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1. Antecedentes 
 

1.1. Cáncer 
 
El cáncer engloba a un conjunto de enfermedades relacionadas con división 

descontrolada de células anormales que crecen e invaden las células sanas del 

cuerpo. Esta enfermedad es causada por cambios en los genes que controlan 

principalmente la forma en la que crecen y se dividen. Estos procesos, al verse 

alterados, favorecen el crecimiento descontrolado de las mismas, lo que concluye 

en la formación de una neoplasia (tumor) [1,2]. Una neoplasia es una masa de 

tejido que no posee función fisiológica y puede ser inofensiva o maligna [3,4]. En la 

Figura 1, se ilustra el proceso de aparición de un tumor maligno: una célula sana 

sufre un daño en un oncogene y/o en un gen supresor tumoral que la lleva a 

convertirse en una célula mutada y con ello en una célula cancerosa, de manera 

que comienza su reproducción descontrolada hasta que la acumulación de éstas 

genera la formación del tumor. 

 
 

 
Figura 1. Formación de un tumor sólido [2,5]. El proceso va desde tener una célula sana, 

la cual sufre un daño en su ADN que resulta en una mutación con la que adquiere la 
capacidad de dividirse descontroladamente a su acumulación. 
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Cuando una célula sana se convierte en una célula cancerosa adquiere nuevas 

características durante esta transición: replicación ilimitada, angiogénesis sostenida, 

pérdida de apoptosis, invasión de tejidos y metástasis, entre otras [6,7]. 

 
Recientemente se ha observado que existen otras dos características que también 

poseen las células cancerosas: evasión del sistema inmune y reprogramación del 

metabolismo energético. Las características metabólicas de las células cancerosas, 

así como las vías a través de las cuales adquieren y reponen sus necesidades 

metabólicas, son diferentes de las de las células normales debido a la 

reprogramación metabólica [8]. Debido a que, con el aumento de división celular se 

requiere que las vías metabólicas sean rediseñadas y así, la célula cancerosa logre 

satisfacer sus demandas de ATP, NADPH, NADH; esto en su conjunto da como 

resultado un metabolismo modificado en células tumorales favorecido por factores 

intrínsecos y extrínsecos como la señalización oncogénica y el microambiente 

tumoral [7,9].  

 

1.2. Metabolismo tumoral 
 
El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquímicas que ocurren dentro de la 

célula y que involucran la transformación de moléculas complejas a moléculas más 

pequeñas, constituyendo la base para la construcción de otras. Estas reacciones se 

pueden clasificar en reacciones de síntesis (anabolismo), descomposición 

(catabolismo) o eliminación, y en conjunto mantienen el buen funcionamiento de la 

célula. Por su parte, los metabolitos son todas aquellas moléculas pequeñas (por 

debajo de 1500 Da) [10] empleadas o producidas durante el metabolismo [11]. 

El metabolismo de una célula sana es distinto al metabolismo de una célula 

cancerosa y algunas de las vías que se encuentran alteradas en estas últimas, se 

describen a continuación. 
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1.2.1. Efecto Warburg 

 
Las primeras aproximaciones sobre el metabolismo modificado en células tumorales 

fueron realizadas en 1920 por Otto Warburg y colaboradores, quienes observaron 

que los tumores absorbían enormes cantidades de glucosa en comparación con 

tejidos circundantes produciendo lactato a pesar de la suficiente disponibilidad de 

oxígeno para llevar a cabo la oxidación de la misma, esto fue denominado efecto 

Warburg o glucólisis aerobia siendo característica distintiva de los tumores y [7], en 

la mayoría de los casos, es un resultado de varios factores como la activación de 

oncogenes, la pérdida de supresores de tumores, el microentorno hipóxico y 

mutación en el ADN mitocondrial (ADNmt) [12]. Warburg y colaboradores plantearon 

la hipótesis de que este evento podría ser la principal causa del cáncer y atribuyeron 

este efecto a una disfunción mitoncondrial y con ello la falla de procesos como por 

ejemplo la fosforilación oxidativa (OXPHOS, por sus siglas en inglés) con la cual se 

genera ATP [7,12,13]. 

Más adelante, se descartó esta idea, pues se observó que la OXPHOS mitocondrial 

en la mayoría de los tipos de cáncer se encuentra intacta [12,14], además de que, 

con este daño, las células tumorales también se encontrarían afectadas 

principalmente por las altas demandas catabólicas y anabólicas necesarias para su 

proliferación. Posteriormente se determinó que lo que de verdad ocurría es que, 

para satisfacer estas demandas energéticas, había procesos como la glucólisis y la 

glutaminólisis que se encontraban modificados en comparación con células sanas 

[6]. 
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1.2.2. Glucólisis en cáncer 
 

La glucólisis (Figura 2) es el proceso mediante el cual una molécula de glucosa es 

degradada a piruvato y posteriormente a acetil-coenzima A (CoA), a través diversas 

reacciones catalizadas por enzimas. Esta vía metabólica provee intermediarios 

indispensables para la generación de energía dentro de la célula, siendo la glucosa 

el sustrato principal del metabolismo energético para los mamíferos [11]. 

 

 
 

Figura 2. Proceso de glucólisis en una célula normal. 

El proceso comienza con la ruptura de la molécula de glucosa hasta la formación del 

piruvato. 

 

El último paso del proceso de glucólisis involucra la formación de piruvato y acetil-

CoA. Este último se metaboliza en una serie de compuestos intermediarios 

constituyentes del ciclo de Krebs. En este, se liberan ATP y portadores de energía 

(nicotinamida adenina dinucleótido fosfato [NADPH]) que suministran a la OXPHOS 

de electrones, produciendo 18 veces más ATP que la glucólisis [14].  
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Figura 3. Ciclo de Krebs.  

El proceso comienza con el piruvato proveniente de la glucólisis pasando por la 

formación del acetil-CoA precursor del mismo, su destino es la OXPHOS. 

 

Cabe resaltar que la glucólisis proporciona varios metabolitos como por ejemplo la 

glucosa-6-fosfato, piruvato, acetil-CoA, entre otros; utilizados como precursores en 

la biosíntesis de macromoléculas que se requieren para la proliferación celular, así 

como intermediarios del ciclo de Krebs [15].  

Cuando el oxígeno es limitante, las células pueden redirigir el piruvato producido en 

la glucólisis hacia la generación de lactato (glucólisis anaeróbica). Cerca del 85 % 

de la glucosa se metaboliza hacia lactato y sólo aproximadamente el 15 % se 

emplea para la OXPHOS incluso en condiciones aeróbicas, dando como resultado 

una producción mínima de ATP en comparación con la fosforilación oxidativa [14] 

este proceso se muestra en la Figura 4. 
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Figura 4. Comparación entre el proceso de glucólisis llevado a cabo en una célula 

normal y en una célula cancerosa.  

 

Se ha propuesto que el hecho de que la célula cancerosa prefiera un mecanismo de 

generación de energía mucho menos eficiente que la OXPHOS [16],  podría estar 

relacionado con Enzimas como la hexocinasa II (HK II), la cual cataliza el paso de 

glucosa a glucosa-1-fosfato, fosfofructoquinasa (PFK-1) responsable del paso de 

glucosa-6-fosfato a fructuosa-1,6-bifosfato y la piruvato cinasa, quien cataliza el 

último paso de la glucólisis de fosfoenolpiruvato a piruvato, también se generan en 

mayor cantidad en comparación a una célula normal; mutaciones en la succinato 

deshidrogenasa (SDH) disminuyen la actividad de los complejos respiratorios 

mitocondriales (I, III y IV). Estos eventos en conjunto y la alta demanda energética 

provocan que la célula cancerosa adopte distintas vías de importación de glucosa 

para satisfacer sus demandas de energía [17]. 

Otro factor importante son las condiciones hipóxicas dentro de un tumor, 

ocasionadas por el déficit de oxígeno en las células cancerosas y que, en respuesta 

a ello, se tiene la activación de HIF1- α, a su vez, aumenta la tasa de glucólisis, 
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desvía al piruvato hacia la producción de lactato y no hacia el ciclo de Krebs, 

disminuyendo su conversión a subproductos presentes en células normales [18,19]. 

 

1.2.3. Glutaminólisis en cáncer 
 

La glutaminólisis involucra una serie de reacciones bioquímicas que catalizan la 

glutamina en metabolitos como el glutamato y α-cetoglutarato, que provee de NADH 

y FADH2, utilizados por la cadena de transporte de electrones para la generación de 

ATP, y es importante para el balance redox y para eventos como la apoptosis y la 

autofagia [20,21]. Entre otras funciones de la glutaminólisis está la generación de 

glutatión reducido (GSH) por la enzima glutatión cisteína ligasa (GCL), importante 

antioxidante celular, ya que esta vía metabólica favorece la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) [22]. 

En cáncer, los productos de la glutaminólisis son muy importantes para suministrar 

los intermediarios necesarios para el ciclo de Krebs, donde la glutamina por acción 

de la glutaminasa pierde un grupo amino para formar el glutamato y posteriormente, 

este último también pierde su grupo amino para dar paso a la formación de α-

cetoglutarato por la enzima glutamato deshidrogenasa en el ciclo de Krebs. Además, 

la glutaminólisis provee de nitrógeno y carbono, elementos necesarios para la 

biosíntesis de aminoácidos y ácidos grasos no esenciales empleados en la 

producción de membranas celulares, así como en la formación del antioxidante 

GSH, necesario para el crecimiento y proliferación de las células cancerosas [23].  
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Figura 5. Glutaminólisis en una célula cancerosa. 

La glutamina ingresa a la célula por medio de transportadores, se transforma en 

glutamato para posteriormente participar en múltiples procesos esenciales para la 

supervivencia de las células tumorales. 

 

1.2.4. Síntesis de ácidos grasos en cáncer  

 

Los lípidos, son moléculas biológicas constituyentes de las membranas celulares así 

como responsables de las reservas energéticas. Su función depende tanto de la 

estructura química que posean, como de su localización dentro del organismo. 

La síntesis de ácidos grasos comienza con el piruvato proveniente de la glucólisis, a 

través de la enzima piruvato deshidrogenasa es convertido en acetil-CoA (sustrato 

importante también del ciclo de Krebs), y posteriormente, por acción de la enzima 

citrato sintasa se transforma en citrato, el cual es transportado desde la mitocondria 

hasta el citosol, lugar donde se lleva a cabo la síntesis de ácidos grasos, tal como se 

muestra en la Figura 6. Una vez dentro del citosol, el citrato se convierte 

nuevamente en acetil-CoA y a través de una serie de reacciones se convierte en 
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ácido palmítico, molécula de dieciséis carbonos que puede desaturarse o alargarse 

para producir derivados de ácidos grasos insaturados empleados como bloques de 

construcción para la síntesis de otros lípidos [24, 25] 

En cáncer, se ha observado que este proceso, al igual que los mencionados 

anteriormente, se encuentra regulado al alza, particularmente en este caso tanto los 

lípidos como los ácidos grasos son elementales para la biosíntesis, formación de la 

membrana lipídica, señalización celular y supervivencia de las células cancerosas. 

Además, se han asociado a procesos como metástasis y carcinogénesis [26, 27]. 

 
 

Figura 6. Síntesis de lípidos dentro de las células. 

El acetil CoA inicia este proceso, posteriormente ingresa al ciclo de Krebs cuyo 

intermediario (citrato) participa en la formación nuevamente de acetil- CoA que participa 

en los principales procesos de la síntesis de ácidos grasos. 

 

1.2.5. Aminoácidos en cáncer 

 

Aunque el estudio del metabolismo del cáncer se ha centrado principalmente en las 

vías que involucran al carbono (glucólisis y ciclo de Krebs), recientemente se ha 

reportado que los aminoácidos y sus derivados juegan un papel importante en la 

progresión de varios tipos de cáncer. Los aminoácidos dentro del metabolismo 
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celular cumplen funciones importantes como el mantenimiento del equilibrio redox, 

regulación energética, síntesis de biomoléculas, principalmente. Dentro del 

metabolismo de las células cancerosas, el sustento de estas funciones contribuye a 

la progresión de la enfermedad. 

Se ha reportado que aminoácidos como la glutamina, glicina y el aspartato 

funcionan como proveedores de carbono y nitrógeno [28]; la tirosina por su parte, 

aumenta la actividad de enzimas glucolíticas, aumentando así la proliferación de 

células tumorales [29]; aminoácidos como la colina, están relacionados con la 

síntesis de membranas celulares [30], la adenosina y la fenilananina, se asocian con 

la supresión del sistema inmune [31,32]. Esto lleva a la conclusión de que dentro de 

un estudio metabólico del cáncer es importante tomar en cuenta la participación de 

los aminoácidos y el efecto que los fármacos en desarrollo puedan tener sobre sus 

funciones en pro o en contra de la enfermedad. 

 

 

1.3. Especies reactivas de oxígeno en cáncer 

 

El término especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) se refiere a 

derivados inestables y reactivos de oxígeno, generados como subproducto de 

procesos metabólicos normales; incluyen al peróxido de hidrógeno (H2O2), anión 

superóxido (O2-), ácido hipocloroso (HOCl) y radical hidroxilo (·OH), principalmente 

actuando como segundos mensajeros en la señalización celular y son esenciales 

para diversos procesos biológicos tanto en células normales como en las 

cancerosas. Es importante destacar que aunque las ROS pueden beneficiar la 

progresión de la enfermedad, también pueden provocar la muerte de las células 

cancerosas; por eso es relevante que los fármacos que actúen sobre esta vía, 

logren aumentarlas a un nivel donde se pueda llegar a la muerte de las mismas [33]. 

En cáncer, los niveles de ROS aumentan principalmente como consecuencia de la 

expresión anormal de enzimas y el metabolismo alterado. Se ha observado que en 

estas células, existe un incremento en el potencial de membrana celular, lo que 

conduce a un aumento de la presencia electrones y una relación anormal de 
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NADH/NAD+, teniendo como consecuencia una producción significativa del radical 

O2• [33]. 

En resumen, estas se han relacionado con el ciclo celular tumoral, progresión, 

proliferación, supervivencia celular, apoptosis, morfología celular, adhesión celular, 

motilidad celular, angiogénesis y mantenimiento del tumor [34]. Las células se 

benefician de los cambios en estos procesos porque les confiere el suministro de los 

componentes básicos para la síntesis de macromoléculas y la absorción de 

nutrientes necesarios para su replicación [18].  En conjunto, estas vías que se 

encuentran alteradas, son parte del metabolismo de las células cancerosas, en otras 

palabras, constituyen su metaboloma. El metaboloma es el conjunto de metabolitos 

presentes en una célula o tejido bajo condiciones específicas [11]; por lo que la 

metabolómica será entonces, en este caso, el estudio de los metabolitos dentro y 

fuera de las mismas [35]. 

 
 
1.4. 1H RMN en estudios de metabolómica 
 

En una enfermedad como el cáncer, la comprensión del metaboloma de estas 

células, podría ser de utilidad en la detección de la enfermedad,  en el desarrollo de 

fármacos y su estudio puede llevarse a cabo empleando técnicas analíticas como: 

espectrometría de masas, cromatografía de gases, cromatografía de líquidos y 

resonancia magnética nuclear (1H RMN), entre otras [36]. 

La técnica de 1H RMN  permite el análisis directo y no destructivo de células, tejidos 

y biofluidos, de manera cuantitativa, automatizada y reproducible; permite obtener 

información simultánea y en tiempo real si es necesario, de una amplia gama de 

metabolitos involucrados en diferentes vías bioquímicas, útiles para evaluar la 

respuesta de células tumorales ante agentes anticancerosos y proporcionar ideas 

sobre los mecanismos de acción o resistencia de fármacos [37]; además de la 

posibilidad de utilizar diferentes núcleos en el análisis como carbono, nitrógeno y 

fósforo [38].  
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En la Figura 7. se muestra un ejemplo de un espectro de 1H RMN obtenido para 

una muestra de células MG-63 (osteosarcoma) tratadas con cisplatino, con la 

identificación de algunos metabolitos presentes [37]. 

 

 
 

Figura 7. Espectro de 1H RMN  obtenido para las células MG-63 tratadas con cisplatino 

(700 MHz, D2O, pH=7.4) [37]. 

 

Los espectros de 1H RMN  de muestras biológicas, y en general para estudios de 

metabolómica, son más complejos por la cantidad de señales presentes, por lo que 

la interpretación no sigue el procedimiento habitual que cuando se trata una única 

molécula orgánica. Primero, se realiza un preprocesamiento de los espectros, donde 

se incluye la referenciación y presentación de datos, la eliminación de regiones no 

deseadas, normalización, entre otros [39]. Posteriormente, se emplean bibliotecas y 

bases de datos para hacer la identificación de los metabolitos, teniendo entre las 

clases de compuestos identificados en muestras de origen biológico: aminoácidos, 

carbohidratos, nucleótidos, aminas, intermediarios del Ciclo de Krebs, entre otros 

[40]. 

La 1H RMN aplicada a estudios de metabolómica presenta ventajas tales como que 

el análisis es no destructivo, automatizable, altamente reproducible, cuantitativa, no 

requiere derivatización de la muestra, la manipulación de la misma es mínima, 

permite la identificación de compuestos desconocidos y una característica que ha 
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tomado reelevancia en los últimos años es que permite el análisis de células y 

sistemas vivos [38]. Asimismo presenta ciertas desventajas entre las que destacan 

su baja sensibilidad, baja selectividad, al presentar superposición de los picos de 

algunos de los metabolitos presentes en la muestra, así como el costo elevado de la 

instrumentación empleada [38]. 

El uso de esta técnica, ha tomado reelevancia en el área farmacéutica, ya que 

resulta útil en casi todo el proceso de descubrimiento y desarrollo de fármacos, que 

abarca desde la identificación de compuestos activos hasta la farmacovigilancia de 

los mismos.referencia [41]. 

Cuando se desarrolla un fármaco se busca que presente una buena actividad 

biológica y, si es el caso, una mayor actividad en comparación con el del 

medicamento ya aprobado. En el caso del cáncer, los fármacos por excelencia son 

el cisplatino y sus derivados, sin embargo, el cisplatino presenta efectos 

secundarios como hipostenia, astenia, pérdida de peso, alteraciones del ritmo 

cardiaco, nefrotoxicidad, ototoxicidad, hepatotoxicidad, entre otros [42] y, es por 

ello, que se han diseñado fármacos que puedan reemplazar al cisplatino con una 

actividad biológica igual o mejorada, pero reduciendo los efectos adversos. 

Algunos de estos fármacos, tienen en su estructura otros metales y, de forma más 

específica, metales esenciales, los cuales se encuentran naturalmente presentes 

en el cuerpo y tienen asociados procesos homeostáticos en el mismo, con la 

hipótesis de que esto pueda disminuir su toxicidad [43]. Tal es el caso de 

moléculas que en su estructura integran al cobre(II) y que han resultado ser 

atractivas como agentes anticancerígenos [44]. El cobre es un elemento esencial 

que se encuentra en el cerebro, riñón, corazón e hígado del cuerpo humano [45]; es 

importante para la función de varias enzimas y proteínas involucradas en el 

metabolismo energético, la respiración y la síntesis de ADN; en particular del 

citocromo oxidasa y el superóxido dismutasa (SOD) [46]. Las principales funciones 

biológicas del cobre implican reacciones redox [47], como cofactor catalítico en la 

química rédox de la mitocondria [48], respiración celular [49] en la absorción de 

hierro [50] y en la eliminación de radicales libres [51]. 
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1.5. Casiopeínas® 
 
La necesidad de encontrar  una alternativa más efectiva y menos tóxica que los 

quimioterapéuticos actuales es de gran importancia, por ello en el grupo de trabajo se 

han desarrollado una serie de compuestos de coordinación a base de metales esenciales  

denominados Casiopeínas® (Figura 8), los cuales son quelatos mixtos de cobre(II), cuya 

fórmula general es [Cu(N-N)(O-O)]NO3 y [Cu(N-N)(N-O)]NO3 [52], donde N-N 

corresponde a bipiridinas o fenantrolinas sustituidas (ligantes primarios); N-O 

corresponde a aminoacidatos o péptidos, y O-O corresponde a acetilacetonato o 

salicilaldehidato (ligantes secundarios) [53,54,55].  
 
 

 
 
 

Figura 8. Estructuras generales de las familias de las Casiopeínas®. a) [Cu2,2’- 

bipiridina)(acetilacetonato)]NO3,  b)  [Cu (1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3   y  c) [Cu 

(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO3. 
 

En la actualidad, se han sintetizado más de 100 Casiopeínas®, las cuales se 

agrupan en subfamilias tal como se muestra en la Tabla 1 [54].
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Tabla 1. Resumen de las subfamilias de las Casiopeínas® con su fórmula general 

[54]. 
 

Subfamilia y clave Fórmula general 

I CasI-(N-O) [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

II CasII(N-O) [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

III CasIII-Xa o xa [Cu(N-N)(acac)]NO3 

CasIII-Xs o xs [Cu(N-N)(salal)]NO3 

IV CasIV-(N-O) [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(N-O)]NO3 

V CasV-(N-O) [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

VI CasVI-(N-O) [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

VII CasVII-(N-O) [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

VIII CasVIII-(N-O) [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3 

IX CasIX-(N-O) [Cu(2,2’-bipiridina)(N-O)]NO3 

 
 

N-O: α-aminoacidato; acac, a:  acetilacetonato, salal, s: salicilaldehidato; N-N: diimina 

sustituida, donde x = letra minúscula, bipiridina o X = letra mayúscula, fenantrolina. La 

molécula de agua coordinada ha sido eliminada de las fórmulas por claridad. 

 

Estudios como, la caracterización, estabilidad, determinación de concentraciones 

inhibitorias medias (CI50) en líneas celulares tumorales [56], estudios cuantitativos de 

correlación estructura actividad (QSAR), así como la evaluación in vivo para evaluar la 

eficacia antitumoral y la determinación de la dosis letal media (DL50), ya se encuentran 

reportados para algunos de estos compuestos [56,57,58,59], y se ha observado que, 

presentan actividad genotóxica [60] citotóxica [61] y antitumoral [60,61]; además
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que, aquellas Casiopeínas® con fenantrolina como ligante primario, presentan mayor 

actividad biológica que las que tienen bipiridina; mientras que el ligante secundario 

tiene menor influencia en la misma y se propone que, los tres anillos aromáticos de 

la fenantrolina, permiten una mayor afinidad con el ADN, por ejemplo [61]. 
 
 
 
1.5.1. Mecanismo de acción de las Casiopeínas® 

 
 
Las Casiopeínas® han sido estudiadas por diversas técnicas con el fin de elucidar 

su mecanismo de acción en el organismo humano. Hay evidencia que sugiere que 

estos compuestos son capaces de inhibir la proliferación celular e inducir a la 

muerte de la célula por apoptosis. Además se observó en la línea tumoral HeLa 

(cervicouterino), en presencia de uno de los compuestos, CasII-gly, -la cual 

contiene dentro de su estructura como ligante primario fenantrolina y como ligante 

secundario glicina-, los procesos de crecimiento celular se ven apagados 

mientras que aquellos de muerte celular se encienden [62]. También se ha 

determinado que pueden conducir a la autofagia [63,64].  Se propone que estos 

compuestos tienen dos vías de acción principales, los cuales incluyen a la 

mitocondria [56] o al núcleo [65,66]. En diversos estudios en células tumorales, se 

ha encontrado que hay generación de ROS qué en principio podrían derivar del 

efecto de estas sobre la mitocondria, así como daño al ADN a través de una 

interacción directa con las Casiopeínas® [67,68].  

En los experimentos encaminados a obtener la CI50 de diversas líneas cancerosas, 

se observó que algunos compuestos de la familia de las Casiopeínas®, son capaces 

de consumir glutatión como fuente de electrones para catalizar reacciones de tipo 

Fenton, causando una sobreproducción de ROS y, en consecuencia la disfunción 

mitocondrial y subsecuente muerte celular [68, 69]. 

El efecto observado a nivel mitocondrial sugiere, también, que podría intervenir en           

procesos metabólicos de las células cancerosas. Por ejemplo, el bloqueo de la 

replicación del ADN por CasII-gly en experimentos de larga duración (24-72 h) en 

células tumorales, éste afecta severamente la OXPHOS [70]. 
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1.6. Casiopeínas® y su efecto sobre el 
metabolismo celular  

 

En 2012, Moreno-Sánchez y colaboradores, realizaron un estudio empleando la 

CasII-gly sobre células AS-30D (hepatocarcinoma de ratón), donde se evaluó la 

actividad de diferentes enzimas involucradas en la glucólisis como la enzima 

hexocinasa II (HKII), enzima que regula la transformación de glucosa a glucosa-6-

fosfato en el primer paso de la glucólisis y, determinaron que en un periodo de 60 

min, una concentración de 100 µM del compuesto es suficiente para modificar e 

inhibir las actividades glucolíticas de estas células sin afectar la viabilidad ni los 

niveles de glutatión de las mismas. En este mismo estudio y con el mismo 

compuesto en concentración 5 µM, evaluaron la actividad de la enzima HKII en 

células HeLa entre 24 y 72 h, observando que su actividad es inhibida del 77- 93 % 

durante este tiempo, y que esta inhibición se acompaña de una disminución en el 

flujo glucolítico y en el proceso de OXPHOS. 

Como conclusiones globales de este trabajo se propuso que la enzima HKII fue la 

única enzima glucolítica afectada por el tratamiento con CasII-gly, además de que 

fue un inhibidor más potente de la HKII que compuestos como el 3-bromopiruvato 

(3BrPyr), cisplatino, entre otros y que el blanco de este compuesto fue en principio 

la mitocondria, mientras que la glucólisis fue un objetivo secundario del mismo [71]. 

En estudios más recientes, utilizando el ensayo de microarreglos en cultivos de 

células tumorales HeLa tratada con CasII-gly, se identificaron vías biológicas que 

se perturban después del tratamiento (Figura 9) y se encontró que el metabolismo 

de los carbohidratos y aminoácidos fue perturbado, presentando vías a la alza de 

glucólisis y gluconeogénesis, fructosa, manosa, galactosa y piruvato, así como 

alteraciones en el metabolismo de lípidos, entre otros [72]1. 

 

 

 

 

 
1.El estudio presentado anteriormente (microarreglos), empleando la CasIII-ia, se encuentra 
en proceso. 
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Figura 9. Red de vías metabólicas perturbadas en células HeLa, después del tratamiento 

con CasII-gly. El color del borde representa el tipo de perturbación: rojo para la regulación 

positiva, azul para la regulación negativa y púrpura para los efectos mixtos [72]. 
 

Por otro lado, también se han realizado estudios empleando la CasII-gly, CasIII-Ea 

y la CasIII-ia en células SK-N-SH (neuroblastoma), se observó que estos 

compuestos disminuyen la concentración de GSH después de las 6 h de incubación 

con las células; además, se observa un daño mitocondrial de entre 30 - 35 %  que 

resulta en una sobreproducción de ROS a partir de las 4 h de exposición,  

presentando un comportamiento similar al del cisplatino. Se propone que estos 

compuestos son capaces de inducir un daño a las células tumorales en tiempos 

relativamente cortos [73].  

En este trabajo se describen los resultados sobre el efecto de las Casiopeínas® sobre 

el metabolismo celular tumoral, y se complementa con el estudio del perfil metabólico 

de células MDA-MB-231 cuando se administra el tratamiento con la Casiopeína® 

CasIII-ia. 
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2. Justificación  
 
 
En 2018, el cáncer se ha catalogado como la segunda causa principal de muerte a 

nivel mundial, provocando un estimado de 9.6 millones de muertes, o visto de otra 

manera, produce una de cada seis muertes en el mundo, de acuerdo con la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) [74]. En particular, el cáncer de mama es 

un tipo de cáncer muy común que representa la segunda causa de muerte en 

mujeres y dónde la tasa de supervivencia es de 5 años con el 27%,  para su variante 

metastásica [75].  

Las variantes metastásicas de los tipos de cáncer, han representado un reto para la 

comunidad científica, pues algunos de los medicamentos existentes no resultan tan 

efectivos ante este tipo de células, además de que se ha observado en la mayoría 

de los casos el desarrollo de resistencia por parte de las células cancerosas a los 

tratamientos [76]. Adicionalmente, algunos de los estudios para evaluar los efectos 

de los fármacos en células metastásicas, sólo se realizan a las 24 h o más, 

desconociendo el efecto a tiempos más cortos [27].  

El conocimiento detallado de la patología, en este caso de su metabolismo, 

proporciona oportunidades para el desarrollo de métodos nuevos o mejorados de 

diagnóstico y tratamiento. Aunado a este propósito, el desarrollo de las 

Casiopeínas®, ha proporcionado una buena alternativa ante los antineoplásicos 

actuales, debido a la actividad biológica que presentan, los mecanismos celulares 

en los que se ven involucradas cuando se administran en células cancerosas, 

además de que existe evidencia de que los principales blancos incluyen la 

mitocondria y el núcleo celular [75], lo que podría impedir su proliferación/división 

[77,78,79,80]. Al tener las Casiopeínas® estas dianas biológicas en las células 

cancerosas, brinda la posibilidad de que se observe un efecto a nivel metabólico, 

y si es así, se podría analizar si ese efecto es consecuencia de los mecanismos 

de acción hasta ahora propuestos o pudieran ser parte de alguno aún no 

estudiado. 

 



 22 

Entre los compuestos más estudiados de esta familia, está la CasIII-ia que, aunque 

no es de las más activas, ha demostrado tener baja toxicidad, lo que la ha 

posicionado en fase clínica I, por lo que también se eligió para estudiarla durante 

este proyecto. 

En este trabajo se emplea la técnica de 1H RMN en una de sus aplicaciones más 

novedosas, como los estudios metabólicos in vitro, en combinación con métodos 

estadísticos multivariados basados en métodos de clasificación, para obtener 

patrones de comportamiento en las muestras asociados al tratamiento de las 

Casiopeínas® CasIII-ia y CasII-gly sobre la línea celular MDA-MB-231 y 

posteriormente determinar la concentración de los metabolitos asociados a los 

desplazamientos químicos que generan las diferencias. 
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Capítulo 3. Hipótesis y objetivos 
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3.1. Hipótesis 
 
 
El tratamiento de la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231 con las 

Casiopeínas® CasIII-ia y CasII-gly promoverá cambios en la presencia y 

concentración de metabolitos asociados a rutas metabólicas importantes (glucólisis, 

gluconeogénesis, vía de las pentosas, entre otros) por efecto del metalofármaco, 

mismos que serán observables por 1H RMN . 

 
 
 3.2. Objetivos 
 
 
Objetivo general 

 

Determinar por medio de 1H RMN, la concentración de metabolitos en la línea 

celular tumoral MDA-MB-231 incubadas a diferentes tiempos con las Casiopeínas®  

CasII-gly y CasIII-ia. 

 

Objetivos particulares 
 
 

• Definir la concentración inhibitoria media (CI50), la cual será la cantidad a 

administrar del cisplatino y de las Casiopeínas® en la línea tumoral MDA-MB-

231, mediante el método de MTT. 

• Evaluar la viabilidad de la línea celular ya mencionada, al administrar la CI50 

del cisplatino, de la CasIII-ia y de la CasII-gly, por medio de azul tripano a los 

minutos 0,20,40,60 y a las 2,4 y 6 horas. 

• Realizar la adquisición de los espectros de 1H RMN  de las muestras 

incubadas a los 20 y 40 min. 
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• Realizar los análisis multivariables sobre los datos de espectroscopía para 

determinar similitudes o diferencias entre las muestras de células sin 

tratamiento, con cisplatino y las expuestas a la Casiopeínas® en los tiempos 

de incubación.  

 
• Identificar y cuantificar los metabolitos en los espectros de 1H-RMN de las 

muestras. 

 

• Analizar cuáles son las vías metabólicas mayormente impactadas en la línea 

celular por el cisplatino y por las Casiopeínas® empleadas por los métodos: 

Análisis cuantitativo de enriquecimiento (Quantitative enrichment analysis-

QEA) y análisis de enriquecimiento de vía (Pathway enrichment analysis-

PEA). 
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4. Material y métodos. 
 
4.1. Diseño experimental 
 
Para este trabajo se empleó la línea celular MDA-MB-231 (mama hormono-

independiente del tipo denominado triple negativo). 

Para la evaluación de la línea celular se tuvieron: como controles, células sin 

tratamiento y células tratadas con cisplatino (medicamento, usado como compuesto 

de referencia); los compuestos de interés fueron la Casiopeínas® CasIII-ia y la 

CasII-gly (Tabla 2) que fueron previamente sintetizadas y caracterizadas mediante 

análisis elemental (AE), infrarrojo (IR) y UV-visible (UV) por Bravo-Gómez de acuerdo 

con los procedimientos descritos en la patente1 [53,54,55]. 

Los ensayos se realizaron incubando la línea celular con y sin tratamiento a dos 

tiempos: 20 y 40 minutos. 

 

 

Tabla 2. Clave y fórmula condensada de las Casiopeínas® a evaluar. 
 

1 Más información acerca de las Casiopeínas® empleadas, se encuentra en el Anexo A. 
 

 
Clave del 

 
Compuesto 

Sustituyentes 
 

del ligante primario/ 

secundario 

Fórmula condensada 

CasII-gly 

 

4,7-dimetil fen C16H20N4O7Cu2H2O 

CasIII-ia  4,4-dimetil bipy / 

acetilacetonato 

C15H19N3O5Cu 
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4.2. Proliferación de la línea celular 
 
La línea celular se descongeló a temperatura ambiente agregando medio Eagle 

modificado por Dulbecco enriquecido con la mezcla de nutrientes F-12 (DMEM-F12) 

marca Biowest®, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, Biowest®), 1% 

antibiótico-antimicótico (ATCC®) y 0.5% de aminoácidos no esenciales (GIBCO®). 

Las células se depositaron en un tubo Falcon de 15 mL se centrifugaron a 3500 xg 

durante 5 min, después de lo cual se decantó el sobrenadante y se resuspendieron 

en 1 mL del medio preparado. Las células resuspendidas se colocaron en una 

botella de cultivo CORNING® de 75 cm2, agregando 7 mL de medio adicionales 

para su crecimiento. Posteriormente se introdujeron a la incubadora a 37 oC y 5 % 

de atmósfera de CO2. Una vez que las células llegaron al 80 % de confluencia, se 

procedió a despegar las células con verseno (KCl, EDTA, NaCl y Tris-HCl) y a 

realizar el conteo de las mismas por medio de azul tripano al 0.4 % empleando una 

cámara de Neubauer. Su cultivo posterior en placas de 96 pozos se empleó para la 

determinación de la CI50 de los compuestos, así como en cajas petri de 10 cm para 

los ensayos de metabolómica. 

 

4.3 Determinación de la concentración inhibitoria media de los 

compuestos (CI50) 

 

Con la finalidad de establecer las concentraciones a administrar en los ensayos 

tanto del cisplatino como de las Casiopeínas®, se determinaron las CI50 asociadas 

a cada uno para cada una de las líneas celulares establecidas. Esto se realizó por 

medio del ensayo de MTT (Mosmann 1983), el cual se basa en la reducción del 

colorante de tetrazolio MTT bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

a su correspondiente sal de formazán insoluble de color púrpura por medio de 

enzimas deshidrogenasas; este proceso sólo puede llevarse a cabo en células 

vivas, por lo que resulta un método atractivo para ensayos de viabilidad y 

citotoxicidad [81]. 
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De manera breve, el procedimiento consiste en sembrar en una placa de 96 pozos 

10,000 células por cada uno, agregando 100 µL de medio DMEM-F12 

suplementado e incubando a 37oC y 5 % de CO2 las mismas durante 24 h. 

Posteriormente, se retiró el medio de toda la placa y se añadieron 100 µL de medio 

a los pozos control y 90 µL de medio más 10 µL de las disoluciones de los 

compuestos en evaluación a los pozos con tratamiento. Se prepararon disoluciones 

“stock” para cada uno de los compuestos y a partir de éstas, se hicieron cuatro 

diluciones posteriores las cuales fueron añadidas directamente a la placa. Las 

células se incubaron durante 24 h después de administrarles los compuestos a 

37oC y 5 % de CO2. Al finalizar el tiempo, se les retiró el tratamiento y se les añadió 

30 µL de MTT en una concentración de 5 mg/mL, sin exposición a la luz y se 

incubaron nuevamente a 37oC y 5% de CO2, durante 4 h.  Después de esto, se les 

retiró el MTT y se les agregaron 100 µL de la mezcla isopropanol/dodecilsulfato de 

sodio (SDS) / HCl 1 M para su posterior lectura a 570 nm con el equipo microplate 

reader (AgileReader®). 

Los tratamientos con los compuestos se administraron por cuatriplicado en cada 

placa y se hicieron tres ensayos de manera independiente. 

 

 

4.4. Ensayos de metabolómica 

 

Una vez teniendo la línea celular en confluencia y habiendo ya realizado el ensayo 

de determinación de CI50, se procedió al cultivo de aproximadamente 1 000 000 de 

células en cajas petri de 10 cm durante 24 h a 37oC y 5 % de CO2, para los tiempos 

de evaluación establecidos (20 y 40 minutos), cada uno con sus 3 respectivas 

réplicas. Después de 24 h cuando las células se encontraban adheridas, se 

comenzaron los experimentos incubando cada una de las cajas petri a los tiempos 

ya mencionados, con 6 mL de medio DMEM-F12 alto en glucosa para el caso de 

las células sin tratamiento (control) y con 5.4 mL de medio DMEM-F12 alto en 

glucosa más 600 µL de la disolución de los compuestos a evaluar (cisplatino, 

CasIII-ia y CasII-gly) en la concentración definida por los ensayos de CI50. 
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4.6. Evaluación de la viabilidad de la línea celular 
 

Al finalizar cada uno de los tiempos de evaluación de las células con y sin 

tratamiento, el medio de crecimiento se recuperó, se hicieron 2 lavados con 2 mL 

cada uno con disolución amortiguadora de fosfatos (PBS) marca Biowest; 

posteriormente se adicionaron nuevamente 1.5 mL de PBS y se procedió al 

raspado de éstas, resuspendiéndolas y transfiriéndolas a tubos eppendorff de 2 mL. 

Terminado esto, el conteo de las células se realizó con azul tripano al 0.4 % con 

una cámara de Neubauer, agregando 50 µL de la suspensión celular y 150 µL del 

colorante. Para el cálculo de la viabilidad celular, se hizo el conteo de las células 

vivas y muertas presentes en cada uno de los cuatro cuadrantes de la cámara y 

mediante la siguiente ecuación, se obtuvo el porcentaje: 

 

 

 

% 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =  
𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 
× 100 

 

 

4.7. Extracción de metabolitos 

 

4.7.1. Extracción de metabolitos intracelulares 

 

Una vez realizado el conteo de las células y obtenido el porcentaje de viabilidad 

para cada ensayo, la suspensión celular se centrifugó a 3500 xg por 5 min a 4 oC, 

el sobrenadante se descartó y el botón celular se mantuvo durante 5 min en un 

baño de hielo. Después se agregó 1 mL de la mezlca fría acetonitrilo/agua al 50% y 

se colocaron en el sonicador durante 20 min para finalmente centrifugarse a 14 500 

g durante 15 min a 4 oC. El sobrenadante de las muestras se recuperó y de éste, se  
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evaporó el acetonitrilo para después almacenarlas a -22oC hasta su lectura por 1H 

RMN  [82].  

 

4.7.2. Extracción de metabolitos extracelulares 
 

El medio de crecimiento recuperado después de la incubación de las células a los 

tiempos establecidos se centrifugó a 3500 g por 5 min a 4 oC, posteriormente, se 

recuperaron 500 µL del mismo y se agregaron 500 µL de la mezlca fría 

acetonitrilo/agua al 50%, se homogeneizó y se incubó a 4 oC durante 10 minutos, 

finalmente se centrifugó a 14 500 g por 15 min a 4 oC. El sobrenadante se recuperó 

y se evaporó el acetonitrilo de las muestras para después almacenarlas a -22oC 

hasta su lectura por 1H RMN [77]. 

 

4.8. Preparación de las muestras para la lectura por 1H RMN  

 

4.8.1. Preparación de muestras de metabolitos intracelulares 

 

Las muestras secas de los metabolitos intracelulares extraídos, se descongelaron y 

se resuspendieron en 700 µL de una disolución amortiguadora de PBS-TSP 

preparada con NaH2PO4 (1 mM) /Na2HPO4 (1 mM) /3-(trimetilsilil)(2H4)propanoato 

de sodio (TSP) (0.02 mM). Las muestras se homogeneizaron y se centrifugaron a 

12 000 g durante 5 min. El sobrenadante de cada muestra se trasvasó a un tubo de 

resonancia para su análisis. 

 

4.8.2. Preparación de muestras de metabolitos extracelulares 

 

La muestras secas de los metabolitos extracelulares extraídos, se descongelaron y 

se resuspendieron en 700 µL de la disolución amortiguadora PBS-TPS NaH2PO4 (1 

mM) /Na2HPO4 (1 mM) /3-(trimetilsilil)(2H4) propanoato de sodio (TSP) (1 mM).  Las 

muestras se homogeneizaron y centrifugaron a 12 000 xg durante 5 min, el 

sobrenadante de cada muestra se trasvasó a un tubo de resonancia para su 

análisis. 
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Los espectros de resonancia fueron adquiridos con un espectrómetro Bruker 

Avance III de 700 MHz. 

 

4.9. Experimentos de 1H RMN  

 

Todos los espectros de 1H RMN  se obtuvieron en un equipo Bruker Avance III HD 

de 700 MHz (frecuencia de precesión del protón: 699.97 MHz), equipado con una 

criosonda enfriada por Helio y un automuestreador Sample Jet. 

Las muestras intracelulares se adquirieron con la secuencia CPMG-presat 

(cpmgpr1d), 256 scans, 64k puntos complejos del dominio del tiempo con un ancho 

de ventana de 12 ppm (8403.361 Hz), un tiempo de relajación D1 de 4 s, un tiempo 

de eliminación de la señal de eco de espín D20 de 0.3 ms y 126 loops de filtro T2. 

Las muestras extracelulares se adquirieron con la secuencia protón con pre-

saturación (noesygppr1d), 256 scans, 64K puntos complejos del dominio del tiempo 

con un ancho de ventana de 21 ppm (14705.883 Hz) y un tiempo de relajación D1 

de 4 s. 

 

 

4.10. Pre-Procesamiento de los espectros 

 

El procesamiento de los espectros adquiridos se realizó con el software Bruker’s 

TopSpin™4.0 donde se realizó la corrección de la línea base, el ajuste de la fase y 

se empleó una función de apodización exponencial con un factor de 5. 

Posteriormente se referenciaron a la concentración del TSP y normalizaron al total 

del área en el software Chenomx NMR Suite 8.6, donde se construyó una matriz 

con los datos realizando un binning cada 0.2 ppm excluyendo el pico 

correspondiente al agua. 

 

4.11. Procesamiento de los espectros 

 

Con la matriz de datos, se realizó el análisis quimiomimétrico (PCA, PLS-DA y 

OPLS-DA) mediante el software SIMCA 16.0.1. 
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Posteriormente la identificación y cuantificación de los metabolitos se llevó a cabo 

mediante el software Chenomx NMR Suite 8.6. Primero se realizó la identificación 

de los metabolitos de acuerdo a las señales encontradas con ayuda de la  

biblioteca de compuestos incluida con el programa. Posteriormente se asignaron 

las señales y se cuantificó la concentración de cada especie, esta fue ajustada en 

cada muestra a un número fijo de células (1 ∗ 106) para su posterior comparación y 

análisis. 

Los estudios Análisis cuantitativo de enriquecimiento (QEA por sus siglas en inglés) 

y Análisis de enriquecimiento de vías (PEA por sus siglas en inglés), se realizaron 

empleando el software MetaboAnalyst 4.0. 
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5. Resultados y análisis de resultados 
 
5.1. Determinación de la concentración inhibitoria media de los compuestos 

 
A continuación, se presentan las concentraciones evaluadas en la línea celular para 

cada compuesto (Tabla 3). Estas concentraciones se eligieron con base en la CI50 

reportada anteriormente para los compuestos y donde se estableció ese valor como 

central y a partir de ella se propusieron concentraciones por arriba y por debajo de 

ese valor, para tener un rango donde la CI50 de este trabajo pudiera encontrarse. 

En la Imagen 10 se muestran células MDA-MB-231 en proliferación empleadas 

para la evaluación de la CI50. 

 

Línea celular Compuesto Concentraciones 

evaluadas (µM) 

MDA-MB-231 Cisplatino 10.66, 21.33, 42.66, 85.33 

CasII-gly 0.70, 2.34, 7.02, 23.43  

CasIII-ia 0.68, 2.28, 6.83, 22.77 

 

Tabla 3. Concentraciones empleadas de los compuestos para la determinación de CI50 a 

24 h en las células MDA-MB-231. 

 
En la Tabla 4. se muestra el promedio de las CI50 obtenidas en los tres ensayos 

independientes para los compuestos en la línea celular de interés a las 24 h. 

 

Línea celular 
CI50 Cisplatino 

(µM) 
CI50 CasII-gly (µM) 

CI50 CasIII-ia 
(µM) 

MDA-MB-231 21.71 1.55 15.55 

 
Tabla 4. Concentraciones inhibitorias medias para los compuestos de interés en la línea 

celular MDA-MB-231. 
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Figura 10. Células MDA-MB-231 en proliferación a las que se les administró medio 

DMEM-F12 alto en glucosa suplementado y 5 % de CO2. 

 

 

5.2. Viabilidad en células sin tratamiento 
 
Con la finalidad de confirmar que las células expuestas a la CI50 no sufrían 

alteraciones en su viabilidad y garantizar que los metabolitos observados 

posteriormente por RMN no fueran asociados a muerte celular sino por acción de los 

tratamientos, se verificó a los tiempos 0, 20, 40, 60, 120 min, 4 y 6 h con y sin 

tratamiento. La Gráfica 1 compara la viabilidad de las células MDA-MB-231 con y 

sin tratamiento a los diferentes tiempos de incubación, donde se empleó la CI50 

calculada anteriormente. 

Los resultados del conteo de células para el cálculo de la viabilidad para cada una 

de las tres réplicas realizadas en los tiempos en las células sin tratamiento, así 

como con los dos compuestos, se encuentran en el Anexo B.  
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Gráfica 1. A) Viabilidad promedio de células MDA-MB-231 sin tratamiento, B) Viabilidad 

promedio de células MDA-MB-231 con cisplatino, C) Viabilidad promedio de células MDA-

MB-231 con CasIII-ia, D) Viabilidad promedio de células MDA-MB-231 con CasII-gly. Las 

barras de error representan la desviación estándar obtenida de las 3 réplicas de cada 

ensayo. 

 

La viabilidad para las células sin tratamiento, se mantuvo arriba del 99% hasta las 2 

h donde hubo una disminución de la misma al 97% y posteriormente aumentó 

nuevamente al 99% donde se mantuvo así hasta las 6 h. En el caso del cisplatino,  

permaneció arriba del 99% hasta las 4 horas donde disminuyó al 97%, para 

aumentar de nuevo a las 6 h a 99%. Las Casiopeínas®, no provocaron una 

variación considerable de la viabilidad, ya que a lo largo del tiempo se mantuvieron 

por arriba de 98%. Las variaciones observadas pueden atribuirse al crecimiento de  

las células, que posiblemente fue diferente en todas las muestras.  

La viabilidad de manera general fue aceptable en los cuatro casos pues se mantuvo 

superior al 97%, por lo que se decidió emplear la CI50 para los experimentos 

posteriores.  
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5.3. Identificación y cuantificación de metabolitos intracelulares 
 

Una vez concluidos los experimentos de viabilidad, se comenzaron con los estudios 

de metabolómica por 1H RMN . A continuación, se presenta un ejemplo de los 

espectros obtenidos para las muestras intracelulares en los dos tiempos de 

evaluación indicando la presencia de señales asociadas a algunos de los 

metabolitos. 

Se puede observar que en la región del espectro que va desde 2-4 ppm es donde se 

encuentran la mayoría de los metabolitos identificados. En esta región aparecen 

principalmente los carbohidratos como la glucosa y sus derivados glucosa-6-fosfato, 

glucosa-1-fosfato; también metabolitos como succinato, glutamina, lactato, entre 

otros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Espectro 1H RMN (700 MHz, D2O/H2O 10/90, 25°C, 1D-NOESY-Presat) del 

extracto intracelular MDA-MB-231 con 20 min de tratamiento con CasIII-ia (15.55 µM). 

Algunos de los metabolitos están identificados en el espectro. 

 

 
Los metabolitos identificados en el medio intracelular, así como su concentración 

promedio sin tratamiento y a los 20 y 40 min de tratamiento con cisplatino y con 

ambas Casiopeínas® se presentan a continuación. 
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Tabla 5. Metabolitos identificados con su concentración promedio (mM) en 

las muestras evaluadas. 
 

NE: No encontrado 
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En total en las muestras intracelulares se lograron identificar 25 metabolitos.  

En el caso de las células sin tratamiento se tiene en general un aumento en la 

concentración de los metabolitos de los 20 a 40 min, con la excepción del acetato, 

citidina, glucosa-6-fosfato, NAD+ y uridina. 

En el caso del cisplatino, disminuyen de los 20 a los 40 min las concentraciones del 

acetato, ADP, alanina, etanol, fenilacetato, glicina, glucosa, glucosa-6-fosfato, 

isoleucina, leucina, piruvato, UDP-glucosa y valina; se mantienen sin cambio las 

concentraciones de ATP, fenilananina y tirosina. 

Por otro lado la CasIII-ia disminuye de los 20 a 40 min las concentraciones del 

acetato, adenosina, glucosa-6-fosfato, NAD+, UDP-glucosa y uridina; manteniendo 

constantes los niveles de citidina, fenilananina y piruvato. 

Para la CasII-gly se tuvo oportunidad de evaluar hasta los 120 min y se observan 

cambios interesantes, de los 20 a los 40 min disminuyen las concentraciones de 

mayor cantidad de matabolitos como son el acetato, adenosina, ADP, alanina, ATP, 

citidina, fenilananina, glucosa, glucosa-6-fosfato, glutamina, leucina y tirosina, 

manteniendo constantes las concentraciones de la colina y el succinato. Para los 

120 min se tiene que prácticamente la concentración de todos lo metabolitos 

disminuye con la desaparición de compuestos como la adenosina, ADP, alanina, 

isoleucina, piruvato, UDP-glucosa, uridina y valina. 

 

 

5.4. Identificación y cuantificación de metabolitos extracelulares 
 

La siguiente imagen muestra uno de los espectros de 1H RMN  obtenidos para los 

experimentos extracelulares en ambos tiempos de evaluación identificando de igual 

manera las señales de algunos de los metabolitos presentes. 

Al igual que el caso anterior, se observa que de las 2-4 ppm es donde se encuentran 

la mayoría de los metabolitos identificados, destacando la glutamina, succionato, 

glucosa, glucosa-6-fosfato, principalmente. 
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Figura 12. Espectro 1H RMN (700 MHz, D2O/H2O 10/90, 25°C, 1D-NOESY-Presat) del 

extracto extracelular MDA-MB-231 con 20 min de tratamiento con CasIII-ia (15.55 µM). 

Algunos de los metabolitos están identificados en el espectro. 

 
 

 

Los metabolitos identificados así como su concentración promedio a los 20 y 40 min 

extracelularmente en las muestras sin tratamiento, con cisplatino y con ambas 

Casiopeínas® se presentan a continuación. 
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     NE: No encontrado 

 

Tabla 6. Metabolitos extracelulares identificados con su concentración promedio(mM) en las 

muestras evaluadas. 



 43 

Se identificaron 8 metabolitos en total para las muestras extracelulares.  

En el caso de las células sin tratamiento las concentraciones del acetato, glucosa, 

isoleucina, lactato y leucina disminuyeron. 

En las células que se trataron con cisplatino, los metabolitos que aminoraron en 

concentración fueron el acetato, etanol, glucosa, isoleucina, leucina y valina. 

Para los tratamientos con la CasIII-ia se tuvo únicamente disminución en la 

concentración de la valina. 

Por otro lado en el caso de la CasII-gly, disminuyeron las concentraciones del 

acetato, fenilacetato, fenilananina, glicina, lactato y tirosina. 

En retrospectiva el hecho de que los compuestos aumentaran la concentración de 

los metabolitos en el primer tiempo (20 min) intracelularmente a comparación de las 

células sin tratamiento, podría sugerir que las células al entrar en contacto con el 

tratamiento pueden estar sufriendo un estrés que provoca una mayor actividad en 

las rutas metabólicas celulares para tratar de compensar la presencia del fármaco, y 

a partir de los 40 min, algunos de los metabolitos comienzan a disminuir 

posiblemente debido a la afectación de las vías metabólicas donde se encuentran 

involucrados.  

En el caso de los metabolitos extracelulares tiene un efecto contrario, disminuyen y 

esto probablemente sea porque las células requieren de ellos y los consumen. 

La propuesta de una posible generación de estrés en los primeros tiempos después 

de administrar un tratamiento, ya se propuso por Yu y colaboradores en 2018 para 

el cisplatino [83].  

 
 
5.5. Análisis quimiomimétrico de muestras intracelulares 
 

Una vez identificados y cuantificados los metabolitos se procedió al análisis 

estadístico multivariado de los mismos con la finalidad de agrupar, clasificar e 

identificar la mayor fuente de variación entre las muestras para la mayor 

comprensión de los fenómenos presentes [84]. Entre los métodos multivariados que 

se realizaron se encuentran, el análisis de componentes principales (PCA), mínimos 

cuadrados parciales con análisis discriminante (PLS-DA), y proyecciones 

ortogonales a estructuras latentes (OPLS), entre otros.  
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Primero se procedió a realizar el PCA, este método estadístico multivariado reduce 

el número de datos con la identificación de aquellos que representan la mayor 

variabilidad dentro de los resultados empleando únicamente la matriz de datos [85]; 

al no observarse una buena agrupación de los datos, se realizó un PLS-DA que se 

presenta en la Figura 13, obtenido para las muestra intracelulares de 20 y 40 min. 

 

 
Figura 13. PLS-DA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras 

intracelulares de los 20 y 40 min. 

 

 

El método PLS-DA (Figura 13), tiene como objetivo dar a conocer si las muestras 

control y las de prueba son diferentes, maximizando la separación gráfica entre ellas 

y de esa manera facilitar el conocimiento de las variables experimentales que 

contribuyen a esa diferencia [86,87]. Se observa una agrupación entre las muestras 

tratadas con cisplatino y con CasII-gly, mientras que las muestras sin tratamiento y 

con CasIII-ia se encuentran agrupadas de forma independiente. 

Por su parte el OPLS-DA reduce estas diferencias a sólo un componente, el cual se 

representa en el eje x. Para verificar si el tiempo era la característica gracias a la 

cual se tenía la máxima separación entre las muestras evaluadas se realizó el 

OPLS-DA para estas y el cual se presenta en la Figura 14.  

Muestras intracelulares 20 y 40 min 
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Figura 14. OPLS-DA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras 

intracelulares de los 20 y 40 min. 

 

Con el OPLS-DA sigue observándose una ligera agrupación de las muestras con 

cisplatino y CasII-gly, mientras que las muestras de CasIII-ia y las que no tienen 

tratamiento continuan agrupándose de manera independiente. Por lo que por se 

puede sugerir que probablemente el cisplatino y la CasII-gly tengan 

comportamientos similares y se encuentren afectando vías metabólicas análogas 

(las vías que se encuentran alterando se confirman con los estudios QEA y PEA 

más adelante). La CasIII-ia parece estar teniendo un comportamiento diferente a 

estos últimos dos. Además se observa una clara separación de las muestras por 

efecto del tiempo, por lo que efectivamente esta característica es la responsable de 

la máxima diferencia entre ellas. 
 

En la Tabla 7 se presenta el resumen de los parámetros para de cada uno de los 

métodos quimiométricos presentados anteriormente. 
 

 

40 min 

20 min 

Muestras intracelulares 20 y 40 min Muestras intracelulares 20 y 40 min Muestras intracelulares 20 y 40 min 
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Método N R2X R2Y Q2 

PLS-DA 22 0.419 0.863 0.543 
 

OPLS-DA 22 0.903 0.997 0.892 

 

Tabla 7. Parámetros de los modelos quimiométricos empleados para las muestras 

intracelulares. N: número de muestras usadas para generar el modelo; R2X: varianza 

explicada por la matriz X; R2Y: varianza explicada por la matriz Y; Q2: predictibilidad. 
 

Derivado de la aplicación del método PLS-DA, se obtuvo un gráfico de importancia 

de la variable para la proyección, VIP por sus siglas en inglés, donde se muestran 

las variables que más contribuyen a la discriminación de clases en el modelo PLS-

DA [88]. La escala de colores representa la abundancia de cada metabolito en las 

muestras de 20 y 40 min, representando el color rojo una mayor concentración y el 

color azul una menor concentración. 

 
 

Figura 15. VIP de scores obtenido para los metabolitos intracelulares de los 20 y 40 min. 
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En el gráfico de VIP se observa que los metabolitos que están influyendo 

mayoritariamente en el agrupamiento de las muestras son: colina, acetato, etanol, 

glucosa, uridina, glutamato entre otros, por lo que se espera que las vías 

metabólicas más afectadas involucren a estas especies (el análisis de estas vías se 

presentan en los estudios QEA y PEA más adelante). 

 

También se realizó una organización de los datos en grupos incluyendo ambos 

tiempos (Figura 16) para lograr identificar las agrupaciones formadas por aquellas 

muestras que eran similares unas con otras. 

 

 

 
 

Figura 16. Agrupación de las muestras obtenida de acuerdo a los metabolitos intracelulares 
identificados en los 20 y 40 min. 
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Se aprecia que las muestras de los 20 min forman un grupo y las de 40 min otro, lo 

que indica que el tiempo de incubación sí está teniendo un efecto en el perfil 

metabólico de las células. 

También se observa que las células sin tratamiento se agrupan por separado al 

resto de las muestras lo que coincide con la premisa de que las células sin 

tratamiento se comportarían de forma diferente al resto. Por otro lado las muestras 

de la CasIII-ia tanto de los 20 como de los 40 min también se encuentran agrupadas 

por separado, mientras que en el caso de las células con cisplatino y con CasIII-gly 

forman grupos mixtos entre sus mismas muestras, lo que confirma un 

comportamiento similar entre ellas. 

Derivado de los grupos identificados en el diagrama anterior, se logró contruir un 

mapa de calor o heat map, que permite visualizar la variación de las 

concentraciones de los metabolitos en cada una de las muestras. En éste se emplea  

una escala de color de acuerdo al valor estadístico de valor de p, parámetro que nos 

indica la reelevancia de cada uno de los resultados, asociando un valor mayor de p  

a una mayor concentración del metabolito (color rojo) y un valor menor de p a una 

menor concentración de los mismos (color azul). El mapa de calor (Figura 17) 

presenta en el eje horizontal el promedio de las tres repeticiones para cada 

compuesto en cada tiempo y en el eje vertical aparece todos los metabolitos 

identificados. El ordenamiento tanto de las muestras como de los metabolitos no se 

hace de forma aleatoria si no que se ordenan de acuerdo a la semejanza de cada 

una de las muestras. 
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Figura 17. Mapa de calor obtenido de acuerdo a la concentración de los metabolitos 

intracelulares a los 20 y 40 min. 

 

Se observa que en las muestras sin tratamiento la concentración de los metabolitos 

es menor (coloreadas en azul) y cuando se les administran los compuestos se tiene 

variación en las mismas aumentándolas (coloreadas en rojo). A simple vista se 

aprecia un patrón similar en los colores de las muestras de cisplatino y de la CasII-

gly, mientras que la CasIII-ia presenta el aumento en la concentración de la mayoria 

de las especies, como por ejemplo el acetato, fenilacetato, glicina, glucosa, 

glutamina y lactato. 
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5.6. Análisis quimiomimétrico de muestras extracelulares 
 
Se obtuvo el siguiente PCA para las muestras de metabolitos extracelulares de 

ambos tiempos (Figura 18). Sólo se presenta el PCA para estas muestras debido a 

que se tuvo una buena agrupación al aplicar este método y no existía variaciones 

significativas en la misma en comparación con el PLS-DA y el OPLS-DA. 

 

 
 

Figura 18. PCA de scores modelado con los datos espectrales de las muestras 

extracelulares de los 20 y 40 min.  
 

Se observa claramente una buena agrupación y el solapamiento entre las muestras 

sin tratamiento, cisplatino y CasII-gly, por su parte la CasIII-ia se encuentra 

apartada de forma significativa de este agrupamiento, por lo que se supone que su 

efecto en las células sea diferente al resto de las muestras.  

 

20 min 
40 min 

Muestras extracelulares 20 y 40 min 
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En la Tabla 8 se presenta el resumen de los parámetros para de cada uno de los 

métodos quimiométricos presentados anteriormente. 
 

Método N R2X Q2 

PCA 22 0.989 0.954 

 
Tabla 8. Parámetros de los modelos quimiométricos empleados para las muestras 

extracelulares. N: número de muestras usadas para generar el modelo; R2X: varianza 

explicada por la matriz X; Q2: predictibilidad. 
 

Derivado del PLS-DA, se obtuvo el VIP de scores presentado en la Figura 19. 

 
Figura 19. VIP de scores obtenido para los metabolitos extracelulares de los 20 y 40 min. 

 

De acuerdo al VIP de scores anterior, los metabolitos responsables de este 

agrupamiento son la glucosa-6-fosfato, la glucosa, el lactato, el glutamato, la glicina, 

la fenilananina, entre otros. 
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Los grupos formados por las muestras extracelulares en los dos tiempos de 

incubación de se presentan en el siguiente diagrama (Figura 20). 

 

 
 
Figura 20. Agrupación de las muestras obtenida de acuerdo a los metabolitos extracelulares 

identificados en los 20 y 40 min. 

 

Con el diagrama anterior se confirmó el agrupamiento de forma mixta de las 

muestras sin tratamiento, con cisplatino y con la CasII-gly, en grupos de 20 y 40 

min. Por su parte las muestras de CasIII-ia se mantuvieron agrupadas de forma 

independiente. 
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Por último, el mapa de calor obtenido para las muestras extracelulares se muestra a 

continuación (Figura 21). 

 
 

Figura 21. Mapa de calor obtenido de acuerdo a la concentración de los metabolitos 

extracelulares a los 20 y 40 min. 

 

Se observa que la mayoría de la concentración de los metabolitos es baja para las 

células sin tratamiento, con cisplatino y con CasII-gly, mientras que la CasIII-ia 

mantiene en aumento la concentración de la mayoría de las especies, tales como el 

acetato, glucosa, glucosa-6-fosfato, lactato y leucina. 
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5.7. Análisis de enriquecimiento cuantitativo y análisis de enriquecimiento de 

vías (Quantitative enrichment analysis y pathway enrichment analysis) 

 
Se realizó un QEA y un PEA (por sus siglas en inglés) para cada una de las 

muestras por separado y en conjunto a través del software MetaboAnalyst (los 

resultados del análisis de las muestras por separado se encuentran en el anexo C). 

El primer estudio es la contraparte metabolómica del análisis de enriquecimiento de 

conjunto de genes (GSEA), pues operan de forma similar. En QEA se identifica el 

enriquecimiento de conjuntos de metabolitos en lugar de analizarlos de manera 

individual, siendo útil para visualizar cambios de concentración significativos y 

sutiles de los mismos asociando también las vías metabólicas donde se involucran 

[89]. 

En los gráficos de QEA el color y el tamaño de las barras indican la asociación 

positiva (color rojo) y la influencia de los metabolitos presentes en la muestra con 

cada una de las vías metabólicas. Las rutas metabólicas estadísticamente 

significativas que se deben de tomar en consideración son aquellas con un valor de 

p<0.05 [90]. 

Por otro lado el PEA, emplea los modelos de las vías metabólicas para completar el 

análisis, utiliza la estructura de una vía determinada para evaluar el impacto de cada 

uno de los metabolitos presentes en las muestras. Aquellas rutas metabólicas 

estadísticamente significativas son las que presentan un valor de p<0.05 y un valor 

de impacto>0.01 [91] 

Ambos estudios son complementarios pues ayudan una mayor comprensión de los 

fenómenos observados experimentalmente. A continuación, en las Figuras 22, 23, 

24 y 25 se presentan los resultados de ambos estudios para las muestras 

intracelulares y extracelulares sin tratamiento y con la administración de los 

compuestos. 
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Figura 22.Resultados del análisis QEA para ambos tiempos correspondiente a las muestras 

intracelulares. 
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Figura 23. Resultados del análisis QEA para ambos tiempos correspondiente a las 

muestras extracelulares. 
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Figura 24 . Resultados del análisis PEA para ambos tiempos correspondientes a las 

muestras intracelulares 

Impacto en la vía Impacto en la vía 
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Figura 25 . Resultados del análisis PEA para ambos tiempos correspondiente a las 
muestras extracelulares 
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Gracias al estudio de clasificación realizado se pudo obtener un panorama general 

del comportamiento de las muestras y de la presencia de los metabolitos en ellas, 

pero el hecho de conocer qué vías se están alterando con los tratamientos toma 

mayor importancia debido a estas observaciones. 

A continuación en las Figuras 27 y 28 se muestran las principales vías metabólicas 

impactadas por los compuestos con una significancia estadística, obtenidas a través 

de QEA (donde se analizan conjuntos de metabolitos y se relacionan con una ruta 

metabólica) y PEA (donde se analiza que tan impactada está una ruta metabólica de 

acuerdo a los metabolitos presentes) . 

En la Figura 29, se presenta un mapa metabólico en donde se ubican las vías 

metabólicas que fueron encontradas durante los estudios QEA y PEA, así como los 

metabolitos indentificados (resaltados en color morado) en las muestras. 
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Figura 26. Vías metabólicas reelevantes para las muestras sin tratamiento y con tratamiento 

obtenidas por QEA. 



 61 

 
Figura 27. Vías metabólicas reelevantes para las muestras sin tratamiento y con los 

tratamiento obtenidas por PEA. 
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Figura 29. Vías metabólicas y metabolitos (coloreados en morado) reelevantes para las muestras sin tratamiento y con 

tratamiento. 
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6. Discusión de resultados 
 

De forma general y en comparación con el análisis clasificatorio presentado 

anteriormente en este capítulo, se observa que efectivamente las muestras sin 

tratamiento se comportan ligeramente distinto a las células con tratamiento. De 

acuerdo con los PLS-DA, las muestras con mayor similitud son las del cisplatino y 

CasII-gly tanto intracelular como extracelularmente. Comparando las vías 

resultantes a través de estos dos estudios se observa que no son precisamente las 

mismas, pero la función de cada una de ellas es similar, por lo que la aproximación 

de los métodos estadísticos parece ser acertada, pero en el caso de la CasIII-ia el 

análisis clasificatorio arrojó que tenía un comportamiento diferente a los otros dos 

compuestos y analizando las rutas se observa que, si bien sí existen rutas diferentes 

en comparación con los otros dos tratamientos también hay similitudes en las 

mismas. 

Por su parte el gráfico VIP, evidenció que entre los metabolitos que marcan la 

diferencia entre las agrupaciones de las muestras intracelulares destacan colina, 

acetato, glucosa, glucosa-6-fosfato, entre otros. Se observa que sí existe relación 

con las vías encontradas, tal es el ejemplo la colina y el acetato que están 

conectados en los procesos metabólicos relacionados con los lípidos y estos 

destacan en los tres trartamientos. La glucosa, el glutamato y glucosa-6-fosfato se 

relacionan con el metabolismo de los carbohidratos, procesos que también se 

encontraron impactados por lo compuestos. 

Para las muestras extracelulares, el gráfico VIP resaltó metabolitos como la glucosa-

6-fosfato, glucosa, lactato, glutamato, glicina, entre otros. Estos están relacionados 

con el metabolismo de los carbohidratos y el efecto Warburg que también resultaron 

significativos dentro del estudio. 

A continuación se hará un análisis de las rutas metabólicas encontradas por QEA y 

PEA para cada caso. 

 
Sin tratamiento 
 

En QEA las vías metabólicas que se encontraron relevantes fueron la biosíntesis de 

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamida, así como el metabolismo de la metionina. 
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La fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamida son componentes de las bicapas lipídicas 

de la membrana de la célula y se sabe que en células de tipo metastásico como las 

MDA-MB-231 la concentración de lípidos es mayor en comparación con su 

contraparte no metastásica. Además, se ha reportado que las células tumorales a 

menudo hacen metástasis en un medio rico en lípidos [92,93]. La metionina por su 

parte, es un aminoácido esencial y se ha asociado al crecimiento de las células 

tumorales [94], lo que también coincide con lo reportado en la literatura referente a 

que en las células MDA-MB-231 se puede encontrar una alteración en el 

metabolismo de los aminoácidos [95]. 

En la parte extracelular no se encontraron procesos estadísticamente relevantes. 

El análisis de PEA, reveló en la parte intracelular al metabolismo de la glicina, serina 

y treonina. Se sabe que específicamente el metabolismo de la serina se encuentra 

elevado en esta línea celular [95]; además, están unidas biosintéticamente y juntas 

proporcionan los precursores esenciales para la síntesis de proteínas, ácidos 

nucleicos y lípidos que son cruciales para el crecimiento de las células cancerosas. 

La biosíntesis de serina / glicina también afecta la capacidad antioxidante celular, 

apoyando así la homeostasis tumoral. También se ha reportado que la vía 

biosintética de la serina / glicina impulsa la oncogénesis [96]. 

En el caso de estas muestras, la aparición de estas rutas y los antecedentes en la 

literatura sugieren que per se las células MDA-MB-231 ya tienen una alteración 

sobre esas vías metabólicas. 

De igual forma en la muestra extracelular no se encontraron vías estadísticamente 

significativas. 

 
 
Cisplatino 
 

El análisis de QEA identificó intracelularmente vías como la biosíntesis de 

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamida y el metabolismo de la metionina que son las 

mismas que se encontraron en las células sin tratamiento, además de la biosíntesis 

de fosfolípidos.  

El encontrar tres rutas que aparecen en el control se propone que pudiera deberse a 

uno de los dos siguientes motivos: el primero, es que la vía destaca por ser una 

alteración propia de la línea celular o el segundo es que efectivamente está siendo 
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alterada por el tratamiento con los compuestos. Al ser complicada la distinción de 

los dos casos expuestos anteriormente, se optó por hacer un enfoque en las vías 

que no aparecen en el control para este caso y para los compuestos restantes. 

Extracelularmente no se encontraron vías estadísticamente significativas. 

PEA, mostró que la vía influenciada por el cisplatino fue el metabolismo de la glicina, 

serina y treonina, al igual que el control. Extracelularmente tampoco se encontraron 

rutas significativas. 

Por lo tanto se propone que en este estudio el cisplatino pudiera encontrarse 

alterando principalmente la biosíntesis de fosfolípidos y que su efecto sobre el 

metabolismo en esta línea celular con respecto al tiempo, no es tan inmediato; en 

estudios posteriores podrían evaluarse tiempos más largos para visualizar si logra 

alterar otras rutas metabólicas. 

 

CasIII-ia 

 

Gracias al análisis QEA, se encontró que las vías metabólicas influenciadas por el 

compuesto son la biosíntesis de ácidos grasos, además de las tres rutas que 

coinciden con las encontradas en las muestras sin tratamiento. 

En donde se observa el impacto de otros procesos es en las muestras 

extracelulares donde destacan el metabolismo del piruvato, de nucleótidos, vía de 

las pentosas, glucogénesis y el efecto Warburg, por lo que posiblemente a estos dos 

tiempos de evaluación, se tenga un consumo mayor los metabolitos involucrados en 

estas vías por parte del medio intracelular. 

Por su parte los nucléotidos son esenciales para las células cancerosas, ya que 

dependen de la síntesis de novo de los mismos para mantener reservas suficientes 

y apoyar la replicación del ADN y la producción de ARN [97]; la vía de las pentosas, 

se considera comúnmente como una defensa que contrarresta el estrés oxidativo y 

produce ribosa-5-fosfato para la síntesis de nucleótidos. Sin embargo, nuevos 

estudios sugieren que esta vía tiene impactos importantes en varios aspectos del 

cáncer, incluida la proliferación, la apoptosis, la invasión, la farmacorresistencia y la 

metástasis [98]; la glucogénesis o gluconeogénesis, suprime significativamente la 

glucólisis aeróbica lo que lleva al efecto Warburg (descrito en Capítulo 1) e influye 

en otras vías metabólicas en las células cancerosas, incluido el ciclo del TCA, la 



 67 

fosforilación oxidativa, la vía de las pentosas, la glutaminólisis y la biosíntesis de 

serina y nucleótidos [99]. Como puede observarse, los procesos metabólicos 

significativos en la parte extracelular se encuentran relacionados entre ellas. 

En PEA intracelularmente destacan la glucólisis/gluconeogénesis y el metabolismo 

del piruvato, el cual también es significativo extracelularmente. 

Por lo que se propone que la CasIII-ia, esté influyendo principalmente en procesos 

como metabolismo de carbohidratos y de nucleótidos. 

 

CasII-gly 

 

El caso de la CasII-gly resulta interesante pues se observan varias rutas 

impactadas en QEA, incluso a los 20 y 40 min, donde destacan la degradación del 

etanol, el metabolismo de la pirimidina y del fosfatidilinocitol, así como la beta-

oxidación. En el análisis hasta los 120 min (que sólo fue posible realizar para este 

compuesto), se observan otras rutas relevantes distintas, donde destacan el 

metabolismo del piruvato, de la alanina, tirosina, así como la 

glucólisis/gluconeogénesis y la biosíntesis de fenilananina, tirosina y triptófano. 

El metabolismo de los nucleótidos, como ya se mencionó anteriormente, es una vía 

crítica que genera moléculas de purina y pirimidina para la replicación del ADN, la  

síntesis de ARN y la bioenergética celular, lo que apoya la replicación de células 

cancerosas [100]; la beta-oxidación está relacionada con la síntesis de ácidos 

grasos que como se mencionó anteriormente son empleados por las células 

cancerosas para su proliferación, supervivencia, resistencia a los medicamentos y 

metástasis [101], si bien para el metabolismo del a, resistencia a los medicamentos 

y metástasis [100]; si bien para el metabolismo del fosfatidilinocitol no se ha 

reportado un efecto sobre las células cancerosas, se encuentra ligado a la glucólisis, 

tal como se muestra en la Figura 29; la alanina y tirosina, también se han asociado 

a la proliferación de células cancerosas [102].  

Extracelularmente se tienen procesos como la biosíntesis de fosfolípidos, síntesis de 

fosfatidilcolina, metabolismo del piruvato, efecto Warburg y 

glucólisis/gluconeogénesis. 

El análisis PEA encontró que hasta los 40 min las vías de importancia fueron la 

glucólisis/gluconeogénesis, mientras el número de vías significativas hasta los 120 
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min es mayor, destacando la síntesis de ácidos grasos, metabolismo del glutamato, 

histidina y la alanina, ciclo del TCA, cadena de transporte de 𝑒̅, beta oxidación, 

biosíntesis de ácidos grasos, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina. 

De algunos procesos ya se explicó anteriormente el efecto que tiene sobre las líneas 

cancerosas; por su parte el metabolismo del glutamato, está directamente ligado con 

el de la glutamina que como se expuso en el Capítulo 1 es uno de los sellos 

característicos del cáncer; mientras que la cadena de transporte de 𝑒̅  y el ciclo del 

TCA son dos de los procesos más importantes de las células pues proveen de ATP 

a las mismas.  

En la parte de antecedentes de este documento, se mencionó el estudio de 

microarreglos donde emplearon este mismo compuesto, que si bien fue evaluado en 

células de cáncer cervicouterino (HeLa), existen similitudes con los resultados 

encontrados durante este trabajo. Durante ese estudio se reportó que la CasII-gly 

impacta el metabolismo de carbohidratos y de aminoácidos, así como alteraciones 

en el metabolismo de los lípidos, glucólisis/gluconeogésis, coincidente con lo 

observado por medio de los estudios de QEA y PEA presentados anteriormente.  

 

Estos hechos también evidencian una versatilidad de la actividad de esta 

Casiopeína®  frente a diferentes líneas célulares teniendo probablemente el mismo 

efecto metabólico en ellas.  

En resumen la CasII-gly, afecta mayor número de vías metabólicas y no 

directamente conectadas y su impacto sobre el metabolismo de lípidos sugiere que 

podría  ser buena candidata a disminuir los procesos de metástasis y migración de 

las células cancerosas. Actualmente dentro del grupo de investigación se evalúa el 

efecto de las Casiopeínas® en la migración e invasión de células de cáncer 

cervicouterino y el potencial anti-metastásico de las mismas in vivo. 

Por otro lado, comparando los efectos sobre el metabolismo de la línea celular al 

agregar el tratamiento con las Casiopeínas® y la actividad biológica de cada una 

sobre la línea celular empleada, es clara una correlación, pues la CasIII-ia es menos 

activa que la CasII-gly, que logra una afectación de mayor número de vías 

metabólicas. 

Adicionalmente, se ha propuesto en trabajos anteriores que las Casiopeínas®  son 

capaces de producir un daño a las células cancerosas en tiempos cortos, lo que 
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empata con lo observado en los resultados, pues a comparación del cisplatino que 

hasta los 40 min no se encuentra alterando muchos procesos metabólicos, las 

Casiopeínas® impactan desde tiempos cortos, y al parecer a tiempos mayores (120 

min) el efecto sobre las células es aún más importante. 
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7. Conclusiones 

 
La CasII-gly fue el compuesto más activo, seguida de la CasIII-ia.  

 

Las células se mantuvieron viables en  los tiempos de evaluación (20 y 40 min) a las 

concentraciones empleadas para los tres compuestos. 

 

Se identificaron un total de 25 metabolitos en las muestras intracelulares y 8 

metabolitos en las muestras extracelulares. 

 

Se encontraron similitudes en el comportamiento intracelular y extracelular de las 

muestras de cisplatino y de la CasII-gly, principalmente. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre el impacto sobre las vías metabólicas 

en este estudio a los 20, 40 y 120 min (el último en el caso de la CasII-gly) se 

propone que: 

 

El cisplatino podría encontrarse alterando principalmente la biosíntesis de 

fosfolípidos. 

 

La CasIII-ia esté influyendo principalmente en procesos como metabolismo de 

carbohidratos y de nucleótidos. 

 

La CasII-gly afecta mayor número de vías metabólicas, incluso no correlacionadas 

destacando su impacto sobre el metabolismo de carbohidratos y de lípidos. 
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Anexo A. 
 
 
 
 

Características fisicoquímicas de las Casiopeínas® 

empleadas. 
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3 

3 

 
1.  Nitrato  de  4,4’-dimetil-2,2’-bipridina acetilacetonato  cobre(II)  monohidratado 

(Casiopeína III-ia o CasIII-ia). Rendimiento: 90%. Análisis elemental calculado para 

CuC17H17N3O5·H2O: (PM = 426.92 g/mol): C, 47.83; N, 9.84; H, 4.96%. 

Experimental: C, 47.48; N, 9.97; H, 5.07%. IR (KBr,/cm-1): 1616.14, 1587.2, 1525.5, 

1490.8, 1384.7 (NO -), 730.9.eff = 1.80 BM.  (1 mM disolución etanólica a 298 K) 

= 40.23 S.  

 

2. Nitrato   de   4,7-dimetil-1,10-fenantrolina   glicinato   cobre(II)   dihidratado 

(Casiopeína II-gly o CasII-gly) Rendimiento: 89%. Análisis elemental calculado 

para  CuC16H15N4O5·2H2O  (PM  =  443.9  g/mol):  C,  43.29;  N,  12.62;  H,  4.54. 

Experimental: C, 43.53; N, 12.61; H, 4.70%. IR (KBr,/cm-1): 3305, 3253, 2945, 

1600, 1579, 1383 (NO -), 1430, 871, 726. eff = 1.76 BM. (1 mM disolución etanólica 

a 298 K) = 38.8 S. 
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Anexo B. 

 
Resultados de los experimentos de viabilidad 
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Viabilidad en células sin tratamiento 

 
 
Tiempo Repetición Células 

vivas 
Células 

muertas 
Células 
totales 

% 
Viabilidad 

% Viabilidad 
promedio por 

tiempo 

0 h 1 98 2 100 98 99.33 
  
  

2 92 0 92 100 

3 74 0 74 100 

20 min 1 90 1 91 98.90 99.23 
  
  

  2 82 1 83 98.80 

3 64 0 64 100 

40 min 1 100 0 100 100 99.66 
  
  

  2 71 0 71 100 

  3 97 1 98 98.98 

1 h 1 108 1 109 99.08 99.38 
  
  

  2 106 1 107 99.07 

  3 106 0 106 100 

2 h 1 69 2 71 97.18 96.95 
  
  

  2 82 2 84 97.62 

  3 73 3 76 96.05 

4 h 1 94 0 94 100 

99.55  2 110 0 110 100 

3 73 1 74 98.65 

6 h 1 109 0 109 100 

99.69 2 104 0 104 100 

3 105 1 106 99.06 

 

Tabla 1. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la línea 
celular MDA-MB-231 sin tratamiento. 
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Viabilidad en células con cisplatino 

 
 
 

Tiempo Repetición Células 
vivas 

Células 
muertas 

Células 
totales 

% 
viabilidad 

% viabilidad 
(promedio por 

tiempo) 

0 h 1 99 0 99 100 99.34 

2 90 1 91 98.90 

3 113 1 114 99.12 

20 min 1 129 0 129 100 99.69 

2 122 0 122 100 

3 106 1 107 99.07 

40 min 1 90 4 94 95.74 99.44 

2 80 0 80 100 

3 84 0 84 100 

1 h 1 80 0 80 100 99.68 

2 92 0 92 100 

3 103 1 104 99.04 

2 h 1 61 0 61 100 100.00 

2 84 0 84 100 

3 89 0 89 100 

4 h 1 60 1 61 98.36 97.63 

2 82 2 84 97.62 

3 126 4 130 96.92 

6 h 1 72 1 73 98.63 98.75 

2 87 1 88 98.86 

3 118 0 118 100 

 

Tabla 2. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la línea 
celular MDA-MB-231 con cisplatino (21.76 µM). 
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Viabilidad en células con CasII-gly 

 
 
Tiempo Repetición Células 

vivas 
Células 

muertas 
Células 
totales 

% 
viabilidad 

% viabilidad 
(promedio 

por tiempo) 

0 h 1 80 0 80 100 

100  

2 210 0 210 100 

3 102 0 102 100 

20 min 1 156 1 157 99.36 

99.79  

2 162 0 162 100 

3 184 0 184 100 

40 min 1 140 0 140 100 

100  

2 157 0 157 100 

3 139 0 139 100 

1 h 1 120 0 120 100 

99.75  2 133 1 134 99.25 

3 121 0 121 100  
2 h 1 141 0 141 100 

99.61  

2 154 0 154 100 

3 169 2 171 98.83 

4 h 1 167 3 170 98.24 

98.18  

2 187 5 192 97.40 

3 180 2 182 98.90 

6 h 1 188 6 194 96.91 

98.44 

2 152 0 152 100 

3 186 3 189 98.41 

 

Tabla 3. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la línea 
celular MDA-MB-231 con CasII-gly (1.5 µM). 
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Viabilidad en células con CasIII-ia 
 

 

Tiempo Repetición Células 
vivas 

Células 
muertas 

Células 
totales 

% 
viabilidad 

% viabilidad 
(promedio por 

tiempo) 

  
0 h 

1 190 0 190 100 100 

2 98 0 98 100 

3 119 0 119 100 

20 min 1 157 2 159 98.74 99.58 

2 147 0 147 100 

3 137 0 137 100 

40 min 1 106 0 106 100 99.44 

2 343 2 345 99.42 

3 367 4 371 98.92 

1 h 1 185 0 185 100 99.63 

2 171 1 172 99.42 
 

3 189 1 190 99.47 

2 h 1 93 0 0 100 98.58 

2 193 3 196 98.47 

3 226 3 229 98.69 

4 h 1 200 0 200 100 98.91 

2 171 1 172 99.42 

3 217 6 223 97.31 

6 h 1 190 4 194 97.94 98.59 

2 259 2 261 99.23 

3 190 4 194 97.94 

 

Tabla 4. Resultados de los experimentos de viabilidad para cada muestra en la línea 
celular MDA-MB-231 con CasIII-ia (15.55 µM). 
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Anexo C. 
 
 
 

Resultados de los experimentos de QEA Y PEA 
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Imagen 1. Gráfico del análisis PEA para las muestras intracelulares en ambos 

tiempos de tratamiento. 
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Tabla 1. Resultados del análisis PEA para las muestras intracelulares para ambos 

tiempos de tratamiento. 
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Imagen 2. Gráfico del análisis QEA para las muestras intracelulares en ambos 

tiempos de tratamiento. 
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Tabla 2. Resultados del análisis QEA para las muestras intracelulares para ambos 

tiempos de tratamiento. 
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Imagen 3. Gráfico del análisis PEA para las muestras extracelulares en ambos 

tiempos de tratamiento. 
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Tabla 3. Resultados del análisis PEA para las muestras extracelulares para ambos 

tiempos de tratamiento. 
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 Imagen 4. Gráfico del análisis QEA para las muestras extracelulares en ambos 

tiempos de tratamiento. 
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Tabla 4. Resultados del análisis QEA para las muestras extracelulares para 

ambos tiempos de tratamiento. 
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