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Resumen 

 

El cáncer es un conjunto de enfermedades de alta incidencia entre la 

población mundial y nacional, debido a esto se han buscado diferentes terapias 

para combatirlo, una de ellas es la quimioterapia. El objetivo de la quimioterapia 

es la eliminación de todas las células tumorales, sin embargo presenta algunas 

desventajas entre las que se encuentran los altos costos, la baja selectividad, 

la resistencia y la reaparición del cáncer después de haber seguido una terapia 

aparentemente exitosa debido a que no se eliminaron todas las células 

tumorales o dedido a las propiedades carcinogénicas de la misma terapia. Es 

por lo anterior que resulta importante saber si la población de células tumorales 

y sanas tratadas con un quimioterapéutico son capaces de recuperarse del 

daño causado, o por el contrario, continua la disminución en la población 

celular después del tratamiento. 

 

Debido a que el cáncer es un problema de salud pública, un grupo de 

investigadores encabezados por la Doctora Lena Ruiz Azuara ha desarrollado y 

diseñado un nuevo grupo de agentes quimioterapéuticos patentados bajo el 

nombre de Casiopeínas®, buscando disminuir la toxicidad de la quimioterapia 

sobre las células sanas del paciente y reducir los costos. Éste grupo de nuevos 

agentes quimioterapéuticos ha mostrado tener actividad citotóxica, citostática y 

antineoplásica, lo que ha motivado a continuar su estudio con el objetivo de 

emplearlos en la clínica. 

 

Entre la familia de compuestos Casiopeínas®, se encuentran la 

Casiopeína® IIgly y la Casiopeína® III-ia, que ya han sido evaluadas tanto in 

vivo como in vitro; en la presente tesis, se evaluó la actividad citotóxica   de 

dichas Casiopeínas en tres líneas tumorales y en linfocitos humanos; además 

de evaluar la cinética de inhibición y recuperación de la proliferación celular 

 

Se concluyó que la potencia de las Casiopeínas® y el Cisplatino® es 

similar, además las Casiopeínas no son capaces de inhibir la proliferación 

celular en linfocitos humanos activados o no con un mitógeno. Por otro lado en 

las condiciones experimentales empleadas no fue posible determinar la cinética 
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de inhibición o de recuperación de la proliferación celular causada por las 

Casiopeínas o el Cisplatino. Los resultados demostraron que la población de 

células tumorales tratadas con Casiopeínas o Cisplatino en el rango de tiempo 

estudiado no son capaces de recuperarse del daño ocasionado. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1 El Cáncer 

 

Se considera al cáncer como un conjunto de enfermedades cuyo origen 

es común, ya que en todos los tipos de cáncer, una de las numerosas células 

de las cuales está compuesto el organismo se encuentra alterada de tal forma 

que se multiplica de forma incontrolada produciendo millones de células hijas 

igualmente alteradas, algunas de las cuales pueden diseminarse a otras partes 

del cuerpo(metástasis)[1, 2]. Por otra parte se le considera como un conjunto 

de enfermedades debido a que existen grandes diferencias entre los cánceres 

de distintos órganos, además de existir variabilidad significativa entre los 

tumores que tienen origen en el mismo órgano, e incluso presentan una 

importante heterogeneidad fenotípica entre las células de un mismo tumor[2, 3], 

lo que implica que su comportamiento y respuesta a un tratamiento puede 

variar significativamente[4]. 

La pérdida de control en la proliferación celular es el resultado de una 

serie de cambios genéticos en las células tumorales y se origina en un largo 

proceso de selección- variación similar al que se produce en la propia 

evolución. La variación es el resultado de la tendencia de las células tumorales 

a desarrollar procesos de cambios epigenéticos, por otra parte la selección 

proviene de las variadas condiciones micro ambientales a las que las células se 

ven sometidas y que van permitiendo la proliferación de algunas clonas[3]. 

 

2.2 Breve historia del cáncer[5] 

 

Debido a su creciente incidencia, el cáncer ha sido calificado por algunos 

autores como la enfermedad de la civilización, aunque se ha encontrado 

evidencia de un caso de cáncer óseo en un esqueleto de un antropoide que 

tiene una antigüedad mayor al millón de años descubierto en la Isla de Java. 

En los papiros de Edwin Smith, escritos entre los años 3000 y 2500 a.C., 

se describen ocho casos de “tumores o úlceras de mama” y en los papiros de 

Ebers, que datan de alrededor del año 1152 a.C. se reporta un caso de tumor 
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maligno de una extremidad, además se han encontrado evidencia de tumores 

en momias egipcias. 

Por su parte, Hipócrates (460-370 a.C.) describe, basándose en la 

observación del enfermo, tumores de piel, mama, estómago, cervico-uterino y 

recto con lo cual contribuyó al conocimiento inicial acerca del cáncer y su 

clasificación. Es Hipócrates quien crea el término metástasis y fue el primero en 

describir el cáncer de matriz. Galeno (130-200 d.C.), el padre de la farmacia, 

contribuye también mediante su descripción del cáncer gástrico y el de 

esófago. 

La contribución del mundo árabe al saber médico del cáncer está 

representado por Avicena (980-1037), quien describió cómo un tumor 

canceroso aumenta de tamaño progresivamente, invade y destruye los tejidos 

contiguos eliminando la sensibilidad de la parte afectada. 

Con el desarrollo de la Anatomía, la Fisiología y la Patología, en los 

siguientes siglos aumentan las descripciones de diferentes tipos de cáncer, así 

como incrementa el número de colecciones de historias clínicas de casos de 

cáncer y observaciones epidemiológicas; como la realizada por Ramazzini 

(1713) acerca de la incidencia del cáncer de mama el cual es mucho más 

frecuente en las monjas que en el resto de las mujeres. 

En la actualidad el nacimiento de una serie de organismos 

internacionales  especializados en asuntos sanitarios ha conseguido sumar los 

esfuerzos de todos los países del mundo para luchar contra esta enfermedad. 

La fundación de la OMS (Organización Mundial de la Salud fundada el 7 de 

abril de 1948) ha logrado unificar una serie importante de criterios en la práctica 

médica y ha establecido la clasificación anatomoclínica de los tumores, basada 

en los órganos de origen. La aparición de la UICC (Unión Internacional Contra 

el Cáncer), con cede en Ginebra, facilitó la unificación de una clasificación 

internacional, la clasificación TNM, que sirve para clasificar la mayoría de los 

tumores sólidos de acuerdo con el tamaño de la neoplasia primaria (T), la 

presencia de ganglios metastásicos (N) y la existencia de metástasis a 

distancia (M). En función de la localización de la enfermedad, la extensión del 

tumor primario puede variar de T1 a T4, los ganglios de N0 a N3 y las 

metástasis de M0 a M1[3]. 
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Por último, la fundación IARC (International Agency of Research in 

Cancer) de Lyon está dando gran impulso al estudio epidemiológico de los 

productos químicos que son carcinógenos para el hombre y sentando las bases 

para una prevención primaria del cáncer[5]. 

 

2.3 Epidemiología  

 

En la actualidad el control del cáncer implica la prevención, la detección 

temprana de lesiones preneoplásicas[6], y la identificación de individuos con 

altas probabilidades de padecer cáncer debido a mutaciones genéticas 

recesivas o dominantes[7]. Dentro de la prevención, se incluye también la 

identificación de una gran cantidad de agentes carcinogénicos de origen 

químico, físico ó biológico[8], sin embargo,  las cifras indican que no se ha 

conseguido el éxito total en ésta labor, ya que en el 2005 el cáncer fue la 

tercera causa de muerte en todo el mundo (figura 1); de los 58 millones de 

muertes que se registraron en el mundo, 7.6 millones (13%) se debieron al 

cáncer. Los tipos de cáncer de mayor incidencia fueron: 

 

Tipos de cáncer de mayor incidencia 

Pulmón 1.3 millones de muertes anuales 

Estómago Casi 1 millón de muertes anuales 

Hígado 662 000 muertes anuales 

Colón 655 000 muertes anuales 

Mama 502 000 muertes anuales 
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Figura 1. Principales causas de muerte, a nivel mundial en el año 

2005[9] 

Cabe resaltar que más del 70% de las muertes por cáncer registradas 

en 2005 se produjeron en países de ingresos bajos y medianos, así mismo, se 

prevé que la mortalidad anual a nivel mundial a causa de cáncer siga 

aumentando hasta alcanzar los 9 millones en 2015 y 11.4 millones en 2030[6, 

10-13] . En los países desarrollados las principales causas de cáncer son el 

tabaco, la exposición a carcinógenos ambientales, la dieta y los hábitos poco 

saludables de vida[14]. La tasa de mortalidad varía en función del sexo siendo 

mayor en hombres que en mujeres fundamentalmente por dos razones; por un 

lado hay más casos de cáncer entre los hombres, y por otro lado los cánceres 

más frecuentes entre las mujeres tienen mejor pronóstico: mama y cérvix[12]. 

En el caso particular de México datos de la OMS muestran que en el año 

2005 el cáncer fue la tercera causa de muerte (figura 2), murieron 64,000 

personas, de las cuales el 57% era menor de 70 años[15]. 

 

Enfermedades 
cardiovasculares 30% 

Enfermedades 
infecciosas, maternales y 
perinatales, deficiencias 
nutricionales 30% 

Cáncer 13% 

Accidentes 9% 

Otras enfermedades 
crónicas 9% 

Enfermedades 
respiratorias 7% 

Diabetes 2% 
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Figura 2. Principales causas de muerte en México, año 2005, fuente: 

OMS[15] 

 

Datos del 8 de febrero del 2008 por parte del INEGI muestran que en el 

2006 los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte a nivel nacional, 

por otra parte se observó que las defunciones por tumores malignos presentan 

también diferencias entre los sexos ya que en los hombres representó el 11.3% 

y en las mujeres el 14.9%, además de observarse un aumento en el número de 

muertes por tumores malignos en el periodo de 1997 a 2006(figura 3)[16]  

Otras 
enfermedades 
crónicas 38.4% 

Enfermedades 
cardiovasculares 
23.2% 

Enfermedades 
infecciosas 15.3% 

Cáncer 12.5% 

Accidentes 10.6% 

Principales causas de muerte en 
México 2005 
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Figura 3. Gráfica de porcentaje de defunciones causadas por tumores malignos 

en el periodo 1997-2006, total y por sexo. Fuente: INEGI. Estadísticas Vitales 

1997-2006[16] 

 

En los hombres los tres tipos de tumores malignos causantes del mayor 

porcentaje de defunciones por cáncer en el 2006 corresponden a: tráquea, 

bronquios y pulmón (16.6%), próstata (17.1%) y estómago (10.4%).En el caso 

de las mujeres, 13.9% de las defunciones por tumores malignos corresponden 

al cervico-uterino, 15% al de mama; y de estómago, y el de hígado y vías 

biliares intrahepáticas ocasionaron cada uno, 8% de las muertes como se 

observa en la figura 4. Si bien se observan diferencias en los órganos 

afectados por el cáncer en hombres y mujeres, los que inciden en órganos 

reproductivos son los que más defunciones causan en las mujeres[17]. 
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Figura 4. Distribución porcentual de las principales causas de defunción por 

tumores malignos según sexo, 2006. Fuente: INEGI. Estadísticas Vitales. 

Defunciones 2006. Base de datos[16]. 

 

2.4 Características de las células cancerosas 

 

2.4.1 Propiedades microscópicas 

 

En las células cancerosas se pueden observar varias características 

microscópicas que pueden permitir diferenciarlas de las células normales. Una 

de ellas es el pleomorfismo el cual se refiere a la diferencia en  tamaño y forma 

que las células cancerosas muestran, algunas de ellas muestran tamaños 

extraordinariamente grandes y otras son tan pequeñas que no se pueden 

observar al microscopio; en muchas ocasiones se pueden observar varios 

núcleos en la misma célula. Las células cancerosas presentan otro fenómeno, 

llamado hipercromatismo, que significa que la cromatina de la célula se 

encuentra más condensada de lo normal, lo cual hace que en una tinción se 

pueda observar de forma más pronunciada. Con respecto al núcleo, éste puede 

observarse más grande y en formas variadas (polimorfismo), además de 

presentar cantidades anormales de cromosomas (aneuploidia), y 
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macrolesiones cromosómicas como traslocaciones, (intercambio de material 

entre cromosomas), deleciones (perdida de secciones cromosómicas) y 

adiciones (cromosomas adicionales)[18]. 

 

2.4.2 Propiedades cinéticas 

 

Las células cancerosas pierden el control de la proliferación celular, a 

diferencia de las células normales, para las cuales, la necesidad de renovación 

o reemplazo celular es el estímulo para que las células se multipliquen, y de 

esta forma mantienen un equilibrio entre la producción  y la pérdida celular. Por 

el contrario en el caso de las células tumorales, una vez iniciada la 

proliferación, las células cancerosas proliferan de manera continua y sin 

control, ya que los mecanismos normales de control no detienen la proliferación 

celular[18].  

Todas las células que se reproducen pasan por una serie de fases que 

se repiten periódicamente y reciben el nombre de ciclo celular; son cuatro, 

Fase G1 (Intervalo comprendido entre la terminación de la mitosis y el 

comienzo de la síntesis de ADN), Fase S (en la que tiene lugar la síntesis de 

ADN), Fase G2 (en la que tiene lugar la síntesis de RNA y proteínas), Fase M 

(periodo de mitosis, subdividida en profase, metafase, anafase y telofase, se 

separan los cromosomas y se reparten entre las dos células hijas), las células 

en reposo quedan en Fase G0, el tiempo que dura el ciclo completo se 

denomina tiempo de generación. El crecimiento tumoral y el de los tejidos 

normales, se desarrolla según la curva de Gompertz, que consiste en una 

disminución exponencial de una función exponencial. El crecimiento inicial es 

exponencial y durante esta fase logarítmica la velocidad de crecimiento es 

elevada y por tanto el tiempo de duplicación es breve. Al crecer la masa 

tumoral, la velocidad de crecimiento disminuye y la curva de crecimiento puede 

incluso alcanzar la fase de meseta. Esta fase estacionaria en el modelo de 

crecimiento, se caracteriza por su baja frecuencia de crecimiento y por un largo 

tiempo de duplicación[19]  

La diferenciación es el proceso mediante el cual las células se 

diversifican y adquieren características estructurales y funcionales específicas. 

En el cáncer, la diferenciación se refiere al grado en que las células cancerosas 
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se asemejan a las células normales. Las que se parecen bastante a la célula 

normal pero que originan tumores de crecimiento lento, por lo general 

encapsulados, se denominan bien diferenciadas y tienen funciones y 

estructuras especializadas. Las que crecen de forma rápida y no poseen las 

características morfológicas ni las funciones celulares especializadas se llaman 

indiferenciadas; ésta pérdida de las características con respecto a las células 

normales se llama desdiferenciación (anaplasia). Una célula maligna es más 

virulenta cuanto más indiferenciada sea. 

Es posible que ciertas propiedades bioquímicas no se conserven debido 

al estado de anaplasia de las células malignas; o bien que adquieran nuevas 

propiedades como resultado de cambios en los patrones enzimáticos o de 

alteraciones en el ácido desoxirribonucleico (ADN). Algunos ejemplos incluyen: 

producción de antígenos tumorales que marcan a la célula cancerosa como 

“ajena”, reproducción continua a pesar de la disminución de las 

concentraciones de hormona del crecimiento; incremento en la velocidad de la 

glucólisis anaeróbica lo que hace que las células dependan menos del O2, y 

producción anormal de hormonas o de sustancias con características similares 

a las hormonas[18]. 

En la mayoría de las células tumorales existen cambios en el número 

normal de cromosomas (46) y su estructura. Estas alteraciones incluyen la 

pérdida o ganancia de cromosomas completos o secciones de cromosomas o 

traslocaciones en los cromosomas. Algunos de estos cambios pueden ser 

eventos primarios que ocurren en una etapa temprana durante el desarrollo del 

tumor y muy probablemente sean un evento importante en el desarrollo del 

mismo. Otros son eventos secundarios y pueden tener un papel importante en 

el comportamiento subsecuente del tumor. La pérdida de material cromosómico 

puede resultar en la deleción de un gen supresor de tumor, por otro lado la  

duplicación de una región puede provocar una sobreexpresión de un 

oncogen[20]. 

Las células tumorales tienen la capacidad para generar metástasis, 

proceso por medio del cual las células tumorales se propagan desde el sitio de 

origen (tumor primario) hasta otros sitios distantes (tumores secundarios)[18]. 
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2.5 Carcinogénesis 

 

Las neoplasias se producen mediante un proceso llamado 

Carcinogénesis. El primer paso en este proceso es la Iniciación, el cual implica 

un cambio en el ADN o mutación que puede ser producido por una variedad de 

agentes químicos, virales o físicos. La susceptibilidad individual a la 

transformación maligna o durante las siguientes etapas de promoción y 

progresión es influenciada por factores genéticos relacionados con 

mecanismos anormales de reparación del ADN, perdida de genes supresores 

de tumor, o a la variable expresión de oncogenes[21]. La Promoción es el 

proceso por medio del cual la célula inicializada se clona y expande hasta 

formar un tumor visible, normalmente una lesión benigna o foco preneoplásico 

como un papiloma; estas células deben sufrir uno o más cambios heredables 

durante la tercera etapa, Progresión, en donde progresan a una neoplasia 

maligna[22]  

Los tumores malignos se distinguen de los benignos por sus 

características histopatológicas de morfología celular, invasividad, metástasis, 

proliferación, y diferenciación  

 

 

Figura 5. Esquema de las etapas de la carcinogénesis,  
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2.5.1 Metástasis 

 

La Metástasis es un proceso por el cual el tumor primario es capaz de 

originar nuevos tumores en lugares lejanos dentro del organismo. En éste 

proceso ciertas células malignas del tumor primario (células metastásicas) 

penetran la barrera extracelular alrededor del tumor y viajan a través del tejido 

hasta el vaso sanguíneo ó linfático más cercano. Después, por medio de la 

secreción de enzimas proteasas (serina proteasas, metaloproteasas, cisteína 

proteasas y aspartilo proteasas) capaces de degradar los componentes de la 

matriz extracelular[23], estas células entran al sistema linfático o al sistema 

circulatorio. A éste proceso se le conoce como intravasación; después, 

viajando en forma aislada, o en cúmulos, estas células tienen el potencial de 

acceder a casi cualquier parte del cuerpo. Las células metastásicas que 

sobreviven el rigor del viaje, se extravasan en el nuevo tejido u órgano blanco y 

comienzan un nuevo tumor secundario[24]. 

El dilema clínico es que para cuando el tumor primario es detectado y 

quirúrgicamente removido, la mayoría de las veces el proceso metastático ya 

ha comenzado. De hecho, en muchas ocasiones la expansión de colonias 

metastásicas ya está muy avanzada antes de que los síntomas clínicos sean 

evidentes, y en algunos casos, aún antes de que se manifieste el tumor 

primario[24]  

 

.2.6 Clasificación de tumores 

 

Los tumores pueden clasificarse como benignos o malignos. Un tumor 

benigno permanece confinado a su localización original; un tumor maligno es 

capaz de invadir tejidos normales cercanos y diseminarse a través del cuerpo. 

Solo a los tumores malignos se les denomina como cáncer[4]. 

Tanto los tumores malignos como los benignos son clasificados de 

acuerdo al tipo de célula del que provienen. La mayoría de los tumores se 

encuentran en uno de los tres grupos principales: 

• Carcinomas: provenientes de células del endodermo o 

ectodermo[2, 4] 
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• Sarcomas: provenientes del mesodermo, son tumores sólidos de 

tejidos conectivos, como músculo, hueso, cartílago y tejido 

fibroso[2, 4], 

• Leucemia y Linfoma: son tumores cuyas células cancerosas no 

forman tumores sólidos, sino que están esparcidas por todo el 

sistema linfático o circulatorio e interfieren con su funcionamiento 

normal. Las leucemias son un tipo de sarcoma[2, 25] que tiene 

origen en células hematopoyéticas, por su parte, los Linfomas 

tienen origen en células del sistema inmune[4]  

 

2.6.1. Líneas celulares tumorales empleadas  

 

2.6.1.1.HeLa 

 

Carcinoma epitelial de Cérvix humano estadio IV A. Fue la primera línea 

celular aneuploide epitelial derivada de tejido humano y mantenida 

continuamente por cultivo celular. Fue aislada por G.O. Gey, W.D. Coffman y 

M.T. Kubicek en Febrero de 1951 de un adenocarcinoma del Cérvix de una 

mujer de raza negra de 31 años de edad. Desde su origen ha sido una de las 

líneas celulares más estudiadas, posee crecimiento en cultivo de tipo 

adherente (figura 6). 

. 

Un inóculo de 0.5-1.0 x 105 células viables en medio de cultivo a 37°C 

en una atmósfera de 5% de CO2 se multiplica 15 veces en 7 días, su tiempo de 

duplicación es de 11.2 horas[26]. 
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Figura 6. Imagen de células de la línea tumoral HeLa, tomado del catálogo de ATCC. 

[27] 

 

2.6.1.2 HCT-15 

 

Adenocarcinoma colorectal humano, fue aislado de un paciente de sexo 

masculino[28] , es una de las dos líneas celulares de adenocarcinoma 

colorectal, que fueron aisladas por Dexter y asociados durante el periodo de 

1977- 1979. Ésta línea tiene una morfología de tipo epitelial (figura 7) y es 

tumorigénica en ratón desnudo.  

Un inóculo de 105 células en medio de cultivo se multiplica 

aproximadamente 8 veces en 7 días, su tiempo de duplicación es de 20.6 

horas[26]. 
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Figura 7. Imagen de células de la línea tumoral HCT-15,  

tomado del catálogo de ATCC[29] 

 

 

2.6.1.3 SkLu-1 

 

Adenocarcinoma de pulmón humano pobremente diferenciado 

estadio III. C. Southam aisló la línea SkLu-1 en 1969 de un tumor primario de 

adenocarcinoma de una mujer de 60 años de raza caucásica y tipo sanguíneo 

0+; crece en monocapa y tiene una morfología epitelial[26]  

 

6.6.2 Linfocitos humanos 

La línea celular escogida para comparar el efecto de los fármacos en 

células normales fueron los linfocitos de sangre periférica, y se escogieron 

porque como sistema celular de ensayo presentan una serie de características 

que los hacen especialmente apropiados para su utilización: 
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a. Disponibilidad fácil y en gran número (1 ml de sangre 

contiene de 1 a 3 millones de linfocitos).  

b. Crecimiento en cultivo fácil tras ser estimulados con un 

mitógeno (normalmente fitohemaglutinina)[30].  

c. Poseen una amplia distribución en el organismo, y los 

linfocitos circulantes en individuos sanos, normalmente se encuentran en 

fase de no división (G0), pero al cultivarlos en presencia del mitógeno se 

estimula la división mitótica en 24 horas[30] 

d. Los linfocitos tienen una vida media de aproximadamente 

cuatro años, aunque se pueden encontrar linfocitos capaces de 

sobrevivir durante varias décadas[31, 32].  

Ya que en los pacientes, la mayoría de los linfocitos de sangre periférica 

se encuentran en fase de no división (G0)[33], se decidió primero evaluar el 

efecto de los fármacos sobre los linfocitos aislados, sin activarlos con el 

mitógeno fitohematoglutinina; y después evaluar el efecto de los mismos 

compuestos cuando los linfocitos han sido activados por 24 horas con el 

mitógeno.  

 

2.7 Tratamientos contra el cáncer 

 

2.7.1 Cirugía 

 

Es la forma más antigua de tratamiento del cáncer[34].La extirpación 

quirúrgica completa es el tratamiento más eficaz para la mayoría de los 

tumores sólidos, sin embargo, la práctica actual de la cirugía oncológica 

demanda conocimientos de la biología tumoral y un tratamiento 

multidisciplinario que excede los conceptos técnicos que participan en la 

denominada extirpación radical de los órganos[3]. 
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2.7.2 Radioterapia  

 

Es el empleo de radiación X o gamma para obtener la destrucción total 

del tumor sin producir alteraciones graves o irreversibles en los tejidos sanos. 

La radioterapia tiene una acción selectiva, lenta y gradual, que poco a poco, 

produce en las células tumorales daños incompatibles con su supervivencia, 

dejando a los tejidos normales la posibilidad de reparar los efectos de la 

irradiación[35, 36]. 

 

2.7.3 Inmunoterapia 

 

El objetivo primario de la inmunoterapia consiste en desarrollar las 

capacidades normales de defensa del organismo humano frente al tumor 

mediante el reclutamiento de los mecanismos de defensa naturales del 

huésped, el sistema inmune, y de esta forma combatir el proceso maligno 

invasor. Éste tipo de terapia presupone que las células tumorales poseen 

antígenos de superficie inmunológicamente reactivos no existentes en las 

células normales[36, 37]. 

 

2.7.4 Radioinmunoterapia 

 

La Radioinmunoterapia (RIT) es una modalidad terapéutica en onco-

hematología que utiliza conjugados de radioisótopos y anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra células tumorales, de forma que los efectos de la 

radiación ionizante utilizada en la radioterapia esten dirigidos a las células 

tumorales. La RIT es bien tolerada, siendo su efecto tóxico más destacable la 

mielosupresión transitoria.[38] 

 

2.7.5 Terapia Génica 

 

La Terapia Génica involucra transferir genes a las células para restaurar 

o conferirles nuevas funciones[39, 40]. En el caso del cáncer, la terapia génica 

tiene por objetivo inactivar un oncogén o reemplazar un gen supresor de tumor 

mutado o introducirlo en caso de estar ausente[40]. En los últimos años se han 
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visto los primeros intentos para utilizar la terapia génica, aunque continua en 

fase experimental[39]. 

 

2.7.6 Quimioterapia  

 

Paul Erhlich acuñó la palabra quimioterapia para el uso de un compuesto 

químico de composición conocida contra parásitos, pero en el caso de la 

quimioterapia del cáncer, se refiere a la habilidad de curar el cáncer por medio 

del uso de compuestos químicos que eliminan a las células tumorales[41]. Así, 

la Quimioterapia contra el Cáncer actualmente se define como un tratamiento 

general y sistémico capaz de alcanzar todas las células tumorales, salvo el 

caso particular de las localizaciones inaccesibles, como el sistema nervioso 

central[42]. 

 

2.7.6.1 Historia de la Quimioterapia antineoplásica 

 

La historia de la quimioterapia contra el cáncer es relativamente reciente. 

La quimioterapia moderna comenzó después de la segunda guerra mundial, 

cuando se observó que una variedad de compuestos podían eliminar las 

células transformadas o inhibir significativamente su proliferación[43]. Los 

primeros estudios clínicos sobre la mostaza nitrogenada o azoiperita, la cual es 

un agente alquilante capaz de adicionar un grupo alquilo en un nitrógeno de la 

cadena de ADN fueron realizados por Gilman, Goodman, Lindskog y Dougherty 

en 1942[41, 44, 45]. Otro hito importante fue la demostración en 1948, por 

Farber y cols.[46] del efecto beneficioso de un análogo del ácido fólico en la 

leucemia linfoblástica infantil. Más adelante, diversas sustancias químicas 

demostraron actividad antitumoral en modelos experimentales con animales, y 

muchas de ellas acabaron siendo evaluadas en ensayos clínicos en humanos. 

El efecto antitumoral del antagonista de las purinas 6-mercaptopurina fue 

descrito por Elion y Hitchings en 1952[47]; este compuesto es empleado en el 

tratamiento de leucemias, es un análogo de las purinas hipoxantina y guanina 

en donde el grupo ceto del C6 del anillo de purina se remplazó por un átomo de 

azufre. La 6-mercaptopurina sirve como sustrato de la enzima hipoxantina-

guanina fosforribosil tranferasa para producir ácido tioinosínico, el cual  
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interfiere  con la síntesis de adenina y guanina[48] . A comienzos de los años 

50, Heidelberg sintetizó el 5-fluorouracilo después de llegar a la conclusión 

correcta de que un antimetabolito similar al uracilo debía bloquear la formación 

de nucleótidos de timina y prevenir así la síntesis de ADN. Este antimetabolito 

es una  pirimidina halogenada que resulta del cambio de un átomo de 

Hidrógeno del carbono 5 del uracilo por un átomo de Fluor. 

En los años 60´s Skipper y colegas[49-51] crearon los principios rectores 

de la Quimioterapia usando un modelo de leucemia murina L1210, pero la 

adecuada aplicación de éstos principios requirió el entendimiento de las 

diferencias entre las características de crecimiento de la leucemia murina y los 

diferentes tipos de cáncer humanos. Otras fuentes de error de este modelo 

fueron la simple presunción de poder tratar al cáncer como una infección 

bacteriana y tratar de extrapolar los datos obtenidos en modelos murinos al 

modelo humano[41]. 

Durante las décadas de 1960 y 1970 se utilizaron en clínica muchos 

fármacos antineoplásicos nuevos, y en los años siguientes, el énfasis se centró 

en el desarrollo de fármacos nuevos, nuevas combinaciones de los fármacos 

disponibles, la optimización de la posología, esquema de tratamiento y la 

modulación de sus efectos tóxicos[3]. 

 

2.7.6.2 Clasificación de los quimioterapéuticos 

 

Los quimioterapéuticos citotóxicos matan células tumorales dañando el 

ADN, interfiriendo con su replicación o inhibiendo la división celular. Los 

quimioterapéuticos han sido clasificados por su naturaleza (orgánica o 

inorgánica), por su efecto en el ciclo celular o por su mecanismo de acción[40]: 

• Por su efecto en el ciclo celular: Los fármacos que afectan a la 

célula durante una fase específica del ciclo celular, son llamados 

“fase –específicos”; en contraste los fármacos que afectan a la 

célula durante cualquier fase del ciclo celular son llamados “fase-

noespecíficos”[40]  

• Por su mecanismo de acción. Se clasifican en agentes 

alquilantes, antimetabolitos (análogos estructurales), fijadores de 
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la tubulina, inhibidores de la topoisomerasa, complejos de platino, 

antibióticos, agentes hormonales[48, 52]. 

 

2.7.6.2.1 Compuestos de platino 

 

Entre los compuestos de platino destacan el cisplatino, carboplatino y 

oxaliplatino (figura 8). El carboplatino es menos reactivo que el cisplatino, el 

cual se coordina al ADN en zonas nucleofílicas como el nitrógeno en la 

posición 7 o el oxígeno en la posición 6 de la guanina, alterando de esta forma 

la estructura y funciones del ADN. Se utiliza en el tratamiento de carcinomas de 

ovario, testículo, vejiga y teratomas. La vía de administración es intravenosa  a 

la dosis de 80mg/m2 de superficie corporal durante tres semanas, se une en un 

90% a las proteínas plasmáticas, no atraviesa la barrera hematoencefálica, se 

elimina por el riñón y entre sus efectos secundarios destacan: náuseas, 

vómitos, mielodepresión, ototoxicidad, nefrotoxicidad, neuropatías[19]. 

 

 

Figura 8. Estructura del Cisplatino y algunos de sus análogos, 

Carboplatino, Oxaliplatino y Lobaplatino 
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2.7.6.3. Principios Biológicos de la Quimioterapia 

 

La mayoría de los fármacos utilizados en el tratamiento del cáncer dañan 

al ADN o inhiben su replicación, consecuentemente éstos fármacos son tóxicos 

no solamente para las células tumorales si no también para las células 

normales, especialmente para ésas células normales que son reemplazadas 

continuamente. 

La acción de los quimioterapéuticos contra las células normales 

contribuye mayoritariamente a su toxicidad y limita su efectividad[4]. 

 

2.7.6.4 Principios Farmacológicos de la Quimioterapia 

 

La interrelación de la farmacocinética del quimioterapéutico y la cinética 

de proliferación de la célula tumoral es la parte más importante en la 

quimioterapia del cáncer, ya que regula la destrucción celular después de la 

quimioterapia[36, 41]. Los conceptos y los datos de citocinética influyen 

notablemente sobre el esquema de tratamiento, este representa uno de los 

puntos clave del éxito del tratamiento con quimioterapéuticos. Las 

consideraciones citocinéticas son: 

• Conocimiento de efecto terapéutico de un determinado agente 

sobre el ciclo celular 

• Conocimiento del efecto de un determinado agente sobre las 

células en replicación. 

• Conocimiento del efecto citocinético de un determinado agente 

sobre los tejidos normales. 

• Conocimiento de la citocinética de un determinado tipo de 

neoplasia durante el tratamiento[36]  

Casi todos los quimioterapéuticos comparten dos características 

comunes: trabajan afectando la síntesis o función del ADN, y generalmente no 

matan células que no se encuentran proliferando, a menos que estas células 

estén destinadas a dividirse después de la exposición al quimioterapéutico[41]. 

El tratamiento de los tumores está actualmente basado en las diferencias que 

existen en cuanto a respuesta a los fármacos entre las células normales y las 

células tumorales. En parte tal diferencia puede explicarse considerando las 
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distintas características proliferativas; sin embargo, la destrucción del tejido 

neoplásico se encuentra también en relación con mecanismos biológicos, 

bioquímicos y farmacocinéticos[36]. El efecto terapéutico y tóxico se relaciona 

con el tiempo y frecuencia de exposición a una dosis efectiva. El mismo grado 

de citotoxicidad se puede alcanzar en diferentes dosificaciones de una misma 

concentración de compuesto multiplicado por el tiempo de exposición 

(CxT)[41]. 

 

2.7.6.5. El quimioterapéutico ideal 

 

El quimioterapéutico ideal debería erradicar las células tumorales sin 

dañar a los tejidos normales. Desafortunadamente hasta el momento ningún 

quimioterapéutico cumple éste criterio[52]. Las características deseadas en un 

quimioterapéutico son[53]: 

• Cinética de primer orden 

• Toxicidad 

• Selectividad 

 

2.7.6.5.1. Hipótesis de muerte celular[36] 
 
Los aspectos cuantitativos de la capacidad de los fármacos 

antiproliferativos de destruir las células neoplásicas, son descritos en la 

Hipótesis de muerte celular (Cell Kill Hypotesis) que establece los siguientes 

puntos: 

• La supervivencia de los animales es inversamente proporcional al 

número de células tumorales inoculadas o que sobreviven tras 

tratamiento. 

• Una única célula neoplásica es capaz de multiplicarse hasta 

matar al huésped. 

• Para la mayor parte de los fármacos antiproliferativos existe una 

clara relación entre dosis y capacidad de eliminar enteramente las 

células neoplásicas dentro de los límites de toxicidad tolerable por 

el huésped. 
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• La destrucción celular por los fármacos sigue la ley de cinética de 

primer orden (mientras la dosis es constante y eficaz). 

 

2.7.6.5.1.1 Cinética de Primer orden 

 

Como se observa en la gráfica de la figura 9 al administrar una dosis 

determinada del fármaco /unidad de tiempo se elimina una fracción constante 

de células, no un número fijo[36] Esto significa que la misma dosis que 

disminuye la población de células tumorales de 106 a 103 será necesaria para 

disminuirla de 103 a 100. 

Como un ejemplo, si un tumor tiene una población de 106 células, al 

administrar un tratamiento que es 99.9% efectivo, sobrevivirán 10 células 

intactas, por lo tanto el tratamiento eliminará los síntomas clínicos, pero el 

tumor puede reaparecer[53]. 

 

 

Figura 9. Cinética de primer orden deseada en un quimioterapéutico, 

tomado de Bast Fr, Cancer Medicine [53] 
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Por tanto, la destrucción celular por los fármacos sigue un modelo 

exponencial, modelo que se conoce como log-kill, ya que se utiliza una escala 

logarítmica. Algunos tratamientos pueden ser clasificados en base a su 

potencial de log-kill; por ejemplo, un log kill de 2 reduce una determinada 

población celular de 109 a 107 células; y aunque representa la eliminación del 

99% queda claro que el tratamiento debe ser repetido varias veces para 

obtener un control de la población celular tumoral[36].. 

 

2.7.6.5.2. Toxicidad en el paciente 
 
Los efectos terapéuticos sobre el tumor y la toxicidad se relacionan con 

la dosis del quimioterapéutico y el esquema de tratamiento. Ambas curvas 

mostradas en la figura 10, son ascendentes, una representa la respuesta en el 

tumor y la otra representa la toxicidad en el paciente; el grado del 

desplazamiento de la curva de toxicidad hacia la derecha refleja el índice 

terapéutico (dosis tóxica media/ dosis efectiva media), que usualmente tiene un 

valor pequeño para los agentes quimioterapéuticos[53]. 

 

Figura 10. Comparación de la respuesta del tumor y la toxicidad que se 

induce en un paciente, tomado de Bast Fr. Cancer Medicine[53]. 
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2.7.6.5.3 Selectividad 

 

La selectividad de un quimioterapéutico se evalúa mediante la 

comparación de la recuperación y muerte de la población de células normales 

provenientes de la médula ósea con respecto a la muerte y recuperación de la 

población de células tumorales. La administración de un quimioterapéutico 

causa una destrucción similar de células tumorales y normales, pero se espera 

que la velocidad de recuperación de la población de células normales sea 

mayor que la de la población de células tumorales; sin embargo, el número de 

células progenitoras de médula ósea eventualmente decrece durante la terapia 

continua[53]. 

 

 

Figura 11. Selectividad, tomado de Bast Fr, Cancer Medicine[53] 

 

2.7.6.6. Desventajas de la Quimioterapia 
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Al comparar la quimioterapia contra el cáncer y la quimioterapia contra 

enfermedades infecciosas es posible marcar algunas desventajas de la 

quimioterapia del cáncer. El concepto de toxicidad selectiva usado en la 

quimioterapia contra enfermedades infecciosas usualmente no es operativo en 

la quimioterapia contra el cáncer, ya que las diferencias bioquímicas que 

existen entre las células cancerosas y normales del mismo tejido no son 

aprovechadas por los quimioterapéuticos usados en la clínica actualmente. Por 

lo general la gran mayoría de los agentes anticancerosos, interfieren de una 

forma no selectiva en los procesos celulares y de crecimiento celular. Muchos 

de estos compuestos citotóxicos muestran un efecto similar en células 

normales y en el tejido neoplásico, por tanto, no es sorprendente que estos 

compuestos produzcan efectos secundarios serios y debilitantes. Las dosis 

frecuentemente utilizadas de estos compuestos citotóxicos son altas para 

detener el crecimiento tumoral o para obtener una remisión temporal de los 

síntomas. Por otra parte también deprimen las funciones de la médula ósea, 

reduciendo drásticamente el número de plaquetas, leucocitos y linfocitos, lo 

cual produce a su vez mayor susceptibilidad a infecciones y hemorragias 

internas[24]. 

Otra ventaja en el tratamiento de enfermedades infecciosas, pero no en 

la quimioterapia del cáncer, involucra la respuesta inmunológica del paciente 

hacia substancias ajenas. En las enfermedades infecciosas los compuestos 

utilizados son comúnmente bacteriostáticos, los mecanismos de defensa del 

cuerpo, como la producción de anticuerpos y la fagocitosis, eliminan a los 

invasores. Con pocas excepciones, esto no ocurre con los tumores. De hecho 

muchos quimioterapéuticos también son inmunosupresores ya que pueden 

eliminar la producción de anticuerpos, e inhibir la habilidad del paciente para 

combatir simultáneamente las infecciones lo que puede entonces convertirse 

en la causa de muerte[24]. 

En el caso del cáncer, el concepto de cura no es tan claro como lo es en 

otras enfermedades; una definición adecuada para la cura del cáncer es la no-

recurrencia de los síntomas por 5 años desde la fecha del diagnóstico inicial. 

Una de las principales hipótesis en el uso de la quimioterapia es que todas las 

células neoplásicas se deben erradicar si se alcanza la curación. Ya sea que se 

utilice la cirugía, la radioterapia, quimioterapia, o más comúnmente, una 
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combinación de todas ellas; el objetivo del tratamiento es la eliminación total de 

las células neoplásicas[24]. 

 

2.7.6.6.1 Resistencia 

 

Otra importante desventaja de la Quimioterapia es la generación de 

resistencia a los agentes quimioterapéuticos utilizados en la clínica y, por lo 

tanto, la aparición de tumores refractarios, lo que impulsa la búsqueda de 

nuevos agentes quimioterapéuticos con nuevos o diferentes mecanismos de 

acción[41]. 

Se debe enfatizar que el presentar resistencia a un agente 

quimioterapéutico de una clase determinada no necesariamente implica 

resistencia a todos los agentes de la misma clase. 

 

La resistencia es de dos tipos: 

 

Intrínseca; ocurre cuando el tumor no es susceptible o es ligeramente 

susceptible al tratamiento, ésta resistencia se puede deber a obstáculos 

farmacológicos o debido a propiedades heredadas de la línea celular[54]. 

Adquirida; se observa en pacientes en los que el cáncer remite después 

de haber seguido una terapia aparentemente exitosa. En éste caso, el nuevo 

tumor se genera a partir de un pequeño número de células resistentes que 

sobrevivieron a la terapia inicial[54]; por lo tanto, es muy importante tratar 

siempre de eliminar todas las células tumorales durante la quimioterapia. 

 

2.7.6.6.2 Mecanismos de resistencia a los agentes antitumorales[19] 

 

Los principales mecanismos de resistencia a los agentes antineoplásicos 

son los siguientes: 

• Inactivación del fármaco. 

• Insuficiente activación in vivo del fármaco por pérdida de la acción 

de la enzima correspondiente. 
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• Cambios en las vías metabólicas, con la utilización de otra vía 

bioquímica, o por disminución de las necesidades de un substrato 

metabólico. 

• Disminución de la afinidad del fármaco por sus receptores o 

aumento del número de estos. 

• Disminución de la captación del fármaco activo por la célula 

cancerosa. 

• Presencia de enzimas reparadoras del daño celular. 

 

2.7.6.7 Importancia del desarrollo de nuevos quimioterapéuticos 

 

En las últimas 3 décadas se ha realizado un mayor esfuerzo en el 

desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos a través del cernimiento 

empírico y el diseño racional. 

El desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos sigue siendo 

necesario, ya que aunque se estén logrando grandes avances en la cirugía y 

radioterapia, los alcances de éstas terapias son limitados debido a la 

propensión de varios tumores sólidos a diseminarse (metástasis) a lugares 

inaccesibles del cuerpo, muchas veces éste proceso ocurre antes del 

diagnóstico del paciente e inclusive antes de la aparición de síntomas del tumor 

primario[55]. 

La quimioterapia falla actualmente debido a dos razones: la primera es 

que varios tipos de cáncer humano de alta incidencia responden pobremente a 

los agentes que se usan en la actualidad, y muchos otros que responden 

inicialmente al tratamiento no son curados y eventualmente desarrollan 

resistencia al fármaco utilizado[55]. 

 

2.7.6.8 Metales con actividad antineoplásica 

 

Se ha demostrado que algunos metales como el Platino (Pt), y Rodio 

(Rh) poseen actividad antineoplásica en forma de complejos[56, 57].. La 

actividad biológica de los iones metálicos se debe a que estos iones son 

deficientes de electrones, mientras que la mayoría de las moléculas biológicas 

(proteínas, ADN) y pequeñas moléculas (O2) importantes para la vida son ricas 
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en electrones, por tanto, los iones metálicos tienden generalmente a unirse o 

interactuar con muchas de las moléculas biológicas importantes[58]. Los 

metales de transición pueden catalizar la generación de especies reactivas de 

Oxígeno (ROS), las cuales juegan un papel importante, pero poco 

comprendido, sobre la citotoxicidad mediante la oxidación de diferentes 

componentes celulares y la modificación del balance redox de la célula[58]. 

Actualmente se sabe que el complejo metálico en conjunto, es decir el metal y 

los ligantes son importantes[56], además la coordinación de metales es una de 

las estrategias más usadas en el diseño de reservorios de fármacos de acción 

prolongada o de lenta liberación[58]. 

Históricamente, el potencial antitumoral de fármacos que contienen 

metales, ha sido ampliamente evaluado. El caso específico de los compuestos 

metálicos de platino, como el cisplatino y sus análogos[59] ha generado gran 

interés en diseñar otros compuestos alternativos que contengan platino[58]. 

Además de controlar la selectividad de éstos complejos metálicos, 

deben de tener buenas propiedades fisicoquímicas; ya que muchos de ellos, no 

pueden ser evaluados en las fases clínicas debido a algunas de sus 

propiedades físico-químicas como baja solubilidad en agua, inestabilidad en 

medios acuosos y su tendencia a degradarse al exponerse a la humedad, luz o 

aire[58]. Éstos problemas han contribuido al escaso desarrollo de fármacos que 

contienen metales; y como consecuencia, a pesar de su buena actividad 

citotóxica in vitro, muchas veces no se evaluan en fases clínicas[58]. 
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3. ANTECEDENTES 

 

3.1 Casiopeínas® 

 

Debido a la alta incidencia de tumores malignos entre la población, a los 

altos costos y la baja selectividad de los quimioterapéuticos empleados 

actualmente en la clínica[24], a principio de los años 80´s un grupo de 

investigadores de la Facultad de Química de la Universidad Nacional Autónoma 

de México, encabezados por la Dra. Lena Ruiz Azuara diseñó un grupo de 

compuestos de coordinación con potencial actividad antineoplásica[60-63] 

llamados Casiopeínas®[64, 65].Estos compuestos se definen como un grupo de 

compuestos de coordinación de cobre (II) con dos ligantes bidentados; el 

primer ligante es del tipo diimina (N-N) como la 1-10-fenantrolina o la 2,2´-

bipiridina sustituidas; y el segundo ligante cargado es de tipo N-O (α-

aminoacidato) o donador O-O (acetilacetonato o salicilaldehidato)[64, 65] 

En las hipótesis de posibles mecanismos de acción debido al diseño de 

los compuestos se propone al cobre, que es un metal esencial, como 

participante en una reacción de Fenton para la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ERO’s), al ligante diimina como un intercalante del 

ADN[58, 66], y según el diseño de los compuestos se espera finalmente que el 

segundo ligante les confiera selectividad antitumoral. Estos compuestos han 

demostrado actividad citotóxica[67, 68], citostática[69, 70] y antineoplásica[71] 

con buenos resultados para su empleo como antitumorales en la clínica por lo 

que es necesario estudiarlas detalladamente. 

 

3.2 Casiopeína® IIgly y Casiopeína® III-ia 

 

Dentro de la familia de las Casiopeínas, la Casiopeína® IIgly y 

Casiopeína® III-ia han sido ampliamente estudiadas tanto en estudios in vivo 

como in vitro[67, 68, 70-73], se han realizado estudios de estabilidad de 

algunos miembros de esta familia de compuestos[74] algunas de sus 

características son: 
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La Casiopeína IIgly®: [Cu(4,7-dimetil-1,10-

fenantrolina)(glicinato)]NO3.2H2O, cuya estructura se muestra en la figura 12 

tiene un peso molecular de 443.90 g/mol[75, 76], ha sido caracterizada por 

varios métodos analíticos y se ha resuelto su estructura por técnica de 

difracción de rayos X[77]  

 
Figura 12. Estructura de la Casiopeína® IIgly, tomado de Solans X, Acta 

Crystallographica.[77] 

 

Para la Casiopeína ®III-ia, la fórmula correspondiente es: [Cu(4,4´-

dimetil-2,2´-bipiridina)(acetilacetonato)]NO3.2H2O[73], y su estructura se 

muestra en la figura 13. 
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Figura 13.Estructura de la Casiopeína® III-ia, teniendo como contra-ión a una molécula 

de ClO4
-, tomado de Tovar-Tovar Caractrización cristalográfica y EPR de complejos mixtos de 

Cu(II) (Casiopeínas) e interacciones con algunas biomoléculas.[73] 

 

La Casiopeína III-ia con el contra-ión NO3
- tiene un peso molecular de 

444.93 g/mol[78], un valor de pKa de 8.25 y un Coeficiente de partición de 

0.3580[79], y ha sido caracterizada por varios métodos analíticos y se ha 

resuelto su estructura por la técnica de difracción de rayos X[73] 

Ambas casiopeínas han sido evaluadas en diferentes líneas tumorales 

por diferentes operadores, algunos de los valores de CI50 determinados para 

ambas Casiopeínas en las líneas tumorales utilizadas en este trabajo se 

muestran en la tabla 1, se puede observar que hay diferencias entre las 

diferentes determinaciones, ya que el operador es un factor importante, por lo 

que se decidió determinar el valor de CI50  para todas las líneas utilizadas. 

 

Línea 

tumoral 

Casiopeína IIgly CI50  

[µM]  

Casiopeína III-ia CI50 [µM] 

HeLa 5.5 1.0 41.3 18.7 

SkLu-1 4.9  31.4  

HCT-15 2.5 3.7 40.5 54.5 

Tabla 1. Valores de CI50 para las Casiopeína IIgly y Casiopeína III-ia[63, 75, 76, 

80] 
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3.3. Avances en Casiopeína IIgly® y Casiopeína III-ia® 

 

Se han realizado hasta el momento varios estudios para tratar de 

elucidar el mecanismo de acción de las Casiopeínas, encontrándose algunas 

evidencias interesantes. 

Ambas Casiopeínas han sido evaluadas en varias líneas celulares 

tumorales, mostrando una buena actividad citotóxica y antitumoral dosis-

dependiente[71, 72, 81]; por otra parte, al adicionar Casiopeína III-ia en células 

tumorales de la línea HCT-15, se encontró evidencia de inducción de apoptosis 

con aumento de expresión del gen Bax, y la observación de fragmentos de 

ADN nuclear lo que indica un mecanismo dependiente de caspasas, en 

especial de la caspasa 3, además se observó que la duración de las fases del 

ciclo celular no son afectadas[81], también se encontró evidencia de que ésta 

misma Casiopeína y la Casiopeína IIgly inhiben la enzima �-cetoglutarato 

deshidrogenesa, y promueven la liberación del citocromo C de la membrana 

mitocondrial[82], lo cual compromete los procesos dependientes de Energía 

como la proliferación celular. En cuanto a los estudios con modelos in vivo, la 

Casiopeína III-ia ha sido evaluada en el modelo de ratón desnudo (nu/nu), y 

también modelos de xenotransplantación, mostrando actividad citótóxica, 

citostática y propiedades antitumorales por inhibición de la proliferación 

celular[81]. 

 
En cuanto a la Casiopeína IIgly, además de interferir con la cadena de 

transporte de electrones y la fosforilación oxidativa en la mitocondria[82], 

promueve la fragmentación del ADN[83], la apoptosis y necrosis dosis 

dependiente[84]; también se ha sugerido que la citotoxicidad causada por las 

Casiopeínas pueda deberse a la producción de especies reactivas de oxígeno 

debido a la presencia de un átomo de cobre (II) dentro de la estructura de las 

Casiopeínas, causando daño al material genético, o en otro compartimento 

celular como la mitocondria[85] pero sin producir lipoperoxidación de la 

membrana celular[68], ni daño oxidativo en el citosol[85]; se ha postulado que 

una de las especies reactivas de oxígeno producida sea el radical hidroxilo, ya 

que al adicionar DMSO (secuestrador de radical hidroxilo) en bajas 

concentraciones, el efecto citotóxico de las Casiopeínas disminuye[85]. 
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Al comparar los efectos tóxicos de las Casiopeínas con otros 

quimioterapéuticos como la adriamicina o cisplaino, se observan menos efectos 

cardiotóxicos[86] , hematotóxicos[87], toxicidad cardiovascular y 

respiratoria[88]. 

Además se desarrollaron y validaron métodos cromatográficos para 

cuantificar ambas Casiopeínas en plasma de rata pudiendo determinar sus 

tiempos de vida media y realizar estudios de farmacocinética preclinica, 

encontrándo que las Casiopeínas se unen a proteínas plasmáticas[89, 90]. 

Todos los resultados obtenidos muestran hasta el momento que las 

Casiopeínas tienen actividad antitumoral, por lo que se sigue investigando 

acerca de sus propiedades ya que se espera pronto pasen a las pruebas en 

fases clínicas. 
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4. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

4.1. Hipótesis 

 

No existirá recuperación de las células tumorales tratadas con 

Casiopeína® IIgly y Casiopeína® III-ia en el tiempo evaluado, y existirá una 

diferencia significativa en la cinéticas de inhibición y recuperación de la 

proliferación celular con respecto al cisplatino; por otra parte el efecto citotóxico 

de estos compuestos en linfocitos humanos será inapreciable comparado con 

el observado en células tumorales 

 

4.2 Objetivos Generales 

 

Evaluar el efecto antiproliferativo de las Casiopeínas® IIgly y 

Casiopeína® III-ia en las líneas celulares tumorales HeLa, SKLU-1, HCT-15; al 

igual que en linfocitos humanos. 

 

Determinar la cinética de inhibición y de recuperación que siguen las 

células tratadas con las Casiopeínas® III-ia y IIgly. 

 

4.3 Objetivos particulares 

 

Comparar el efecto citotóxico en células tumorales contra células 

normales producido por el mismo fármaco 

 

Analizar la capacidad de recuperación de las células tumorales posterior 

a la exposición a diferentes tiempos.  
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 

5.1. Líneas celulares 

 

Almacenadas en la Unidad de Experimentación Animal: 

• HeLa 

• HCT-15 

• SkLu-1 

Aisladas de sangre de donadores sanos de sexo masculino: 

• Linfocitos humanos 

 

5.2 Materiales, equipos y reactivos 

 

0.25% Tripsina-EDTA 1X 

Suero Fetal Bovino 

Medio de Cultivo RPMI  

Agua destilada 

Azul de Tripano 

Campana de Flujo laminar clase II marca TELSTAR Mini –V/PCR 

Centrifuga Equipar J-600 

Incubadora de CO2 Lab-Line 

Ultracongelador Revco (70°C) 

Microscópio óptico Olimpus CH-2 

Microscópio invertido Iroscope Mod SI-PH 

Lector de placas marca Labsystems Multiskan MS 

Balanza analítica marca OHAUS analytical plus modelo AP25000 

Bomba de vacío marca Cole parmer Mod. L-79200-00 

Quitasato Kimax 

Matraz volumétrico de 10mL 

Matraz volumétrico de 100mL 

Tubos cónicos estériles de propileno de15 mL  

Tubos de microfuga de 1.5 mL 

Criotubos de 1mL 

Pipetas serológicas estériles de 10 mL 
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Pipetas serológicas estériles de 5 mL 

Pipetor automático marca Costar  

Pipetas Pasteur estériles 

Pipeta automática de 2 a 10 µL 

Pipeta automática de 10 a 100 µL 

Pipeta automática de 100 a 1000 µL 

Puntas para pipetas automáticas de 100 y 1000 µL. 

Cajas de cultivo estériles de 25 mL 

Placas de 96 pozos estériles 

Tinas estériles 

Filtros estériles de 0.2µm 

Cisplatino (Cis-diamino-dicloro-platino II) 

Casiopeína® IIgly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NO3 

Casiopeína® III-ia [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-

bipiridina)acetilacetonato)]NO3,ambas sintetizadas y caracterizadas por la 

Q.F.B. María Elena Bravo Gómez  

 

5.3 Soluciones 

 

• Sulforrodamina B al 0.4%(p/v) en ácido acético al 1% 

• Ácido acético al 1% 

• Ácido Tricloroacético al 10% 

• Buffer Tris base 10mM (pH 10.5) (Tris(hidroximetil)aminometano)  

 

5.4 Descongelamiento de las líneas celulares[26, 90] 

 

Las líneas celulares que se encontraban almacenadas en criotubos a -

70°C (ultracongelador Revco) fueron descongeladas e n un baño María a 37°C. 

Posteriormente bajo condiciones estériles, en la campana de flujo laminar se 

vertió el contenido de cada criotubo en un tubo estéril de propileno de forma 

cónica con capacidad para 15mL preparado previamente con 10 mL de medio 

de cultivo DMEM y se centrifugaron por cinco minutos a 1500 rpm. El 

sobrenadante se desechó y el paquete celular se resuspendió en 1mL de 
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medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, aminoácidos 

esenciales, antibióticos y antifúngicos al 1%. 

 

5.4.1 Cuantificación de células[90] 

 

En un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL, se colocaron 80µL de azul 

tripano, y se adicionaron 20µL de la suspensión celular se mezcló 

perfectamente y se transfirió una alícuota de 20µL a una de las secciones de la 

Cámara de Neubauer, después se colocó la cámara sobre la platina del 

Microscópio óptico (Olympus) y se observaron las células con el objetivo de 

10x. Se contaron las células que había en cada uno de los cuatro cuadrantes 

grandes de la cámara de Neubauer y se calculó el promedio por cuadrante, la 

cantidad de células por mililitro de suspensión celular se calculó empleando la 

siguiente relación: 

 

Cantidad de células =X*5*10,000=células/mL……..Ecuación 1 

 

Donde, X es el promedio de células en los cuatro cuadrantes, 5 es el 

factor de dilución y 10,000 es el volumen de la cámara en µL. 

 

5.4.2 Proliferación de líneas celulares tumorales[90] 

 

Bajo condiciones estériles se adicionaron 15 mL de medio de cultivo 

RPMI suplementado en una caja de cultivo estéril de 25 mL; posteriormente se 

adicionó una alícuota de la suspensión de células que contenía 500 000 

células. La caja se incubó a 37°C, y una atmósfera de 5% de CO2. El medio de 

cultivo se cambió cada 48 horas hasta que el cultivo celular alcanzó el 80% de 

confluencia, momento en que el cultivo expresa sus aspectos más 

característicos y es en este momento cuando el parecido morfológico y 

fisiológico es mayor al modelo celular de origen. En éste momento se debe 

detener el crecimiento y se hace necesario dividir, replaquear o propagar las 

células[90] por medio de la tripsinización de los cultivos celulares de cada caja 

de cultivo.  
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5.4.3 Tripsinización de las líneas celulares tumorales[90] 

 

Una vez que los cultivos celulares alcanzaron el 80% de confluencia, 

bajo condiciones estériles, se aspiró el medio de cultivo y se adicionaron 3mL 

de la solución de tripsina EDTA. Posteriormente se incubó la caja por 5 minutos 

en las condiciones antes descritas para que la tripsina destruyera la matriz 

extracelular. Transcurridos los 5 minutos se agitó suavemente la caja de cultivo 

para facilitar el desprendimiento de las células y se adicionaron 9 mL de mezcla 

nutritiva F-12 (HAM) con el objetivo de detener la actividad de la tripsina. La 

suspensión de células se transfirió a un tubo cónico estéril de 15 mL y se 

centrifugó por 5 minutos a 15000 r.p.m. Después se aspiró el sobrenadante y 

se adicionó 1 mL de medio RPMI suplementado para resuspender las células. 

 

5.4.4 Resiembra de cultivo celular 

 

Con el objetivo de asegurar que las células utilizadas se recuperaran del 

periodo de congelación y se encontraran en óptimas condiciones se resembró 

una alícuota de la suspensión celular que contenía 500 000 células en 15mL de 

medio RPMI suplementado en una caja de cultivo la cual se incubó a 37°C y 

5% de CO2 con recambios de medio de cultivo cada 48 horas. Una vez que el 

cultivo alcanzó el 80% de confluencia, se tripsinizó y se cuantificó la cantidad 

de células para posteriormente realizar el ensayo de inhibición de la 

proliferación celular o de determinación de las cinéticas. 

 

5.5. Determinación de la CI50 por medio del ensayo de inhibición de la 

proliferación celular[91, 92]. 

 

5.5.1 Siembra de células en placas de 96 pozos 

 

A partir de la suspensión se preparó una dilución que contiene 200 000 

células /mL en medio RPMI suplementado. De la cual se sembraron 100 

µL/pozo en placas de 96 pozos (Coorning Incorporated Costar®). Las placas se 

incubaron por 24 horas a 37°C y 5% CO 2 con el objetivo de permitir la 
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recuperación de las células del proceso de la tripsinización y se adhieran al 

fondo de la placa. 

5.5.2 Preparación de las soluciones de compuestos evaluados 

 

Se preparó una solución stock de 300µg/mL en agua destilada de cada 

uno de los compuestos a evaluar (Casiopeína® III-ia, Casiopeína® IIgly y 

Cisplatino como control positivo) posteriormente ésta solución se filtró 

utilizando un filtro estéril de 0.2 µm de diámetro de poro (Corning Incorporated 

Costar®) y bajo condiciones estériles se realizaron las diluciones pertinentes en 

agua destilada filtrada previamente como se ha descrito para obtener 

concentraciones de 100, 30,10 y 3 µg/mL (figura 14). 

 

 

Figura 14: Esquema para hacer diluciones de los compuestos II-gly, III-ia 

y Cisplatino. 

 

Es importante mencionar que no deben transcurrir más de 20 minutos 

entre la preparación de la solución Stock de Cisplatino y su adición en la placa 

ya que isomeriza con rapidez a la forma trans disminuyendo su actividad 

citotóxica[93, 94]. 

Después de la adición de los compuestos, la placa se incubó a 37°C y 

una atmósfera de 5% de CO2 por 24 horas al término de las cuales se aspiró el 

medio 

 

Alícuota de 
300 µL 

Aforo a 900 
µL 

Solución de 
[100µg/mL] 

Alícuota 
de 100µL Aforo a 

1000µL 
Solución de 
[30 µg/mL] Alícuota de 100µL 

Aforo a 
1000µL 

Solución de 
[3µg/mL] 

Alícuota de 100µL 

Aforo a 
1000µL 

Solución de 
[10 µg/mL] 
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5.5.3 Adición de compuesto 

 

Transcurridas las 24 horas de incubación, se aspiró el medio de cultivo y 

se adicionaron 100µL de medio RPMI suplementado a los pozos que sirvieron 

como blancos y 90µL a los pozos de prueba. Posteriormente se agregaron por 

triplicado 10 µL/pozo de cada una de las soluciones de prueba de los tres 

compuestos a evaluar: Casiopeína® IIgly, Casiopeína® III-ia y Cisplatino®, para 

obtener concentraciones finales en pozo de 10, 3, 1 y 0.3 µg/mL. 

 

5.5.4 Fijación de células 

 

Después de haber aspirado el medio de cultivo se adicionaron 100µL de 

Ácido Tricloroacético al 10% a 5°C, y se incubaron por 1 hora a la misma 

temperatura. Transcurrido este tiempo se aspiró el ácido tricloroacético, se lavó 

la placa con agua destilada cuidando de no desprender las células y se dejó 

secar por 24 hrs. 

 

5.5.5 Tinción con sulforrodamina B[91] 

 

Se adicionaron 50µL de una solución de sulforrodamina B al 0.4% (p/v) 

en ácido acético al 1%, dejando actuar por 30 minutos a temperatura ambiente 

después de los cuales se decantó el exceso de colorante, se lavaron los pozos 

4 veces con una solución de ácido acético al 1% y se dejaron secar por 24 hrs. 

 

5.5.6 Lectura de absorbancia 

 

Se adicionaron 100µL/pozo de una solución de Buffer Tris base 10mM 

(pH 10.5); se agitó suavemente hasta que se disolvió todo el colorante celular 

de forma homogénea, y después se leyó la densidad óptica de cada uno de los 

pozos (lector de placas Labsystems Multiskan MS) a 564nm. 

Se calculó el porcentaje de sobrevivencia de cada uno de los pozos con 

la siguiente fórmula: 
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tratadonopozodelaabsorbanci

tratadopozoaabsorbanci
ciasobreviven

....

)100)(..(
% = ……………(2) 

 

Usando los datos de tres experimentos independientes para cada línea 

celular se calculó la CI50 (concentración inhibitoria media) por medio de un 

análisis estadístico probit, usando el programa Statplus 2005[95] 

 

5.6 Ensayo de cinética de inhibición y recuperación celular en líneas 

celulares tumorales 

 

5.6.1 Siembra de células en placas de 96 pozos 

 

Se emplearon 9 placas de 96 pozos estériles agrupadas en 3 series de 

placas cada una con 3 placas 

En cada una de las placas se sembraron 100µL de la suspensión de 

células que contiene 200,000 células por mililitro en 12 pozos dispuestos en 4 

columnas y 3 hileras. Cada una de las columnas fue etiquetada como: blanco, 

Cisplatino, Casiopeína® IIgly y Casiopeína® III-ia. Después de haber sembrado 

las células, se incubaron las placas por 24 horas a 37°C y 5%CO 2, para que se 

recuperaran las células de la tripsinización. Al término de las 24 horas, se 

aspiró el medio de cultivo, y se adicionaron 90µL de medio de cultivo nuevo.  

 

5.6.2 Adición de compuestos en placas 

 

Se adicionaron 10µL de una solución 10 veces más concentrada que la 

CI50 obtenida del compuesto correspondiente a cada uno de los pozos para 

obtener una concentración en pozo equivalente a la CI50, y se incubaron a 37°C 

y 5% CO2 el tiempo correspondiente de acuerdo a la Tabla 2. Transcurrido el 

tiempo de incubación a las placas de la serie 1 se les aspiró el medio, se 

fijaron, se tiñeron y se leyó su absorbancia de acuerdo al procedimiento 

anteriormente descrito. Para las placas de la serie 2 y 3 se aspiró el medio de 

cultivo con el que se habían incubado, y se les adicionó medio de cultivo sin 

compuesto para incubarlas a 37°C y 5%CO 2 a diferentes tiempos 

(postratamiento) de acuerdo a la Tabla 2. 
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Serie 1 Tiempo de 

incubación 

(h)/tiempo de 

recuperación(h) 

Serie 2 Tiempo de 

incubación 

(h)/tiempo de 

recuperación 

postratamiento 

Serie 3 Tiempo de 

incubación 

(h)/tiempo de 

recuperación 

postratamiento 

Placa 1 4/0 Placa1 4/24 Placa 1 24/4 

Placa 2 8/0 Placa 2 8/24 Placa 2 24/8 

Placa 3 24/0 Placa 3 24/24 Placa 3 24/24 

Tabla 2. Tiempos de incubación en presencia del compuesto de prueba 

a una dosis equivalente a la CI50 / tiempos de recuperación  en medio de cultivo 

fresco para las 3 series de placas usadas en las cinéticas de inhibición y 

recuperación de la proliferación celular.  

 

Después del tiempo de postratamiento, se aspiró el medio de cultivo a 

las placas de la serie 2 y 3 con una pipeta Pasteur, se fijaron, se tiñeron y se 

leyó su absorbancia de acuerdo al procedimiento antes descrito. 

Se realizaron 3 experimentos independientes, con tres réplicas para 

cada una de las líneas celulares y cada uno de los compuestos. 

 

5.7 Determinación de CI50  en linfocitos humanos aislados 

 

5.7.1 Aislamiento de linfocitos humanos 

Los linfocitos humanos se aislaron de sangre de sujetos sanos, no 

fumadores, de sexo masculino. La muestra de sangre se obtuvo por 

venopunción, posteriormente bajo condiciones estériles en un tubo cónico de 

15mL se vertieron 5 mL de sangre y 5mL de solución de Hanks, se homogenizó 

la mezcla y se introdujo una pipeta pasteur hasta el fondo del tubo por medio 

de la cual se adicionaron cuidadosamente 5mL de Histopaque 1077 para 

formar un gradiente y observar las dos fases de diferentes densidades que se 

ven en la figura 15, después se centrifugó por 30 minutos a 2500 rpm[90]. 

Transcurridos los 30 minutos se observaron varias fases, (figura 15), la fase 

más densa es roja y contiene a los eritrocitos, la que se encuentra 

inmediatamente sobre ésta corresponde al Histopaque 1077, y la fase sobre el 



 

50 
 

Histopaque 1077 presenta un aspecto de anillo blanquecino y corresponde a 

los linfocitos, finalmente la última fase corresponde al plasma[96]. 

 

Figura 15. Aislamiento de linfocitos humanos con Histopaque 1077, 

tomado de catálogo de Sigma-Aldrich[96] 

 

Para lavar los linfocitos aislados, en otro tubo cónico se vertieron 5mL de 

medio RPMI suplementado y se le adicionó el contenido del anillo blanquecino 

correspondiente a los linfocitos evitando romper el gradiente de densidad 

formado. Se centrifugó a 2500 rpm por 15 minutos, después de lo cual se 

aspiró el sobrenadante, y se resuspendió el botón celular en 2 mL de medio 

RPMI suplementado para el ensayo de linfocitos humanos no activados; y para 

el ensayo de linfocitos humanos activados, se le adicionó Fitohematoglutinina 

al 0.5%[90, 97]. Se cuantificaron los linfocitos de ésta suspensión celular tal y 

como fue descrito para las células tumorales, y se adicionaron 90 µL de una 

suspensión celular que contenía 222,222 células/mL a cada pozo de una placa 

de 96 pozos, y se dejaron incubar por 24 horas para llevar a cabo la activación 

de los linfocitos humanos.  

 

5.7.2 Preparación y adición de soluciones de compuestos evaluados 

 

Se preparó una solución stock de [3000 µg/mL] de los tres compuestos a 

evaluar, (Casiopeína IIgly® ,Casiopeína® III-ia y Cisplatino® como control 

positivo), posteriormente se hicieron diluciones para obtener soluciones con las 
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concentraciones de 1000, 800, 600, 400 y 200 µg/mL; de dichas soluciones se 

adicionaron 10µL/pozo para obtener una concentración final en pozo de 100, 

80, 60, 40 y 20 µg/mL. Se incubaron las placas por 24 horas 

 

5.7.3 Fijación de Linfocitos humanos 

 

El procedimiento es similar al descrito para las células tumorales, pero 

en éste caso se usaron 100 µL de una solución de Alcohol etílico al 70% y se 

dejaron reposar 30 minutos a temperatura ambiente. 

 

5.7.4 Tinción con Sulforrodamina B 

 

La metodología es igual a la empleada para la tinción de células 

tumorales (ver sección 5.5.5). 

 

5.7.5 Lectura de absorbancia 

 

La lectura de la absorbancia del colorante celular se realizó como se 

describió en el apartado de las líneas celulares tumorales, y posteriormente se 

calculó el porcentaje de sobrevivencia de cada uno de los pozos de la misma 

forma que se hizo con las líneas tumorales (sección 5.5.6). 
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6 RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

 

6.1 Determinación de la Concentración Inhibitoria Media 

 

A continuación se presentan los resultados de los ensayos de inhibición 

de la proliferación celular por medio de la tinción con Sulforrodamina B 

obtenidos en las líneas celulares tumorales HeLa, HCT-15, SkLu-1 y linfocitos 

humanos, expuestos a Casiopeína® IIgly, Casiopeína® III-ia y Cisplatino® por 24 

horas a 37°C y una atmósfera de 5 % de CO 2. 

 

 

6.1.1 Línea Celular HeLa 

 

En la tabla 3 se reportan los promedios de los porcentajes de 

sobrevivencia obtenidos en 3 experimentos independientes en la línea tumoral 

HeLa. Todos los compuestos fueron capaces de inhibir la proliferación celular 

en más del 50%. 

Promedios de porcentaje de sobrevivencia 

 

 

Tabla 3. Promedios y desviaciones estándar de los valores de % de 

sobrevivencia obtenidos de 3 ensayos independientes de  Inhibición de la 

proliferación celular en HeLa. 

 

 

A continuación se graficaron los datos de la tabla 3 obteniéndose la 

gráfica 1, donde se observa que el comportamiento y la potencia de la 

Casiopeína IIgly y el Cisplatino son bastante similares y que la pendiente de la 
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curva de la Casiopeína III-ia es la más suave y es el compuesto menos 

potente. 

Ensayo de Inhibición de la Proliferación Célular 
en HeLa
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Gráfica 1. Ensayo de Inhibición de la proliferación celular en la línea 

tumoral HeLa, % de sobrevivencia vs concentración de compuesto 

evaluado[µg/mL] 

 

6.1.1.1 Concentración Inhibitoria Media (CI50) en la Línea Celular HeLa 

 

Se obtuvieron los valores que se muestran en la tabla 4 como valores de 

CI50. Donde se puede observar que los tres compuestos tienen valores de CI50 

similares, debido a las desviaciones estándar obtenidas no hay diferencia 

estadística significativa  
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Valores de CI50 

 

Tabla 4.Valores de Concentración Inhibitoria Media (CI50) para los tres 

compuestos evaluados en la línea celular HeLa. 

 

6.1.2 Línea celular SkLu-1 

 

En la tabla 5 se presentan los promedios de los porcentajes de 

sobrevivencia obtenidos de 3 experimentos independientes en la línea celular 

tumoral SkLu-1. 

Promedios de porcentaje de sobrevivencia 

 

Tabla 5. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia obtenidos al 

evaluar los tres compuestos en la línea celular tumoral SkLu-1 

 

A continuación se elaboró la gráfica 2, con los porcentajes de 

sobrevivencia obtenidos en el ensayo de inhibición de la proliferación celular 

contra las concentraciones en [µg/mL] de cada uno de los compuestos 

evaluados en la línea celular SkLu-1, se observa que la Casiopeína IIgly es el 

compuesto más potente, seguido del Cisplatino y finalmente por la Casiopeína 

III-ia, que es el compuesto que tiene la curva con la menor pendiente, también 

se observa que los tres compuestos evaluados inhiben la proliferación celular 

de forma dependiente de la concentración evaluada. 
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Gráfica 2 Ensayo de Inhibición de la proliferación celular en la línea 

tumoral SkLu-1, % de sobrevivencia vs concentración de compuesto evaluado 

[µg/ml] 

 

6.1.2.1 Concentración Inhibitoria Media (CI50) en la Línea Celular SkLu-1 

 

Se determinó la Concentración Inhibitoria Media (CI50) obteniendose los 

valores que se muestran en la tabla 6. Se puede observar que de acuerdo a los 

valores de CI50 obtenidos y sus correspondientes valores de desviación 

estándar, el compuesto más activo es la Casiopeína IIgly, mientras que el 

Cisplatino y la Casiopeína III-ia mostraron una actividad similar. 
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Valores de CI50 

 

Tabla 6.Valores de Concentración Inhibitoria Media CI50 obtenidos para 

los tres compuestos evaluados en la Línea celular SkLu-1. 

 

6.1.3 Línea celular HCT-15 

 

A continuación, se presenta en la tabla 7 los promedios de los 

porcentajes de sobrevivencia obtenidos de 3 experimentos independientes en 

la línea celular tumoral HCT-15. 

Promedios de porcentaje de sobrevivencia 

 

Tabla 7. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia obtenidos al 

evaluar los tres compuestos en la línea tumoral HCT-15 

 

Posteriormente se graficaron los porcentajes de sobrevivencia obtenidos 

en el ensayo de inhibición de la proliferación celular contra las concentraciones 

en [µg/mL] de cada uno de los compuestos evaluados en la línea celular SkLu-

1, obteniéndose así la gráfica 3, en ésta gráfica es posible observar que en 

ésta línea celular la Casiopeína IIgly es el compuesto de mayor potencia y que 

la Casiopeína III-ia y el Cisplatino tienen un comportamiento similar, además de 

una potencia semejante, pero menor con respecto a la Casiopeína IIgly. 
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Gráfica 3 Ensayo de Inhibición de la proliferación celular en la línea 

celular tumoral HCT-15, % de sobrevivencia vs concentración de compuesto 

evaluado [µg/ml] 

 

6.1.3.1 Concentración Inhibitoria Media (CI50)en la Línea Celular HCT-15 

 

Se determinó el valor de CI50 y se obtuvieron los datos mostrados en la 

tabla 8, correspondientes a los tres compuestos evaluados en unidades [�M] y 

[µg/mL], y en éste caso se puede observar que la Casiopeína IIgly es más 

activa que la Casiopeína III-ia, y finalmente se encuentra el Cisplatino. 

Valores de CI50 

Concentración Inhibitoria 

Media (CI50) 

Cisplatino® Casiopeína® IIgly Casiopeína® III-

ia 

[µg/mL] 

(Intervalo de confianza)�=0.95 

9.12 

(5.23-12.93) 

1.12 

(1.02-1.23) 

3.29 

(2.73-3.95) 

[µM] 

(Desviación estándar) 

30.4  

(11.3) 

2.52 

(2.07) 

7.39 

(1.19) 

Tabla 8.Valores de Concentración Inhibitoria Media CI50 obtenidos para 

los tres compuestos evaluados en la Línea HCT-15. 

 

 



59 
 

6.1.4. Ensayo en Linfocitos humanos no activados 

 

En la tabla 9 se presentan los promedios de sobrevivencia obtenidos de 

tres experimentos independientes del ensayo de Inhibición de la Proliferación 

celular en linfocitos humanos no activados, y es posible observar que los 

compuestos no fueron capaces de inhibir la proliferación celular en más del 

10%. 

 

Concentración 
[µg/mL] 

% de 
Sobrevivencia 
Tratamiento 

con 
Cisplatino® 

Desviación 
estándar 

% de 
Sobrevivencia 
Tratamiento 

con 
Casiopeína® 

IIgly 

Desviación 
estándar 

% de 
Sobrevivencia 
Tratamiento 

con 
Casiopeína® 

III-ia 

Desviación 
Estándar 

20 91 10.08 94 11.06 94 6.38 
40 93 8.32 97 11.98 91 3.62 
60 94 9.53 90 11.61 91 1.82 
80 94 5.22 89 8.70 92 5.07 
100 94 8.88 89 10.19 91 6.24 

Tabla 9. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia obtenidos al 

evaluar los tres compuestos en linfocitos humanos no activados. 

 

Se graficaron los promedios de sobrevivencia contra las concentración 

de compuesto, obteniendo la gráfica 4, y se puede observar que ninguno de los 

tres compuestos es capaz de inhibir la proliferación celular de Linfocitos 

Humanos no activados en más del 10% dentro del rango de concentraciones 

evaluadas, lo que indica que ninguno de los compuestos es capaz de inhibir la 

proliferación celular de células que se encuentran en G0. 
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Gráfica 4 Ensayo de Inhibición de la proliferación celular en Linfocitos 

Humanos no activados, % de sobrevivencia vs concentración de compuesto 

evaluado [µg/ml] 

 

 

6.1.5. Ensayo en Linfocitos Humanos activados con Fitohematoglutinina 

 

Se realizaron tres experimentos independientes del Ensayo de Inhibición 

de la Proliferación celular en Linfocitos humanos activados con 

Fitohematoglutinina, y los promedios de sobrevivencia de estos experimentos 

se presentan en la tabla 10. Es posible observar en estos datos que ninguno de 

los tres compuestos inhibió la proliferación celular más del 64%. en el rango de 

concentraciones evaluado, sin embargo el incremento de la concentración no 

fue posible debido a la solubilidad de los compuestos. Debido a esto no fue 

posible realizar los ensayos para determinar la  cinética con linfocitos humanos, 

ya que era necesario contar con un valor de CI50 como en los ensayos de las 

líneas celulares tumorales. 

 

 



61 
 

 

           Tabla 10. Promedios de los porcentajes de sobrevivencia 

obtenidos al evaluar los tres compuestos en linfocitos humanos 

activados con Fitohematoglutinina. 

 

A continuación se graficaron los promedios de porcentajes de 

sobrevivencia contra la concentración de compuesto, obteniéndose la gráfica 5. 
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Gráfica 5. Ensayo de Inhibición de la proliferación celular en Linfocitos 

Humanos activados con fitohematoglutinina, % de sobrevivencia vs 

concentración de compuesto evaluado [µg/ml] 
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En la gráfica 5 es posible observar que la proliferación de los linfocitos 

humanos activados se tampoco se ve inhibida por los tres compuestos. 

Vale la pena destacar que la concentración máxima evaluada en 

linfocitos humanos activados y no activados fue 10 veces mayor que la 

concentración máxima evaluada en las líneas tumorales y en todos los casos 

los compuestos evaluados fueron capaces de inhibir al menos el 56% de la 

proliferación celular. Este hecho nos indica que las Casiopeínas causan una 

mayor inhibición de la proliferación celular en las células tumorales que en 

linfocitos humanos.  

 

6.2 Ensayos de Cinéticas en líneas celulares tumorales 

 

A continuación se presentan las gráficas que muestran los resultados 

obtenidos de las cinéticas de inhibición y recuperación de la proliferación 

celular, realizadas en las líneas celulares HeLa, SkLu-1 y HCT-15. 

 

6.2.1 Serie 1. Cinética de inhibición de la proliferación celular 

 

En las gráficas 6, 7 y 8, es posible observar que la inhibición de la 

proliferación celular es dependiente del tiempo de incubación y se observa que 

cuando el tiempo de incubación es mayor también lo es el porcentaje de 

inhibición de la proliferación celular. A las 24 horas de incubación la 

proliferación celular es inhibida 50% aproximadamente tal y como se esperaba 

debido a que se empleo la CI50. Con éstos datos se realizaron las regresiones 

lineales de cada uno de los tratamientos para tratar de elucidar el orden de la 

cinética de inhibición que siguen los tres compuestos evaluados, 

encontrándose que con los datos obtenidos (apéndice 1), no fue posible 

determinar el orden de la cinética de inhibición para ninguno de los tres 

compuestos ya que los valores de coeficiente de correlación lineal (r) son muy 

similares en los tres modelos (Orden 0,1 y 2). 
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HeLa serie 1, cinética de inhibición de la prolifer ación celular
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Gráfica 6. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 1, diferentes 

tiempos de incubación con tratamiento en la línea celular tumoral HeLa. 

 

SkLu-1 Serie 1, cinética de inhibición de la prolif eración celular
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Gráfica 7. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 1; diferentes 

tiempo de incubación con tratamiento en la línea celular tumoral SkLu-1 
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HCT-15 serie 1, cinética de inhibición de la prolif eración celular
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Gráfica 8. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 1; diferentes 

tiempos de incubación con tratamiento en la línea celular tumoral HCT-15. 

 

 

6.2.2 Serie 2. Evaluación de la recuperación de la proliferación celular 

 

En las gráficas 9, 10 y 11 se muestran los porcentajes de sobrevivencia 

obtenidos en las series 2, el objetivo de dichas series fue observar si las células 

que fueron incubadas con los fármacos a diferentes tiempos eran capaces o no 

de recuperarse del daño causado al adicionarles medio de cultivo fresco por 24 

horas continuas. 

Es posible observar que el comportamiento de cada uno de los 

compuestos en las tres líneas es similar. En el caso del Cisplatino, se observa 

que la inhibición de la proliferación celular no cambia con respecto al tiempo, el 

daño producido por éste fármaco a las 4 horas es el mismo que el que se logra 

con 24 horas de exposición y la población celular no es capaz de recuperarse 

de éste daño y tampoco continua la disminución de la población. Al igual en la 

serie 1 se realizaron las regresiones lineales correspondientes para modelar la 

cinética de recuperación del cisplatino pero no fue posible asignar el orden de 

la cinética debido a que en los tiempos evaluados la inhibición de la 

proliferación permanece constante. En comparación, en el caso de las 
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Casiopeínas, la inhibición de la proliferación celular si varía con respecto al 

tiempo, la población celular disminuye cuando el tiempo de incubación con 

compuesto aumenta aunque el tiempo de postratamiento haya sido el mismo; 

también se observa que comienza a disminuir la proliferación celular después 

de las 8 horas de incubación con compuesto. Al comparar las columnas 

correspondientes a las 24 horas en la serie 1 y la serie 2, se observa que en el 

caso de los cultivos de las series 2, el % de sobrevivencia es menor, aunque 

ambas series son expuestas a los mismos compuestos en las mismas 

concentraciones y las mismas 24 horas incubación, la única diferencia entre 

ambas series fueron las 24 horas de postratamiento que se les da a la serie 2, 

lo que indica que en esas 24 horas de postratamiento, los cultivos celulares 

continuaron disminuyendo, y no se recuperaron del daño causado por los 

compuestos en las 24 horas de incubación. 

Con los datos obtenidos para cada uno de los compuestos evaluados se 

hicieron las regresiones lineales para tratar de asignar un orden a la cinética 

realizada para evaluar la recuperación de la inhibición de la proliferación celular 

(apéndice 2), debido a la similitud en los valores de coeficiente de correlación 

lineal (r), no fue posible una vez más determinar el orden de la cinética. 

Las dos Casiopeínas muestran un comportamiento similar entre ellas en 

las tres líneas celulares, pero diferente con respecto al cisplatino, por lo que 

hace claro que tienen un mecanismo de acción diferente. Es sabido que el 

cisplatino forma aductos con el ADN y por otro lado, se ha propuesto que el 

mecanismo de acción de las Casiopeínas sea mediante la formación de 

Especies Reactivas de Oxígeno[68, 85], inducción de apoptosis debido al 

aumento de la proteína pro apoptótica Bax[81] o mediante la activación de 

caspasas[84], daño a la mitocondría, daño a la mitocondria desacoplando 

respiración mitocondrial, inhibiendo la síntesis de ATP y provocando la 

liberación del Citocromo C[82], o daño al ADN y ARN mediante su unión y 

degradación[83]. El encontrar diferencias en las cinéticas de inhibición de la 

proliferación celular, nos da motivos para pensar y apoyar que las Casiopeínas 

tengan un mecanismo de acción diferente al del Cisplatino. 
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HeLa serie 2, evaluación de la recuperación de la p roliferación celular
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Gráfica 9. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 2, diferentes 

tiempos de incubación con tratamiento y 24 horas continuas de postratamiento 

en la línea celular tumoral HeLa. 

SkLu-1 serie 2, evaluación de la recuperación de la  proliferación celular
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Gráfica 10. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 2, diferentes 

tiempos de incubación con tratamiento y 24 horas continuas de postratamiento 

en la línea celular tumoral SkLu-1. 
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HCT-15 serie 2, evaluación de la recuperación de la  proliferacion celular
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Gráfica 11. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 2, diferentes 

tiempos de incubación con tratamiento y 24 horas continuas de postratamiento 

en la línea celular tumoral HCT-15 

 

6.2.3 Serie 3. Cinética de recuperación de la proliferación celular 

 

En las gráficas 12, 13 y 14 se muestran los porcentajes de sobrevivencia 

que se obtuvieron al evaluar la cinética de recuperación después de haber 

tratado los cultivos de células tumorales con los tres compuestos mediante la 

serie de placas 3. En todas las gráficas se observa que después de la 

incubación de los cultivos celulares con los diferentes fármacos por 24 horas 

continuas no hay recuperación de la población celular ya que, no hay un 

cambio en el porcentaje de sobrevivencia de las poblaciones; es decir que las 

poblaciones celulares no son capaces de reparar el daño y de proliferar 

nuevamente en el tiempo observado; sin embargo, tampoco se observa una 

disminución significativa en la población celular, lo que nos indica que las 

células sobrevivientes tampoco continúan muriendo; más bien parece que 

quedan en arresto, tendría que continuarse la cinética por un mayor tiempo 

para determinar que es lo que pasa con ésas células que sobreviven al 

tratamiento después de un mayor tiempo de recuperación. 



68 
 

Se hicieron las regresiones líneales (apéndice 3), para tratar de 

determinar el orden de la cinética de recuperación, pero debido a que el 

porcentaje de sobrevivencia de las poblaciones celulares no varia en función 

del tiempo de postratamiento evaluado, no fue posible determinar el orden de la 

cinética de recuperación 

HeLa serie 3, cinética de recuperación de la prolif eración celular
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Gráfica 12. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 3 después de 24 horas 

continuas de incubación con tratamiento y diferentes tiempos de postratamiento en la línea 

celular tumoral HeLa 
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SkLu-1 serie 3, cinética de recuperación de la prol iferación celular
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Gráfica 13. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 3 después de 24 horas 

continuas de incubación con tratamiento y diferentes tiempos de postratamiento en la línea 

celular tumoral SkLu-1 

HCT-15 serie 3, cinética de recuperación de la prol iferación celular
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Gráfica 14. Porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la serie 3 después de 24 horas 

continuas de incubación con tratamiento y diferentes tiempos de postratamiento en la línea 

celular tumoral HCT-15 
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7 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

7.1 Ensayo de inhibición de la proliferación celular en líneas tumorales 

 

Mediante el Ensayo de Inhibición de la Proliferación celular se pudo 

evaluar el efecto antiproliferativo de la Casiopeínas® IIgly, Casiopeína® III-ia y 

el Cisplatino® en líneas tumorales humanas, encontrándose el siguiente 

comportamiento: en el caso de la línea tumoral HeLa, la potencia de la 

Casiopeína IIgly y el Cisplatino son bastante similares, y la Casiopeína III-ia es 

el compuesto menos potente; en la línea tumoral SkLu-1 la Casiopeína IIgly fue 

el compuesto más potente, seguido del Cisplatino y finalmente por la 

Casiopeína III-ia; en la línea tumoral HCT-15 la Casiopeína IIgly es el 

compuesto de mayor potencia, seguido por la Casiopeína III-ia y el Cisplatino 

que tuvieron un comportamiento y potencia similar. 

En trabajos anteriores, se ha determinado un parámetro importante 

dentro de la clínica de los antineoplásico; el margen terapéutico en pequeñas 

especies[88], encontrándose que el valor de margen terapéutico para las 

Casiopeínas es muy amplio, comparado con el del Cisplatino; éste es un dato 

importante que se debe considerar, ya que el margen terapéutico nos indica 

que tan selectivo es un compuesto para producir el efecto deseado[98], y que 

tan estrecha es la diferencia entre obtener el efecto deseado y un efecto tóxico.   

 

7.2 Ensayo de inhibición de la proliferación celular en linfocitos humanos 

activados y no activados con un mitógeno 

 

En el ensayo realizado con Linfocitos humanos no activados con el 

mitógeno, los compuestos no inhibieron la proliferación más de 10%, y cuando 

los linfocitos fueron activados con el mitógeno, la inhibición de la proliferación 

celular fue un poco mayor, pero en ambos casos las concentraciones de los 

compuestos evaluados fueron 10 veces mayores a las CI50 determinadas en las 

líneas tumorales; éste es un dato relevante porque nos indica que éstos 

compuestos fueron más tóxicos para células tumorales que para los linfocitos 

humanos que fueron las células humanas sanas con las que se comparó la 

toxicidad; resultando relevante ya que entre los efectos secundarios de la 
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quimioterapia se encuentra la inmunosupresión, que muchas veces provoca 

que el paciente sea más susceptible a infecciones durante la quimioterapia. 

No fue posible evaluar concentraciones aún mayores a las que se 

emplearon debido la solubilidad de los compuestos, además de tratarse de 

concentraciones muchisimo mayores a los valores de CI50 determinadas para 

células tumorales.  

La mayor parte de la población de linfocitos en un paciente sano se 

encuentra en la fase G0[33], y se sabe que el Cisplatino es un compuesto no-

fase específico[99], por lo que es capaz de actuar en cualquier fase del ciclo 

celular, y hasta el momento se desconoce si las Casiopeínas son 

antineoplásicos fase específicos o no; sin embargo los tres compuestos 

mostraron un comportamiento similar en la Inhibición de la Proliferación de 

linfocitos humanos. 

 

7.3 Ensayo de Cinética de Inhibición de la Proliferación celular 

 

Mediante éste ensayo se evaluó la cinética de inhibición de la 

proliferación celular, y se concluyó que los tres compuestos inhiben la 

proliferación celular de forma dependiente del tiempo de incubación con 

compuesto administrado en su CI50. Se concluyó que no hay diferencia entre en 

el comportamiento de los tres compuestos evaluados 

 

7.4 Evaluación de la recuperación de la población de células tumorales 

 

Con los resultados del ensayo para evaluar la recuperación de las 

poblaciones de células tumorales, es posible concluir que las poblaciones 

tumorales no fueron capaces de recuperarse del daño causado con los 

compuestos evaluados durante los tiempos estudiados. 

Con éste ensayo se observó que el daño causado por el Cisplatino se 

puede observar a partir de las 4 horas de incubación, un grupo de 

investigadores ha reportado platinación del ADN a partir de una hora de 

incubación con Cisplatino[100], por lo que sería recomendable que en un futuro 

se evalúen tiempos más cortos de incubación con compuesto. En el caso de 

las Casiopeínas se concluye que el daño causado con estos compuestos se 
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puede observar a partir de las 8 horas de incubación y continúa después de 

haber sido retirado el compuesto del medio de cultivo. El comportamiento es 

similar en todas las líneas celulares y para los tres compuestos evaluados. 

 

 

7.5 Ensayo de Cinética de recuperación de la proliferación celular 

 

Con el ensayo de cinética de recuperación de la proliferación celular se 

determinó que la proliferación celular de las poblaciones de células tumorales 

que son tratadas por 24 horas continuas con los tres compuestos evaluados en 

su CI50, no se modificó en función del tiempo de postratamiento que se evaluó. 

Seria recomendable evaluar tiempos mayores, para determinar después de 

cuanto tiempo es posible observar el aumento de la población celular. 
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APENDICE 1 

 

SERIES 1. CINÉTICA DE INHIBICIÓN DE LA PROLIFERACIÓ N CELULAR  

 

HELA SERIE 1. GRÁFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA 

CINÉTICA DE INHIBICIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR. 
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CASIOPEÍNA IIgly 
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Casiopeina IIgly orden 2
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CASIOPEÍNA III-ia 
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SkLu-1 SERIE 1. GRÁFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA 

CINÉTICA DE INHIBICIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR. 
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CASIOPEÍNA III-ia 
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HCT-15 SERIE 1. GRÁFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA 
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APÉNDICE 2 

 

SERIES 2. EVALUACIÓN DE LA RECUPERACIÓN DE LA PROLI FERACIÓN 

CELULAR  

 

HELA SERIE 2. GRÁFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA 

EVALUACIÓN DE LA RECUPERACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR. 
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Casiopeína IIgly orden 2
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SkLu-1 SERIE 2. GRÁFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA 

EVALUACIÓN DE LA RECUPERACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR  
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cisplatino orden 2
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Casiopeína III-ia orden 2
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HCT-15 SERIE 2. GRÁFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA 

EVALUACIÓN DE LA RECUPERACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR  
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Casiopeína IIgly orden 2
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APÉNDICE 3 

 

SERIES 3. CINÉTICA DE RECUPERACIÓN DE LA PROLIFERAC IÓN 

CELULAR 

 

HELA SERIE 3. GRÁFICAS PARA DETERMINAR EL ORDEN DE LA 

CINÉTICA DE RECUPERACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR  
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Casiopeína IIgly orden 2
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Casiopeína III-ia orden 2
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GLOSARIO 

 

Aneuploide- condición por la cual un organismo gana o pierde uno o más 

cromosoma[101] 

Apoptosis-Muerte celular programada, en la cuál la célula produce proteínas 

necesarias para la autodestrucción, evitándose la liberación de constituyentes 

celulares potencialmente tóxicos[102].  

Carcinógeno- Agente inductor de cáncer[102]. 

Célula hematopoyética- célula progenitora de células mieloides y linfoides[102].  

Cromosoma-arreglos de moléculas de ADN lineales íntimamente asociadas 

con proteinas[101]. 

Ectodermo- La capa gérminal más externa, da origen a tejidos que incluyen la 

piel, y el sistema nervioso[102]. 

Endodermo- La capa germinal más profunda, da origen a órganos 

internos[102]. 

Fenotipo. Características de un organismo[101]. 

Glucólisis- mecanismo mediante el cual la energía almacenada en moléculas 

orgánicas, puede ser convertida en ATP, que puede después ser usada como 

fuente de energía para llevar a cabo otras reacciones metabólicas[102]. 

IARC- Internacional Agency of Research in Cáncer[5]. 

In vitro- Denota una reacción o proceso que se lleva a cabo en un extracto 

célular aislado, aveces utilizado para distinguir las células que crecen en un 

cultivo, de aquéllas de un organismo[103]. 

In vivo- En un organismo o célula intacta[103]. 

Mesodermo-La capa germinal intermedia. Da origen a tejidos conectivos y al 

sistema hematopoietico[102]. 

Mitógeno- Cualquier molécula extracelular, como por ejemplo un factor de 

crecimiento, que promueve la proliferación celular[103]. 

Mitósis- proceso de división celular por el cual se producen dos células, cada 

una de las cuales tiene el mismo número de cromosomas que la célula 

madre[101].  

OMS-Organización Mundial de la Salud. 

Oncogen- gen resultante de la mutación de un proto-oncogen, inducen o 

mantienen la proliferación celular incontrolada asociada con el cáncer[101].  
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UICC-Unión Internacional Contra el Cáncer 
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