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RESUMEN 

 

El cáncer se define como un conjunto de enfermedades caracterizadas por el 

crecimiento desordenado o anormal de las células y de acuerdo con la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), se considera la principal causa de 

muerte en el mundo. Uno de los tipos de cáncer con mayor incidencia tanto en 

México como a nivel mundial es el cáncer de colon (CaCO). Su diagnóstico 

temprano se basa en la detección de sangre oculta en heces y en la 

colonoscopía. Actualmente, las investigaciones se han enfocado en identificar 

biomarcadores en la llamada biopsia liquida, con utilidad en el pronóstico y 

diagnóstico. Esta prueba analiza el material derivado de tumores, siendo sus 

fuentes principales de detección las células tumorales circulantes y los ácidos 

nucleicos circulantes los cuales, además, están siendo considerados como un 

blanco terapéutico. 

 

El DNA circulante (DNAcir) es el DNA extracelular que se encuentra en la 

circulación sanguínea y que se ha demostrado que puede transferir información 

genética de una célula a otra (transferencia horizontal) y modificarla. En 

pacientes con cáncer se han detectado concentraciones altas, así como un perfil 

electroforético más fragmentado; además se ha demostrado que contiene 

alteraciones genéticas semejantes al del tumor del cual se origina, 

considerándose así, como un blanco terapéutico prometedor y su degradación 

con la DNasa I como un posible tratamiento. En particular, la DNasa I bovina ha 

sido estudiada en diversos modelos, demostrando efectos sobre la viabilidad, 

clonogenicidad, migración y adhesión de células tumorales, así como también 

un efecto antimetastásico en modelos murinos. 

 

El objetivo de este proyecto fue evaluar el efecto de la DNasa I sobre la viabilidad, 

clonogenicidad y concentración del DNAex en los medios condicionados de 

líneas celulares de cáncer de colon humano (SW480) y murino (CT26); así como 

evaluar la respuesta al tratamiento con la dosis equivalente de humano en ratón 

de la DNasa I en un modelo de ratones BALB/c con tumores derivados de células 

CT26. 
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Para el modelo in vitro, las líneas celulares SW480 y CT26 se trataron con seis 

diferentes dosis de DNasa I (120, 240, 360, 480 y 600 U/mL) durante 72 h y se 

evaluó la viabilidad, clonogenicidad y muerte celular por apoptosis o necrosis, 

conjuntamente se cuantificó la concentración de DNAex en los medios 

condicionados de cada línea celular. Adicionalmente se determinó el efecto de 

una alta concentración de DNAex exógeno en la viabilidad de las células SW480 

y CT26 con y sin el tratamiento con la DNasa I. Para el modelo in vivo, ratones 

BALB/c se inocularon con células CT26, posteriormente se les administró por vía 

intraperitoneal la dosis equivalente de humanos en ratones de la DNasa I 

(161,838 U/kg igual a 3,236 U por ratón) en un esquema de 5x2, dónde cinco 

días continuos recibieron el tratamiento y dos días descansaron, se valoró el 

desarrollo del volumen tumoral y la concentración de DNAcir en el suero de estos 

ratones. 

 

Se observó que la DNasa I disminuye la viabilidad y clonogenicidad de las líneas 

celulares SW480 y CT26 con las dosis más altas de la DNasa I; además, el 

principal mecanismo de muerte celular por el cual disminuyó la viabilidad fue la 

apoptosis celular. Sin embargo, estos resultados no correlacionaron con el efecto 

de la DNasa I sobre las concentraciones del DNAex ya que las líneas celulares 

evaluadas respondieron de manera distinta al tratamiento sin mostrar un efecto 

dosis-respuesta. Adicionalmente se observó que una alta concentración de 

DNAex exógeno en el medio condicionado de estas dos líneas celulares, 

aumenta su viabilidad, pero el efecto puede ser contrarrestado por el tratamiento 

con la DNasa I en la línea celular CT26. 

 

En el modelo murino se demostró que el tratamiento con la dosis equivalente de 

humanos en ratones de la DNasa I, retrasó el desarrollo tumoral; ya que, al 

concluir el experimento, el volumen tumoral fue 37% menor que en el grupo 

control. Este efecto correlacionó con la disminución del DNAcir en el suero de 

estos ratones.  

 

Los resultados obtenidos en este trabajo aunados a los antecedentes de la 

literatura sugieren que la DNasa I puede utilizarse como un agente antitumoral 

con potencial en el reposicionamiento terapéutico. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Cáncer.  

 

El cáncer se define como un conjunto de enfermedades caracterizadas por el 

crecimiento desordenado o anormal de las células (Roy & Saikia, 2016), evadir 

mecanismos de muerte celular y transformación de células normales en 

tumorales que pueden propagarse e invadir otros tejidos para generar metástasis 

(Fauci et al., 2000). 

 

El inicio y la progresión tumoral son considerados como procesos multifactoriales 

que involucran alteraciones genéticas, predisposiciones hereditarias y factores 

ambientales, por ejemplo: carcinógenos ambientales como la radiación, 

exposición a metales pesados, estilos de vida sedentarios, infecciones virales y 

bacterianas son considerados factores de riesgo externos que pueden 

desencadenar alteraciones moleculares en las células. Por otra parte, la 

activación de oncogenes o la inactivación de genes supresores de tumores 

pueden traer como consecuencia una inadecuada regulación del ciclo celular y 

daño al DNA que se resume en la acumulación de mutaciones y el desarrollo de 

un fenotipo maligno (Fauci et al., 2000; Rivera et al.,2017).  

 

En el año 2000, Hanahan y Weinberg describieron seis características del cáncer 

que buscan explicar su biología; dentro de estas características se encuentra el 

mantenimiento de la señalización proliferativa, evasión de supresores de 

crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalidad replicativa, 

angiogénesis, invasión y metástasis, más tarde agregaron la reprogramación del 

metabolismo celular y evasión de la destrucción inmune (Hanahan & Weinberg, 

2000; Hanahan, 2022). Si bien el cáncer es una enfermedad compleja, los 

hallazgos de las múltiples investigaciones han permitido tener una mejor 

comprensión del origen y evolución de los diferentes tipos de cáncer. 
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1.2 Epidemiología. 

 

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

principal causa de muerte en el mundo; en el año 2020 se reportaron alrededor 

de 10 millones de defunciones y 19.3 millones de nuevos casos, siendo el cáncer 

de mama, pulmón, colorrectal y próstata los de mayor incidencia. A pesar de los 

esfuerzos realizados en el campo de la investigación, la incidencia y mortalidad 

continúan aumentando, por ejemplo, en México se ha observado un aumento en 

la tasa de defunciones: de 6.18 en 2010 a 7.17 en 2020, por cada 10,000 

personas; por lo que se considera un problema de salud pública (Sung et al., 

2021; INEGI, 2022; GLOBOCAN, 2020). 

 

Actualmente en México, el cáncer ocupa la cuarta causa de muerte (8.37%) 

después de las enfermedades del corazón (20.1%), COVID-19 (18.4%) y 

diabetes mellitus (13.9%; INEGI, 2021). Entre los tipos de cáncer con mayor 

incidencia en primer lugar se encuentra el cáncer de mama, seguido por el de 

próstata, cérvix, colorrectal y tiroides (GLOBOCAN, 2020).  

 

En particular, el cáncer colorrectal en nuestro país ocupa un lugar importante, ya 

que es considerada la cuarta causa de muerte por cáncer; en hombres, la mayor 

tasa de defunciones se da entre los 30 y 59 años mientras que en mujeres es 

después de los 60 años. La edad promedio de diagnóstico es a los 50 años y 

aunque en general ha sido considerada una neoplasia con mayor incidencia en 

edades avanzadas, en los últimos años se ha incrementado su detección en 

personas entre los 20 y 30 años (INEGI, 2022; GLOBOCAN, 2020). 

 

1.3 Cáncer de colon. 

 

En el año de 1990, Fearon y Volgestein propusieron uno de los modelos más 

aceptados para explicar la progresión del cáncer de colon (CaCO), el cual indica 

que la alteración genética más temprana ocurre frecuentemente en el gen APC 

y en un inicio se manifiesta en las glándulas productoras de moco que revisten 

al colon y es seguido de la aparición y acumulación de mutaciones en genes que 
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regulan procesos como la proliferación celular y reparación del DNA (Figura 1; 

Fearon & Vogelstein, 1990). 

 

Figura 1. Modelo de carcinogénesis en cáncer de colon. Se muestra la secuencia 
de eventos genéticos que ocurren con la progresión del cáncer de colon. En esta 
secuencia participan oncogenes como K-RAS que permiten un aumento de la 
proliferación celular y, por el contrario, la inactivación de genes supresores de tumores 
como APC, DCC, P53 que evitan el control de la proliferación celular y apoptosis (Fearon 
& Vogelstein, 1990). 

 

Aproximadamente el 75% de los casos de CaCO son de origen esporádico y 

están muy relacionados con el modelo de Fearon y Volgestein, mientras que el 

25% restante es de origen hereditario ligado a síndromes como poliposis 

adenomatosa familiar (FAP), el cual se caracteriza por la presencia de una gran 

cantidad de pólipos en el colon; o bien, el síndrome de Lynch o CaCO no poliposo 

hereditario (HNPCC) que está relacionado a una incorrecta reparación de DNA 

(Chabner et al., 2013; Cruz-Bustillo Clarens, 2004; Fearon & Vogelstein, 1990). 

 

La etiología del CaCO abarca desde factores genéticos como la predisposición 

hereditaria que se mencionó anteriormente, hasta factores ambientales, los 

cuales dependen en gran parte del estilo de vida de las personas; uno de los 

más destacables es el tipo de dieta, ya que el consumo excesivo de grasas, 

alcohol, tabaco y café se asocian a un mayor riesgo de desarrollar CaCO, otros 
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factores que influyen son el sedentarismo y el uso de analgésicos no esteroideos 

(Morgan-Villela et al., 2008). 

 

El cuadro clínico que presentan los pacientes al inicio de la enfermedad depende 

de la localización del tumor, la mayoría se encuentran en el colon izquierdo 

llegando a causar obstrucción intestinal parcial o total lo que tiene como 

consecuencia dolor abdominal, sangrado y disminución en el tamaño de las 

heces. Por el contrario, si el tumor está ubicado en el colon derecho, no hay 

obstrucción de los intestinos, pero la absorción de líquidos es ineficiente y por 

consecuencia el paciente presenta heces liquidas, pérdida de peso y dolor 

abdominal (Rivera et al.,2017).  

 

El CaCO tiene un cuadro clínico muy general y similar al de otras enfermedades 

que se presentan en el colon, por lo tanto, detectarlo oportunamente es 

importante. Las pruebas recomendadas para su detección temprana son la 

sangre oculta en heces y la colonoscopía. Por su parte, la determinación del 

antígeno carcionoembrionario tiene valor pronóstico (Chabner et al., 2013; 

Rivera et al.,2017).  

 

Una vez confirmada la neoplasia, el tratamiento depende de la progresión del 

cáncer; por ejemplo, en las etapas I, II, y III cuando la enfermedad está localizada 

o es operable, se utiliza cirugía con o sin quimioterapia adyuvante. Para la etapa 

IV los pacientes presentan metástasis por lo que la quimioterapia es la mejor 

opción, además se evalúa la resección de la lesión primaria; sin embargo, los 

pacientes en esta etapa no tienen un buen pronóstico (Juárez-Vázquez & 

Rosales-Reynoso et al., 2014). 

 

Actualmente, las investigaciones se han enfocado en mejorar el diagnóstico y 

pronóstico de las personas con CaCO identificando por ejemplo firmas genéticas 

que funcionan como biomarcadores con utilidad en el pronóstico y diagnóstico 

del cáncer. Estos biomarcadores pueden encontrarse en biopsias de tejido, así 

como en la llamada biopsia liquida, siendo esta última la más actual y que ha 

generado mucho interés al ser menos invasiva (Poulet et al., 2019; Ignatiadis 

et al., 2021). 
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La biopsia liquida es una prueba complementaria o alternativa a la biopsia de 

tejido que analiza el material derivado de tumores que se encuentran en la 

sangre u otros fluidos fisiológicos, su objetivo principal consiste en aportar 

información para el diagnóstico, pronóstico y monitoreo de la enfermedad; sus 

principales fuentes de detección son las células tumorales circulantes y los 

ácidos nucleicos circulantes los cuales están siendo considerados como un 

blanco terapéutico (Poulet et al., 2019; Alix-Panabières & Pantel, 2021). 

 

1.4 DNA circulante extracelular (DNAcir). 

 

El DNA extracelular (DNAex) hace referencia al DNA que se encuentra fuera de 

la célula y que proviene del núcleo; generalmente se encuentra envuelto en 

vesículas o en complejos lipoproteicos que lo protegen del sistema inmunológico 

y de las nucleasas que se encuentran en el medio extracelular. El termino DNAex 

abarca tanto el DNA que está en fluidos fisiológicos circulantes (DNAcir) como: 

sangre y fluidos linfáticos; así como el que no está en circulación: tales como 

heces, saliva, esputo, orina, semen, líquido amniótico, líquido cefalorraquídeo, 

bilis, lavado bronquial, cepillado esofágico, secreción mamaria, desgarres y 

quistes (Figura 2; Thierry et al.,2016). El DNAcir se caracteriza por ser de cadena 

sencilla o doble con una longitud que abarca desde menos de 500 pares de 

bases (pb) hasta 21mil pb (Martínez-Ezquerro et al., 2008). 

 

El procedimiento por el cual el DNAcir se secreta al medio extracelular, continua 

en estudio; sin embargo, el mecanismo mejor descrito es mediante la liberación 

pasiva el cual implica daño celular; dentro de estos se encuentra la apoptosis 

(considerada como la principal fuente de DNAcir), necrosis, fagocitosis, y oncosis 

(Figura 2). También se ha descrito la secreción activa de DNAcir, el cual se 

caracteriza por la liberación espontanea del DNA de células vivas, proceso que 

implica gasto energético (Thierry et al.,2016; Gahan et al., 2008). 
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Figura 2. DNA presente en fluidos fisiológicos. El DNA liberado en el organismo se 
puede encontrar en fluidos fisiológicos circulantes (DNAcir) y no circulantes y la mayoría 
de este material genético deriva de procesos en los que existe daño celular (Thierry 
et al.,2016; Gahan et al., 2008).  

 

La estructura y composición del DNAcir puede ser monomérica u oligómerica y 

estar solo o unido a histonas. Debido a la heterogeneidad del DNAcir su 

clasificación se da con base en su tamaño: microvesículas y complejos 

macromoleculares o por los elementos que lo acompañan: vesicular y no 

vesicular (Grabuschnig et al., 2020). En la tabla 1 se describen los diferentes 

tipos de DNAcir y sus características, los cuales se han considerado como una 

firma para conocer el mecanismo de liberación por el cual se originan. 
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Tabla 1. Estructuras asociadas al DNAcir. 

 

Estructura 
Componentes que lo 

integran  
Tamaño 

Mecanismo de 

liberación 

Microvesículas 

Exosomas 

 

Proteínas, lípidos, 

RNAm, microRNA y 

DNA en menor cantidad. 

 

30-100 

nm 

Apoptosis 

Fagocitosis 

Micropartículas 

 

DNA, RNA envuelto en 

una parte de la 

membrana celular. 

 

100-200 

nm 

Liberación directa 

de la membrana 

plasmática. 

Cuerpos 

apoptóticos 

 

DNA degradado por 

apoptosis envuelto 

vesículas. 

 

1 y 5 μm 

 
Apoptosis 

Complejos macromoleculares 

 

Virtosoma 

 

DNA, RNA y 

lipoproteínas. 
Variado Secreción activa 

NETs 

 

DNA de neutrófilos 

 

Variado NETosis 

 

(Thierry et al., 2016; Grabuschnig et al., 2020). 
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1.5 Funciones del DNAcir. 

 

Diversos autores han sugerido que el DNAcir tiene la capacidad de actuar como 

un mensajero intercelular ya que puede transferir información genética de una 

célula a otra y modificarlas, lo cual ha sido comprobado en diversos 

experimentos tanto in vitro como in vivo. Los primeros reportes se llevaron a cabo 

en la década de los 60, en los que la exposición a DNAcir de un organismo 

diferente causaba modificaciones en plantas o bacterias (Thierry et al.,2016). 

Más tarde, en el año de 1965, Bendich y colaboradores, demostraron que el 

DNAcir tumoral inyectado a ratones inducía desarrollo de tumores. Otras 

investigaciones que apoyaron esta observación fueron realizadas por Anker y 

colaboradores en 1994, cuando comprobaron la transformación de células 

NIH/3T3 después de ser expuestas y de adquirir el DNAcir liberado por la línea 

celular de cáncer de colon SW480, la cual tiene mutado el gen K-RAS (Bendich 

et al., 1965; Fernández-Domínguez et al., 2021; Anker et al., 1994). 

  

Con base en lo anterior, surgió la hipótesis hoy conocida como genometástasis, 

la cual propone que el DNAcir liberado por las células tumorales es capaz de 

transferirse a células susceptibles lejanas al tumor primario y generar metástasis. 

Lo anterior se ha estudiado en modelos de ratón y se ha observado que el DNAcir 

derivado de un proceso tumoral puede contener fragmentos de oncogenes que 

estimulen la metástasis. Actualmente la hipótesis de la genometástasis continúa 

siendo una teoría; sin embargo, diversas investigaciones intentan explicar cómo 

se realiza la transferencia de DNAcir, siendo la composición y la estructura en lo 

que está envuelto, lo que ha dado la pauta de cómo abordar el mecanismo de 

transferencia; ello debido a que se ha observado que estructuras como cuerpos 

apoptóticos, virtosoma y exosomas pueden ser responsables de la 

transformación a distancia. Por ejemplo; en el caso de los NETs se ha 

demostrado que pueden promover el desarrollo de metástasis inmovilizando 

células tumorales y creando un ambiente propicio para su desarrollo. (Peters & 

Pretorius, 2012; Thierry et al.,2016; Albrengues et al., 2018).  
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Otra forma en la que podría llevarse a cabo la transformación de las células es 

mediante receptores de membrana, de manera in vitro se ha comprobado que la 

proteína CCDC25 presente en la superficie de las células tumorales puede 

reconocer y unirse al DNA que forma parte de los NETs e incluso activar vías 

para mejorar la motilidad de estas células. Otro ejemplo es el de los receptores 

tipo Toll 9 que están presentes en células del sistema inmunitario como 

monocitos, macrófagos y células detríticas, que, aunque son intracelulares se 

tiene descrito que pueden reconocer DNA. Aún con estos ejemplos, el 

reconocimiento e internalización del DNAex aún no está totalmente descrito, sin 

embargo, su composición es de suma importancia (L. Alekseeva & Mironova, 

2021). 

 

1.6 DNAcir y Cáncer.  

 

El DNAcir es detectable en personas sanas; sin embargo, los niveles varían en 

diversas condiciones patológicas, como enfermedades sistémicas, inflamatorias, 

infecciosas y en cáncer. Algunos estudios estiman que en sujetos sanos los 

niveles van de 1-100 ng/mL, mientras que en pacientes con cáncer estas 

cantidades se elevan a concentraciones de hasta 1500 ng/mL (Kustanovich 

et al., 2019). Los niveles de DNAcir que se detectan en pacientes dependen del 

tipo de tumor y estadio de la neoplasia; por ejemplo, en etapas tempranas, los 

niveles de DNAcir pueden ser bajos o indetectables, pero aumentan en etapas 

tardías o metastásicas. Bettegowda y colaboradores en 2014, encontraron que 

el DNAcir fue detectable en el 75% de los pacientes de estadios avanzados con 

cáncer de páncreas, ovario, colorrectal, vejiga, gastroesofágico, mama, 

melanoma, hepatocelular y de cabeza y cuello; mientras que, en tumores en 

estadios no-metastásicos, el DNAcir se detectó entre el 50 y 75% de pacientes 

con cáncer colorrectal, gastroesofágico, cáncer de páncreas y adenocarcinoma 

de mama (Bettegowda et al., 2014). 

 

El nivel de DNAcir no es la única característica distintiva en pacientes con cáncer; 

ya que se ha observado que tiene un perfil electroforético más fragmentado con 

un rango de tamaño de entre 160 y 180 pb (Jiang et al., 2015). Además, contiene 

alteraciones genéticas (las presentes en el tumor), como, por ejemplo: 
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fragmentos del gen K-RAS mutado en el DNAcir de pacientes con cáncer de 

mama y de colon, mutación que es especifica de las células tumorales (Stroun 

et al., 1989); además, alteraciones en la metilación (Cheng et al., 2016). Otras 

mutaciones frecuentemente encontradas en el DNAcir son las de los genes 

supresores de tumor; tales como el gen P53 el cual tiene la capacidad de regular 

el ciclo celular y contribuir a la reparación en el daño del DNA, promoviendo la 

apoptosis y la estabilidad genómica; y de los genes involucrados en la reparación 

del DNA como MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 (Martínez-Ezquerro et al., 2008; 

Payá Roma et al., 2006). 

 

1.7 CaCO como modelo de estudio. 

 

La liberación de DNAex en el torrente sanguíneo (DNAcir) de los pacientes con 

neoplasias es diferente dependiendo del tipo de cáncer; Bettegowda y 

colaboradores en 2014, encontraron que los niveles de DNAcir son más altos y 

fácilmente detectables principalmente en personas con CaCO, vejiga, mama y 

melanoma (Bettegowda et al., 2014). 

 

Particularmente, el CaCO tiene una cinética de crecimiento tumoral que explica 

los altos niveles de DNAcir en pacientes con este tipo de tumores. Los 

parámetros que se evalúan en una cinética de crecimiento tumoral consisten en 

el coeficiente de proliferación (15%) y el factor de pérdida de células tumorales 

(96%). Un nivel tan alto de perdida de células tumorales se traduce en una fuente 

importante de DNAcir que ocasiona una mayor liberación de DNAcir al torrente 

sanguíneo lo que lo hace un modelo de estudio adecuado (Thierry et al., 2016; 

Bettegowda et al., 2014; Meyer, 1981). 

 

1.8 El DNAcir como blanco terapéutico. 

 

El DNAcir hoy en día es considerado como un blanco terapéutico ya que se ha 

demostrado su papel biológico como mensajero intercelular y su posible 

participación en la teoría de la genometástasis; por estas razones se ha 

considerado a la DNasa I como un posible tratamiento, ya que tiene la capacidad 

de degradar al DNAcir, además se ha demostrado en diferentes estudios tanto 
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in vitro como in vivo que esta enzima es capaz de inducir muerte en diferentes 

líneas celulares e incluso disminuye el número de metástasis en ratones (Thierry 

et al.,2016). 

 

1.9 Reposicionamiento terapéutico.  

 

En los últimos años, una de las estrategias novedosas implementadas en el 

tratamiento del cáncer es el reposicionamiento terapéutico de fármacos, el cual 

consiste en el uso de fármacos ya aprobados y establecidos para tratar 

afecciones no malignas, pero con un nuevo enfoque y función hacia el cáncer 

(González-Fierro & Dueñas-González, 2021). Ejemplo de reposicionamiento 

terapéutico ha sido el uso de la ribavirina con efecto antitumoral en líneas 

celulares de CaCO, glioma, próstata, mama y cervicouterino y cuyo uso 

convencional era como inhibidor de la replicación viral (De la Cruz-Hernández 

et al., 2015). Estudios clínicos de fase II y III con la combinación de hidralazina y 

valproato han demostrado un efecto favorable sobre la supervivencia libre de 

progresión en pacientes con cáncer de cuello uterino y como una terapia no 

tóxica y eficaz en pacientes con síndrome mielodisplásico (Coronel et al., 2011; 

Candelaria et al., 2011). Otros ejemplos menos convencionales, es el uso de la 

DNasa I de bovino y proteasas para eliminar el DNAcir con efectos antitumorales 

en un modelo in vivo (Trejo-Becerril et al., 2016). 

 

1.10 DNasa I. 

 

La DNasa I es una enzima que puede hidrolizar enlaces fosfodiéster del DNA; 

es codificada por el gen DNASE1 y expresada en distintos tejidos, principalmente 

en órganos del sistema digestivo. Particularmente, la DNasa I de vertebrados 

que es activada por Mg2+ y Ca2+, tiene la capacidad de escindir al DNA 

bicatenario de 100 a 500 veces con más eficacia que al DNA monocatenario 

(Lauková et al., 2020). La función de esta enzima es de gran relevancia ya que 

su deficiencia se ha vinculado a patologías como lupus eritematoso sistémico y 

en una degradación ineficiente de DNAcir; por lo tanto, la actividad de la DNasa 

I en pacientes con cáncer se ha considerado como un biomarcador (Lauková 

et al., 2020; Fujihara et al., 2012).  
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La DNasa I de bovino fue la primera DNasa descubierta y cristalizada por Kunitz, 

está formada de 282 aminoácidos y tiene un tamaño de 45 x 40 x 35 Aº; además, 

carece de especificidad, pero los cortes los realiza preferentemente en el lado 

5´de las bases pirimidínicas (Figura 3; Leiva, A., et al 2002). Esta enzima ha sido 

usada ampliamente en diferentes ensayos tanto in vitro como in vivo y se ha 

comprobado que puede inhibir la proliferación de células tumorales (Alcázar-

Leyva et al., 2009) y prevenir el desarrollo de metástasis en modelos de ratones 

(Lauková et al., 2020). 

 

 

Figura 3. Actividad de la DNasa I de bovino. Se muestran las preferencias y 
características de la DNasa I para realizar la degradación de DNA, esta actividad puede 
ser inhibida principalmente por la actina (Leiva, A., et al 2002, Lauková et al., 2020).  
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2. ANTECEDENTES  

 

Las primeras observaciones en relación con el DNAcir surgieron entre 1940 y 

1988, la mayoría señalaron que había presencia de este material nucleico en la 

sangre de personas sanas o con alguna patología (Tan et al., 1966; Thierry et al., 

2016). La primera patología con la que se le relacionó fue el lupus eritematoso 

(Tan et al., 1966); más tarde, León y colaboradores (1977) demostraron una 

mayor cantidad de DNAcir en pacientes con cáncer (Leon et al., 1977). 

 

La correlación del DNAcir con el cáncer, cobró relevancia clínica al encontrar que 

alteraciones genéticas del tumor primario, se detectaban también en el DNAcir; 

como es el caso de las mutaciones en el gen K-RAS (Vasioukhin et al., 1994). 

Años más tarde se demostró su función como mensajero intercelular y su 

capacidad para la transferencia horizontal de genes (Aucamp et al., 2016). 

Adicionalmente se determinó que la presencia de una mayor concentración de 

DNAcir en la sangre de personas con cáncer podría explicarse debido a un 

aumento en la masa tumoral y una disminución en la cantidad y actividad de la 

DNasa I endógena (Tamkovich et al., 2006). 

 

De acuerdo con las evidencias antes expuestas, el DNAcir es considerado como 

un blanco terapéutico por lo que la administración de la DNasa I es un 

tratamiento con potencial antitumoral (Patutina et al., 2010). 

 

Uno de los primeros reportes en referencia a la DNasa I como tratamiento se 

llevó a cabo en el año de 1964, en el que un grupo de investigadores evaluó la 

toxicidad y la capacidad antigénica de la DNasa I de bovino en humanos; 

encontrando que la dosis tolerable y no tóxica es de 2,000,000 de unidades (U) 

por vía intravenosa; adicionalmente, se determinó la eficacia de esta enzima en 

pacientes con meningitis provocada por neumococos administrándola en 

distintos períodos y dosis (677691 U de la DNasa I en promedio por día). Los 

resultados del estudio indicaron que, en la mejoría de los pacientes, disminuyó 

la presencia de pus en el líquido cefalorraquídeo y fiebre; y no se detectaron 

anticuerpos contra la DNasa I de bovino (Johnson et al., 1954).  
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Las investigaciones en el área de la oncología respecto al potencial antitumoral 

de la DNasa I hasta el momento han sido realizadas en modelos in vitro e in vivo, 

siendo la de origen bovino una de las más utilizadas debido a su bajo costo en 

comparación a la DNasa I recombinante existente en el mercado, y que está 

aprobada únicamente para tratar fibrosis quística en humanos (Wagener & 

Kupfer, 2012). La mayoría de los estudios realizados con la DNasa I analizan su 

acción en líneas tumorales y su efecto en modelos in vivo para evaluar su 

capacidad antitumoral y antimetastásica, como lo reportan los siguientes 

estudios:  

 

Los ensayos realizados in vitro indican una correlación dosis-respuesta de la 

DNasa I en ensayos de viabilidad, proliferación celular y clonogenicidad en 

distintas líneas celulares tumorales; por ejemplo, Alcázar-Leyva y colaboradores 

(2009) evaluaron dosis de 0.75, 1.5, 3.0, 6.0, y 9.0 µg/mL de la DNasa I en 

diferentes líneas celulares; y lo que observaron fue que la dosis más alta de 9 

µg/mL de la DNasa I disminuyó la viabilidad hasta en un 95% en líneas celulares 

como HeLa y HEp-2. Mientras que en líneas celulares como CaLu-1, SK-MES-

1, y L-929, la viabilidad se disminuyó en un 50%. En la línea celular de melanoma 

murino B16-F10 se ha reportado también una disminución dosis-respuesta en la 

viabilidad y en la capacidad de formar colonias tras el tratamiento con la DNasa 

I (García-Higuera et al., 2001). En los reportes anteriores se observó que el 

efecto es además línea celular-dependiente. 

 

Otros estudios también han informado efectos citotóxicos y en la actividad 

migratoria de células con potencial metastásico (B16 altamente invasivo), 

encontrando en ensayos de viabilidad que la concentración inhibitoria 50 (IC50) 

fue de 10.1x103 U/mL de DNasa I, y en experimentos que evaluaron migración 

celular, concentraciones de 0.25 – 3 x 103 U/mL de la DNasa I la disminuyeron 

de manera dependiente de la dosis hasta en un 70% (Alexeeva et al., 2017). En 

células de cáncer de colon murino (CT26) también se ha observado que la 

DNasa I afecta la migración y adhesión celular dependiente de quimiocinas 

inducidas por NETs (Al-Haidari et al., 2019).  
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También se ha analizado el efecto in vitro de la DNasa I sobre el DNAcir del 

suero de personas sanas y con cáncer; Trejo-Becerril y colaboradores (2016) 

demostraron que la DNasa I en combinación con proteasas puede eliminar el 

DNAcir del suero casi por completo (Trejo-Becerril et al., 2016). 

 

Con respecto a los estudios in vivo para evaluar el potencial terapéutico de la 

DNasa I; en el año de 1993 se reportó que la aplicación intravenosa de la DNasa 

I en ratones con metástasis hepáticas, prolongó el tiempo de supervivencia; sin 

embargo, el mejor efecto se observó cuando dicho tratamiento era combinado 

con la extirpación quirúrgica del tumor primario (Sugihara et al., 1993). Se 

reportaron resultados similares por Shklyaeva y colaboradores en 2007. En este 

estudio, se demostró que la administración de la DNasa I en ratones con 

carcinoma de pulmón de Lewis aumentaron su supervivencia y las áreas de 

metástasis disminuyeron entre un 35.5% y un 45.3%, con dosis de 0.023 mg/kg 

y 2.3 mg/kg respectivamente (Shklyaeva et al., 2008). 

 

En el 2011, Patutina y colaboradores demostraron que el tratamiento con la 

DNasa I disminuye los niveles de DNAcir en ratones con carcinoma de pulmón 

de Lewis y hepatoma A-1 hasta niveles encontrados en ratones sanos y se 

asoció a un efecto positivo en la disminución del número de metástasis (Patutina 

et al., 2011). 

 

Otro aspecto importante que ha sido evaluado por diversos autores es el efecto 

del tratamiento con la DNasa I sobre el sistema inmune, por ejemplo, Wen y 

colaboradores en 2013, encontraron en un modelo de ratón con xenoinjerto de 

células de cáncer de páncreas, la inhibición de las metástasis desde el páncreas 

hasta el hígado y diafragma al usar dosis desde 1 a 50 U de la DNasa I por ratón. 

Adicionalmente evaluaron la producción de citocinas, encontrando que 

únicamente la IL8, una proteína proinflamatoria, se veía afectada con el 

tratamiento de la DNasa I reduciendo los niveles de RNAm y proteína en líneas 

celulares de páncreas normales y tumorales (Wen et al., 2013). 
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Por otro lado, en ratones con melanoma murino se encontró activación 

inespecífica del sistema inmunológico ya que la administración de la DNasa I 

ocasionó cambios morfológicos en el timo y el bazo de ratones, aumento en el 

número de folículos linfoides, aparición de centros germinales y cambios en las 

capas del timo (Alexeeva et al., 2017). 

 

Otros estudios se han enfocado en explicar la relación del DNAcir y las 

metástasis; por ejemplo, en ratones con tumores de CaCO se ha comprobado 

que las trampas de DNA extracelular de neutrófilos (NETs) contribuyen al 

proceso de diseminación de células tumorales y que al administrar 2.3 mg/kg de 

la DNasa I disminuyeron las metástasis hasta en un 88% (Al- Haidari et al., 

2019). El efecto antes mencionado se debe en gran parte a la ruptura del DNA 

que forma parte de la estructura de los NETs, sin embargo, la DNasa I no solo 

altera a la estructura del DNAcir o lo degrada, ya que también se ha reportado 

que después del tratamiento con esta enzima, hay un aumento de linfocitos T 

citotóxicos, los cuales pueden detectar y destruir células tumorales a través de 

moléculas citotóxicas (Xia et al., 2020). 

 

En nuestro equipo de trabajo se han realizado distintos experimentos con la 

DNasa I, con el objetivo de eliminar al DNAcir y examinar el efecto antitumoral 

de la enzima. Se encontró que el uso de la DNasa I (2.3 mg/kg) en combinación 

con proteasas como tripsina (10 mg/kg), papaína (25 mg/kg) y quimotripsina (10 

mg/kg) en ratones BALB/c nu/nu inoculados con células de CaCO humano 

(SW480) tiene un efecto antitumoral después de 21 días tratamiento y en ratas 

Wistar este mismo tratamiento disminuyó el DNAcir y las proteínas del suero 

(Trejo-Becerril et al., 2016). Con base en esos resultados, se decidió el uso de 

un número menor de enzimas, comprobando que la DNasa I sola o en 

combinación con papaína únicamente, fueron capaces de disminuir el número y 

tamaño de las metástasis en ratas Wistar y que, la DNasa I sola o en 

combinación con proteasas (papaína, quimotripsina y tripsina) tiene actividad 

antitumoral en un modelo de ratones BALB/c inoculados con células CT26 

(cáncer de colon murino) (González–Ballesteros, 2016).  
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Tomando en cuenta que la DNasa I se encuentra de forma endógena en nuestro 

cuerpo y que la diminución de su concentración y actividad se correlaciona con 

un mal pronóstico en pacientes con cáncer, es razonable pensar que su 

administración debe ser considerada como un potencial tratamiento. Sin 

embargo, la mayoría de los reportes hoy en día, se han enfocado en su efecto 

antimetastásico dejando de lado su acción sobre el tumor primario; 

adicionalmente, las dosis empleadas en los distintos modelos murinos antes 

mencionados, son empíricas o bien tomados de otras referencias; por lo tanto, 

en este proyecto se busca evaluar el efecto de la DNasa I en líneas celulares de 

cáncer de colon (SW480 y CT26) y posteriormente administrar la dosis de DNasa 

I equivalente a las utilizadas en humanos para determinar si hay un efecto 

antitumoral en tumores primarios. 
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Tabla 2. Resumen de los estudios realizados in vivo con la DNasa I. 

 

Modelo Tratamiento Resultados Referencia 

Ratón 

Metástasis 

hepáticas 

Inyección i.v de 0.1 U 

de DNasa I por 3 días. 

Aumento de la 

supervivencia en ratones 

con metástasis. 

Sugihara 

et al., 1993 

Ratón 

Cáncer de 

pulmón de 

Lewis. 

Inyección i.p de 0.023 

mg/kg y 2.3 mg/kg. 

Disminución del área de 

metástasis. 

Shklyaeva 

et al., 2008 

 

Ratón/ 

Metástasis 

pulmonares 

y hepáticas 

RNasa (0.550 μg/kg) 

DNasa I (0.22-

3 mg/kg) 

15 días 

Disminución de 

metástasis y los niveles 

de DNAcir, 

O. Patutina 

et al., 2011 

 

Ratón 

Cáncer de 

páncreas 

Inyección i.p de 1 – 50 

U por ratón 

Disminución de 

metástasis desde el 

páncreas hasta el hígado 

y diafragma. 

Wen et al., 

2013 

Ratón 

CaCO 

Inyección i.p de 2 

mg/kg 

Disminución de las 

metástasis en un 88%. 

Al- Haidari 

et al., 2019 

Ratón 

melanoma 

B16 

50 U por ratón 

15 días 

Pulmozyme 

Inhibición de metástasis 

en hígado y pulmón. 

Alekseeva 

et al., 2021. 

Ratón 

Melanoma 

B16 

0.12, 0.6 y 1.2 mg/kg 

15 días 
 

Disminución de 

metástasis pulmonares. 

Reducción del potencial 

invasivo del melanoma 

murino B16. 

Alexeeva et 

al., 2017 
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3. JUSTIFICACIÓN  

 

Se ha demostrado el papel del DNAcir en el desarrollo y progresión del cáncer, 

lo que ha hecho que se le considere como un blanco terapéutico para ser 

degradado mediante el uso de DNasas. Actualmente, el potencial terapéutico de 

la DNasa I se ha evaluado principalmente en modelos de metástasis, pero se ha 

estudiado poco el efecto sobre el tumor primario. Por lo anterior, consideramos 

necesario evaluar el efecto de diferentes dosis de la DNasa I de bovino sobre la 

viabilidad y clonogenicidad de dos líneas celulares de CaCO y analizar el efecto 

de la dosis no tóxica y equivalente en humanos sobre un modelo tumoral murino. 
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4. HIPÓTESIS  

 

La DNasa I disminuirá la viabilidad y la clonogenicidad de las células SW480 y 

CT26 de cáncer de colon y tendrá un efecto antitumoral en un modelo murino 

con cáncer de colon. 

 

5. OBJETIVO GENERAL  

 

Evaluar el efecto antitumoral de la DNasa I in vitro e in vivo. 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES  

 

Modelo in vitro 

 

• Evaluar el efecto de la DNasa I en la viabilidad y la clonogenicidad de las 

líneas celulares SW480 y CT26 de cáncer de colon. 

• Cuantificar los niveles de DNAex en el medio condicionado de las líneas 

celulares SW480 y CT26, con y sin el tratamiento de la DNasa I. 

• Evaluar el efecto farmacológico de una alta concentración de DNAex 

exógeno en las líneas celulares SW480 y CT26.   

 

Modelo in vivo 

 

• Evaluar en ratones BALB/c el efecto de la dosis máxima no tóxica de la 

DNasa I reportada en humanos.  

• Cuantificar los niveles de DNAcir en el suero de ratones BALB/c con y sin 

el tratamiento de la DNasa I. 

• Evaluar el efecto antitumoral de la DNasa I con la dosis equivalente de 

humanos en ratones BALB/c inoculados con las células CT26.  
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7. METODOLOGÍA 

 

Para cumplir con los objetivos antes planteados se siguió el esquema 

metodológico representado en la Figura 4. 

 

 
Figura 4. Esquema metodológico del desarrollo experimental. Se cultivaron las 
líneas celulares de CaCO murino (CT26) y humano (SW480) y fueron expuestas a 
diferentes concentraciones de la DNasa I durante 72 h, se recuperó tanto el botón celular 
como el sobrenadante y se realizaron los ensayos de viabilidad, clonogenicidad y 
cuantificación del DNAex. Por otra parte, para los estudios in vivo se inocularon 
alrededor de 500,000 células CT26 en la zona dorso-caudal en ratones BALB/c, 
posteriormente se administraron 20 inyecciones intraperitoneales de la dosis 
equivalente de DNasa I. Se realizaron ensayos tanto en el suero como en los tumores 
ex vivo para determinar el efecto de la DNasa I como tratamiento. 
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7.1 Cultivo de las líneas celulares SW480 y CT26. 

 

Las líneas celulares SW480 y CT26 fueron cultivadas en cajas de 75 cm2 con 15 

mL de medio DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco, E.U.A.) y 

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640; Gibco, E.U.A.) 

respectivamente, y suplementado con 10% de suero fetal bovino (SBF, Gibco, 

E.U.A.) y 1X de penicilina/estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron en una 

incubadora (Thermo Forma Series II) a 37°C, humedad del 98% y una atmósfera 

con 5% CO2 cambiando el medio de cultivo cada 48 horas.  

 

7.2 Preparación de la DNasa I. 

 

Para los ensayos in vitro se utilizó la DNasa I de bovino (Sigma-Aldrich, # de cat. 

DN25) con una concentración de 400 U/mg y se diluyó en medio de cultivo según 

la línea celular para la cual se utilizó (Anexo 1). 

 

Para los ensayos in vivo se utilizó la DNasa I de bovino (Sigma-Aldrich, # de cat. 

D5025) con una concentración de 2,000 U/mg disuelto en solución salina al 0.15 

M como lo indica el proveedor. 

 

Ensayos in vitro 

 

7.3 Ensayo de viabilidad celular. 

 

Se cultivaron las líneas celulares SW480 y CT26 en placas de 6 pozos (Corning 

Incorporated, Corning, NY, USA) con 2 mL de su respectivo medio de cultivo. 

Para la línea celular SW480 se sembraron 30,000 células por pozo, mientras que 

para CT26 se sembraron 7,000 células por pozo, el período de incubación fue 

de 24 h, posteriormente ambas líneas celulares se trataron durante 72 h con la 

DNasa I (Sigma-Aldrich, # de cat. DN25) la cual se resuspendió en medio de 

cultivo, las dosis administradas fueron 120, 240, 360, 480 y 600 U/mL. El medio 

con el tratamiento se cambió cada 24 h. 
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Al concluir el tratamiento, se retiró el medio de cultivo y las células se fijaron y 

tiñeron con una solución de cristal violeta al 0.75% (Sigma-Aldrich, Merck KgaA), 

después de 30 min el colorante se eliminó y las placas se lavaron con agua 

corriente para retirar el exceso de colorante. A cada pozo se le adicionó 1 mL de 

PBS con 1% de SDS para determinar su absorbancia a 570 nm en un lector de 

placas (The Accuris SmartReader 96, model MR9600-T). 

 

7.4 Ensayo de clonogenicidad.  

 

Ambas líneas celulares fueron tratadas con las diferentes dosis antes 

mencionadas de la DNasa I durante 72 h, cambiando el medio y el tratamiento 

cada 24 h, al finalizar las células se despegaron con 1 mL de PBS 1X, 20 μL 

tripsina (2.5%) y EDTA (1%), se incubaron durante 5 min a 37 ºC, se 

centrifugaron y el botón celular se lavó con PBS 1X. Finalmente se contó el 

número de células y se evaluó la viabilidad en un hemocitómetro. Se cultivaron 

1,000 células en 2 mL de medio completo sin la DNasa I durante 7 días en placas 

de 6 pozos (Corning Incorporated, Corning, NY, USA). Posteriormente, las 

colonias que se formaron se fijaron y tiñeron con una solución al 0.75% de cristal 

violeta (Sigma-Aldrich, Merck KgaA) y se contaron con el software ImageJ 

(National Institute of Health, versión 2.0). 

 

7.5 Citometría de flujo para evaluar apoptosis y necrosis.  

 

Ambas líneas celulares fueron tratadas con las dosis más altas de la DNasa I 

(360, 480 y 600 U/mL) durante 72 h cambiando el medio y el tratamiento cada 

24 h. Posteriormente las células se despegaron incubándolas 5 min a 37 ºC con 

1 mL de PBS, 20 μL tripsina (2.5%) EDTA (1%).  Se lavó el botón celular en dos 

ocasiones con PBS 1X. Para evaluar muerte celular se utilizó el Kit Annexin-V-

FLUOS Staining (Roche, # de catalogo 11858777001). Para ello, el botón celular 

de cada línea se resuspendió en 100 μL de Buffer y las células fueron marcadas 

con 2 μL de anexina-V-FLUOS y 2 μL de yoduro de propidio y se incubaron a 

temperatura ambiente y en ausencia de luz durante 15 min. Cada una de las 

muestras se leyó en el citómetro de flujo BD FACSCantoTM II mediante el 

software BC FACSDivaTM V6.1.3 (Becton Dickinson, USA). Las condiciones de 
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lectura fueron: 10,000 eventos por muestra, la señal positiva del marcador de 

anexina-V-FlUOS se usó para determinar apoptosis temprana, el marcador de 

yoduro de propidio para necrosis y para apoptosis tardía ambos marcadores 

positivos. 

 

7.6 Purificación y cuantificación de DNAex en el medio condicionado. 

 

A partir de los ensayos de viabilidad celular (sección 7.3) se recolectó el medio 

condicionado de ambas líneas celulares cada 24 h durante las 72 h de 

tratamiento. 

 

Para eliminar los restos celulares cada una de las muestras fue centrifugada a 

400 g por 20 min y se filtraron utilizando un filtro de 0.45 μm (Sartorius, 16555).  

Para realizar la extracción se utilizó una alícuota de 500 μL de sobrenadante de 

cada muestra a la que se añadió 500 μL de Buffer de extracción (Tris-base 10 

mM, EDTA 0.02 M, SDS 0.5% pH 7.8) y se incubaron durante toda la noche a 

55ºC con 3 μL de proteinasa K. Posteriormente se mezcló por agitación con 1 

mL de fenol: cloroformo (1:1 v/v) y se centrifugó a 3,000 rpm durante 10 min, se 

recuperó la fase acuosa y se mezcló con 1 mL de cloroformo, nuevamente se 

agitaron y centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 min. Se recuperó la fase acuosa 

en un tubo limpio y se dejó precipitar durante toda la noche a - 20ºC con 1 μL de 

glucógeno, 50 μL de acetato de amonio 7.5 M y 500 μL de isopropanol, 

posteriormente se centrifugaron a 11,000 rpm por 90 min. El DNA precipitado se 

lavó con etanol al 70% y se dejó secar al aire hasta que se evaporó todo el 

alcohol. Finalmente, la muestra se resuspendió en 50 μL de H2Obd. 

 

La cuantificación de DNAex se realizó con el kit DNAds Quant-iT™ (Invitrogen™, 

# de catalogo Q33120) diluyendo 1:200 el reactivo Quant-iT™ en el buffer de 

dilución, posteriormente 5 μL de cada muestra se depositaron en placas de 96 

pozos y se les añadió 200 μL de la solución de trabajo. Las muestras se leyeron 

en un fluorímetro (Tecan Infinite® 200 PRO-SERIES) a una longitud de onda de 

excitación de 488 nm y emisión de 535 nm.  

 

 



 27 

7.7 Recolección y concentración de DNAex en medios condicionados. 

 

Se cultivaron de forma independiente 200,000 células SW480 y CT26 en cajas 

de cultivo de 175 cm2 (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) con su 

respectivo medio de cultivo, suplementado con 2% de suero fetal bovino (SBF, 

Gibco, E.U.A.) y 1x de penicilina y estreptomicina. El sobrenadante de las células 

se recolectó cada 24 h durante 5 días y se sustituyó por medio de cultivo fresco. 

Para eliminar restos celulares, el sobrenadante recolectado fue centrifugado a 

400 g por 20 min y se pasó por un filtro de 0.45 μm. 

 

El volumen de sobrenadante recolectado (250 mL) se concentró a 40 mL en un 

sistema de ultrafiltración con una membrana de 40 kDa y se conservó a -80ºC 

hasta su uso posterior. De este sobrenadante concentrado, se tomó una alícuota 

de 500 μL de cada línea celular para realizar la extracción y posterior 

cuantificación de DNAex como se describió en el apartado 7.6 de esta sección. 

 

7.8 Evaluación del efecto farmacológico de una alta concentración de 

DNAex exógeno. 

 

Una vez que se obtuvo la concentración de DNAex de los sobrenadantes 

concentrados, se realizaron los cálculos correspondientes para exponer a ambas 

líneas celulares a medios de cultivo con una determinada concentración de 

DNAex de su propia línea celular. 

 

Para este ensayo se cultivaron 5,000 células SW480 y 500 células CT26 en 

placas de 24 pozos (Corning Incorporated, Corning, NY, USA); las células fueron 

expuestas a concentraciones crecientes de DNAex de su misma línea celular (0, 

50, 100, 150 y 200 ng/mL) con cambio de medio cada 24 h durante 120 h. Al 

finalizar el tratamiento se retiró el medio de cultivo y las células se fijaron y tiñeron 

con una solución al 0.75% de cristal violeta (Sigma-Aldrich, Merck KgaA). 

Después de 30 min el colorante se eliminó y las placas se lavaron con agua 

corriente para retirar el exceso de colorante. A cada pozo se le adicionó 1 mL de 

PBS con 1% de SDS para determinar su absorbancia a 570 nm en un lector de 

absorbancia de placas (The Accuris SmartReader 96, model MR9600-T). 
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7.9 Efecto de la DNasa I en la viabilidad de células expuestas a una alta 

concentración de DNAex exógeno. 

 

Una vez analizado el efecto del DNAex concentrado en la viabilidad de cada 

línea celular (sección 7.8) se determinó que las células CT26 y SW480 serian 

expuestas a 100 y 200 ng de DNAex respectivamente.  Posteriormente estas 

células se trataron con 360, 480, y 600 U/mL de la DNasa I durante 120 horas, y 

el cambio de medio y tratamiento se realizó cada 24 horas. Al concluir el 

experimento las placas se analizaron con la técnica de cristal violeta. 

 

Ensayos in vivo 

 

Los experimentos realizados en animales fueron aprobados por el comité de 

ética del Instituto Nacional de Cancerología, así como por el Comité Interno para 

el Cuidados y Uso de Animales y se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma 

Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999). 

 

Los ratones BALB/c se mantuvieron a una temperatura de 25ºC con alimento 

para ratones y agua ad libtium, los ciclos de luz y oscuridad fueron de 12 h y 

humedad relativa del 50%, todos los animales eran hembras de entre 20 a 23 g 

al inicio de los experimentos. 

  

7.10 Administración de dosis no tóxicas reportadas en humanos a ratones 

BALB/c. 

 

Para evaluar la seguridad de la DNasa I en ratones se eligieron 6 dosis dentro 

del intervalo reportado para humanos (dosis no tóxicas) en el artículo de Johnson 

y colaboradores (1954) y se calcularon las dosis equivalentes en ratones 

utilizando la fórmula reportada por Reagan-Shaw en el 2008, la cual utiliza el 

factor Km que se obtiene de la división del peso promedio (kg), entre la superficie 

corporal (BSA m2) de la especie (Tabla 3; Johnson et al., 1954; Reagan-Shaw et 

al., 2008). 
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Dosis equivalente humana (HED mg/kg) = dosis animal (mg/kg) multiplicado por  

Animal 𝐾𝑚

Humano 𝐾𝑚
 

 

Tabla 3. Conversión de dosis animal a dosis equivalente humana. 

 

Especie Peso (kg) BSA (m2) Factor Km  

Humano 
Adulto 60 1.6 37 

Niño 20 0.8 25 

Perro 10 0.5 20 

Mono 3 0.24 12 

Conejo 1.8 0.15 12 

Rata 0.15 0.025 6 

Ratón 0.02 0.007 3 

 

Valores basados en los datos de FDA Draft Guidelines. Para convertir la dosis 

en mg/kg a la dosis en mg/m2, multiplica por el valor de Km (Reagan-Shaw et al., 

2008). 

 

Tabla 4. Dosis equivalentes no tóxicas en ratones. 

 

Dosis en humano 

(promedio 60 kg) 

Dosis equivalente en ratón 

(promedio 20 g) 

62,500 U 256 U 

125,000 U 513 U 

250,000 U 1,027 U 

500,000 U 2,055 U 

1,000,000 U 4,111 U 

2,000,000 U 8,222 U 

 

Se diluyó la DNasa I en solución salina al 0.15 M y se disolvió por completo con 

agitación suave. La enzima fue administrada por vía intraperitoneal de forma 

diaria por 5 días a ratones BALB/c. Se formaron 7 grupos de 4 animales cada 

uno.  Al grupo control se administró únicamente vehículo, y las 6 dosis de la 

DNasa I a los otros grupos. El tratamiento fue por 5 días durante el cual se evaluó 
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el aspecto físico de los animales (peso y conducta) y el porcentaje de 

supervivencia.  

 

7.11 Obtención de la dosis equivalente en ratones. 

 

Una vez que se determinó que la DNasa I es segura en dosis altas de hasta 

8,222 U, se calculó la dosis equivalente de la DNasa I en ratones BALB/c como 

tratamiento antitumoral. Para calcular dicha dosis, se obtuvo un promedio de las 

unidades administradas por Johnson y colaboradores (1954) a pacientes con 

meningitis, ya que el tratamiento en dichos pacientes fue en diferentes dosis y 

tiempos de tratamiento dependiendo la gravedad de la enfermedad.  

 

Tabla 5. Esquema de tratamiento (Johnson et al., 1954). 

 

La dosis de 787,371 U administrada diariamente a pacientes con meningitis se 

trasladó a la dosis equivalente en ratones con la fórmula de Reagan-Shaw y 

colaboradores (2008), obteniendo una dosis equivalente de 161,838 U/kg (3,236 

U en ratones con peso promedio de 20 g) que fue administrada a ratones BALB/c 

como tratamiento antitumoral en los siguientes experimentos. 

 

7.12 Inoculación de células CT26 en ratones BALB/c.  

 

Se cultivaron células CT26 al 80% de confluencia y se despegaron con 1 mL de 

PBS, 20 μL de tripsina al 2.5% y EDTA al 1%. Para inactivar la tripsina se añadió 

medio de cultivo con suero al 5%. Las células se centrifugaron y lavaron con 

medio RPMI-1640 en tres ocasiones, se contaron en un hemocitómetro y se 

verificó que tuvieran una viabilidad mayor al 95%. A cada ratón se inoculó vía 

Unidades totales 

administradas 

Número de 

inyecciones 

Unidades administradas por 

día a personas con meningitis. 

60,000,000 83 722,891 

23,000,000 27 851,851 

 

Promedio de unidades por día 

 

787,371 U. 
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subdérmica en la región dorso-caudal 500,000 células suspendidas en 100 μL 

de medio RPMI-1640 libre de suero fetal bovino. 

 

7.13 Efecto antitumoral del tratamiento con la DNasa I. 

 

Para evaluar el efecto antitumoral de la dosis seleccionada de la DNasa I 

(Sección 7.10; 161,838 U/kg), se formaron 5 grupos con 7 ratones cada uno: 

 

Dos grupos sin tumor: 

• Grupo control inyectado únicamente con vehículo. 

• Grupo control de tratamiento con dosis equivalente de la DNasa I.    

(161,838 U/kg igual a 3,236 U por ratón, los cuales pesaban en promedio 

20 g). 

 

Tres grupos con tumor: 

• Grupo inyectado únicamente con vehículo. 

• Grupo con tratamiento, dosis equivalente de la DNasa I (3,236 U) 

• Grupo con tratamiento, promedio de dosis reportadas de la DNasa I (80 

U). 

(Park et al., 2016, Alekseeva et al., 2021; Patutina et al., 2011, Alexeeva 

et al., 2017, Al- Haidari et al., 2019). 

 

7 días después de la inoculación de las células CT26 se inició el tratamiento, el 

cual se administró en un esquema conocido como 5 x 2, en el cual los animales 

recibieron 5 días continuos de una inyección intraperitoneal con la enzima o el 

vehículo y 2 días de descanso. En total los ratones recibieron 20 inyecciones. Se 

registró el volumen del tumor y el peso del ratón cada 7 días y fueron sacrificados 

el día de la última inyección de la DNasa I. Para obtener el volumen tumoral se 

utilizó la fórmula: 

 

 

 

(Myklebust et al., 1994). 

 

𝑉𝑇 =  [𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑀𝑎𝑦𝑜𝑟] ∗ [𝑑𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑚𝑒𝑛𝑜𝑟]2 ∗ [
𝜋

6
] 
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7.14 Cuantificación de los niveles de DNAcir en el suero de ratones BALB/c. 

 

Al concluir los 20 días de tratamiento, los ratones fueron sacrificados; para ello, 

se anestesiaron con isoflurano/oxígeno en una cámara especial para ratones. La 

obtención de sangre se realizó mediante desorbitación ocular y se colectó en 

tubos Microvette® (Sarstedt, Alemania). Las muestras de sangre se mantuvieron 

a 4ºC durante 24 h y posteriormente se centrifugaron a 1000 g por 20 min; el 

suero se recuperó en tubos eppendorf eliminando la fracción celular. 

 

Para la extracción del DNAcir, se añadieron 3 μL de proteinasa K y 500 μL de 

buffer de extracción a 200 μL de cada muestra de suero y se incubaron durante 

toda la noche a 55ºC. Posteriormente se añadió 1 mL de fenol cloroformo (1:1 

v/v) y se agitaron por 10 min, se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 min, se 

recuperó la fase acuosa y se mezcló con 1 mL de cloroformo, y se repitió el ciclo 

de agitación y centrifugación. Se recuperó la fase acuosa y se dejó precipitar 

durante toda la noche a -20ºC con: 1 μL de glucógeno, 50 μL de acetato de 

amonio 7.5 M y 500 μL de isopropanol, posteriormente se centrifugaron a 11,000 

rpm por 90 min. El DNA precipitado se lavó con etanol al 70% y se dejó secar al 

aire hasta que se evaporó todo el alcohol, finalmente la muestra fue 

resuspendida en 50 μL de H2Obd. La cuantificación se realizó como se describe 

en la sección 7.6. 

 

7.15 Análisis estadístico. 

 

Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado con 3 réplicas 

técnicas cada uno, los datos obtenidos fueron procesados en el programa 

Microsoft Office Excel 16.62 y analizados en el software GraphPad Prism 

(versión 8.0; GraphPad Software, CA, USA) utilizando el análisis de varianza 

(ANOVA). Para evaluar viabilidad y clonogenicidad se utilizó ANOVA de una vía 

con la prueba de Tunkey, y para los niveles de DNAex, DNAcir y volumen tumoral 

se utilizó ANOVA de dos vías con la prueba de post-hoc.  
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8. RESULTADOS 

 

Modelo in vitro 

 

8.1 Efecto de la DNasa I en la viabilidad de las líneas celulares CT26 y 

SW480. 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la DNasa I sobre la viabilidad, las líneas 

celulares de cáncer de colon SW480 y CT26, de origen humano y murino 

respectivamente, fueron expuestas durante 72 h a diferentes concentraciones de 

la DNasa I (120, 240, 360,480 y 600 U/mL), cambiando el medio y el tratamiento 

cada 24 h. Al finalizar el tiempo de tratamiento, se retiró el medio y las células 

fueron fijadas y teñidas con cristal violeta. Se observó que la viabilidad en ambas 

líneas celulares disminuye con las concentraciones más altas de la DNasa I, en 

las células SW480, las dosis de 360, 480 y 600 U/mL disminuyeron la viabilidad 

celular entre un 25 y 35% de forma significativa (p<0.001) respecto al control 

(Figura 5-A). Un efecto similar se detectó en las células CT26, ya que la viabilidad 

de esta línea celular disminuyó 20 y 25% con las dosis de 480 y 600 U/mL 

respectivamente (p< 0.01; Figura 5-B).  

 

Las gráficas e imágenes de viabilidad en ambas líneas celulares se muestran en 

la Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 5. Ensayo con Cristal Violeta para evaluar el efecto de la DNasa I en la 
viabilidad de SW480 y CT26. (A) Ensayo de viabilidad celular en células de cáncer de 
colon humano (SW480) y (B) en células de colon murino (CT26) después de 72 h de 
tratamiento. (C) Imágenes representativas de los ensayos de viabilidad realizados con 
la técnica de cristal violeta que fija y tiñe células vivas que se quedaron adheridas a la 
superficie de la placa. Ya que la DNasa I fue disuelta en medio de cultivo, en todos los 
casos el control se incubó solo con medio (***p<0.001, ** p< 0.01). 

 

8.2 Evaluación de muerte celular en las líneas celulares SW480 y CT26. 

 

En el ensayo anterior, se observó que se redujo la viabilidad de ambas líneas 

celulares utilizando las concentraciones más altas de la DNasa I; sin embargo, 

la técnica de cristal violeta no evalúa el mecanismo por el cual la enzima induce 

a muerte celular, por lo tanto, para determinar si este efecto se debe a muerte 

por apoptosis o necrosis, las líneas celulares SW480 y CT26 fueron tratadas con 

las dosis de 360, 480 y 600 U/mL cada 24 h por 72 h y analizadas mediante 

citometría de flujo. 

 

En la línea celular SW480, se observó que el 13% de las células muertas fueron 

por apoptosis y el 2% por necrosis con la dosis de 600 U/mL de la DNasa I, lo 

cual fue estadísticamente significativo (p<0.001); mientras que las 

concentraciones más bajas no tuvieron un efecto significativo respecto al control 

(Figura 6). Sin embargo, el 15% de la muerte celular demostrado en este ensayo 

ya sea por apoptosis o necrosis no corresponde al 35% de inhibición observado 

en los ensayos de viabilidad con cristal violeta de la figura 5-A (técnica no 

específica para evaluar mecanismo de muerte celular). 

 Control 480 U/mL 600 U/mL 

 

SW480 

   

 

CT26 

   

C 
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Figura 6. Análisis por citometría de flujo de muerte celular en la línea SW480. (A) 
Efecto de la DNasa I en la muerte celular por apoptosis y necrosis después de 72 h de 
tratamiento. (B) Distribución de las células SW480 (10,000 eventos por muestra) en los 
cuatro cuadrantes para evaluar apoptosis tardía, temprana (anexina V-FITC positivo, 
ioduro de propidio negativo o positivo) y muerte celular por necrosis (anexina V-FITC 
negativo, ioduro de propidio positivo (*** p<0.001, ** p< 0.01, *p< 0.05). 

 

En la línea celular CT26, las concentraciones de 480 y 600 U/mL de la DNasa I 

disminuyeron de forma significativa (p<0.001) el porcentaje de células vivas con 

respecto al control (17 y 27% respectivamente). A su vez, del 27% de 

disminución de la viabilidad, el 19% corresponde a muerte celular por apoptosis 

y el 8% a muerte por necrosis (Figura 7). Estos datos coinciden con el porcentaje 

de inhibición de la viabilidad reportado en la figura 5-B. 
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Control                                                 600 U/mL 

 

Figura 7. Análisis por citometría de flujo de muerte celular en la línea CT26. (A) 
Efecto de la DNasa I en la muerte celular por apoptosis y necrosis después de 72 h de 
tratamiento. (B) Distribución de las células CT26 (10,000 eventos por muestra) en los 
cuatro cuadrantes para evaluar apoptosis tardía, temprana (anexina V-FITC positivo, 
ioduro de propidio negativo o positivo) y muerte celular por necrosis (anexina V-FITC 
negativo, ioduro de propidio positivo (*** p<0.001, ** p< 0.01, *p< 0.05). 

 

8.3 Efecto de la DNasa I en la clonogenicidad de las líneas celulares CT26 

y SW480. 

 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la DNasa I sobre la capacidad para 

proliferar de las células SW480 y CT26, se realizaron ensayos de clonogenicidad 

en ambas líneas celulares previamente expuestas durante 72 h a las 

concentraciones de la DNasa I antes mencionadas. Se contabilizó el número de 
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colonias fijadas y teñidas con cristal violeta que se formaron en 7 días y se 

observó que las dosis de 360, 480 y 600 U/mL, disminuyeron la capacidad 

clonogénica de manera significativa respecto al control (p<0.001). En la línea 

celular SW480 esta disminución fue entre el 37 y el 42% (Figura 8-A), mientras 

que para CT26 fue entre el 24 y 29% en las tres dosis más altas para ambas 

líneas celulares (Figura 8-B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Ensayos clonogénicos en las líneas SW480 y CT26. (A-B) Efecto de la 
DNasa I en la capacidad de formar colonias de las líneas de cáncer de colon humano 
(SW480) y murino (CT26). (C) Colonias formadas durante 7 días con células 
previamente tratadas con diferentes concentraciones de la DNasa I durante 72 h, fueron 
fijadas y teñidas con cristal violeta, el conteo se realizó con el programa ImageJ (**** 
p<0.0001, *** p<0.001, ** p< 0.01, *p< 0.05). 
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8.4 Cuantificación de los niveles de DNAex en el medio condicionado de 

las líneas celulares CT26 y SW480 con y sin tratamiento de la DNasa I.  

 

Para evaluar si existe una diferencia en la cantidad de DNA que es liberado al 

medio extracelular posterior al tratamiento con la DNasa I, se recolectó el medio 

condicionado de ambas líneas celulares (tratadas y no tratadas) cada 24 h 

durante 72 h. Para evitar cualquier contaminación por células, los medios fueron 

centrifugados y filtrados, posteriormente la cuantificación de DNAex se realizó 

en un fluorímetro.  

 

En la línea celular SW480, la concentración de DNAex disminuyó de forma 

significativa respecto al control a las 24, 48 y 72 h de tratamiento con todas las 

dosis utilizadas (p<0.0001); sin embargo, el efecto de la DNasa I sobre los 

niveles de DNAex no fueron dependientes del tiempo y de la dosis empleada, ya 

que no se observaron diferencias significativas entre ellas. Por ejemplo, a las 72 

h de tratamiento hay un pequeño incremento en la concentración de DNAex con 

algunas dosis, pero no fue directamente proporcional a la dosis (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Cuantificación por fluorimetría de la concentración del DNAex en el 
medio condicionado de SW480. El tratamiento con la DNasa I disminuye 
significativamente la concentración de DNAex que liberan al medio las células SW480, 
a las 72 h hay un aumento del DNAex excepto con las dosis de 120 y 360 U/mL. Entre 
dosis y tiempos de tratamiento no se observaron cambios significativos (**** p<0.0001). 
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Por otro lado, en la línea celular CT26, el tratamiento con la DNasa I no disminuyó 

la concentración de DNAex en ninguno de los tiempos y dosis evaluadas; por el 

contrario, se observó un aumento en los niveles de DNAex en función de las 

dosis de la DNasa I empleadas (Figura 10). Este incremento en el DNAex fue 

estadísticamente significativo (p<0.0001) en todas las dosis empleadas con 

respecto al control. El mayor incremento se observó de las 48 a las 72 h; este 

comportamiento también se encontró solamente a las 72 h en la línea celular 

SW480, pero en dicha línea celular no rebaso los niveles del control (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Cuantificación por fluorimetría de la concentración de DNAex en el 
medio condicionado de CT26. El tratamiento con la DNasa I durante 72 h no disminuye 
significativamente la concentración de DNAex que liberan al medio las células CT26, 
por el contrario, se observa un aumento dosis-respuesta (**** p<0.0001). 
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8.5 Efecto farmacológico de una alta concentración de DNAex exógeno en 

las líneas celulares SW480 y CT26. 

 

Hasta el momento hemos observado que la DNasa I inhibe tanto la viabilidad 

como la clonogenicidad de ambas líneas celulares. Se esperaba que el efecto 

antes mencionado estuviera correlacionado con la disminución del DNAex; sin 

embargo, no se observó un efecto dosis-respuesta. Como el mecanismo de 

acción de la DNasa I sobre el DNAex consiste en la degradación del material 

nucleico de forma azarosa y la técnica de cuantificación no distingue entre los 

distintos tamaños de los fragmentos, es posible encontrar una alta concentración 

del DNAex aún cuando este último esté degradado y pierda su efecto 

farmacológico.  En consecuencia, consideramos necesario continuar estudiando 

el efecto del DNAex, ya que además de lo antes descrito, se ha reportado que 

tiene participación en la progresión tumoral y que su concentración en personas 

con cáncer es mayor que en personas sanas (Kustanovich et al., 2019), por lo 

cual, se decidió evaluar el efecto de una alta concentración de DNAex exógeno 

adicionado al medio condicionado sobre la viabilidad de ambas líneas celulares. 

 

Para cumplir con este objetivo, decidimos purificar y concentrar el DNAex de 

cada línea celular y exponer las líneas celulares a una determinada 

concentración exógena de su correspondiente DNAex concentrado (100 y 200 

ng/mL, concentraciones más altas a las observadas de forma basal). Esta 

exposición se realizó durante 120 h con cambios de medio con DNAex fresco 

cada 24 h. Al finalizar el experimento las células se fijaron y tiñeron con cristal 

violeta. En la línea celular SW480 con la concentración de 200 ng/mL de DNAex, 

se observó un aumento en la viabilidad celular del 34% en comparación al 

control, lo cual fue estadísticamente significativo (p<0.0001); dosis menores no 

tuvieron un efecto significativo (Figura 11-A). En la línea celular CT26 se 

determinó un aumento del 57% en la viabilidad celular con las concentraciones 

de 100 y 200 ng/mL sin diferencias significativas entre ambas concentraciones 

(Figura 11-B), pero sí con respecto al control (p<0.0001). Es decir, en ambas 

líneas celulares, una alta concentración de DNAex exógeno aumenta la 

viabilidad celular. 
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Figura 11. Efecto farmacológico de una alta concentración de DNAex exógeno 
sobre la viabilidad celular de las líneas SW480 y CT26. (A-B) (A-B) Aumento en la 
viabilidad de las líneas celulares SW480 y CT26, después de 120 h de exposición a 100 
y 200 ng/mL de DNAex de su misma línea celular. Al concluir el ensayo, las células se 
fijaron y tiñeron con cristal violeta para evaluar viabilidad celular (**** p<0.0001). (C) 
Imágenes representativas de células expuestas a diferentes cantidades de DNAex 
concentrado, fijadas y teñidas con cristal violeta. 

 

8.6 Efecto de la DNasa I en la viabilidad de células expuestas a una alta 

concentración de DNAex exógeno.  

 

Una vez que se determinó que la viabilidad en las líneas celulares CT26 y SW480 

aumentaba con 100 y 200 ng/mL de DNAex respectivamente, se evaluó 

nuevamente el efecto del tratamiento con la DNasa I bajo estas condiciones 

experimentales. Las dos líneas celulares de cáncer de colon se expusieron a las 
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concentraciones de la DNasa I que mostraron resultados estadísticamente 

significativos en los ensayos de viabilidad (360, 480 y 600 U/mL) . 

 

Se observó que la línea celular SW480 expuesta a 200 ng/mL de DNAex fue más 

resistente al tratamiento con la DNasa I ya que no se observó diferencias 

significativas con respecto a los controles (Figura 12-A). Por otro lado, la línea 

celular CT26 expuesta a 100 ng/mL de DNAex fue la más sensible al tratamiento 

con las distintas dosis probadas de la DNasa I, ya que su viabilidad celular 

disminuyó de forma significativa (p<0.0001) con respecto a las células solo 

expuestas a 100 ng/mL de DNAex. La dosis más alta de la DNasa I disminuyó la 

viabilidad en un 47%, prácticamente a valores observados en el control (células 

sin ningún tratamiento ni exposición a DNAex concentrado; Figura 12-B). Lo que 

nos lleva a suponer, que cada línea celular tiene diferente sensibilidad a la 

DNasa I, y/o los mecanismos de acción de la DNasa I varía en cada tipo celular. 

 

 

 

Figura 12. Efecto de la DNasa I en células expuestas a una alta concentración de 
DNAex exógeno. Ambas líneas celulares fueron expuestas a una alta concentración de 
DNAex. Para este ensayo se usaron dos controles, uno sin ningún tipo de tratamiento 
(control) y las células expuestas a DNAex sin tratamiento con la DNasa I (DNAex). (A) 
La DNasa I no tuvo efecto en la viabilidad de la línea celular SW480 expuesta a 200 
ng/mL de DNAex concentrado. (B) Las células CT26 expuestas a 100 ng/mL de DNAex 
son susceptibles a las dosis de 480 y 600 U/mL (**** p<0.0001, *** p<0.001). 
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Modelo in-vivo 

8.7 Administración de dosis no tóxicas reportadas en humanos a ratones 

BALB/c. 

 

Estudios previos reportaron la administración intravenosa de la DNasa I en 

adultos y niños, en dosis crecientes que fueron desde las 10 U hasta 2,000,000 

U sin encontrar evidencia de toxicidad (Johnson et al., 1954). Con el objetivo de 

evaluar la seguridad de la administración de la DNasa I en el modelo murino, en 

el presente estudio se seleccionaron 6 dosis equivalentes en ratones (256, 513, 

1,027, 2,055, 4,111 y 8,222 U) las cuales se encuentran dentro del rango de 

unidades antes mencionadas y se administraron durante 5 días a ratones BALB/c 

por vía intraperitoneal (7 grupos con 4 ratones cada uno). Durante el período de 

tratamiento los animales ingirieron alimento adecuadamente, se mostraron 

activos y no se observó ninguna señal que indicara dolor (pelo erizado, 

taquipnea, disminución en la ingesta de agua y comida, etc.). Al finalizar los 5 

días de la administración de la DNasa I, todos los animales sobrevivieron sin 

perder peso (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Peso de ratones BALB/c. El tratamiento con las seis diferentes dosis no 
generó cambios significativos en el peso de los ratones después de recibir la enzima 
durante cinco días continuos. El vehículo utilizado fue cloruro de sodio (0.9% NaCl). 

 

 



 44 

8.8 Efecto antitumoral de la DNasa I en ratones BALB/c. 

 

Considerando que en los ensayos in vitro demostramos que la DNasa I 

disminuyó la viabilidad y la clonogenicidad de las células de cáncer de colon 

murino (CT26) y que la dosis más alta de la DNasa I (8,222 U) no tuvo ningún 

efecto tóxico en los ratones BALB/c, se decidió evaluar el efecto antitumoral de 

la DNasa I en un modelo de ratones BALB/c inoculados con células CT26 (que 

son de origen murino). El cálculo de la dosis equivalente de la DNasa I en 

ratones, como parte del tratamiento antitumoral, se describió en el apartado 7.11 

de la sección de materiales y métodos (161,838 U/kg igual a 3,236 U por ratón, 

los cuales pesaban en promedio 20 g), adicionalmente se evaluó el efecto de la 

dosis reporta de la DNasa I para ratones (80 U). Para la generación de tumores 

se inyectaron vía subdérmica en la región dorso-caudal 500,000 células 

suspendidas en 100 μL de medio libre de suero. El séptimo día posterior a la 

inoculación de las células tumorales, se inició la administración de la DNasa I. 

En total el tratamiento consistió en 20 inyecciones intraperitoneales y al término 

de la última inyección los animales fueron sacrificados, se recolectó el suero y 

los tumores de cada grupo evaluado. 

 

Durante el tiempo de tratamiento, se observó que los tumores de los ratones 

tratados con la dosis equivalente se desarrollaron más lento comparado al grupo 

control (sólo con el vehículo), lo cual fue estadísticamente significativo (p< 0.05). 

En el día 28, el volumen promedio de los tumores en el grupo tratado fue 37% 

menor que en el grupo control; sin embargo, para el día 33, la reducción del 

volumen tumoral fue del 23% (Figura 14-A).  

 

Por otro lado, la dosis reportada de 80 U no tuvo efecto sobre el volumen del 

tumor primario. El peso de los ratones no mostró diferencias significativas entre 

ninguno de los grupos (Figura 14-B).  
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Figura 14. Efecto de la DNasa I en el modelo in vivo. (A) La dosis equivalente de la 
DNasa I disminuyó de forma significativa el volumen tumoral en comparación al control, 
la dosis reportada no tuvo efecto sobre el modelo. (B) No hay diferencias significativas 
en el peso de los ratones de los grupos evaluados (** p< 0.01, *p< 0.05). 
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8.9 Cuantificación de los niveles de DNAcir en el suero de ratones BALB/c 

con y sin el tratamiento de la DNasa I.  

 

Para evaluar el efecto de la DNasa I in vivo, se cuantificó el DNAcir presente en 

el suero de los ratones del experimento anterior. Esta cuantificación de DNAcir 

se realizó al finalizar el tratamiento de 20 inyecciones intraperitoneales de la 

DNasa I, tanto en los grupos con tumor como en los grupos sin tumor. 

 

Para comprobar que el crecimiento tumoral aumenta los niveles de DNAcir, se 

compararon los niveles de DNAcir del grupo control con tumor y del grupo control 

sin tumor (es decir los grupos que no recibieron tratamiento con la enzima). 

Como se esperaba, la concentración de DNAcir en el suero de los ratones con 

tumor (204 ng/mL) es dos veces mayor que la concentración determinada en los 

ratones sin tumor (90 ng/mL), este aumento fue estadísticamente significativo 

(**** p<0.0001) (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Concentración de DNAcir en los grupos control. Los niveles de DNAcir 
aumentan cuando hay un desarrollo tumoral en ratones BALB/c (**** p<0.0001). 
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Posteriormente, se comparó la concentración de DNAcir en los grupos con 

tumor, con y sin tratamiento enzimático. Se observó que la dosis equivalente de 

humanos en ratones disminuyó de manera significativa (p<0.001) los niveles de 

DNAcir en el suero de los ratones; de 204 ng/mL encontrado en el grupo control 

con tumor a 140 ng/mL del grupo que recibió la dosis equivalente de 3,236 U de 

la DNasa I; esto equivale a una disminución del 32% en la concentración de 

DNAcir en suero. Por otro lado, la dosis reportada no tuvo efecto significativo 

sobre la cantidad de DNAcir ya que la concentración encontrada fue de 190 

ng/mL (Figura 16). Estos resultados sugieren que el DNAcir tiene un efecto en el 

crecimiento tumoral y que su degradación mediante el uso de la DNasa I 

contrarresta este efecto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Concentración de DNAcir en el suero de ratones con tumor. El nivel de 
DNAcir disminuyó con la administración de la dosis equivalente de humanos en el suero 
de ratones, después de 20 inyecciones intraperitoneales a ratones BALB/c inoculados 
con células CT26. (*** p<0.001, *p< 0.05). 
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DISCUSIÓN  

 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el potencial uso de la DNasa I como 

tratamiento para cáncer y los resultados obtenidos sugieren que puede ser 

considerada como un agente antitumoral, ya que disminuyó la viabilidad y 

clonogenicidad de células de cáncer de colon humano (SW480) y  murino 

(CT26); además el efecto antes mencionado en el modelo in vitro, se 

correlacionó con lo observado en el modelo in vivo con ratones BALB/c en los 

que los tumores generados por CT26, tuvieron un crecimiento más lento cuando 

se administró la DNasa I. Esta observación se relacionó con la disminución de la 

concentración de DNAcir en el suero de estos ratones lo cual sugiere que el 

DNAcir participa en el desarrollo tumoral.  

 

Diferentes estudios han señalado al DNAcir como un blanco terapéutico, por lo 

que su degradación mediante el uso de enzimas como la DNasa I se ha 

considerado una estrategia antitumoral (Trejo-Becerril et al., 2016, Thierry et al., 

2016, Al- Haidari et al., 2019). Por otro lado, el reposicionamiento terapéutico ha 

cobrado importancia en los últimos años, ya que permite el uso de fármacos que 

ya fueron aprobados en afecciones no malignas, para su aplicación contra el 

cáncer (González-Fierro & Dueñas-González, 2021). La DNasa I se ha usado 

clínicamente como antiinflamatorio (Johnson et al., 1954) y para reducir la 

viscosidad del moco en la fibrosis quística (Suri, 2005), sin embargo, en la 

actualidad esta enzima continúa siendo estudiada como una terapia para el 

cáncer.  

 

El potencial de la DNasa I como agente antitumoral, se debe a su alta afinidad y 

especificidad sobre el DNA (Vellard, 2003) así como por su capacidad de 

contrarrestar los niveles deficientes de la DNasa I endógena en pacientes con 

cáncer (Tamkovich et al., 2006). Diversos estudios han evaluado su efecto en 

líneas celulares tumorales y en modelos in vivo, demostrando que la DNasa I 

tiene un efecto en la viabilidad, clonogenicidad, migración y adhesión de células 

tumorales; mientras que en modelos murinos, la DNasa I se ha dirigido 

principalmente contra las metástasis y se ha observado su efecto 

antimetastásico (Sugihara et al., 1993, García-Higuera et al., 2001, Alcázar-
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Leyva et al., 2009, Wen et al., 2013, Alexeeva et al., 2017, Al-Haidari et al., 2019, 

Trejo-Becerril et al., 2016).  

 

Debido al potencial terapéutico de la DNasa I antes mencionado, se evaluó su 

efecto en líneas celulares de cáncer de colon y en el tumor primario de ratones 

BALB/c inoculados con células CT26.  

 

Para los experimentos in vitro, se realizó una revisión bibliográfica exhaustiva 

sobre las dosis de la DNasa I utilizada en ensayos de viabilidad; encontrando 

muy pocos trabajos y con información insuficiente para ser reproducibles. Uno 

de los estudios que aporta información clara respecto a las dosis empleadas en 

ensayos de viabilidad fue el de Alexeeva y colaboradores (2017), quienes 

reportaron que la concentración inhibitoria media máxima (IC50) de la DNasa I en 

células de melanoma murino (B16) fue de 1000 U/mL (Alexeeva et al., 2017); por 

lo que, para este proyecto, se evaluaron seis diferentes dosis de la DNasa I que 

fueron desde 120 hasta 600 U/mL en un período de 72 h (en períodos de 24 y 

48 h no se observaron diferencias significativas).  

 

Las dosis de DNasa I utilizadas en los diversos estudios son muy heterogéneas 

entre sí y en pocos reportes se ha demostrado que tiene la capacidad de 

disminuir la viabilidad de diferentes líneas celulares. Los porcentajes de 

inhibición de dichos estudios fueron distintos dependiendo de la línea celular; por 

ejemplo, en el caso de B16-F10 la viabilidad celular disminuyó un 20% (efecto 

observado con 1,750 U/mL de la DNasa I), en CaLu-1, SK-MES-1, y L-929 un 

50% y los mejores resultados se observaron en HeLa y HEp-2 con un 90% de 

inhibición de la viabilidad celular (efecto observado con 9 µg/mL de la DNasa I) 

(Alekseeva et al., 2021, Alcázar-Leyva et al., 2009). Por el contrario, en el estudio 

realizado por Wen y colaboradores (2013), la concentración de 30 U/mL de la 

DNasa I no disminuyó la viabilidad de líneas celulares de cáncer de páncreas 

como MiaPaCa-2, BxPc3 y Panc-1 (Wen et al., 2013). A pesar de las diferencias 

en cada uno de los resultados, coinciden en dos puntos: el efecto más 

significativo de la DNasa I se observó con al menos 24 h de exposición al 

tratamiento y con las dosis más altas de la DNasa I (las unidades de medida 

reportadas por Alcázar-Leyva y colaboradores son en µg/mL y no fue posible 
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obtener la equivalencia en U/mL). Nosotros también demostramos el efecto de 

la DNasa I sobre la viabilidad de las líneas celulares de cáncer de colon SW480 

y CT26; siendo la exposición a las concentraciones más altas de esta enzima 

(360, 480 y 600 U/mL) durante 72 h, las que disminuyeron la viabilidad de forma 

significativa respecto al control entre un 20 y 35%; estos resultados apoyan el 

hecho de que el efecto de la DNasa I, depende del tipo de línea celular, dosis 

empleada y tiempo de tratamiento. 

 

Por otra parte, se evaluó el efecto de la DNasa I en la clonogenicidad de las 

líneas celulares de colon; y nuevamente las dosis más altas de esta enzima 

disminuyen entre un 24 y 49% el número de colonias formadas; resultados 

similares fueron reportados por García-Higuera y colaboradores (2001) quienes 

observaron que la DNasa I es capaz de disminuir la formación de colonias en 

células de melanoma murino (B16-F10; García-Higuera et al., 2001). 

 

La diferencia en la sensibilidad de estas líneas celulares podría deberse a las 

condiciones experimentales empleadas en cada uno de los ensayos (dosis, 

tiempo de tratamiento y tipo de línea celular); por ejemplo, los mejores resultados 

se observaron con al menos 24 h de tratamiento, lo que se podría explicar por el 

tiempo de duplicación de cada línea celular en donde la división celular es el 

momento más susceptible de las células debido a que su material genético 

queda expuesto para ser dañado por la DNasa I. Además, se ha reportado que 

la G-actina es uno de los principales componentes del citoesqueleto en células 

eucariotas y un inhibidor importante de la DNasa I, lo cual podría explicar en 

parte, que solamente concentraciones altas de esta enzima, en nuestras 

condiciones experimentales, tienen resultados significativos en la viabilidad y 

clonogenicidad de las diferentes líneas celulares evaluadas en comparación con 

las dosis más bajas (Chhabra et al., 2002, Alcázar-Leyva et al., 2009, Alekseeva 

et al., 2021). 

 

Actualmente no se conoce el mecanismo de acción por el cual la DNasa I 

disminuye la viabilidad celular y la clonogenicidad de diversas líneas celulares; 

por ello se han propuesto dos posibles mecanismos de acción: uno indirecto que 

consiste en la degradación del DNAex que liberan las células y que se ha 
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observado que tiene funciones biológicas (mensajero intercelular); y el 

mecanismo directo, en el cual la enzima daña la integridad y componentes de 

las células tumorales debido a que estas son más permeables que las células no 

malignas (Thierry et al.,2016, Alcázar-Leyva et al., 2009). Para investigar este 

último mecanismo se han realizado experimentos donde evalúan la integridad 

del DNA nuclear de células tumorales expuestas a la DNasa I; sin embargo, solo 

se ha observado una degradación insignificante del material nucleico (Alcázar-

Leyva et al., 2009, García-Higuera et al., 2001).  

 

Tomando en cuenta las propuestas antes mencionadas y una vez que 

demostramos el efecto de la DNasa I sobre la viabilidad y la clonogenicidad de 

las líneas celulares estudiadas, resultó interesante evaluar el mecanismo de 

muerte celular por el cual disminuyó la viabilidad de ambas líneas celulares, 

además de cuantificar la concentración del DNAex en el medio condicionado 

después del tratamiento con la DNasa I. Y lo que se observó es que cierto 

porcentaje de células fue inducida a apoptosis y necrosis por la DNasa I, con la 

dosis de 600 U/mL; en las células SW480 el 13% estaban en estado apoptótico 

y un 2% en estado necrótico, mientras que en las células CT26, el 19% de muerte 

celular fue por apoptosis y un 8% por necrosis. De igual forma, en el artículo 

publicado por Alekseeva y colaboradores (2021) reportaron que las células de 

melanoma murino tratadas con la DNasa I, presentaron muerte celular por 

apoptosis y necrosis en un porcentaje del 5% y 2% respectivamente (Alekseeva 

et al., 2021). 

 

Por otra parte, los porcentajes de viabilidad celular del primer ensayo realizado 

con cristal violeta y los obtenidos por citometría de flujo (la cual determina muerte 

por apoptosis y necrosis; Anexo 2) no son iguales, y esto se debe principalmente 

a que la técnica de cristal violeta evalúa la muerte celular de forma indirecta 

tiñendo las células viables que están adheridas a una superficie y es posible que 

con la manipulación se despeguen células que aún estén vivas y no son 

consideradas con esta técnica; mientras que la citometría de flujo valoró dos 

tipos de muerte celular de forma más específica. Sin embargo, también es 

importante considerar que estudios previamente realizados han descrito otro tipo 

de muerte celular en las células expuestas al tratamiento con la DNasa I y que 
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muestran cambios morfológicos asociados a un tipo de muerte celular conocido 

como autoesquisis, caracterizado por el redondeo celular, ampollas celulares y 

reducción del núcleo (Alvarado-Vásquez et al., 1996). 

 

Una vez analizado el mecanismo de muerte celular que se activa posterior al 

tratamiento con la DNasa I, nos preguntamos si los resultados de viabilidad 

celular podrían también estar relacionados con la cantidad de DNA que cada 

línea celular libera al medio extracelular y que pueda ser degradado por la 

enzima. Para esto se cuantificó el DNAex en los medios condicionados de las 

líneas celulares SW480 y CT26. En la línea celular SW480, la DNasa I mantiene 

la concentración del DNAex por debajo del control, en todos los tiempos y dosis 

evaluadas; sin embargo, no hay una correlación entre el tiempo, dosis y 

respuesta al tratamiento. Por otro lado, en la línea celular CT26 se observaron 

resultados contrastantes, ya que el tratamiento con la DNasa I no disminuyó el 

nivel de DNAex en ningún tiempo ni dosis empleada, por el contrario, aumentó; 

aunque el incremento del DNAex en esta línea celular no fue proporcional a la 

dosis empleada, sí hay una ligera tendencia a incrementar en relación con la 

concentración de la enzima.  

 

Debido a la actividad enzimática de la DNasa I, se esperaba que existiera una 

correlación entre la dosis empleada y la disminución de la concentración de 

DNAex, además de que este efecto estuviese relacionado con la disminución de 

la viabilidad celular; sin embargo, la cuantificación del DNAex en ambas líneas 

celulares muestra que responden de forma distinta al tratamiento con la DNasa 

I y que no hay un efecto dosis-respuesta. Esto podría deberse a características 

propias de cada tipo de célula. Se ha demostrado en estudios previos que la 

liberación de DNA al medio extracelular es diferente en cada línea celular y se 

identificaron 3 patrones de liberación a lo largo del tiempo en la fase de 

crecimiento exponencial: algunas líneas celulares con tendencia al aumento, 

otras con tendencia a disminuir y algunas con niveles variados de DNAex; 

además, estos patrones no estuvieron asociados al origen tisular de estas 

células (Aucamp et al., 2016).  
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Si bien en este trabajo no se realizó una caracterización detallada del patrón de 

liberación del DNA al medio extracelular, en los controles se observó que SW480 

mantiene las mismas concentraciones de DNAex a las 24 y 48 h con un aumento 

a las 72 h; mientras en el caso de CT26, hay una tendencia a aumentar los 

niveles de DNAex desde las 24 h iniciales, pero sobre todo de las 48 a las 72 h, 

por lo tanto, no solo el tratamiento con la DNasa I provoco diferencia en las 

concentraciones de DNAex sino también la propia naturaleza de la línea celular. 

 

Otros reportes han informado que células inducidas a apoptosis y necrosis, 

liberan una mayor cantidad del DNA al medio extracelular, sugiriendo que estos 

dos tipos de muerte celular son los principales mecanismos de liberación, 

aunque pueden existir otros (Bronkhorst et al., 2016). Tomando lo anterior como 

referencia, los porcentajes de muerte celular por apoptosis y necrosis que 

encontramos pudieron contribuir al aumento del DNAex, sobre todo de las 48 a 

las 72 h y principalmente en las células CT26, cuyo efecto fue el más inesperado 

ya que ninguna de las dosis de la DNasa I disminuyó la concentración del DNAex 

en el medio condicionado, por el contrario, la concentración aumentó. 

 

Después de observar que la disminución de la viabilidad y la concentración de 

DNAex en el medio condicionado de ambas líneas celulares no estaba 

relacionado de forma dosis-dependiente con el tratamiento de la DNasa I y como 

parte del estudio del papel del DNAex sobre las líneas celulares, decidimos 

evaluar el efecto de altas concentraciones de DNAex exógeno en comparación 

a las encontradas de forma basal. Se observó que una alta concentración de 

DNAex en los medios condicionados, aumentó la viabilidad de ambas líneas 

celulares y que el posterior tratamiento con la DNasa I contrarrestó este efecto 

de manera significativa sobre todo en la línea celular CT26. La técnica de cristal 

violeta con la que se evaluó este efecto tiene ciertas limitaciones como se 

mencionó anteriormente, por lo cual, la interpretación de “aumento en la 

viabilidad” debería tomarse con ciertas reservas; en este trabajo se utilizó dicho 

término por cuestiones de tiempo ya que no fue posible por el momento, la 

realización de los ensayos de ciclo celular que nos indicarían si las células 

expuestas a una alta concentración de DNAex exógeno se encuentran 

preferentemente en una determinada fase del ciclo celular y que nos ayudaría a 
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explicar el efecto en el “aumento de viabilidad”. Al realizar una revisión 

bibliográfica extensa, este efecto del “aumento de viabilidad” no ha sido 

reportado anteriormente, pero si se ha demostrado que el DNA presente en el 

sobrenadante de células SW480 tiene la capacidad de transformar otras líneas 

celulares y que el tratamiento previo con la DNasa I aunado a otras proteínas, 

evita este resultado (Trejo-Becerril et al., 2012, Anker et al., 1994). En conjunto, 

estas observaciones sugieren que el DNAex que tiene un efecto biológico sobre 

la célula puede ser anulada con el tratamiento de la DNasa I. Esto puede ser 

contrastante con lo observado en los resultados anteriores en los que el efecto 

de la DNasa I en la disminución de la viabilidad no tiene relación con las 

concentraciones de DNAex observadas; sin embargo, quizá la concentración del 

DNAex per se no sea la razón, sino la integridad del propio DNAex presente en 

el medio. 

 

Actualmente en nuestro país está aprobado en humanos el uso de la DNasa I en 

combinación con RNasa I (RD nuverasa, origen bovino) cuya administración se 

realiza por vía intramuscular y está indicada como tratamiento enzimático y 

coadyuvante en proceso virales (RD NUVERASA - PLM, s/f), sin embargo, la 

administración intravenosa de la DNasa I no ha sido aprobada en humanos y 

tampoco como tratamiento para el cáncer. No obstante, se ha explorado su 

efecto en modelos in vitro e in vivo y en la mayoría se considera a la DNasa I con 

potencial terapéutico. En consecuencia, los estudios realizados en modelos 

murinos administran la DNasa I en dosis experimentales acorde al modelo que 

utilizan, pero no a las dosis empleadas en humanos. En este trabajo, el objetivo 

fue evaluar en un modelo murino, una dosis lo más cercana a lo que podría 

administrarse en humanos y se tomó como antecedente el artículo publicado por 

Johnson y colaboradores en el año de 1954. Si bien este artículo no evaluó a la 

DNasa I como tratamiento antitumoral, si se administró vía intravenosa a 

pacientes con meningitis y además reportaron dosis no tóxicas y niveles séricos 

de la enzima en sangre (Johnson et al., 1954). Las dosis utilizadas como 

tratamiento y las dosis no tóxicas reportadas en estos pacientes se utilizaron 

para calcular las dosis equivalentes de humanos en ratones (se describe en la 

sección 7.10 y 1.11 de materiales y métodos) que se evaluaron en el modelo de 

ratones BALB/c con tumores derivados de células CT26. 
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En primer lugar, se observó que con la dosis de hasta 8,222 U/ratón (equivalente 

a la dosis no tóxica de 2,000,000 U en humanos, Johnson y colaboradores; 1954) 

los animales no presentaron daños físicos aparentes (pérdida de apetito, señales 

de dolor, poca movilidad) y al finalizar los 5 días de tratamiento todos los 

animales sobrevivieron sin perder peso; por lo cual, se consideró que la 

administración de la DNasa I en dosis altas era segura en ratones BALB/c y se 

administró la dosis equivalente de humanos en ratones para evaluarla como 

tratamiento antitumoral (161,838 U/kg igual a 3,236 U por ratón, los cuales 

pesaban en promedio 20 g). En estudios previos también se ha reportado de la 

seguridad y baja toxicidad de la DNasa I en ratones (Patutina et al., 2011). 

 

Nuestros resultados mostraron que la dosis equivalente de 3,236 U/ratón, retrasó 

el desarrollo tumoral en ratones BALB/c inoculados con células CT26 y al 

finalizar el tratamiento, el volumen del tumor primario fue 23% menor a los 

controles; este efecto correlacionó con la disminución significativa de un 28% en 

la concentración del DNAcir respecto al grupo control con tumor y sin tratamiento 

enzimático. Además, comparando los grupos control con y sin tumor, se observó 

que cuando hay crecimiento tumoral, la concentración del DNAcir en el suero 

aumenta dos veces más de forma significativa. Adicionalmente se evaluó una 

dosis promedio de tres estudios (80 U/ratón, Park et al., 2016, 2019; Alekseeva 

et al., 2021; Patutina et al., 2011) la cual no tuvo efecto sobre el tumor primario 

y tampoco en la concentración del DNAcir en el suero de los ratones. 

 

Los resultados antes descritos, coinciden con los obtenidos por otros grupos de 

investigación; por ejemplo, Patutina y colaboradores (2011) reportaron que, en 

ratones portadores de tumores, los niveles de DNAcir en plasma aumentan entre 

1.1 y 1.3 veces y que el efecto antimetastásico de la DNasa I está ligado a una 

disminución del DNAcir en el plasma sanguíneo de ratones con metástasis 

pulmonares o hepáticas (Patutina et al., 2011). Alekseeva y colaboradores 

(2017) también observaron dicha correlación además de cambios en el perfil del 

DNAcir después del tratamiento con la DNasa I (Alekseeva et al., 2017). Otros 

reportes señalan que la DNasa I elimina el DNAex de las trampas de neutrófilos 

(NETs), reduciendo así el número de metástasis en modelos de cáncer de colon 

y de pulmón (Al-Haidari et al., 2019, Park et al., 2016). Sin embargo, la mayoría 
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de los estudios que utilizan a la DNasa I como tratamiento, tienen éxito sobre la 

reducción de las metástasis, pero no sobre el tumor primario (Trejo-Becerril et al., 

2016, Sugihara et al., 1993, Park et al., 2016, Alekseeva et al., 2017). Esto podría 

deberse a que las dosis reportadas en estos estudios, no son suficientemente 

altas como la dosis equivalente (3,236 U/ratón) evaluada en este trabajo; al 

mismo tiempo en estos artículos, se considera que el principal y posible 

mecanismo por el que se observa el efecto antimetastásico, sea la degradación 

directa sobre el DNAcir, el cual se ha demostrado que participa en la 

transformación maligna de las células (Alekseeva et al., 2017); pero no toman en 

consideración el posible efecto que la DNasa I tenga sobre el microambiente 

tumoral (Alekseeva et al., 2021); y que quizá, solamente dosis altas de la enzima 

puedan ejercerlo, por lo que esto correlacionaría con lo demostrado en los 

ensayos de viabilidad y clonogenicidad. 

 

El enfoque de nuestra investigación no fue mecanístico, por lo que vimos limitada 

nuestra capacidad de describir el proceso por el cuál la DNasa I tuvo efecto sobre 

las células en nuestro modelo de estudio. Sería interesante analizar los efectos 

del tratamiento con la DNasa I en un modelo de xenotrasplante (implantación de 

células humanas en ratones) ya que sería más parecido al objetivo principal que 

es su uso en humanos. Por otra parte, una de las principales aportaciones de 

este trabajo fue información clara y reproducible de las dosis utilizadas en U/mL 

o U/ratón, y que se evaluó el efecto de la dosis equivalente de humanos en 

ratones de la DNasa I lo cual permitirá tener un mejor acercamiento a lo que 

podría administrarse en pacientes con cáncer; conjuntamente se eligió el modelo 

de cáncer de colon por la cinética de crecimiento tumoral que presenta y por ser 

uno de los primeros modelos utilizados para el estudio del DNAcir. 

 

En resumen, los resultados de este trabajo sugieren que la DNasa I tiene efecto 

negativo sobre la viabilidad y clonogenicidad de las líneas celulares SW480 y 

CT26. Aunque se desconoce el mecanismo por el cual la DNasa I causó dicho 

efecto, se demostró que la enzima puede inducir a las células a apoptosis o 

necrosis y aunque estos resultados no correlacionaron con un efecto dosis-

respuesta en las concentraciones de DNAex, sí se observó que una alta 

concentración de DNAex exógeno puede aumentar la viabilidad celular. En el 
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modelo murino, la dosis equivalente de humanos en ratones de la DNasa I, tuvo 

efecto antitumoral y se correlacionó con una menor cantidad de DNAcir en el 

suero de estos animales. 
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CONCLUSIONES 

 

En este estudio se demostró que el tratamiento con la DNasa I bovina disminuye la 

viabilidad celular y la clonogenicidad de dos líneas celulares de cáncer de colon 

SW480 y CT26, y que el principal mecanismo por el cual se observa este efecto es 

la muerte por apoptosis y necrosis. 

 

No se observó un efecto dosis-respuesta de la DNasa I bovina sobre la 

concentración de DNAex en el medio condicionado de ambas líneas celulares. 

 

También se demostró que una alta concentración de DNAex aumenta la 

viabilidad celular y que este efecto puede ser contrarrestado por la DNasa I. 

 

La dosis equivalente de humanos en ratón (3,236 U), reduce el crecimiento 

tumoral y disminuye la concentración del DNAcir en ratones con tumores de 

cáncer de colon. 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo aunados a los antecedentes de la 

literatura sugieren que la DNasa I bovina puede utilizarse como un agente 

antitumoral con potencial en el reposicionamiento terapéutico. 

 

PERSPECTIVAS 

 

Realizar ensayos de ciclo celular con las células expuestas al tratamiento con la 

DNasa I y a una alta concentración de DNAex. 

 

Caracterizar el patrón de liberación del DNAex en las líneas celulares de cáncer 

de colon humano (SW480) y murino (CT26). 

 

Evaluar el efecto antitumoral y antimetastásico de la dosis equivalente de 

humanos de la DNasa I en un modelo de xenotrasplante de cáncer de colon.  
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ANEXOS 

 

1. Preparación de soluciones. 

 

PBS 10X  

 

NaCl  80 g 

KCl  2 g 

Na2HPO4 14.4 g  

KHPO4 2.4 g 

Agregar cada uno de los reactivos a 800 mL de agua, ajustar el pH a 7.4 con 

NaOH y llevar al aforo a 1 L, agitar vigorosamente y esterilizar por autoclave. 

 

0.5 M de EDTA  

Agregar 186.1 g de sal de EDTA disódico en 800 mL de agua, ajustar el pH a 8 

con NaOH, llevar al aforo a 1 L, agitar vigorosamente y esterilizar por autoclave. 

 

DNasa I  

 

DNasa I de bovino (Sigma-Aldrich, # de cat. DN25) con una concentración de 

400 U/mg, se diluyeron 5mg en 1 mL de medio de cultivo. 

 

DNasa I de bovino (Sigma-Aldrich, # de cat. D5025) con una concentración de 

2,000 U/mg, se diluyeron 5 mg en 1 mL de solución salina al 0.15 M como lo 

indica el proveedor. 

 

2. Corroboración de la actividad de la DNasa I diluida en medios de cultivo. 

 

Con la finalidad de comprobar que la DNasa I no perdía actividad al ser diluida 

en el medio de cultivo (DMEM-F12 o RPMI) se diluyeron 5 mg de la enzima en 1 

mL de medio de cultivo y 5mg de DNasa I en 1 mL de NaCl (como lo indica el 

proveedor), posteriormente, el DNA genómico de células SW480 fue expuesto 

durante 1 h a la DNasa I disuelta en los medios de cultivo y en solución salina. 

Al concluir el tiempo de exposición se realizó la extracción y purificación del DNA 
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como se describe en la sección 7.6 de materiales y métodos. Finalmente se 

realizó un gel de agarosa al 1.5% para determinar la integridad del DNA. No se 

observaron cambios en la degradación del DNA genómico utilizando la DNasa I 

disuelta en medio de cultivo o en NaCl (Figura 15).  

  

Std NaCl DNasa I 

en NaCl 

Medio de 

cultivo 

DNasa I en 

DMEM- F12 

DNasa I en 

RPMI 

 

Figura 17. Degradación de DNA genómico con DNasa I disuelta en medios de cultivo. 

La DNasa I disuelta en medio de cultivo no perdió actividad y degradó al DNA genómico 
de forma eficiente obteniendo resultados similares cuando se diluyo en NaCl como 
indica el proveedor.  

 

3. Comparación del porcentaje de muerte celular por dos técnicas. 

 

Línea celular % de muerte celular con la dosis de 600 U/mL 

Cristal violeta Citometría de flujo 

SW480 35% 15% 

CT26 25% 27% 
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