pociones y aceites. Sus 

propiedades etno-farmacológicas se utilizaron como fuente primaria para el 

descubrimiento de fármacos [43]. 

De acuerdo con la OMS, el 80% de las personas todavía dependen de los 

medicamentos tradicionales a base de plantas para la atención primaria de salud, 

el 80% de los 122 medicamentos derivados de plantas estaban relacionados con su 

objetivo etno-farmacológico original. El conocimiento asociado con la medicina 

tradicional promovió nuevas investigaciones de plantas medicinales como 

medicamentos potenciales y condujo al aislamiento de varios productos naturales 

que se convirtieron en productos farmacéuticos bien conocidos [44]. 

Para el tratamiento del cáncer en el período comprendido entre 1981 y 2014, fue 

aprobada la comercialización de un total de 174 nuevos compuestos. De los cuales, 

56 que representa el 32%, eran productos naturales no modificados, es decir, 

derivados directos, 37 (21%) inspirados en estructuras químicas de productos 

naturales, 43 (25%) eran entidades químicas sintéticas, 33 (19%) de origen no 
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biológico y 5 (3%), vacunas. Así, un total de 93 (53%) son productos naturales, 

derivados directamente o basados en ellos [44]. 

Por lo que los productos naturales y sus derivados obtenidos de las plantas 

medicinales han representado una importante fuente de agentes quimioterapéuticos 

a lo largo de la historia, siendo una fuente exitosa en el descubrimiento de fármacos 

potenciales. 

2.7.1 Fitoesteroles 

Los fitoesteroles son productos naturales esteroideos que han llamado la atención, 

debido a que en diversos estudios han demostrado efecto antiinflamatorio [46, 47], 

contra enfermedades crónicas cardiovasculares [48], diabetes [49] y efecto 

antitumoral [50].  

Los fitoesteroles son los esteroles de las plantas, componentes estructurales de la 

membrana celular, participan en la regulación de la fluidez, permeabilidad y 

metabolismo asociado a la membrana [51]. Los fitoesteroles son subproductos de 

la compleja ruta biosintética de isoprenoides, proveniente del mevalonato, en la cual 

intervienen más de 30 enzimas y se lleva a cabo exclusivamente en el citoplasma 

[50]. La ruta biosintética, consiste en la conversión de isoprenil pirofosfato en 

diversos intermediarios hasta farnesil pirofosfato que es convertido a escualeno y 

finalmente en la gran diversidad de fitoesteroles (Figura 8) [52]. 

 

Figura 8 Representación esquemática de la biosíntesis de fitoesteroles. Modificado de [52]. 
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Estructuralmente los fitoesteroles están formados por un anillo de 

ciclopenta[a]fenantreno tetracíclico, una cadena lateral larga y flexible en el átomo 

de carbono C-17, los cuatro anillos (A, B, C, D) tienen uniones de anillo trans, 

formando un sistema α. La cadena lateral y los dos grupos metilo (C-18, C-19) son 

angulares a la estructura del anillo y por encima del plano, por lo que tienen una 

estereoquímica β (Figura 9) [52]. 

 

Figura 9 Nomenclatura de la estructura química de los fitoesteroles. Modificado de [52]. 

Estos productos naturales comprenden más de 200 compuestos diferentes que se 

originan en una variedad de vegetación. La fuente más rica en fitoesteroles son los 

alimentos como las nueces, semillas, aceites vegetales, cereales y legumbres. Los 

fitoesteroles que se encuentran con mayor frecuencia son el β-sitosterol, el 

campesterol y el estigmasterol (Figura 10) [53]. 

 

Figura 10 Los fitoesteroles más comunes presentes en la dieta.  

Existen diversas investigaciones de la evaluación de los efectos protectores contra 

el cáncer, así como actividad antitumoral y antiinflamatorios de fitoesteroles. Una 

serie de estudios de casos y controles realizados en los principales hospitales de 

Uruguay han demostrado el papel protector de los fitoesteroles en la dieta para 

aliviar el riesgo de cáncer gástrico [54]. En un estudio poblacional existió 

disminución del riesgo de cáncer de ovario en pacientes relacionado con la ingesta 
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fitoquímica en la dieta [55]. Las poblaciones femeninas con bajo riesgo de cáncer 

de seno consumen más fitoesteroles en la dieta que aquellas con alto riesgo. Por 

ejemplo, los japoneses consumen alimentos basados en plantas y una dieta baja en 

grasas animales que es rica en fitoesteroles. Las mujeres japonesas también tienen 

una baja incidencia de cáncer de mama [57]. En la siguiente tabla se resumen los 

estudios epidemiológicos de fitoesteroles en la prevención del cáncer. 

Fitoesterol Estudio Referencia 

β-sitosterol, 
campesterol, 

estigmasterol y otros 
fitoesteroles. 

Dieta a 360 pacientes con alto consumo, previene cáncer 
gástrico, en hospitales de Uruguay. 

[54] 

Mezcla de fitoesteroles 
Dieta a 696 pacientes basados en la población, con la frecuencia 
correspondiente a los casos de edad y condado de residencia. 

Reducción de cáncer de ovario. NY, EU. 
[55] 

Mezcla de fitoesteroles 
463 casos con cáncer de pulmón y 465 controles hospitalizados. 

La ingesta total de esteroles vegetales se asoció con una 
reducción en el riesgo del 50%. 

[56] 

Mezcla de fitoesteroles 
Baja incidencia de cáncer de mama. Japonesas que consumen 

alto contenido en fitoesteroles. 
[57] 

Tabla 3 Estudios epidemiológicos de fitoesteroles en la prevención del cáncer.  

Existen estudios en diversas líneas celulares de cáncer humano de los fitoesteroles, 

en algunos la evaluación ha revelado un efecto inhibidor, citotóxico y apoptótico 

sobre la proliferación de las células como; HT-29, PC-3, DU145, LNCaP, MDA-MB-

231, HEL, K562 (Tabla 4).  

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia 

Fitoesteroles 
Líneas celulares de cáncer PC-3 y 

DU145 
Inhibición del crecimiento celular [58] 

Campesterol Monocito humano, células U937 Apoptosis [59] 

β-sitosterol 
Línea celular de cáncer de colon 

humano, HT-29 

Inhibe la hiperproliferación de 
monocitos, cuando se tratan con 
suplementos de 16 mmol/L de b-

sitosterol durante 5 días 

[60] 

β-sitosterol 
Línea celular de cáncer próstata 

LNCaP 

Inhibición del crecimiento celular, 
produciendo antígeno prostático 

específico (PSA) y fosfatasa ácida en 
cultivo 

[61] 

β-sitosterol 
Línea celular de cáncer de mama 

humano, MDA-MB-231 
Inhibición de la proliferación celular 
inducida por ácido cólico inhibida 

[62] 

Fitoesterol 
(Diosgenina 

Solamargina) 

Eritroleucemia humana líneas 
celulares HEL y K562 

Apoptosis [63, 64] 

Tabla 4 Estudios experimentales in vitro de fitoesteroles en líneas celulares de cáncer humano. 
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En experimentos in vivo de la evaluación antitumoral de los fitoesteroles, presentan 

efecto inhibidor en la proliferación celular, que se refleja en la disminución del 

crecimiento tumoral y en la metástasis en distintos modelos murinos, como se puede 

observar en la Tabla 5. 

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia 

Fitoesteroles 
Cáncer de mama hereditario (ratones 
MMTV-PyMT Tg) 

Prevención de la oxidación de 
lipoproteínas 

[65] 

β-sitosterol 
Tumor inducido por metil nitrosourea 
en ratas, que se alimentaron con 0.2% 
de β-sitosterol por 28 semanas 

Reducción del 39% en el número de 
ratas que desarrollaron tumor, así 
como una reducción del 60% en los 
tumores por rata 

[62, 66, 67] 

Fitoesteroles 

Ratones SCID xenotrasplantados con 
MDA-MB-231, alimentados con 2% de 
una mezcla de fitoesteroles o 
colesterol y ácido cólico al 0.2% para 
estimular la absorción de esteroles 

Después de 8 semanas, los ratones 
alimentados con fitoesteroles tenían 
tumores 33% más pequeños y 
mostraron un 20% menos de 
metástasis en comparación con los 
ratones alimentados con colesterol 

[68] 

Dieta rica en 
β-sitosterol 

Ratones atímicos ovariectomizados 
que fueron inyectados con las células 
de cáncer de mama humano positivas 
para receptores de estrógeno MCF-7 

Reducción del 32-42% en el tamaño 
del tumor 

[69] 

Mezcla de 
fitoesteroles 

Proliferación celular inducida por acido 
cólico en el colon proximal de ratas 
Sprague-Dawley, alimentadas con 2% 
de fitoesteroles 

Inhibición del crecimiento tumoral [65] 

Tabla 5 Estudios experimentales in vivo de fitoesteroles en diversos modelos murinos. 

Estudios clínicos de fitoesteroles en pacientes con hiperplasia de próstata, 

mostraron mejoras en los síntomas clínicos a ciertas dosis, que puede estar 

relacionado con un metabolismo alterado de la testosterona (Tabla 6).  

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia 

β-sitosterol 

Consumo de 130 mg/día, de pacientes 
con síntomas de obstrucción de la 
salida causada por hiperplasia 
prostática benigna (HPB). 

Mejoras significativas en los 
síntomas clínicos en comparación 
con el placebo 

[70] 

β-sitosterol 
(Mezcla de 

fitoesteroles) 

Consumo de 20 mg, tres veces al día, 
en pacientes con hiperplasia 
prostática por 4 a 26 semanas. 

Síntomas clínicos mejorados de 
HPB. 

[71] 

Fitoesteroles 
β-sitosterol 

Consumo de 60 mg/día, por pacientes 
con hiperplasia de próstata durante 18 
meses. 

Efectos beneficiosos en la mejora de 
síntomas 

[77] 

Tabla 6 Estudios clínicos de la ingesta de fitoesteroles en cáncer. 

En otros estudios sobre el efecto antiinflamatorio de los fitoesteroles (Tabla 7), se 

encuentran diversos estudios in vitro que mostraron una inhibición de la secreción 
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de marcadores inflamatorios, así como estudios in vivo, que demuestran la 

reducción de la inflamación en modelos murinos.  

Fitoesterol Estudio Efecto Referencia 

Mezcla de 
fitoesteroles 

Evaluación del efecto 
antiinflamatorio en edema en 

modelos murinos 

Disminuyó el edema de pata en ratones 
por carragenina e inhibió el edema de la 
oreja de ratón inducido por el acetato de 
12-O-tetradecanoilforbol (TPA) después 

de la aplicación tópica 

[73] 

β-sitosterol 

Evaluación del efecto 
antiinflamatorio en la 

prevención/ inducción/remisión 
en un modelo experimental de 

colitis murino. 

La alimentación con fitoesteroles muestra 
un efecto antiinflamatorio en la reducción 

significativa de la gravedad de la 
enfermedad y mejoró la remisión clínica e 

histológica. 

[74] 

β-sitosterol 

Evaluación de la capacidad 
antiinflamatoria mediante la 

prueba de edema de pata de 
rata y el ensayo de pleuresía 

de rata. 

Potencial antiinflamatorio significativo. En 
la prueba de edema de pata de rata 
inhibió del 50-70% en el ensayo de 

pleuresía de rata, los hallazgos mostraron 
una reducción del 46%, 

[75] 

β-sitosterol 

Se investigó el efecto sobre la 
proliferación celular 

inflamatoria, el estrés 
oxidativo, la histopatología 

pulmonar y la remodelación, 
en un modelo de asma 

inducida por ovoalbúmina en 
cobayas. 

Modulación de la inflamación alérgica de 
las vías respiratorias. 

[76] 

β-sitosterol 
Se investigó la actividad 

antinflamatoria in vitro en dos 
líneas celulares 

Capacidad de la formulación para inhibir 
las vías de transducción de señales de 

inflamación en los macrófagos 
[77] 

Estigmasterol 
Se investigaron los efectos 
hepatoprotectores contra la 

lesión hepática aguda inducida 

Reprime el daño hepático agudo inducido 
por lipopolisacárido/d-galactosamina al 
inhibir la oxidación y la inflamación en 

ratones 

[78] 

Tabla 7 Estudios del efecto antiinflamatorio de los fitoesteroles 

2.7.2 Triterpenos  

Los triterpenos son otro grupo de productos naturales también provenientes de la 

ruta biosintética de isoprenoides, proveniente del mevalonato [79]. Este grupo de 

metabolitos secundarios que poseen notables actividades, entre las que se 

encuentran; actividades antineoplásicas, antivirales, antiinflamatorias, 

antimicrobianas, también efectos hepato y cardioprotectores [80]. 

Existen estudios en los que se han explorado el papel anticancerígeno de los 

triterpenos, demostrándose vías por las cuales estos compuestos presentan dicha 

actividad. Dentro de estas rutas, interesantes de los triterpenos se encuentra la 
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disminución de los factores de transcripción de proteína específica, Sp1, Sp3 y Sp4 

en distintas células de cáncer humano [81, 82, 83]. 

Los factores de transcripción de proteína de especificidad Sp1, Sp3 y Sp4 son 

miembros de la familia similar a Sp/Krüppel (KLF), necesarios para el desarrollo 

embrionario y de la vida temprana, su expresión disminuye con la edad, sin 

embargo, se expresan altamente en células cancerosas y tumores [82]. 

La disminución de los factores de transcripción de Sp, ya sea individualmente o en 

conjunto, da como resultado la inducción de apoptosis dependiente de caspasa y la 

inhibición del crecimiento [82]. Por lo tanto, se propone que la actividad 

anticancerígena de los triterpenos se daba en parte, a la regulación negativa de 

Sp1, Sp3 y Sp4. La regulación negativa de estos factores de transcripción de 

proteína específica, por parte de estos productos naturales se puede dar por dos 

mecanismos; dependiente o independiente del proteosoma [81]. 

El mecanismo dependiente del proteosoma inducido por triterpenos en células de 

cáncer, mostraron que la regulación a la baja de las proteínas Sp1, Sp3 y sp4 se 

revierte con inhibidores del proteasoma y la activación del proteasoma es una vía 

principal para degradación de los factores de transcripción de Sp (Tabla 8) [81]. 

Se ha sugerido que en el mecanismo independiente del proteasoma, los triterpenos 

perturban las mitocondrias, disminuyen el potencial de membrana mitocondrial 

(MMP) e inducen especies reactivas de oxígeno (ROS) en distintas líneas celulares 

de cáncer [81, 85, 86, 87], regulando a la baja Sp1, Sp3 y Sp4. Esta respuesta se 

bloquea en las células tratadas con ácido betulínico (BA) más antioxidantes glutatión 

(GSH) y ditiotreitol (DTT). Las ROS inducidas por fármacos son un mecanismo de 

acción importante para muchos fármacos contra el cáncer, como el cisplatino, 

actuando a través de la disrupción mitocondrial y la disminución del MMP (Figura 

11) [81].  

Estos resultados demuestran por primera vez que ROS regula a la baja Sp1, Sp3 y 

Sp4 en líneas celulares de cáncer y esta respuesta juega un papel en la inhibición 
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del crecimiento celular, inhibición de la angiogénesis, inducción de apoptosis y 

disminución de la inflamación [81], asociadas con ROS inducida por productos 

naturales (Figura 11). 

 

Figura 11 Esquema representativo de los mecanismos de triterpenos para la regulación a la baja de Sp 

[81]. 

2.9 Peniocerol aislado de Myrtillocactus geometrizans 

El peniocerol 3β, 6α-diol-8-eno-colesterol (Figura 12) es un fitoesterol presente en 

especies pertenecientes a la familia Cactaceae [88], en nuestro grupo este esterol 

fue aislado de Myrtillocactus geometrizans (Mart. Ex Pfeiff) Console. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 Estructura química del peniocerol (3β, 6α-diol-8-eno-colesterol). 
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2.9.1 Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Console 

Taxonomía 

Reino: Plantae 

Subreino: Tracheobionta 

División: Magnoliphyta 

Clase: Magnoliopsida 

Subclase: Caryophyllidae 

Orden: Caryophyllales 

Familia: Cactaceae 

Subfamilia: Cactoideae 

Tribu: Pachycereeae 

Género: Myrtillocactus 

Especie: 
M. geometrizans 

(Mart. ex Pfeiff.) Console 

Tabla 8 Clasificación taxonómica de Myrtillocactus geometrizans (Mart. ex Pfeiff.) Console. 

2.9.1.1 Descripción botánica de Myrtillocactus geometrizans  

Myrtillocactus geometrizans es un cactus arbolado (Figura 13) perenne de hasta 4 

metros de altura, tronco bien definido, ramas numerosas que a su vez se ramifican, 

son ligeramente encorvadas, de color verdes azuladas. Presenta 5 o 6 costillas, 

redondeadas. Areolas distantes entre sí, lanosas, prolíferas, a veces crecen de 

forma ramificada. Posee espinas radiales generalmente de 5 a 9, cortas y gruesas, 

rojizas cuando están jóvenes. También posee espinas centrales, muy grandes, en 

forma de daga, aplanada lateralmente y de color negro. Las flores son pequeñas de 

color blanco verdoso, varias en la misma areola, en la parte superior. Los frutos son 

pequeños, de color rojo oscuro, púrpura o azulosos en la madurez, globosos hasta 

elipsoide, sin espina, son comestibles [88].  

Esta especie perteneciente a la familia de las Cactaceae es endémica de México, 

se le conoce comúnmente con el nombre de “Garambullo” y se distribuye desde 

Tamaulipas hasta Oaxaca, en los mezquitales de los Estados del centro del país; 

Querétaro, Hidalgo, Guanajuato, San Luis Potosí y por el oeste se extiende hasta 

Durango, Zacatecas, Jalisco y Michoacán [88, 89]. 
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2.9.1.2 Usos etnobotánicos de Myrtillocactus geometrizans 

Existen estudios de los usos etnobotánicos en nuestro país de esta especie, en 

diversos estados, los frutos se consumen como alimento fresco, mientras que los 

tallos se utilizan como alimento forrajero y la planta entera se utiliza como cerco vivo 

[90]. 

Estudios etno-biológicos indican que en la región Mixteca de Oaxaca y en el 

municipio de Nicolás Flores, hidalgo se utilizan emplastos de los tallos de M. 

geometrizans contra fracturas y golpes fuertes [90, 91, 92].  

2.9.2 Antecedentes de la actividad biológica del peniocerol 

El peniocerol ha sido estudiado por nuestro grupo en diversos modelos de actividad 

biológica tales cómo la regulación del crecimiento de insectos, actividad 

antiinflamatoria in vivo, producción de óxido nítrico en macrófagos de ratón, 

actividad mieloperoxidasa, proliferación de líneas celulares de cáncer humano y en 

modelos de permeabilidad mitocondrial. Los estudios antiinflamatorios in vivo y 

Figura 13 Imagen de Myrtillocactus geometrizans, comúnmente conocido como “Garambullo” en el 

municipio de San Juan del rio, Querétaro. Fotografía tomada por Beatriz Couder, 25 de mayo del 2015. 

 



Capítulo II. Marco teórico 

 
39 

antiproliferativos in vitro se tomaron como punto de inicio para el estudio de la 

actividad antitumoral in vivo de este esterol. 

2.9.2.1 Actividad antiinflamatoria del peniocerol 

Hemos reportado el efecto antiinflamatorio del peniocerol, el cual fue evaluado a 

través de dos modelos in vivo. Uno de ellos fue el modelo de edema de oreja de 

ratón inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y el otro fue el modelo 

de edema de pata de rata inducido por carragenina. En ambos modelos, el 

peniocerol presentó actividad antiinflamatoria de manera dosis dependiente. En el 

modelo de TPA incluso presentó mejor actividad, con valores menores de la dosis 

efectiva media (DE50) que el fármaco de referencia, la indometacina (Tabla 9). Lo 

que sugiere que el peniocerol podría interferir con la biosíntesis de eicosanoides, ya 

que, en el modelo utilizado, los niveles de eicosanoides comienzan a aumentar en 

los tejidos tratados y se correlaciona con la respuesta inflamatoria [15]. 

Modelo 
DE50 

Peniocerol Indometacina 

Inflamación inducida por TPA 0.091 µmol/oreja 0.272 µmol/oreja 

Inflamación inducida por carragenina 31.88 mg/kg 6.68 mg/kg 

Tabla 9 Actividad antiinflamatoria in vivo del peniocerol en dos modelos. 

2.9.2.2 Actividad citotóxica 

La actividad citotóxica de peniocerol ha sido evaluada en diferentes líneas celulares 

de cáncer humano. Entre ellas las del sistema nervioso central (U-251), las de 

próstata (PC-3), las de leucemia (K-562), las de colon (HCT-15) y las de mama 

(MCF-7). En todas, la actividad citotóxica fue mediante el ensayo de sulforrodamina 

B. Aunque en todas las células evaluadas el peniocerol mostró actividad citotóxica, 

sin embargo, este esterol tuvo mayor efecto en las líneas celulares de mama, colon 

y sistema nervioso central (Tabla 10) [15]. 
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Compuesto 
CI50 (µM) 

U-251 PC-3 K-562 HCT-15 MCF-7 

Peniocerol 24.73±3.9 19.35±0.45 10.37±0.73 10.87±2.36 10.17±0.79 

Doxorrubicina 0.09±0.02 0.32±0.02 0.28±0.01 0.23±0.01 0.14±0.01 

Tabla 10 Citotoxicidad del peniocerol en ensayo de sulforrodamina B en varias líneas celulares. 

En otro estudio, se evaluó la actividad citotóxica, in vitro, dependiente del tiempo. 

La evaluación se realizó mediante el método colorimétrico de cristal violeta a las 24 

y 48 horas, en dos líneas celulares de cáncer humano; de colon HCT-15 y de mama 

MCF-7. (Tabla 11) [15].  

Compuesto Línea celular 

Tiempo de incubación 

24 h 48 h 

CI50 (µM) 

Peniocerol 
HCT-15 41.66±0.41 28.85±0.60 

MCF-7 48.17±0.35 21.77±0.39 

Doxorrubicina 
HCT-15 0.36±0.03 0.16±0.02 

MCF-7 0.37±0.02 0.28±0.01 

Tabla 11 Citotoxicidad inducida por el peniocerol a las 24 y 48 horas en las líneas HCT-15 y MCF-7 en 
ensayo de cristal violeta. 

2.9.2.3 Inducción de apoptosis 

Posteriormente se evaluó mediante la inducción de apoptosis un ensayo de 

citometría de flujo con Anexina V/ yoduro de propidio (AV/IP). En la línea celular de 

cáncer de colon (HCT-15) el peniocerol indujo apoptosis a las 24 horas, mientras 

que en las MCF-7 se observó a las 48 horas (Figura 14) a 40 y 60 µM [14]. También 

se evaluó magdougallina, otro esterol presente en M. geometrizans. 
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Adicionalmente el peniocerol indujo apoptosis mediante la escisión de PARP en 

ambas líneas celulares de cáncer (Figura 15) [14]. 

 

Figura 15 Indicción de apoptosis por peniocerol mediada por la escisión de PARP en las líneas celulares 

HCT-15 y MCF-7. Los ensayos fueron realizados mediante western blot. 

2.9.2.4 Arresto del ciclo celular 

Mediante citometría de flujo en ambas líneas celulares, se determinó el efecto del 

peniocerol a las 24 horas en la distribución del ciclo celular. El peniocerol tanto en 

Figura 14 Inducción de apoptosis por el peniocerol en las líneas celulares de A) HCT-15 y B) MCF-7. Los ensayos 
se llevaron a cabo mediante citometría de flujo con los marcadores Anexina V/Yoduro de propidio (AV/IP). En los 
gráficos se representa a las células viables en el cuadrante inferior izquierdo (AV negativo, IP negativo), a las células 
en apoptosis temprana en el cuadrante inferior derecho representa (AV positivo, IP negativo), a las células en apoptosis 
tardía en el cuadrante superior derecho (AV positivo, IP positivo) y a las células necróticas en el cuadrante superior 
izquierdo (AV negativo, IP negativo). 

A 

B 
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HCT-15 como en MCF-7 presentó mayor incremento en el porcentaje en la fase 

G0/G1 (Tabla 12) [14]. 

 

Compuesto 
Fase G1 

HCT-15 MCF-7 

Control (DMSO) 49.82±0.61 59.6±0.78 

Peniocerol 
40 µM 80.63±0.61 75.29±1.65 

60 µM 84.13±2.30 78.49±0.70 

Timina 82.18±1.09 70.16±1.5 

Nocodazol 9.2±0.85 3.90±0.92 

Tabla 12 Fase de arresto celular inducido por peniocerol determinación realizada por citometría de flujo 

con el marcador yoduro de propidio (IP). 

2.10 Metodologías en el descubrimiento de nuevos fármacos contra el cáncer 

Para el descubrimiento de compuestos bioactivos una gran cantidad de ensayos de 

análisis se pueden utilizar. Los estudios preclínicos pueden ser a nivel celular (in 

vitro), animal (in vivo) o molecular. Se pueden aplicar dos enfoques 

complementarios la llamada farmacología clásica y la farmacología inversa. En la 

farmacología clásica, también conocida como descubrimiento fenotípico de 

fármacos. En la farmacología clásica, los primeros pasos de la investigación del 

desarrollo de fármacos contra el cáncer se basan en la evaluación in vitro en líneas 

celulares establecidas de cada tipo de cáncer, mientras que las líneas celulares no 

cancerosas se usan como control [93]. En la farmacología inversa el descubrimiento 

de fármacos está basado en objetivos, en la formulación y prueba de hipótesis 

moleculares específicas [93, 94]. 

2.10.1 Evaluación antiproliferativa 

La evaluación antiproliferativa o citotóxica se realiza mediante ensayo de células 

viables teñidas con diferentes colorantes. Durante la muerte celular, las células 

muertas se desprenden de las placas de cultivo celular, esta característica se puede 

usar para la cuantificación indirecta de la muerte celular y para determinar las 

diferencias en la proliferación tras la estimulación con agentes inductores de la 
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muerte. Un método simple para detectar la adherencia mantenida de las células es 

la tinción de las células adherentes con cristal violeta, el cual se une a las proteínas 

y al ADN. Cuando las células que sufren la muerte celular se desprenden de la placa 

celular, por lo tanto, la cantidad de tinción violeta cristal es reducida [93]. 

La citometría de flujo se ha utilizado para detectar células vivas y muertas. Es una 

técnica que permite la detección rápida de células dañadas. Varios estudios han 

informado sobre la efectividad del citómetro de flujo como una herramienta para 

pruebas de detección de apoptosis con Anexina V/yoduro de propidio (AV/IP). Esta 

técnica proporciona resultados reproducibles rápidamente [95]. 

2.10.2 Estudio de xenotrasplante in vivo en ratones de la cepa nu/nu 

Los ratones atímicos son un modelo válido, utilizado como herramienta en la fase 

preclínica, particularmente como un segundo paso para confirmar el efecto del 

fármaco con actividad in vitro [93, 94]. También se utiliza para la evaluación de 

nuevas formas o combinaciones de terapia convencional y la resistencia a los 

medicamentos. Un aspecto importante para considerar el uso de modelos de 

xenotrasplante es el hecho de que el efecto de los compuestos estudiados contra el 

cáncer en cultivos celulares in vitro a menudo no es similar a condiciones en las que 

los tumores crecen in vivo [96]. Tomando en cuenta lo anterior, se hace 

imprescindible que en la fase preclínica de la investigación contra el cáncer debe 

incluir modelos in vivo que imiten al menos en cierta medida la situación clínica en 

un organismo vivo [93, 94, 95]. 

La primera descripción de ratones atímicos desnudos fue presentada por Flanagan 

en 1966 en el Reino Unido. Este descubrimiento se realizó en un conjunto de 

ratones albinos. Posteriormente describió sus rasgos fenotípicos y genéticos. El 

efecto de la falta visible de pelo se debe a un nuevo gen recesivo (localizado en el 

cromosoma 11), al que llamó desnudo (cuya abreviatura es nu, a menudo se usa 

para describir el gen o la combinación de alelos nu/nu) [96].  



Capítulo II. Marco teórico 

 
44 

Un aspecto muy importante es que la falta de timo en los ratones desnudos causa 

una deficiencia de células T [97]. El tipo específico de inmunidad mediada por 

células T es destruir las células infectadas o células malignas. Los linfocitos T son 

responsables de la reacción del huésped frente al injerto, que ocurre cuando un 

huésped rechaza un alotrasplante o xenotrasplante [96]. Por lo tanto, la deficiencia 

de linfocitos T compromete inmunológicamente considerablemente a los ratones y 

permite el trasplante, así como su crecimiento y, finalmente, la metástasis de las 

células tumorales del xenotrasplante. En comparación con otros ratones desnudos 

o ratones inmunodeficientes, el BALB/c-nu tiene una tasa relativamente alta de 

formación de tumores [96].  

En el método experimental de xenotrasplantes existen tres modelos básicos de 

inducción tumoral. Estos se clasifican de acuerdo con la administración de las 

células cancerosas a los sujetos de experimentación. En el modelo ortotópico, las 

células se implantan quirúrgicamente o se inyectan en el sitio de origen del tumor. 

En el modelo heterotópico, las células se inyectan en un espacio subcutáneo. En el 

modelo metastásico, las células tumorales se inyectan en la vena lateral de la cola 

del ratón o en la zona intracardiaca [96].  

Al final del tratamiento, se sacrifican los animales, se extraen los tumores y se 

pesan. Para evaluar la posible actividad anticancerosa de una sustancia, se pueden 

establecer varios puntos finales, como un cambio en la tasa de crecimiento tumoral, 

retraso en el crecimiento, supervivencia celular o niveles de marcador sustituto 

apropiado como PCNA y PARP-1.  

2.10.3 Marcadores moleculares 

Los marcadores moleculares se refieren a proteínas específicas u otros factores 

cuya presencia en células en proliferación, división activa o muerte celular sirve 

como un indicador de células tumorales. Uno de los marcadores moleculares que 

se revelan por técnicas inmunohistoquímicas es el antígeno nuclear de proliferación 

celular (PCNA). Por otro lado, en diversos estudios se ha utilizado como indicador 

de muerte celular por apoptosis al marcador Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-

1) escindido. 
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2.10.3.1 Antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) 

El antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) es un marcador del ciclo 

celular, ampliamente utilizado en clínica. Esta proteína fue identificada por primera 

vez en 1978 y se le dio este nombre porque se observó en el núcleo de las células 

en división [98]. Dos años después, otro grupo identificó una proteína ácida con 

diferente expresión durante el ciclo celular, la denominó ciclina y otros experimentos 

revelaron que PCNA y ciclina eran la misma proteína [98]. 

Este marcador de proliferación juega papeles importantes en el metabolismo del 

ácido nucleico. Su función principal es la replicación del ADN, pero también participa 

en la reparación de la escisión del ADN, el control del ciclo celular, el ensamblaje 

de la cromatina y la transcripción del ARN [99]. 

El PCNA tiene importancia significativa en la clínica, el hecho de que la expresión 

celular de PCNA esté significativamente elevada durante las fases S y G2 del ciclo 

celular, pero muy baja en células inactivas, hace de esta proteína un buen marcador 

de proliferación celular. La tinción inmunohistoquímica de PCNA se ha utilizado 

ampliamente en el diagnóstico y pronóstico del cáncer [100]. 

2.10.3.2 Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) 

PARP-1 es la enzima poli (ADP-ribosilación) más conocida, que desempeña una 

modificación postraduccional de proteínas implicadas en procesos como la muerte 

celular [101].  

PARP-1, es un sensor de ADN y utiliza βNAD+ para formar polímeros de ADP-ribosa 

que se unen además a los aceptores de proteínas nucleares. Para regular 

estrictamente el recambio de poli (ADP-ribosa), su degradación está asegurada por 

la enzima poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa (PARG). Durante la apoptosis, PARP-1 

juega dos roles opuestos: su estimulación conduce a la síntesis de poli (ADP-

ribosa), mientras que las caspasas causan la escisión e inactivación de PARP-1. La 

proteólisis de PARP-1 produce un fragmento C-terminal de 89 kDa, con una 

actividad catalítica reducida, y un péptido N-terminal de 24 kDa, que retiene los 

dominios de unión al ADN [101, 102].  
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III. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

De acuerdo con la OMS, el cáncer es una de las 10 principales causas de defunción, 

responsable de más de 18 millones de muertes al año. A pesar de que hoy en día 

se cuenta con varios fármacos anticancerosos, desafortunadamente muchos de 

ellos inducen efectos colaterales intensos en los pacientes. Adicionalmente la 

toxicidad que presentan varios fármacos anticancerosos su actividad terapéutica es 

baja y en ocasiones nula. Por lo que surge la necesidad de utilizar todas las 

alternativas posibles para generar nuevos agentes anticancerosos, un buen ejemplo 

de ello son los productos naturales. Actualmente en la clínica existen quimioterapias 

con productos naturales o derivados de estos, como el taxol aislado de Taxus 

brevifolia o los alcaloides de la vinca aislados de Catharanthus roseaus. Por lo 

anterior, la búsqueda de fármacos anticancerosos a partir de moléculas de origen 

vegetal es una actividad permanente [14, 106, 109]. Por ejemplo, nuestro grupo ha 

informado de la actividad citotóxica a líneas de cáncer humano, así como la potente 

actividad antiinflamatoria del peniocerol, un fitoesterol aislado de Myrtillocactus 

geometrizans. 
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IV. HIPÓTESIS 

Se sabe que la inflamación crónica es un precursor de la tumorigénesis, asimismo 

es conocido que algunos fitoesteroles antiinflamatorios han presentado actividad 

antitumoral en experimentos in vivo, por lo que es factible que el peniocerol, el cual 

posee una actividad antiinflamatoria potente in vivo, pudiera presentar actividad 

antitumoral in vivo. 
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V. OBJETIVOS 

5.1 General: 

Evaluar la actividad antitumoral in vivo del peniocerol aislado de Myrtillocactus 

geometrizans. 

5.2 Específicos: 

• Aislar y purificar el peniocerol a partir de la corteza de Myrtillocactus 

geometrizans. 

• Evaluar la actividad citotóxica del peniocerol en las líneas celulares de cáncer 

de colon (HCT-116, HCT-15 y SW-620), mama (MDA-MB-231) así como en 

la no cancerosa de mama (MCF-10A). Todas las líneas celulares son de 

origen humano. 

• Evaluar mediante citometría de flujo la inducción de apoptosis como posible 

mecanismo de muerte celular inducida por el peniocerol. 

• Evaluar la actividad citotóxica de la combinación de peniocerol y 

antioxidantes en las líneas de cáncer de colon (HCT-116) y de mama (MDA-

MB-231). 

• Determinar la toxicidad del peniocerol en ratones de las cepas nu/nu. 

• Evaluar la actividad antitumoral del peniocerol en modelos in vivo de cáncer 

de colon. 

• Determinar un posible mecanismo de inhibición del crecimiento tumoral en 

los tejidos de tumores extraídos, mediante la presencia de marcadores 

moleculares detectados por inmunofluorescencia e inmunohistoquímica. 
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VI. METODOLOGÍA 

6.1.  Aislamiento de peniocerol 

El peniocerol se aisló de Myrtillocactus geometrizans una cactácea que crece 

abundantemente en la región central de México. M. geometrizans se colectó en los 

alrededores del municipio San Juan del Rio en el estado de Querétaro. Para su 

procesamiento se separó la raíz de la parte aérea. La corteza de la raíz fue separada 

y secada a temperatura ambiente durante 48 horas. El material vegetal fue triturado 

y sometido a maceración consecutiva con hexano, acetato de etilo y metanol. La 

destilación a presión reducida, mediante el uso de un rotavapor, de los disolventes 

permitió obtener los respectivos extractos. La destilación del disolvente del extracto 

indujo la precipitación del peniocerol. La purificación del peniocerol se logró 

mediante cristalizaciones repetidas con hexano (Figura 16). La identificación del 

peniocerol se realizó mediante análisis de los espectros de resonancia magnética 

nuclear de hidrógeno y carbono 13. 

Para la extracción se utilizaron disolventes de grado industrial que fueron destilados 

en el laboratorio. Los reactivos empleados para la purificación, análisis fueron de 

grado reactivo analítico (Sigma). 

6.2. Líneas y cultivos celulares 

Para los experimentos in vitro se utilizaron las células de carcinoma de colon: HCT-

15, HCT-116 y SW-620. Así como las células de adenocarcinoma de mama MDA-

MB-231 y células no tumorigénicas de mama humano MCF-10A. Todas las líneas 

celulares fueron obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC). Las células 

fueron cultivadas en medio (DMEM, DMpQ8-1L): suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (S1810), 100 UI de penicilina/mL, y 100 g de estreptomicina/mL, DMEM 

para las líneas de adenocarcinoma de colon y mama; DMEM/F12 suplementado 

hidrocortisona (0.4 µg/µL), EGF (20 ng/µL) e insulina (100 mu/µL) para MCF-10A, 

en condiciones de temperatura controlada a 37ºC, 5% de CO2 y 95% humedad. Se 

utilizó tripsina (15400054) fue utilizado para la remoción celular. 
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6.3 Animales 

Para los experimentos in vivo se utilizaron ratones de la cepa nu/nu, de 6 a 8 

semanas de edad y alimento ad libitum. Los animales fueron mantenidos en micro-

aisladores libres de patógenos, a temperatura ambiente de 220C, humedad relativa 

de 55% y ciclos de luz oscuridad 12/12h. El comité de investigación Animal aprobó 

los procedimientos experimentales, que fueron realizados de acuerdo con las guías 

Figura 16. Esquema representativo del aislamiento del peniocerol. 
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para el cuidado y el uso de animales del Laboratorio Bioterio del Instituto Nacional 

de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán, México. 

6.4. Soluciones 

Para los experimentos in vitro se preparó una solución concentrada de 25 mg/mL 

de peniocerol disuelta en (Dimetilsulfóxido) DMSO (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, 

USA. Cat. D-4540-100mL) y una solución de cisplatino (Sigma-Aldrich dicloruro 

de cis- diaminaplatino (II) 479306-5G) de 1 mg/kg, las cuales fueron almacenadas 

a -20°C. Las diluciones seriadas de peniocerol (80, 40, 20 y 10 µM) se prepararon 

con el medio correspondiente y la concentración de DMSO fue menor al 0.2%. Las 

diluciones seriadas de cisplatino (10, 5, 2.5 y 1.25 µM) se prepararon en el medio 

correspondiente. Para los experimentos in vivo se prepararon soluciones 

concentradas de 25 mg/mL disuelto en DMSO al 5% y aceite de ajonjolí y cisplatino 

10 mg/kg en solución salina. Todas las soluciones fueron preparadas el día de la 

administración. 

6.5. Evaluación de la actividad citotóxica  

La actividad citotóxica del peniocerol y los controles se evaluaron mediante el 

ensayo de cristal violeta. Las células de cáncer de colon (HCT-15, HCT-116 y SW-

620), de cáncer de mama (MDA-MB-231), y las no tumorigénicas de mama humano 

(MCF-10A) fueron sembradas en placas de 48 pozos con una densidad de 4x104 

células por cm2 en su respectivo medio. Las células fueron incubadas por 24 horas 

en una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24 

horas las células fueron tratadas con concentraciones seriadas de 80, 40, 20 y 10 

µM de peniocerol. 

La viabilidad celular se evaluó a las 24, 48 y 72 horas después del tratamiento con 

los compuestos. Después de la incubación con los diferentes tratamientos, las 

células adheridas a los pozos fueron fijadas con DMEM/F12, SFB 2% y 

glutaraldehído 1.1% por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a las 

células se les retiró el medio de fijación, se dejaron secar, fueron teñidas con 200 
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µL de cristal violeta por 15 minutos, se retiró el cristal violeta y finalmente la proteína 

teñida fue solubilizada con 500 µL de ácido acético al 10 %. 

Los valores de densidad óptica fueron obtenidos en un lector de microplacas a una 

longitud de onda de 595 nm. Una curva dosis respuesta fue graficada para cada 

compuesto y la IC50 fue estimada usando el programa estadístico Excel mediante 

una regresión lineal.  

6.6. Evaluación de la inducción de apoptosis  

El ensayo de inducción de apoptosis del peniocerol y los controles se llevó a cabo 

mediante citometría de flujo con la identificación de los marcadores Anexina V y 

yoduro de propidio. Las células de cáncer de colon (HCT-116) y cáncer de mama 

(MDA-MB-231) fueron sembradas en placas de 6 pozos con una densidad de 

1.5x105 células por pozo. Las células fueron incubadas por 24 horas en una 

atmósfera de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24 horas las 

células fueron tratadas con vehículo, peniocerol (20 µM) y camptotecina (2 µM) 

como control positivo (cada tratamiento se realizó por triplicado), a diferentes 

tiempos (24, 48 y 72 hr), posterior a los tiempos de incubación, las células fueron 

cosechadas con tripsina, lavadas con PBS y centrifugadas a 1500 rpm por 5 

minutos. El agregado de células fue re-suspendido en 500 µL de buffer, 

posteriormente se agregaron 5 µL de Anexina V-FITC, 5 µL de yoduro de propidio y 

finalmente se incubaron por 5 minutos, de acuerdo con las recomendaciones de 

GeneTex Annexin V-FITC Apoptosis detection kit. Las células fueron analizadas 

utilizando un citómetro de flujo FACS Can del Laboratorio Nacional de Citometría 

de flujo, 10000 células fueron analizadas con el programa BD Cell Quest Pro 

Software. 

6.7 Evaluación de la actividad citotóxica en presencia de antioxidantes 

Las líneas celulares de cáncer de colon HCT-116 y de mama MDA-MB-231 fueron 

sembradas en placas de 48 pozos con una densidad de 5x104 células por cm2 en 

su respectivo medio. Las células fueron incubadas por 24 horas en una atmósfera 

de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24 horas las células fueron 
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tratadas con concentraciones seriadas de 80, 40, 20 y 10 µM de peniocerol cada 

una con la adición de diversos antioxidantes, el sintético ditiotreitol (DTT) (0.125 

mM) y el ácido norhidroguayarético aislado de Larrea tridentata ácido 

norhidroguayarético (ANDG) (5 µM), por separado. 

La viabilidad celular se evaluó a las 48 horas después del tratamiento con los 

compuestos. Después de la incubación con los diferentes tratamientos, las células 

adheridas a los pozos fueron fijadas con DMEM, SFB 2% y glutaraldehído al 1.1% 

por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a las células se les retiró 

el medio de fijación, se dejaron secar, fueron teñidas con 200 µL de cristal violeta 

por 15 minutos, se retiró el cristal violeta y finalmente la proteína teñida fue 

solubilizada con 500 µL de ácido acético al 10%. 

Los valores de densidad óptica fueron obtenidos en un lector de microplacas a una 

longitud de onda de 595 nm. Una curva dosis respuesta fue graficada para cada 

compuesto y la IC50 fue estimada usando el programa estadístico Excel mediante 

una regresión lineal.  

6.8 Evaluación de la toxicidad en ratones nu/nu 

Para la determinación de la dosis letal media (DL50) mediante la fórmula DL50 = (M0 

+ M1)/2 donde M0 es la dosis que no causa muerte en ningún ratón del grupo y M1 

es la dosis que causa la muerte de al menos un ratón del grupo [103] y dos 

esquemas distintos de tratamientos. Los ratones fueron administrados de forma 

intraperitoneal, como se explica en la Figura 17. El peso y conducta de los ratones 

fueron monitoreados cada tercer día, durante el tratamiento. Los ratones fueron 

sacrificados el día 21 de la evaluación. Se realizaron análisis de sangre en el 

Departamento de Patología de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Facultad de 

Veterinaria de la Universidad Nacional Autónoma de México. 
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6.9 Evaluación de la actividad antitumoral en ratones xenotrasplantados 

Los ratones se distribuyeron en 7 grupos de 6 animales, los cuales fueron 

xenotrasplantados con 1.5x106 células de la línea HCT-116. Para el ensayo de 

xenotrasplante las células se re-suspendieron en 100 µL de PBS e inocularon 

subcutáneamente en el flanco derecho del dorso del animal. La administración de 

los compuestos a evaluar, así como el cisplatino se realizó hasta que el crecimiento 

tumoral alcanzó un volumen aproximado de 50 mm3. Los diferentes compuestos 

fueron administrados en dos esquemas, hasta que el crecimiento tumoral alcanzó 

un volumen aproximado de 50 mm3, una vez por semana y tres veces por semana, 

durante 3 semanas. Los grupos se organizaron de la siguiente manera: 

1. Control negativo: DMSO al 5% disuelto en aceite de ajonjolí, una vez por 

semana. 

2. Control negativo: DMSO al 5% disuelto en aceite de ajonjolí, tres veces por 

semana. 

3. Control positivo: 4 mg/kg de cisplatino, una vez por semana. 

Tratamiento Dosis 

Peniocerol 125 mg/kg 62.5 mg/kg 

Tratamiento Dosis 

Vehículo Aceite de ajonjolí + 5% DMSO 

Peniocerol 30 mg/kg 15 mg/kg 

Cisplatino 4 mg/kg 

Tratamiento Dosis 

Vehículo Aceite de ajonjolí + 5% DMSO 

Peniocerol 15 mg/kg 

Cisplatino 2 mg/kg 

Una vez a la semana por tres semanas 

Tres veces a la semana por tres semanas 

0 Días 

1 2 3 5 6 7 8 9 

21 

Sacrificio 

14 7 

4 Administraciones 

2 4 9 11 16 18 

Administraciones 1 2 3 Sacrificio 

0 Días 21 14 7 

Determinación de la DL
50

 

Administración única 

Días 

Sacrificio 

0 14 Monitoreo 

Figura 17 Esquemas de tratamientos para la determinación de la toxicidad en ratones de la cepa nu/nu. 
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4. Control positivo: 2 mg/kg de cisplatino, tres veces por semana. 

5. Peniocerol 1: 30 mg/kg una vez por semana. 

6. Peniocerol 2: 15 mg/kg una vez por semana. 

7. Peniocerol 3: 15 mg/kg tres veces por semana. 

Se monitoreó el peso de los ratones, así como también el crecimiento tumoral 

mediante la medición con un calibrador (Vernier digital) tres veces por semana. El 

volumen tumoral fue calculado usando la formula V = π/6 × (diámetro mayor × 

[diámetro menor]2 [104].      

El experimento se llevó a cabo durante 21 días, al final del experimento, los 

animales fueron pesados, sacrificados y los tumores fueron extraídos y embebidos 

en formaldehído al 10%.  

 

  

 

 

 

  

 

6.10. Análisis de los tumores tratados con peniocerol  

 

 

 

Tratamiento Dosis 

Vehículo Aceite de ajonjolí + 5% DMSO 

Peniocerol 30 mg/kg 15 mg/kg 

Cisplatino 4 mg/kg 

Tratamiento  Dosis 

Vehículo Aceite de ajonjolí + 5% DMSO 

Peniocerol 15 mg/kg 

Cisplatino 2 mg/kg 

Una vez a la semana por tres semanas 

Tres veces a la semana por tres semanas 

Administraciones 

Desarrollo tumoral 
-14 

1 2 3 Sacrificio 

0 Días 21 

Volumen tumoral: 50 mm
3
  Xenotrasplante 

7 14 

Desarrollo tumoral 

2 3 

Xenotrasplante 

0 Días 18 

Sacrificio 

14 7 2 4 9 11 16 

1 5 6 7 8 9 4 Administraciones 

Volumen tumoral: 50 mm
3
  

-14 21 

Figura 18 Esquemas de tratamientos para la evaluación antitumoral en ratones de la cepa nu/nu. 
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6.10. Análisis de los tumores tratados con peniocerol 

La tinción con hematoxilina-eosina e inmunofluorescencia 4´,6-diamidino2-fenilindol 

se llevaron a cabo en secciones histológicas 5 µm obtenidos a partir de cortes de 

los tumores tratados.   

6.10.1 Tinción de Hematoxilina-Eosina (H-E) 

La observación de la estructura tisular se realizó mediante la técnica de tinción con 

hematoxilina-eosina (H-E). Las secciones histológicas fueron expuestas a una 

temperatura de 60ºC por 15-30 minutos y rehidratadas con las siguientes soluciones 

por 5 minutos: xilol (x2), etanol/xilol 50:50, etanol 100%, etanol 96%, etanol 80%, 

etanol 70%, etanol 50%, agua destilada y PBS. La membrana celular fue 

subsecuentemente permeabilizada con una disolución de Tritón x-100 al 0.5% 

durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Se 

agregó hematoxilina 150 L a la muestra por 2 minutos, se lavó con agua destilada 

y se cubrió con eosina durante 20 segundos, se lavó con agua destilada y se realizó 

el montaje. Las muestras fueron analizadas en un Microscopio investido Olympus 

IX71, se capturaron las imágenes mediante el programa QImaging en la Unidad de 

microscopía del Instituto de investigaciones Biomédicas de la UNAM. 

6.10.2 Evaluación de núcleos apoptóticos por tinción con 4,6-diamidino2-

fenilindol (DAPI) 

La visualización de la muerte celular ocasionada por el peniocerol se logró mediante 

la visualización de núcleos fragmentados/ condensados mediante tinción con 4,6-

diamidino2-fenilindol (DAPI). Las secciones histológicas fueron expuestas a una 

temperatura de 60ºC por 15-30 minutos y se rehidrataron por 5 minutos, con las 

siguientes soluciones: xilol (x2), etanol/xilol 50:50, etanol 100%, etanol 96%, etanol 

80%, etanol 70%, etanol 50%, agua destilada y PBS. La membrana celular fue 

subsecuentemente permeabilizada con una disolución de Tritón x-100 al 0.5% 

durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. El kit 
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utilizado fue medio de montaje Vectashield para fluorescencia con DAPI de Vector 

Laboratories.  

6.10.3 Determinación del antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA)  

Para determinar si el efecto de inhibición del crecimiento tumoral del peniocerol era 

debido a un efecto antiproliferativo se realizó el ensayo de inmunohistoquímica del 

antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA). Las secciones histológicas 

fueron expuestas a una temperatura de 60ºC por 15-30 minutos y se rehidrataron 

por 5 minutos, con las siguientes soluciones: xilol (x2), etanol/xilol 50:50, etanol 

100%, etanol 96%, etanol 80%, etanol 70%, etanol 50%, agua destilada y PBS. La 

membrana celular fue subsecuentemente permeabilizada con una disolución de 

Tritón x-100 al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 

minutos cada uno. La exposición del antígeno se llevó a cabo calentando las 

muestras hasta ebullición en una solución de citrato de sodio 0.25mM a pH. 6.2 por 

20 minutos. Después se dejan a Tº ambiente por 20 minutos y se hacen 2 lavados 

de PBS por 5 minutos. La peroxidasa endógena se bloqueó, exponiendo los tejidos 

a 3% H2O2 por 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. 

La permeabilización de la membrana se realizó con una disolución de Tritón x-100 

al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno. 

Posteriormente, se bloqueó la señal inespecífica, delimitaron el área de las 

muestras previamente con un lápiz de cera, el bloqueo se realizó con H2O2 al 1% + 

albumina al 5%, en PBS durante 30 minutos, seguido de 1 lavado con PBS de 5 

minutos. Se incubó con el anticuerpo primario, para lo cual se utilizó el anticuerpo 

anti-PCNA, adquirido de las compañías PCNA (sc-25280, Santa Cruz 

Biotechnology, INC).  La incubación se realizó durante toda la noche a 4ºC, seguido 

de 2 lavados con PBS cada uno de 5 minutos. La incubación con el anticuerpo 

secundario por 60 m a 37°C (anti-mouse IgG para PCNA, GTX77315, GeneTex). El 

revelado, la detección de las señales inmunohistoquimicas se realizó con 

diaminobenzidina (DAB) por 10 minutos, se removió el excedente con agua 

destilada. La contratinción: con el fin de diferenciar los núcleos marcados con 

productos inmunoreactivos o con hematoxilina; se realizó una tinción con 
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hematoxilina de Harris durante 3 a 5 minutos en cada tejido, posteriormente se 

removió el excedente con agua destilada. Se cubrió con Li2CO3 durante 15 

segundos, posteriormente se removió el excedente con agua destilada. Y una vez 

que las muestras se secaran por completo, se realizó el montaje con EcoMount de 

Biocare Medical y se cubrió con un cubreobjetos. Para el análisis cualitativo de 

células positivas a PCNA se llevó a cabo mediante el paquete de procesamiento de 

imagen ImageJ-win64 [100].   

6.10.4 Determinación de la poli [ADP-ribosa] polimerasa 1 (PARP-1) 

Para determinar si el efecto de inhibición del crecimiento tumoral del peniocerol era 

debido a un efecto apoptótico se realizó el ensayo de inmunohistoquímica de PARP-

1. Las secciones histológicas fueron expuestas a una temperatura de 60ºC por 15-

30 minutos y se rehidrataron por 5 minutos, con las siguientes soluciones: xilol (x2), 

etanol/xilol 50:50, etanol 100%, etanol 96%, etanol 80%, etanol 70%, etanol 50%, 

agua destilada y PBS. La membrana celular fue subsecuentemente permeabilizada 

con una disolución de Tritón x-100 al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados 

con PBS de 5 minutos cada uno. La exposición del antígeno se llevó a cabo 

calentando las muestras hasta ebullición en una solución de citrato de sodio 0.25mM 

a pH. 6.2 por 20 minutos. Después se dejan a Tº ambiente por 20 minutos y se 

hacen 2 lavados de PBS por 5 minutos. La peroxidasa endógena se bloqueó, 

exponiendo los tejidos a 3% H2O2 por 30 minutos, seguido de 2 lavados con PBS 

de 5 minutos cada uno. La permeabilización de la membrana se realizó con una 

disolución de Tritón x-100 al 0.5% durante 30 minutos, seguido de 2 lavados con 

PBS de 5 minutos cada uno. Posteriormente, se bloqueó la señal inespecífica, 

delimitaron el área de las muestras previamente con un lápiz de cera, el bloqueo se 

realizó con H2O2 al 1% + albumina al 5%, en PBS durante 30 minutos, seguido de 1 

lavado con PBS de 5 minutos. Se incubó con el anticuerpo primario, para lo cual se 

utilizó el anticuerpo anti-PARP-1, adquirido de las compañías PARP-1 (anti-mouse 

IgG for PARP-1, GTX77315, GeneTex).  La incubación se realizó durante toda la 

noche a 4ºC, seguido de 2 lavados con PBS cada uno de 5 minutos. La incubación 

con el anticuerpo secundario por 60 m a 37°C (anti-mouse IgG para PARP-1, 
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GTX77315, GeneTex). El revelado, la detección de las señales 

inmunohistoquimicas se realizó con diaminobenzidina (DAB) por 10 minutos, se 

removió el excedente con agua destilada. La contratinción: con el fin de diferenciar 

los núcleos marcados con productos inmunoreactivos o con hematoxilina; se realizó 

una tinción con hematoxilina de Harris durante 3 a 5 minutos en cada tejido, 

posteriormente se removió el excedente con agua destilada. Se cubrió con Li2CO3 

durante 15 segundos, posteriormente se removió el excedente con agua destilada. 

Las muestras secas se colocaron con EcoMount de Biocare Medical y se cubrió con 

un cubreobjetos. Para el análisis cualitativo de células positivas a PCNA se llevó a 

cabo mediante el paquete de procesamiento de imagen ImageJ-win64 [105].   

6.11 Análisis estadístico  

Los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado o sextuplicados. Los datos 

son representados como la media ± desviación estándar (SD) de tres experimentos 

independientes. Las diferencias estadísticas fueron determinadas usando el 

software GrapdPAd Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). Comparación 

entre los tratamientos con peniocerol y los grupos controles fue realizado con la 

prueba t-test unpaired y de ANOVA de dos vías. Una diferencia estadística de 

*P<0.05 fue considerada significativa. 
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VII. RESULTADOS  

7.1 Obtención del peniocerol 

El peniocerol fue aislado a partir del extracto de acetilo de la corteza de la raíz de 

Myrtillocactus geometrizans. El material vegetal pulverizado inicial fue 3.016 kg 

pulverizado, lo que proporciono 203.8531 g de extracto de acetato de etilo y 6.5089 

g de peniocerol. El fitoesterol fue purificado al 99% y su identificación se realizó 

mediante la comparación de del punto de fusión y resonancia magnética nuclear 1H 

y 13C, previamente reportadas por Salazar et al., 2010. El peniocerol puro total 

obtenido fue 6.3419 g.  

7.2 Evaluación de la actividad citotóxica del peniocerol 

Para la evaluación del efecto citotóxico del peniocerol en las líneas de cáncer de 

colon HCT-15, HCT-116, SW-620 y de mamá MDA-MB-231, así como la no 

tumorigénica de mama MCF-10A, se realizó el ensayo de cristal violeta. Las curvas 

de viabilidad celular (%) con respecto a la concentración (µM) del peniocerol en las 

diferentes líneas celulares a 24, 48 y 72 horas fueron graficadas y se determinaron 

las CI50 (Figura 19). La línea celular más susceptible al peniocerol fue la HCT-116 a 

los tres tiempos, en comparación con las otras líneas, por lo que la línea celular 

HCT-116 fue utilizada para los subsecuentes experimentos in vivo. Por otro lado, la 

línea celular menos susceptible al peniocerol fue la no tumorigénica MCF-10A.  
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7.3 Evaluación de la inducción de apoptosis por el peniocerol 

La muerte celular por apoptosis fue evaluada mediante citometría de flujo y 

utilizando la tinción de AV/IP. Las evaluaciones se realizaron en las líneas celulares 

HCT-116 y MDA-MB-231 las cuales fueron incubadas con 20 µM de peniocerol 

durante 48 y 72 horas.  

CI
50 

(µM) 24 horas 

Línea celular 
Tratamiento 

Peniocerol Cisplatino 

HCT-15 48.89±0.95 12.14±0.5 

HCT-116 39.14±0.1 2.87±0.3 

SW-620 47.19±0.31 13.58±0.4 

MDA-MB-231 35.82±0.42 16.87±0.7 

MCF-10A 96.05±5.02 18.37±0.5 

CI50 (µM) 48 horas 

Línea celular 
Tratamiento 

Peniocerol Cisplatino 

HCT-15 34.72±0.4 8.54±0.3 

HCT-116 18.68±0.35 0.87±0.1 

SW-620 23.10±0.18 10.14±0.9 

MDA-MB-231 20.75±0.16 4.03±0.1 

MCF-10A 58.19±2.01 12.37±0.9 

CI50 (µM) 72 horas 

Línea celular 
Tratamiento 

Peniocerol Cisplatino 

HCT-15 23.57±0.19 3.46±0.8 

HCT-116 13.20±0.0.04 0.34±0.05 

SW-620 19.59±0.1 4.32±0.5 

MDA-MB-231 19.97±0.23 1.34±0.9 

MCF-10A 34.57±1.58 9.34±0.7 
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Figura 19 Actividad citotóxica del peniocerol en las líneas celulares de cáncer de colon HCT-15, HCT-

116, SW-620, de mama MDA-MB-231 y no cancerosa MCF-10A. Gráficos de viabilidad celular representados 

en porcentaje con respecto a las concentraciones (µM) ascendentes de peniocerol en diferentes tiempos (24, 

48 y 72 horas), con sus respectivas tablas que muestran la CI50 (µM) en cada línea celular del peniocerol y 

cisplatino como control positivo. Las barras en los gráficos representan la desviación estándar de tres 

experimentos independientes por cuadruplicado y en las tablas se representan los promedios ± DE de tres 

experimentos independientes por cuadruplicado. 

 



Capítulo VII. Resultados 

 
62 

En la Figura 20 se puede observar que, a mayor tiempo de tratamiento de 

peniocerol, mayor es la inducción de apoptosis en las HCT-116 con respecto a las 

células tratadas con vehículo, las células apoptóticas se incrementan después de 

las 72 horas de tratamiento.  

Sin embargo, el análisis citométrico revela que el tratamiento con peniocerol induce 

presencia de células necróticas. Por lo que, considerando las células necróticas y 

apoptóticas, como el porcentaje total de células muertas, las células muertas a las 

48 y 72 horas fueron de 80.05±0.26% y 89.78±0.26%, respectivamente, lo cual 

demuestra que la muerte celular por peniocerol es mayor que la inducida por 

camptotecina el fármaco de referencia. 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células apoptóticas (%) 

Tratamiento 0 h 48 h 72 h 

Vehículo 8.57±0.1%  12.72±0.02%  2.71±0.02%  

Peniocerol 20 µM 8.67±0.3% 67.21±0.24%  72.32±0.04%  

Camptotecina 2 µM 8.53±0.2%  47.33±0.2%  95.53±0.31%  

Figura 20 Inducción de apoptosis por peniocerol en la línea celular HCT-116 a 0, 48 y 72 horas. Los 

ensayos se realizaron mediante citometría de flujo con los marcadores Anexina V/Yoduro de propidio (AV/IP). 

A) Representaciones gráficas de puntos de células HCT-116 tratadas con vehículo, peniocerol 20 µM y 

camptotecina 2 µM. B) Tabla de porcentajes de células en apoptosis inducida por peniocerol. Los números 

representan el promedio de tres experimentos independientes ± DE. 
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En la Figura 21 se puede observar un comportamiento similar al de las HCT-116 en 

las MDA-MB-231 tratadas con peniocerol, a mayor tiempo de exposición del 

compuesto, mayor es la inducción de apoptosis con respecto a las células tratadas 

con vehículo. Las células apoptóticas incrementan de 32.4±3.5% a las 48 horas a 

90.1±1.6% después de las 72 horas de tratamiento. También revela que el 

tratamiento con peniocerol induce necrosis, siendo el porcentaje de células muertas 

a las 48 horas de 62.47±4.12%, por lo que la muerte celular por peniocerol en esta 

línea celular es mayor que la inducida por camptotecina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células apoptóticas (%) 

Tratamiento 0 h 48 h 72 h 

Vehículo 7.61±0.5%  11.55±0.02%  17.12±0.61%  

Peniocerol 20 µM 7.3±0.6% 32.4±3.5%  90.1±1.6%  

Camptotecina 2 µM 8.56±0.7%  47.33±0.2%  87.96±2%  

Figura 21 Inducción de apoptosis por peniocerol en la línea celular MDA-MB-321 a 0, 48 y 72 horas. Los 

ensayos se realizaron mediante citometría de flujo con los marcadores Anexina V/Yoduro de propidio (AV/IP). 

A) Representaciones gráficas de puntos de células HCT-116 tratadas con vehículo, peniocerol 20 µM y 

camptotecina 2 µM. B) Tabla de porcentajes de células en apoptosis inducida por peniocerol. Los números 

representan el promedio de tres experimentos independientes ± DE. 
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7.4 Evaluación de la actividad citotóxica del peniocerol en presencia de un 

antioxidante 

Mediante el ensayo de cristal violeta se evaluó si el efecto citotóxico del peniocerol 

en las líneas celulares HCT-116 y MDA-MB-231 era mayor o menor en combinación 

con un antioxidante. En la Figura 22 se grafica la viabilidad celular (%) con respecto 

a la concentración (µM) ascendente del peniocerol en adición de un antioxidante 

sintético (DTT) o un producto natural (ANDG), las concentraciones de los 

antioxidantes fueron 0.125 mM y 5 µM, respectivamente. Ninguna de las 

concentraciones utilizadas de los antioxidantes mostró actividad citotóxica. En las 

tablas se muestran las CI50 de todos los tratamientos. 

Los resultados muestran que, en presencia del antioxidante, ya sea DTT o ANDG 

el efecto del peniocerol mejora en ambas líneas celulares, caso contrario ocurre con 

el cisplatino que, en adición de un antioxidante, su actividad disminuye. 

7.5 Evaluación de la toxicidad del peniocerol en ratones de la cepa nu/nu 

La dosis letal media (DL50) del peniocerol en ratones nu/nu se determinó utilizando 

la dosis de 125 mg/kg y 62.5 mg/kg. Tomando en cuenta la fórmula matemática de 

Chinedu et al, 2013 en la cual se calcula la DL50 mediante el producto de la suma 

de la dosis que le causó la muerte a por lo menos un ratón del grupo más la dosis 

que no le quitó la vida a ningún ratón. Los datos experimentales indicaron una DL50 

de 93.75 mg/kg para el peniocerol en ratones nu/nu. 

El peniocerol a dosis mayores de 93.75 mg/kg es tóxico, como se puede observar 

en la Tabla 13. Tomando en cuenta lo anterior se buscó las dosis que no 

ocasionaran ningún daño tóxico en los ratones, en los esquemas de administración 

que serían posteriormente utilizados en los modelos de xenotrasplantes.  
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Tratamiento 
CI

50 
(µM) 

Sin antioxidante + DTT + ANDG 

Peniocerol 20.75±0.16 15.51±0.49**** 16.18±0.27**** 

Cisplatino 1.24±0.04 4.03±0.1**** 5.0±0.038**** 

Tratamiento 
CI

50 
(µM) 

Sin antioxidante + DTT + ANDG 

Peniocerol 18.68±0.35 15.70±0.15**** 12.27±0.85**** 

Cisplatino 0.87±0.1 3.39±0.03***** 3.98±0.03**** 

Figura 22 Actividad citotóxica mejorada del peniocerol en adición de un antioxidante (DTT o ANDG) en 

líneas celulares de cáncer. A) HCT-116 y B) MDA-MB-231. Gráficas de la viabilidad celular representada en 

porcentaje con respecto a las concentraciones ascendentes de peniocerol o cisplatino en µM, con sus 

respectivas tablas que muestran las CI50 de cada tratamiento. Las barras en las gráficas representan la 

desviación estándar de 3 experimentos independientes por cuadruplicado y en las tablas se representan los 

promedios ± desviación estándar de 3 experimentos independientes por cuadruplicado. Los datos fueron 

analizados y comparados contra el tratamiento sin antioxidante ****p<0.0001 (t test). 

Tratamiento Síntomas de toxicidad 

Vehículo No existió cambio en el comportamiento, ni en el peso de los ratones. 

125 mg/kg 

Cambio de comportamiento a los 5 minutos después de la administración. 
A las 3 horas: diarrea y letargo. 
Antes de 24 horas: muerte de tres ratones. 
Antes de las 48 horas: muerte de los otros dos ratones. 

62.5 mg/kg 

No ocasionó la muerte de ningún ratón. 
Cambio en su comportamiento. 
A las 5 horas: diarrea. 
Al término del experimento se observó la recuperación del peso de los ratones. 

Tabla 13 Síntomas de toxicidad del peniocerol en ratones de la cepa nu/nu con una dosis. 
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Considerando que la dosis de 62.5 mg/kg de peniocerol fue la mayor dosis de este 

esterol que no fue tóxica, entonces se decidió utilizar la dosis de 30 mg/kg, 

aproximadamente 50% de la dosis de 62.5 mg/kg. También se utilizó la dosis de 15 

mg/kg. Primero se evaluó el peso corporal de los ratones. En la Figura 23A se 

muestran los gráficos de los pesos corporales (g) con respecto al tiempo, se puede 

observar que no hay diferencia estadística significativa en los pesos de los ratones 

que fueron tratados con peniocerol a 30 y 15 mg/kg una vez a la semana durante 

21 días, con respecto al vehículo. En contraste la administración de cisplatino 

produjo un decremento significativo en el peso corporal de los ratones comparado 

con el control (p<0.0001). El peso de los ratones tratados con cisplatino se redujo 

en un 42%, lo que sugiere un efecto tóxico inducido por el cisplatino. La 

administración de 15 mg/kg de peniocerol tres veces a la semana durante 21 días, 

tampoco produce cambios en el peso corporal de los animales comparado con el 

control negativo. Por el contrario, cisplatino administrado en una dosis más baja de 

2 mg/kg, induce decremento significativo del peso corporal comparado con el control 

negativo (p<0.0001). 

El daño potencial del peniocerol fue analizado en la salud del ratón, mediante un 

análisis bioquímico de sangre, incluyendo glucosa, hemoglobina, urea, creatinina, 

alanina transferasa y alanina transferasa y un conteo celular incluyendo leucocitos, 

linfocitos y eritrocitos. Los resultados son mostrados en la Figura 23B. El análisis 

revela que el peniocerol a esas dosis no produce ningún cambio en los 

componentes bioquímicos y celulares de la sangre comparado con los ratones que 

recibieron el vehículo. De manera contrastante, la administración de cisplatino 

resultó en un decremento significativo en leucocitos, linfocitos y hemoglobina 

(p<0.05) y un incremento en la concentración de enzimas del hígado alanina 

transferasa y aspartato transferasa (p<0.05). Estos resultados sugieren que el 

peniocerol (15 mg/kg y 30 mg/kg) no presenta toxicidad y que los ratones sanos lo 

toleran bien.   
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Análisis sistémico del peniocerol en ratones nu/nu 

Análisis bioquímico Referencia [110] Vehículo 

Cisplatino Peniocerol 

4 mg/kg 
2 mg/kg 

3 veces/semana 
15 mg/kg 30 mg/kg 

15 mg/kg 
3 veces/semana 

Leucocitos (x109/L) 3.2 - 7.0 4.57 ± 0.5 2.06 ± 0.12* 1.61 ± 0.23* 3.77 ± 0.25 3.6 ± 0.56 3.23 ± 0.23 

Linfocitos (x109/L) 3.16 - 7.8 3.17 ± 0.65 0.52 ± 0.04* 0.52 ± 0.08* 3.58 ± 0.39 3.37 ± 0.25 3.57 ± 0.21 

Eritrocitos (x1012/L) 7.1 - 10.2 7.17 ± 1.04 7.37 ± 0.46 7.14 ± 0.26 7.43 ± 0.45 7.23 ± 0.85 7.63 ± 0.32 

Hemoglobina (g/L) 149 -170 
152.33 ± 

10.5 
115.33 ± 

1.53 
113.33 ± 1.53 155 ± 13 151 ± 14.73 153 ± 8.54 

Glucosa (mmol/L) 6.6 - 8.5 7.6 ± 1.39 8.56 ± 0.15 7.83 ± 0.45 7.93 ± 0.40 8 ± 0.8 8.17 ± 0.49 

Urea (mmol/L) 2.6 - 3.5 3.07 ± 0.67 7.57 ± 0.4 9.06 ± 0.45 2.53 ± 0.25 2.83 ± 0.61 3.33 ± 0.15 

Creatinina (mmol/L) 8.8 - 26.5 
24.33 ± 

2.08 
29.06 ± 1.9 43.33 ± 0.68* 

23.33 ± 
2.52 

24.33 ± 
2.08 

25 ± 3 

Alanina transferasa (U/L) 46 - 55 
52.33 ± 

2.52 
62.89 ± 1.21* 75.06 ± 1.68* 49 ± 4.58 

48.33 ± 
3.21 

51.67 ± 0.58 

Aspartato transferasa 
(U/L) 

85 - 101 
92.33 ± 

2.52 
151.25 ± 

1.35 
197.32 ± 1.18* 96 ± 2 

94.67 ± 
2.51 

93.67 ± 1.53 

Figura 23 Toxicidad del peniocerol evaluada en ratones de la cepa nu/nu. Esquema de tratamiento: una 

vez por semana durante tres semanas, las administraciones se realizaron los días 0, 7 y 14. En el esquema de 

tres veces por semana durante tres semanas, se realizaron administraciones, los días 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16 y 

18. En ambos esquemas, los animales fueron sacrificados el día 21. A) Gráficos de toxicidad: una vez una 

semana durante tres semanas, dosis de 30 mg/kg y 15 mg/kg de peniocerol, 4 mg/kg de cisplatino y aceite de 

sésamo + DMSO 5% como vehículo; tres veces a la semana durante tres semanas, dosis de 15 mg/kg de 

peniocerol, 2 mg/kg de cisplatino y aceite de sésamo + DMSO al 5% como vehículo. El peso de los ratones se 

monitoreo tres veces por semana durante tres semanas. Las flechas indican los dias de administración. Los 

resultados mostrados son la media ± desviación estándar de la monitorización de tres ratones. La diferencia 

significativa **** p <0,0001 se comparó con el control negativo (prueba t). C) Tabla de análisis sistémico de 

peniocerol en ratones administrados una vez por semana y tres veces por semana durante tres semanas. Los 

datos mostrados son los valores medios ± DE de tres ratones por grupo. Diferencia significativa * p <0.05 en 

comparación con el vehículo (prueba t). 

7.6 Evaluación de la actividad antitumoral del peniocerol 

7.6.1 Tratamiento una vez a la semana por tres semanas 

Para la prueba del efecto potencial del peniocerol en el crecimiento tumoral in vivo, 

se estableció un modelo en ratones usando la línea celular HCT-116, debido a que 

esta línea fue la más sensible al compuesto, en comparación con las otras líneas 
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de colon y mama. Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 50 mm3 los 

ratones fueron tratados con dosis de peniocerol, cisplatino o con vehículo. Como se 

puede ver en la Figura 23A, ambas concentraciones de peniocerol inhibieron 

significativamente (p <0.01) del volumen tumoral al final del experimento. En la 

Figura 23B se puede observar la diferencia en el tamaño de los tumores. Como se 

esperaba, el tratamiento con cisplatino fue el que mejor efecto inhibitorio 

significantivo del volumen tumoral (p <0.0001). Finalizado el experimento los 

tumores fueron removidos y pesados. Los resultados presentados en la Figura 23C 

demuestran que peniocerol indujo una reducción en el peso tumoral de 75.2% a 

76.4% cuando fueron administradas las dosis de 30 mg/kg y 15 mg/kg, 

respectivamente, comparado con el peso de los tratados con vehículo. 

7.6.2 Tratamiento tres veces a la semana por tres semanas 

Nuestros resultados sugieren que el peniocerol tiene un efecto antitumoral 

significante en los ratones, así que se decidió investigar si un incremento en la 

frecuencia de dosis podría producir un mayor efecto. Los resultados muestran que 

la administración de nueve dosis de 15 mg/kg de peniocerol induce una significante 

inhibición en el volumen tumoral comparado con las dosis anteriores (p<0.05) 

(Figura 25A). Sin embargo, no se alcanzó los niveles de inhibición producida por los 

tratamientos con cisplatino (Figura 25B, C). 
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Peso tumoral 

Tratamiento Gramos ± DE 

Vehículo 4.35±0.37 

Peniocerol 30 mg/kg 1.08±0.24**** 

Peniocerol 15 mg/kg 1.03±0.26**** 

Cisplatino 4 mg/kg 0.24±0.11**** 

Figura 24 Actividad antitumoral de peniocerol evaluada en ratones de la cepa nu/nu. Esquema de 

tratamiento: una vez por semana durante tres semanas. El tratamiento comenzó cuando los tumores 

alcanzaron un volumen aproximado de 50 mm3, en los días 0, 7 y 14. Los animales fueron sacrificados el día 21. 

A) Gráficos de actividad antitumoral. Grupos de seis ratones nu/nu fueron inoculados con 1.5 x 106 células HCT-

116 y tratados una vez por semana durante tres semanas con 30 mg/kg y 15 mg/kg de peniocerol, 4 mg/kg de 

cisplatino y aceite de sésamo + 5% DMSO como vehículo, los días 0, 7 y 14 (flechas). Los tumores se midieron 

tres veces por semana. Las barras indican la DE de la media **p<0.01, ***p<0.001 y ****p<0.0001 en comparación 

con el vehículo (ANOVA y prueba t). B) Fotografías de los tumores al final del experimento. C) Tabla de pesos 

tumorales ± DE. 
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Peso tumoral 

Tratamiento Gramos±DE 

Control negativo 4.34±0.48 

Peniocerol 15 mg/kg 0.78±0.12**** 

Cisplatino 2 mg/kg 0.23±0.10**** 

Figura 25 Evaluación de la actividad antitumoral del peniocerol en ratones de la cepa nu/nu. Esquema 

de tratamiento: tres veces por semana durante tres semanas. se realizaron un total de nueve 

administraciones, cuando el tumor alcanzó un volumen aproximado de 50 mm3, en los días 0, 2, 4, 7, 9, 11, 

14, 16 y 18. Los animales fueron sacrificados el día 21. A) Gráfico de actividad antitumoral. Grupos de seis 

ratones nu/nu inoculados con 1.5 x 106 células HCT-116 fueron tratados tres veces por semana durante tres 

semanas, las dosis probadas fueron 30 mg/kg y 15 mg/kg de peniocerol, 2 mg/kg de cisplatino y se usó como 

control negativo el vehículo (aceite de sésamo + 5% DMSO). El tamaño de los tumores se midió tres veces 

por semana. Las barras indican la desviación estándar de la media ** p <0.01, *** p <0.001 y **** p <0.0001 

en comparación con el vehículo (prueba ANOVA y t). B) Fotografías de los tumores al final del experimento. 

C) Tabla de pesos tumorales ± DE al final del experimento. 

 

C o n c e n tr a c ió n  ( M )

V
o

lu
m

e
n

 t
u

m
o

r
a

l 
(m

m
3
)

0 7 1 4 2 1

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0 V e h íc u lo  3  v e c e s /s e m a n a

C is p la tin o  2  m g /k g  3  v e c e s /s e m a n a

P e n io c e ro l 1 5  m g /k g  1  v e z /s e m a n a

P e n io c e ro l 1 5  m g /k g  3  v e c e s /s e m a n a

* *

* * * * *

Vehículo Peniocerol 15 mg/kg Cisplatino 2 mg/kg 

A 

B 

C 



Capítulo VII. Resultados 

 
71 

7.7 Análisis inmunohistológico de los tumores 

Los cortes histológicos fueron obtenidos de los tumores diseccionados de los 

ratones una vez finalizado el modelo de xenotrasplante.  En el ensayo de H-E se 

mostró una modificación en la morfología celular que puede ser observado por su 

forma amorfa y condensada en las muestras de tumor que fueron tratados con 

peniocerol (30 mg/kg y 15 mg/kg, una vez a la semana y 15 mg/kg tres veces a la 

semana), comparado con el tratado con vehículo (Figura 26A). 

Para explorar el efecto del peniocerol en las características morfológicas del núcleo 

celular del tejido se hizo una tinción con DAPI. Como se puede ver en la Figura 26B, 

el núcleo presentó condensación o fragmentación, lo cual es un indicador de 

apoptosis. Estos cambios se observaron, principalmente en el tratamiento con 30 

mg/kg (Figura 26B). 

Para determinar si el tratamiento con peniocerol era capaz de inhibir la proliferación 

celular, los cortes histológicos fueron incubados con un anticuerpo anti-PCNA 

(Figura 26C). Los resultados de la inmunotinción específica indican que ambas 

dosis 30 mg/kg y 15 mg/kg una vez a la semana y 15 mg/kg tres veces a la semana 

de peniocerol, inhiben la proliferación celular, en comparación del grupo que solo 

recibió vehículo (p<0.0001). En las dosis de 30 mg/kg y 15 mg/kg administrados una 

vez a la semana, un porcentaje de 150.07±17.14 y 143.1±34 de células marcadas 

fueron detectadas respectivamente; mientras que la dosis de 15 mg/kg administrada 

tres veces a la semana, 95.57±18.85 células fueron marcadas, comparado con el 

tratamiento con vehículo que fue de 328.3±64.07 de células marcadas (Figura 27C). 

Finalmente, para la determinación de la muerte celular por apoptosis, los cortes de 

los tejidos fueron expuestos a la inmunotinción con anti-PARP-1 (Figura 26D). Los 

resultados indican que la administración de peniocerol induce apoptosis mediante 

la escisión de PARP-1, ya que todos los tratamientos con este fitoesterol en 

comparación con el vehículo presentan una disminución significativa (p<0.0001) en 

la cuantificación de PARP-1 en el núcleo, así como también un aumento significativo 

(p<0.0001) en la cuantificación de PARP-1 escindido en el citoplasma (Figura 27B). 
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Vehículo 
Peniocerol 15 mg/kg 

Una vez a la semana 

Peniocerol 15 mg/kg  

Tres veces a la semana 

Peniocerol 30 mg/kg 

Una vez a la semana 

Cisplatino 4 mg/kg  

Una vez a la semana 
Cisplatino 2 mg/kg  

Tres veces a la semana 

A 

H-E 

DAPI 

B 

PCNA 

C 

PARP-1 

D 

Figura 26 Efecto antiproliferativo y apoptótico del peniocerol determinado mediante fotomicrografías de tejidos obtenidas de tumores xentrasplantados 

con células HCT-116. Los tejidos fueron teñidos con: A) Hematoxilina-eosina (HE) (las flechas negras indican forma condensada y amorfa de las células). B) 4', 6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI) (las flechas blancas indican condensación y fragmentación de los núcleos). C) Inmunotinción específica para el antígeno nuclear de 

células en proliferación (PCNA) (las marcas marrones muestran las células positivas para PCNA). D) Inmunotinción específica para poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 

(PARP-1) (núcleo marrón) y PARP-1 escindido (citoplasma marrón).  El texto en la parte superior indica el tratamiento para cada grupo experimental. La adquisición 

de las imágenes se realizó a 20x en la escala microscópica en el software de captura Q capture pro 5 QImaging. 
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Figura 27 Efecto antiproliferativo y apoptótico del peniocerol determinado mediante la cuantificación de 

marcadores moleculares. A) Efecto antiproliferativo del peniocerol sobre el marcador de proliferación celular 

PCNA en los tejidos de tumores xenotrasplantados con células HCT-116. B) Efecto de muerte celular apoptótica 

del peniocerol sobre el marcador PARP-1 y el marcador PARP-1 escindido en los tejidos de tumores 

xenotrasplantados con células HCT-116. Las barras representan el promedio de células positivas ± desviación 

estándar de tres tejidos analizados por cada grupo experimental. Los datos fueron analizados y comparados 

con el control negativo **** p <0,0001 (prueba t).
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VIII. DISCUSIÓN 

El Instituto Nacional del Cáncer de Estados Unidos (NCI, USA), ha definido cierta 

actividad antineoplásica mínima para seleccionar compuestos potenciales 

anticancerosos a partir de productos naturales. Aunque no es una regla formal, son 

considerados activos cuando presentan una DE50 ≤ 4 µg/mL [101, 102]. Bajo esta 

premisa, muchos compuestos de origen natural podrían ser considerados inactivos. 

Sin embargo, parece existir una probable relación entre las propiedades 

antiinflamatorias de los metabolitos secundarios y sus efectos antitumorales in vivo, 

como algunos fitoesteroles y triterpenos antiinflamatorios lo han mostrado [62, 65, 

66, 67, 68, 69, 73, 78, 81].  

En estudios previos, nuestro grupo indico la potente actividad antiinflamatoria del 

peniocerol y su modesta actividad citotóxica contra diversas líneas celulares de 

cáncer humano in vitro [14, 15]. Tomando en cuenta la posible relación entre 

compuestos antiinflamatorios y su posible actividad antitumoral in vivo, en este 

trabajo se propuso la evaluación de la actividad antitumoral del peniocerol en 

modelo de xenotrasplante en ratón. 

Para elegir la línea de cáncer más adecuada para los estudios in vivo se realizaron 

evaluaciones con varias líneas de cáncer humano. Así, el peniocerol mostró 

actividad citotóxica en cuatro líneas celulares de cáncer (HCT-15, HCT-116, SW-

620 y MDA-MB-231). Sin embargo, la línea más susceptible fue la HCT-116, por lo 

que se eligió para los experimentos subsecuentes (Figura 19). En estudios 

anteriores, habíamos demostrado que el peniocerol podría desencadenar las vías 

apoptóticas tanto dependientes como independientes de caspasa [108]. En el 

presente estudio se demostró, por citometría de flujo, el porcentaje de apoptosis 

inducida in vitro por el peniocerol en las líneas HCT-116 y MDA-MB-231 (Figura 20 

y 21).  

En la búsqueda de un mecanismo de muerte celular mediado por la perturbación de 

la membrana mitocondrial, como lo hacen triterpenos estructuralmente parecidos a 

este fitoesterol, un resultado no esperado fue el aumento de la actividad 
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antiproliferativa in vitro del peniocerol cuando fue evaluado en presencia de 

antioxidantes (Figura 22). Este resultado es un poco sorprendente ya que 

previamente habíamos detectado la actividad del peniocerol en la mitocondria 

iniciando de esta manera el proceso de apoptosis [108]. Se ha postulado que en 

este proceso de apoptosis están involucradas especies reactivas de oxígeno. Por lo 

tanto, el incremento de la actividad del peniocerol en un ambiente reductor indicaría 

posiblemente un nuevo mecanismo de acción de este fitoesterol. Indiscutiblemente 

nuestro resultado es preliminar, sin embargo, abre una nueva línea de investigación. 

Dado que se decidió evaluar la actividad antitumoral en ratones nu/nu, por lo tanto, 

se evaluó previamente la toxicidad del peniocerol en esta cepa. Nuestros resultados 

mostraron que a dosis de 15 o 30 mg/kg de peniocerol bajo la administración de tres 

o una vez por semana, no tuvo modificación significativa en el peso corporal en 

comparación con aquellos animales que solamente se les administró el vehículo. 

Por otro lado, el grupo cisplatino mostró hasta el 42% de la pérdida de peso corporal 

(Figura 23). 

Adicionalmente, a los grupos de ratones tratados con peniocerol se les realizó un 

análisis bioquímico de sangre.  El análisis reveló que el peniocerol no produjo ningún 

cambio en los componentes bioquímicos y celulares de la sangre en comparación 

con los observados en ratones que solo recibieron vehículo. Este análisis también 

reafirma la toxicidad tan intensa que el cisplatino induce en ratones. Por ejemplo, la 

administración de cisplatino dio como resultado un aumento significativo de alanina 

y aspartato transferasa, así como la disminución de hemoglobina, linfocitos y 

leucocitos. Estos resultados mostraron que a pesar de que ambos compuestos 

mostraron una actividad antitumoral similar, no obstante, cuando se administran tres 

veces a la semana, la toxicidad del cisplatino es bastante más intensa que la 

inducida por el peniocerol (Figura 23A). Adicionalmente, estos hallazgos indicaron 

que una mayor frecuencia de administración del peniocerol, pero a una dosis menor 

mejora su actividad antitumoral (Figura 24 y 25). Resultados que podrían sugerir 

que la frecuencia de administración es más significativa que la dosis.  
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Las propiedades antitumorales del peniocerol están de acuerdo con otros resultados 

para este tipo de compuestos. Varios estudios han demostrado que la ingesta de 

fitoesteroles reduce el riesgo de padecer diversos tipos de cáncer. En estudios 

experimentales in vivo de neoplasias de ovario, mama, colon y otros, se observó 

que el consumo de β-sitosterol o fitoesteroles mixtos en la dieta, reducía el número 

de animales con tumores o el tamaño de estos [60, 62, 66, 67, 69]. Adicionalmente, 

en estudios epidemiológicos, la ingesta de β-sitosterol y estigmasterol se asoció con 

un menor riesgos de cáncer de esófago [54] y de ovario [55], respectivamente. 

Además, se ha informado que las poblaciones femeninas que presentan un riesgo 

mínimo de cáncer de seno tienen un mayor consumo de fitoesteroles en la dieta 

comparadas con aquellas que presentan alto riesgo [57]. 

Nuestros hallazgos muestran que la inhibición del crecimiento tumoral de peniocerol 

está relacionada con un efecto anti proliferativo y de inducción de apoptosis. El 

marcador celular antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) se usa en 

clínicas como herramienta de diagnóstico y pronóstico de la proliferación celular 

[100]. La disminución significativa en la expresión de PCNA en las muestras 

tumorales tratadas con el peniocerol indica una acción antiproliferativa inducida por 

este esterol (Figuras 26C y 27A). Por otro lado, PARP-1 es una enzima nuclear 

abundante y ubicua relacionada con la reparación del ADN [101]. Su sobreexpresión 

está relacionada con el desarrollo de algunos tipos de cáncer. Por lo tanto, la 

inhibición de PARP-1 inhibe selectivamente varios tipos de células tumorigénicas 

[102]. En nuestro caso el peniocerol indujo una disminución significativa de PARP-

1 en el núcleo y un aumento significativo de PARP-1 escindido en el citoplasma 

indicando una muerte celular por apoptosis (Figura 26D y 27B). 

Por último, en la Figura 28 se ilustran y resumen los efectos del peniocerol 

relacionadas con su actividad antitumoral realizados por nuestro grupo de 

investigación. 
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Figura 28 Esquema representativo de los efectos antiinflamatorio in vivo, antiproliferativo in vitro, 

inducción de apoptosis, arresto del ciclo celular del peniocerol relacionados con su actividad 

antitumoral in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo X. Perspectivas 

 
78 

IX. CONCLUSIÓN 

Nuestros resultados indican que el peniocerol y el cisplatino muestran resultados 

similares cuando se evaluaron en las mismas condiciones en un ensayo de 

xenotrasplante con células HCT-116 de colon. Sin embargo, se sugiere que el 

peniocerol no induce una toxicidad tan intensa como el cisplatino. De hecho, un 

análisis de bioquímica sanguínea demostró que los valores de los grupos control y 

de aquellos tratados con peniocerol no mostraron diferencias.  

Así mismo demostramos que la administración de peniocerol con una frecuencia 

más alta, pero con una dosis más baja proporciona un mayor efecto terapéutico, lo 

que sugiere la posibilidad de desarrollar un medicamento contra el cáncer a partir 

de este fitoesterol.
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X.  PERSPECTIVAS   

La actividad antitumoral interesante del peniocerol en esta investigación, nos 

permite proponer que en posteriores estudios este fitoesterol puede ser utilizado en 

combinación con el cisplatino, el cual tuvo mejor efecto antitumoral, esta 

combinación podría ser en dos esquemas de tratamiento, es decir, a la par del 

tratamiento con cisplatino o podría ser un tratamiento previo con el fitoesterol y 

posteriormente el tratamiento con cisplatino, con la finalidad de disminuir los efectos 

tóxicos de este último. Por otra parte, en el estudio in vitro en el que el peniocerol 

en combinación con antioxidantes, el efecto antiproliferativo mejora, nos permite 

sugerir que podría realizarse in vivo, con la finalidad de tener un mayor efecto 

antitumoral. Y finalmente, en estudios previos el peniocerol demostró un efecto 

antiinflamatorio in vivo interesante, el cual considero debería ser estudiado el 

mecanismo de acción. 
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XII. ANEXOS 

11.1 Otros experimentos 

A lo largo de este trabajo de investigación, también se realizaron otros 

experimentos, en la búsqueda de la mejora del efecto citotóxico del peniocerol con 

la modificación estructural, además del mecanismo de acción del fitoesterol y la 

evaluación de la toxicidad en otra cepa de ratones, por lo que se plantearon los 

siguientes objetivos específicos:  

11.1.1 Objetivos específicos: 

Modificar estructuralmente el peniocerol mediante una reacción de acetilación. 

Evaluar la actividad citotóxica del peniocerol diacetilado en líneas celulares de 

cáncer de colon (HCT-116 y SW-620), de mama (MDA-MB-231) y no tumorigénica 

de mama humano (MCF-10A).  

Evaluar la inducción de senescencia del peniocerol en la línea celular HCT-116 

mediante el ensayo de β-galactosidasa. 

Determinar la DL50 en ratones de la cepa CD1. 

 

La metodología y los resultados se muestran a continuación: 

11.1.2 Modificación estructural del peniocerol a peniocerol diacetilado 

Se pesaron 50 mg de Peniocerol y se colocaron en un matraz balón de 100 ml. El 

Peniocerol se disolvió con 5 ml (0.06 mol) de piridina mediante agitación constante. 

Una vez disuelto en la piridina, se adicionaron 5 ml de anhídrido acético (0.05 mol) 

por las paredes del matraz conservando la agitación. Se colocó un refrigerante 

sobre el matraz de la reacción y se mantuvo la reacción a temperatura ambiente y 

con agitación durante 15 horas. 

Una vez transcurridas las 15 horas, se adicionó hielo sobre el matraz de reacción 

directamente hasta obtener la solución acuosa. La fase orgánica fue extraída con 

acetato de etilo (3 x 10 ml) y cada una de las fases orgánicas se colectaron en un 
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matraz Erlenmeyer de 250 ml. La fase orgánica fue lavada con una solución de HCl 

al 10% (3x10 ml) y finalmente un último lavado con agua destilada (2 x 10 ml). 

La fracción orgánica fue secada con Na2SO4 anhidro, y filtrada en un matraz balón 

de 250 ml. El disolvente fue retirado mediante el rotavapor y el producto resultante 

fue recristalizado con metanol destilado, el cual fue filtrado sobre una capa de celita 

para obtener el compuesto puro como un polvo blanco cristalino (Figura 29). 

 

Figura 29 Esquema de la metodología para la obtención del peniocerol diacetilado. 

11.1.3 Obtención del peniocerol diacetilado 

Se obtuvo el peniocerol diacetilado a partir de la reacción de acetilación del 

peniocerol (Figura 30). 

 

Figura 30 Reacción de acetilación del peniocerol. 

El peniocerol diacetilado fue corroborado mediante espectroscopía de resonancia 

magnética nuclear de protón (1H) en donde podemos observar la aparición de los 

dos grupos CH3 pertenecientes a los acetilos y las dos señales en carbono-13, 

correspondientes a cada uno de los acetilos (Figura 31). 
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Figura 31 Comparación para la determinación del peniocerol diacetilado mediante espectroscopía de 
resonancia magnética nuclear de protón (1H) 

 

11.1.4 Evaluación de la actividad citotóxica del peniocerol diacetilado 

La actividad citotóxica del peniocerol diacetilado se evaluó mediante el ensayo de 

cristal violeta. Las células de cáncer de colon (HCT-15, HCT-116 y SW-620), de 

cáncer de mama (MDA-MB-231), y las no tumorigénicas de mama humano (MCF-

10A) fueron sembradas en placas de 48 pozos con una densidad de 4x104 células 

por cm2 en su respectivo medio. Las células fueron incubadas por 24 horas en una 

atmosfera de 5% de CO2 y 95% de humedad a 37°C. Posterior a las 24 horas las 

células fueron tratadas con concentraciones seriadas de 80, 40, 20 y 10 µM de 

peniocerol. 

La viabilidad celular se evaluó a las 48 horas después del tratamiento con los 

compuestos. Después de la incubación con los diferentes tratamientos, las células 
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adheridas a los pozos fueron fijadas con DMEM/F12, SFB 2% y glutaraldehído 1.1% 

por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a las células se les retiró 

el medio de fijación, se dejaron secar, fueron teñidas con 200 µL de cristal violeta 

por 15 minutos, se retiró el cristal violeta y finalmente la proteína teñida fue 

solubilizada con 500 µL de ácido acético al 10 %. 

Los valores de densidad óptica fueron obtenidos en un lector de microplacas a una 

longitud de onda de 595 nm. Una curva dosis respuesta fue graficada para cada 

compuesto y la IC50 fue estimada usando el programa estadístico Excel mediante 

una regresión lineal.  

11.1.5 Resultados de la actividad citotóxica del peniocerol diacetilado 

El peniocerol diacetilado no presentó actividad citotóxica a ninguna concentración 

(10, 20, 40 y 80 µM) a las 48 horas, en las diferentes líneas celulares de cáncer 

humano evaluadas. En la Figura 32, se muestra que la concentración máxima 

evaluada (80 µM) no presentó diferencia significativa con respecto al control celular. 

 

Figura 32 Citotoxicidad nula del peniocerol diacetilado en diferentes líneas celulares de cáncer humano. 

11.1.6 Evaluación de la inducción de senescencia  

La evaluación de la inducción del peniocerol se llevó a cabo mediante la 

tinción citoquímica de SA-β-galactosidasa. Las líneas celulares anteriormente 

mencionadas fueron sembradas en placas de 24 pozos, con 2 mil células por pozo, 
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se incubaron con 2.5 μM de peniocerol a 24, 48 y 72 h. Se realizó la tinción 

citoquímica con SA-β-Galactosidasa Staining Kit, utilizando las instrucciones del 

mismo, al término de los respectivos tiempos de incubación se retiró 

cuidadosamente el medio de las células y se lavaron con 500 µL de PBS, después 

se añadió solución fijadora al 1x por 15 minutos, transcurrido el tiempo se lavaron 

nuevamente con PBS dos veces, la placa fue incubada a 37ºC por 14 horas sin CO2 

y se añadió la solución de mantenimiento al 1x,  previamente ajustada a un pH de 

6.0. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, el conteo celular se 

realizó mediante un microscopio de campo claro Nikon T-MSF. Las células teñidas 

de azul son las que resultaron positivas para SA-B-Galactosidasa y se determinó el 

porcentaje de células senescentes contando tanto las células teñidas como las 

teñidas por campo, teniendo en cuenta contabilizar aproximadamente 300 células 

por 10 campos de cada muestra.  

Y los resultados mostraron que la modificación estructural del peniocerol, es decir, 

el peniocerol diacetilado, no presenta actividad citotóxica en las líneas celulares de 

cáncer humano evaluadas. Así como tampoco, su mecanismo de acción es por 

senescencia. 

11.1.7 Resultados de inducción de senescencia 

El peniocerol no induce senescencia a la concentración de 2.5 µM, en la línea 

células HCT-116, en un tiempo de incubación de 24, 48 y 72 horas, debido a que 

no presenta diferencia estadística significativa en comparación con el control 

negativo (Figura 33). 
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11.1.8 Determinación de la DL50 en ratones de la cepa CD1 

La dosis letal media se determinó mediante la evaluación de las dosis de 175 y 55 

mg/kg, se utilizó la fórmula DL50 = (M0 + M1)/2 donde M0 es la dosis que no causa 

muerte en ningún ratón del grupo y M1 es la dosis que causa la muerte de al menos 

un ratón del grupo [92]. El peso y conducta de los ratones fueron monitoreados cada 

tercer día, durante el tratamiento. Los ratones fueron sacrificados el día 21 de la 

evaluación.  

Células senescentes (%) ± DE 

Tratamiento/Tiempo (h) 24 48 72 

Control negativo 0.14±0.1 0.76±0.1 12.2±2.9 

Peniocerol 0±0 0.41±0.3 12.5±1.5 

Control negativo 
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Figura 33 Inducción de senescencia nula del peniocerol. A) Fotomicrografías del peniocerol a las 24, 48 y 72 horas de 

evaluación en comparación con el control negativo. B) Gráfica del porcentaje de células senescentes inducidas por el 

peniocerol con respeto al tiempo (24, 48 y 72 horas), en comparación con el control negativo. C) Tabla de los resultados de 

las células senescentes (%). Los resultados representan la media ± DE de tres experimentos independientes. 
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11.1.9 Resultado de la determinación de la DL50 en ratones de la cepa CD1 

La dosis de 175 mg/kg fue tan tóxica que mató a todos los ratones administrados 

con peniocerol, mientras que la dosis de 55 mg/kg no presentó signos de toxicidad 

a simple vista, en la Tabla 14 se describen los efectos de toxicidad que fueron 

observados.  La dosis letal media del peniocerol en ratones de la cepa CD1 fue de 

115 mg/kg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamiento Síntomas de toxicidad 

Vehículo No existió cambio en el comportamiento, ni en el peso. 

Peniocerol  
175 mg/kg 

20 min: cambio de comportamiento, letargo, piloerección, ojos casi cerrados. 
40 min: espasmos musculares, respiración agitada, temblor. 
24 horas: 2 ratones murieron y los vivos no recuperaron peso y hay presencia de piloerección. 
48 horas: los 3 ratones restantes murieron. 

Peniocerol 
55 mg/kg 

No ocasionó la muerte de ningún ratón. 
No hubo cambio en su comportamiento. 
No presentaron signos de toxicidad 

Tabla 14 Síntomas de toxicidad del peniocerol en ratones de la cepa CD1 a una dosis. 
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Couder-García, B.C., Jacobo-Herrera, N.J., Zentella-Dehesa, A., Rocha-Zavaleta, L., 

Tavarez-Santamaría, Z., & Martínez-Vázquez, M. (2019). The Phytosterol Peniocerol 

Inhibits Cell Proliferation and Tumor Growth in a Colon Cancer Xenograft Model. Front. 
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