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1. Resumen 
 

El cáncer es una enfermedad producida por la transformación maligna de las células, dando 

como resultado una masa anormal (tumor), caracterizada por un rápido crecimiento, invasión y 

destrucción de los tejidos adyacentes, así como una diseminación por todo el organismo 

(metástasis), que es la responsable en la mayoría de los casos de la muerte del individuo 

afectado. Esta enfermedad posee una alta tasa de incidencia y en México es la tercera causa de 

muerte, algunos de los tumores malignos más frecuentes son: el cáncer de mama, con 27 mil 

casos, el cáncer cervicouterino y el cáncer de pulmón con casi 8 mil casos cada uno.  

Desafortunadamente los quimioterapéuticos que se utilizan actualmente para erradicar esta 

enfermedad carecen de selectividad ya que su principal mecanismo de acción es necrótico, 

causando efectos secundarios graves que muchas veces deterioran la vida de los pacientes y 

por lo tanto resultan ser poco eficaces una vez que se ha generado metástasis. Debido a esto, 

surge la necesidad de estudiar nuevos compuestos con actividad antitumoral. Por ello, en este 

trabajo se evaluó la actividad antiproliferativa y necrótica de la fracción 56 del extracto con acetato 

de etilo de los tallos de Pittocaulon praecox o Palo Loco 

Los resultados obtenidos muestran que la fracción 56 de Pittocaulon praecox afecta el potencial 

proliferativo de las líneas celulares tumorales HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1, con una IC50 de 

16.52 μg/mL, 12.53 μg/mL y 14.5 μg/mL respectivamente. La evaluación de la actividad de la 

enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos en las concentraciones de la 𝐼𝐶50 se observó 

que no induce muerte necrótica, sugiriendo que los efectos secundarios relacionados con la 

muerte necrótica serían menores y posiblemente más tolerados. Las características morfológicas 

de las células tratadas con la fracción indica que el proceso de eliminación de las células es a 

través de una muerte apoptótica, lo cual fue confirmado al observar la presencia de caspasa-3 

activa por microscopía de fluorescencia y al cuantificar las células positivas a esta caspasa 

mediante citometría de flujo, obteniendo los siguientes porcentajes: 41.2%, 20.8% y 9.22 para 

las líneas HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1 respectivamente. Finalmente se evaluó la actividad 

antiproliferativa de las IC50 obtenidas para cada línea en cultivos de linfocitos humanos 

provenientes de sangre periférica y se observó que la fracción 56 tiene un efecto casi nulo sobre 

la proliferación de éstos. Los resultados indican que la fracción 56 presenta actividad 

antiproliferativa y apoptótica, con baja actividad necrótica en células tumoralres, así como posible 

actividad selectiva, sugiriendo que esta fracción es un candidato interesante para ser estudiada 

en modelos in vivo. 
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2. Marco teórico  

2.1. La célula 

 

 La célula es la unidad básica, estructural y funcional para la vida, que consiste en un protoplasma 

delimitado por una membrana celular (Campbell et al., 2017; Lawrence, 2003). Cada organismo 

o bien es una única célula o está formado por varias células. Por lo tanto, se puede apreciar las 

capacidades y limitaciones de los organismos vivos si se logra comprender cómo están 

constituidas las células y cómo realizan las complicadas funciones necesarias para la vida 

(Becker et al., 2007).  

 

A pesar de su gran diversidad, las células comparten una maquinaria muy similar con la que 

llevan a cabo funciones básicas como: obtener energía y nutrientes de su entorno, sintetizar 

proteínas y otras moléculas necesarias para crecer y repararse, eliminar los desechos y 

responder a estímulos, como la proliferación. Esta es una de las funciones más importantes ya 

que de esta manera se asegura la continuidad de la vida. (Audesirk et al., 2013; O'Connor y 

Adams, 2010).  

2.2. Ciclo celular 

 

“Todas las células provienen de células.” Esta noción, establecida por el médico alemán Rudolf 

Virchow a mediados del siglo XIX, expresa la importancia crucial de la reproducción celular para 

todos los organismos vivos (Audesirk et al., 2013). Su propósito es la transmisión de información 

genética a la próxima generación, este proceso es conocido como división celular o ciclo celular 

y se define como una serie de eventos en donde la célula crece, duplica su material genético y 

se divide para dar lugar a dos células hijas (Alberts et al., 2016; López, 2003; Pardee y Stein, 

2009).  Cabe mencionar que el ciclo celular está altamente regulado por diferentes proteínas que 

monitorean la integridad genética para determinar cualquier daño genético (Otto y Sicinski, 2017). 

 

La mayoría de los autores dividen al ciclo celular principalmente en dos fases: la interfase y la 

fase M, pero Williams y Stoeber, (2011) mencionan que hay cuatro fases: G1, S, G2 y M. La fase 

G1, donde la célula puede responder al efecto de factores estimuladores o inhibidores de la 

proliferación, crece de tamaño, duplica sus organelos citoplasmáticos y sintetiza los ARN y 

proteínas requeridas para la síntesis de ADN; la fase S, en la cual las células duplican su material 

genético y se sintetizan histonas y proteínas asociadas con el ADN; la fase G2, en donde las 
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células continúan creciendo, acumulando las proteínas necesarias para la fase M, así como los 

lípidos necesarios para la formación de membranas, finalmente la fase M es cuando la célula se 

divide (Curtis et al., 2013; Lodish et al., 2016; López, 2003).  

 

Es necesario controlar estrictamente el proceso del ciclo celular, por ello la transición de una fase 

a la siguiente se monitorea mediante mecanismos de sensores, llamados puntos de control, que 

mantienen el orden correcto de los eventos y son ejecutadas por proteínas especializadas. Dos 

grupos de proteínas son esenciales para el control del ciclo celular, las llamadas ciclinas y 

cinasas dependientes de ciclina (CDK). Las cinasas son enzimas especializadas que transfieren 

grupos fosfato principalmente de ATP a sustratos específicos, y por lo tanto, son 

fosfotransferasas (Behl y Ziegler, 2014; Williams y Stoeber, 2011). Las cinasas dependientes de 

ciclina (CDK) son una familia de cinasas de serina/treonina que no tienen actividad cinasa a 

menos que estén asociadas con una subunidad reguladora de ciclina (Lodish et al., 2016). Estas 

ciclinas se sintetizan y se destruyen en momentos específicos durante el ciclo celular, regulando 

así la actividad de la cinasa de manera oportuna (Malumbres y Barbacid, 2009). 

 

La actividad de las CDK involucradas en la regulación del ciclo celular es inducida por señales 

mitogénicas que se detectan primero mediante la expresión de las ciclinas de tipo D que se unen 

y activan preferentemente CDK4 y CDK6 durante G1, una fase del ciclo celular en el que las 

células se preparan para iniciar la síntesis de ADN. El complejo ciclina D-CDK4/6 fosforila a la 

proteína supresora de tumores de retinoblastoma (RB) permitiendo así, que el factor de 

transcripción E2F puedan activar una gran cantidad de genes involucrados en la progresión del 

ciclo celular de G1 a la fase S (Malumbres y Barbacid, 2009; Otto y Sicinski, 2017). E2F se 

encarga de activar las ciclinas E y A. En G1 también se forman los complejos de ciclina E-CDK2 

que fosforilan varias proteínas necesarias para la progresión del ciclo celular, la replicación del 

ADN y la duplicación del centrosoma. Durante la fase S, la ciclina E se degrada rápidamente y 

CDK2 se asocia con la ciclina A recién sintetizada durante las últimas etapas de la replicación 

del ADN, para formar complejos de ciclina A-CDK2 y de esta manera conducir la transición de la 

fase S a la mitosis, un período conocido como la fase G2. (Malumbres y Barbacid, 2009; Otto y 

Sicinski, 2017; Satyanarayana y Kaldis, 2009). La transición de G2 a la mitosis (profase, 

metafase, anafase, telofase) está regulada por CDK1 en asociación principalmente con la ciclina 

B, este complejo se transloca al núcleo y desencadena el inicio de cambios mitóticos (Figura 1) 

(Mendelsohn et al., 2015). 
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Durante el proceso de replicación del ADN, este puede dañarse durante el proceso del ciclo 

celular, ya que las biomoléculas son altamente susceptibles a los cambios químicos como, los 

inducidos por la luz UV o la radiación ionizante. Para mantener la función correcta de la célula, 

el ADN debe mantener su integridad, estabilidad y función. Por ello existen diferentes proteínas 

que monitorean la correcta replicación del ADN (Behl y Ziegler, 2014). Si alguno de estos 

mecanismos de control detectan eventos anormales o incompletos del ciclo celular, las vías de 

control llevan la señal a los efectores que pueden desencadenar la detención del ciclo celular 

hasta que se resuelva el problema, si el daño es muy grave se induce a la célula a apoptosis 

(Williams y Stoeber, 2011). Una falla en la regulación en el mecanismo de control del ciclo celular 

lleva a una proliferación celular excesiva y como consecuencia la aparición del cáncer (López, 

2003). 

 

Figura 1. Progresión del ciclo celular y principales proteínas reguladoras. Las señales mitogénicas activan 

complejos de ciclinas y cinasas dependientes de ciclina (CDK) que promueven la progresión de las 

diferentes fases del ciclo celular. (Tomado y modificado de Leemans et al., 2018). 

 

2.3. Muerte celular  

 

Las células de un organismo no viven indefinidamente y su vida media depende del tipo celular. 

El número de células que componen un tejido en un organismo adulto permanece, dentro de 

ciertos límites, constante; las células que mueren se sustituyen por otras, aunque las células 
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también mueren cuando se dañan o infectan, lo que garantiza su eliminación antes de que 

amenacen la salud del organismo. Este proceso se encarga de regular y asegurar el 

mantenimiento de un balance adecuado entre la pérdida, la renovación y la diferenciación celular, 

de esta manera se mantiene un equilibrio entre proliferación y muerte celular a fin de garantizar 

la población adecuada en cada momento (Alberts et al., 2016; Lizarbe, 2007). 

 

Las células inician un proceso de muerte, se involucran en un proceso que es reversible hasta 

que se traspasa un "punto de no retorno", pero realmente no hay un evento bioquímico definitivo 

que se pueda considerar como un punto de no retorno. Por esta razón el Comité de Nomenclatura 

sobre Muerte Celular (NCCD, por sus siglas en inglés) propone que una célula debería 

considerarse muerta cuando se cumple alguno de los siguientes criterios morfológicos o 

moleculares: la célula ha perdido la integridad de su membrana plasmática, la célula (incluido su 

núcleo) ha sufrido una fragmentación en cuerpos discretos y/o sus fragmentos han sido 

engullidos por una célula adyacente (Kroemer et al., 2009). Históricamente, se han distinguido 

tres tipos de muerte celular en células de mamíferos, y se caracterizan de acuerdo a su 

morfología: necrosis, apoptosis y autofagia (Golstein y Kroemer, 2007).  

1.3.1. Necrosis  

 

La necrosis, es un tipo de muerte celular que generalmente ocurre en las células que no han 

alcanzado su tiempo de vida completo y que por medio de un estímulo externo son forzadas a 

interrumpir sus funciones vitales, alterándose su integridad física (Enríquez-Mejía, 2013). Esto 

puede ocurrir simplemente como consecuencia de un daño tan extenso que la integridad de la 

célula se ve afectada, originado por una lesión aguda, irreversible, derivada de una situación no 

fisiológica o condición patológica que no puede ser reparada por mecanismos de adaptación y 

resistencia (Green y Llambi, 2015; Lizarbe, 2007).  

 

En este tipo de muerte se considera que la célula es una sistema biológico pasivo y sigue un 

proceso que no requiere gasto de energía, ya que no depende de ningún mecanismo fisiológico, 

provocando daño directo a las membranas celulares causando la ruptura de esta y liberando el 

contenido citoplasmático (Elmore, 2007; Heras, 2002; Yuan y Kroemer, 2012).  

 

Las características morfológicas de una muerte necrótica comprenden una ganancia en el 

volumen celular (oncosis), hinchazón de los orgánulos, rotura de la membrana plasmática y 

pérdida subsiguiente de contenidos intracelulares (Kroemer et al., 2009). El ADN es partido en 
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fragmentos irregulares y debido a la pérdida de la membrana celular el contenido citoplasmático 

es vertido al espacio extracelular, liberando de forma incontrolada moléculas como HMGB1 y 

LDH desde las células moribundas hacia el espacio extracelular, produciéndose la atracción de 

células inmunes en el área o activa la reparación de heridas, generando un proceso de 

inflamación (Figura 2) (Adolfo, 2002; Enríquez-Mejía, 2013; Lee et al., 2018).  

 

Las casusas que pueden provocar necrosis celular son múltiples, entre ellas cabe mencionar la 

falta de oxígeno (hipóxia), la isquemia, alteraciones del pH, traumatismo, exposición a radiación 

ionizante, la acción de sustancias químicas, altas temperaturas o estrés mecánico (Green y 

Llambi, 2015; Lizarbe, 2007).  

 

Durante mucho tiempo, la necrosis se ha definido como un tipo de muerte celular que carece de  

las características de la apoptosis y autofagia, pero investigaciones recientes sugieren que su 

aparición y curso podrían estar estrictamente regulados (Golstein y Kroemer, 2007). Esto puede 

ser como consecuencia de un extenso cruce entre varios eventos bioquímicos y moleculares a 

diferente nivel celular (Festjens, 2006). 

1.3.2. Apoptosis 

 

En 1972 se descubrió el proceso fisiológico de apoptosis que fue dominio de estudios histológicos 

hasta finales de los años 80 y a principios de los 90 se caracterizaron los mecanismo genéticos 

y moleculares involucrados (Adolfo, 2002). La expresión "apoptosis" ha sido acuñada por Kerr 

JF en 1972 para describir un aspecto morfológico específico de la muerte celular, se denominó 

de esta manera por la raíz griega apostatar, que define la caída de las hojas de los árboles en el 

otoño (Navas et al., 2009).  

 

La apoptosis o muerte celular programada se puede definir como el conjunto de reacciones 

bioquímicas que tienen lugar en la célula y que determinan su muerte de una forma regulada en 

respuesta a una serie de acontecimientos fisiológicos o patológicos (Lizarbe, 2007). Este proceso 

se considera un regulador clave del control del crecimiento fisiológico y la regulación de la 

homeostasis de los tejidos (Fulda y Debatin, 2006).  

 

La muerte celular apoptótica se acompaña por un redondeamiento y reducción del volumen 

celular (compactación celular o picnosis), condensación de la cromatina, fragmentación nuclear 

(cariorrexis), pequeñas o casi ninguna modificación ultraestructural de los orgánulos 
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citoplásmicos, formación de protuberancias o blebbings de la membrana plasmática 

(manteniendo la integridad de ésta hasta las etapas finales del proceso), eventualmente, las 

células se rompen en pequeños fragmentos rodeados de membrana (cuerpos apoptóticos), que 

se eliminan mediante fagocitosis sin incitar una respuesta inflamatoria (Kroemer et al., 2009; 

Lowe y Lin, 2000; Reed, 2000). Este tipo de muerte celular es más limpio que la necrosis; ya que 

la membrana celular no se destruye sino que engloba a los cuerpos apoptóticos o material celular 

y por lo tanto no se produce inflamación ya que las células fagocitarias reconocen, captan y 

eliminan los cuerpos apoptóticos (Figura 2) (Lizarbe, 2007). 

 

Figura 2. Principales características morfológicas de una célula necrótica y una apoptótica. (Tomado y 

modificada de https://www.open.edu/openlearn/science-maths-technology/biology/introduction-

histopathology/content-section-3.1). 

 

Los procesos apoptóticos pueden ser activados bien por una inducción negativa (como la pérdida 

de una actividad supresora, la falta de factores de crecimiento o la disminución de los contactos 

con las células que la rodean) o por una inducción positiva como es el resultado de la unión de 

un ligando a un receptor o la recepción de señales conflictivas (Jordán, 2003). En cualquier caso, 

https://www.open.edu/openlearn/science-maths-technology/biology/introduction-histopathology/content-section-3.1
https://www.open.edu/openlearn/science-maths-technology/biology/introduction-histopathology/content-section-3.1
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se van a activar los componentes clave de la apoptosis; las caspasas, una familia de cisteín-

proteasas que degradan sus sustratos en residuos de ácido aspártico (Rojas et al., 2009). Las 

caspasas normalmente están presentes en las células sanas como enzimas precursoras 

inactivas (zimógenos) con poca o ninguna actividad proteasa. Sin embargo, todos los estímulos 

que desencadenan la apoptosis parecen hacerlo iniciando eventos que culminan en la activación 

de las caspasas, aunque de maneras algo diferentes. Hasta la fecha, se han establecido 

firmemente tres rutas principales para la activación de caspasas asociadas a apoptosis en 

mamíferos (Taylor et al., 2008). Independientemente que ruta se active, las caspasas pueden 

ser agrupadas de acuerdo a su especificidad o a su similitud en la secuencia de aminoácidos; 

sin embargo, desde un punto de vista funcional las caspasas pueden ser vistas como caspasas 

iniciadoras (Caspasas 2, 8, 9 y 10) que degradan proformas inactivas de las caspasas efectoras, 

activándolas a su vez, o bien como caspasas efectoras (Caspasas 3, 6 y 7) que degradan otros 

sustratos proteicos dentro de las células para disparar los procesos apoptóticos (Figura 3) (Rojas 

et al., 2009).  

 

• Vía extrínseca. El término de apoptosis extrínseca se ha utilizado ampliamente para 

indicar los casos de muerte celular apoptótica que son inducidos por señales de estrés 

extracelulares, que son detectadas y propagadas por receptores transmembranales. La 

apoptosis extrínseca es iniciada tras la unión de ligandos específicos, tales como FAS ligando 

(FAS-L), Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-α) o el miembro 10 de la subfamilia del TNF 

(TNFSF10/APO2-L), también conocido como TRAIL-L a los receptores de muerte FAS-R/CD95-

R, TNF-R1 y TRAIL-R, -R2, respectivamente (Galluzzi et al., 2012). Cuando se une el ligando a 

su receptor se recluta la proteína que contiene el dominio de muerte (FADD) y la pro-caspasa-8, 

agregándose para convertirse en el complejo de señalización inductora de la muerte (DISC) 

(Ouyang et al., 2012). En consecuencia, el complejo proteico activa a la caspasa-8 que transduce 

la señal de apoptosis mediante la activación de caspasa-3 o la escisión de Bid a Bid truncada y 

de esta manera se activa la vía intrínseca (Chen et al., 2018). 

 

• Vía intrínseca. La vía mitocondrial de la apoptosis, también llamada vía intrínseca, es el 

mecanismo más común de apoptosis en los vertebrados (Green y Llambi, 2015). Esta vía es 

iniciada por una serie de perturbaciones microambientales como el daño del ADN, estrés del 

retículo endoplásmico, sobrecarga de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 

inglés), entre otros y es mediada por la mitocondria en respuesta a estímulos apoptóticos de 

diversas proteínas que son liberadas del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el 
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citoplasma (Galluzzi y Vitale, 2018). Las moléculas que se liberan son el citocromo c, que se 

combina con APAF-1 para promover la activación de caspasa-9, la cual activa a las caspasas 

efectoras, como la 3 y la 7 (Chen et al., 2018). 

 

La desregulación de la muerte celular está involucrada en la patogénesis de una amplia gama 

de enfermedades humanas, más del 50 % de las neoplasias tienen defectos en la maquinaria 

apoptótica.  Entre las mejores caracterizadas de estas anomalías están la expresión aumentada 

de la familia de las proteínas BCL2 y las mutaciones en el gen supresor del tumor TP53, que 

codifica la proteína tumoral p53. Esta proteína inicia la apoptosis en respuesta al daño del ADN 

por inducción transcripcional de muchas proteínas proapoptóticas, que incluyen a PUMA, NOXA, 

y BAX. Los defectos heredados en TP53 resultan en numerosas neoplasias (Hotchkiss, et al., 

2009). 

 

Figura 3. Rutas de señalización de la ruta intrínseca y extrínseca de la apoptosis. (Tomado y modificado 

de Taylor et al., 2008). 
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2.4. Cáncer  

 

El cáncer es una enfermedad producida por la transformación maligna de las células, resulta de 

una serie de cambios genéticos que interfieren con el control de algunos de los procesos 

fundamentales que lleva a cabo la célula, como son: la proliferación, la diferenciación, la muerte 

celular y la estabilidad genética (López, 2013). Esto da como resultado una masa anormal 

(tumor), caracterizada por un rápido crecimiento, invasión y destrucción de los tejidos adyacentes 

y una diseminación por todo el organismo (metástasis), que es la responsable en la    mayoría 

de los casos de la muerte del individuo afectado (Granados, et al., 2006). La metástasis es un 

paso clave en la progresión del cáncer que indica una etapa más avanzada y un peor pronóstico. 

Para que se lleve a cabo este proceso se observaron procesos celulares como la degradación 

de la matriz extracelular (MEC), la transición epitelial a mesenquimatosa (EMT), la angiogénesis 

tumoral, el desarrollo de un microambiente tumoral inflamatorio que han demostrado ser 

esenciales para la metástasis del cáncer (Su et al., 2015).    

 

Se han descrito unas 200 variedades de esta enfermedad, cuyas propiedades y tratamientos son 

diferentes (Pardee y Stein, 2009). Pero dependiendo del tejido de origen se encuentran tres 

principales subtipos: Los primeros llevan el nombre de carcinomas y proceden de tejidos 

epiteliales como la piel o epitelios que tapizan las cavidades y órganos corporales. Los sarcomas 

que provienen de las células del tejido conectivo como huesos, músculos y tejido adiposo. El 

ultimo subtipo son las leucemias y los linfomas, que incluyen los cánceres de los tejidos 

formadores de las células sanguíneas (Pecorino, 2008).  

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (2018), el cáncer es la segunda causa de 

muerte en el mundo; en 2018, ocasionó 9,5 millones de defunciones. En México el cáncer es la 

tercera causa de muertes, donde algunos de los tumores malignos más frecuentes son: el cáncer 

de mama, con 27 mil casos, el cáncer cervicouterino y el cáncer de pulmón con casi 8 mil casos 

cada uno (Ferlay et al., 2018; Secretaría de Salud, 2017). Se calcula que en las siguientes dos 

décadas los casos nuevos de cáncer aumenten en un 70%, lo cual ha ocasionado que las 

acciones para su prevención y tratamiento tengan especial relevancia en los sistemas de salud, 

ya que al tratarse de una enfermedad crónico-degenerativa, los costos de la lucha contra ésta 

patología son muy altos (INEGI, 2017). A continuación, se describen algunos tipos de cáncer con 

alta tasa de mortalidad en México. 
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2.4.1. Cáncer de mama  

 

La mama se compone de la glándula mamaria, que tiene entre 15 y 20 lóbulos o compartimentos 

separados por una cantidad variable de tejido adiposo. En cada lóbulo hay varios compartimentos 

más pequeños llamados lobulillos, compuestos por racimos de glándulas secretoras de leche 

denominados alvéolos. Cuando se produce la leche va desde los alvéolos hacia una serie de 

túbulos secundarios y luego, hacia adentro de los conductos mamarios. Cerca del pezón los 

conductos mamarios se expanden ligeramente y forman senos llamados senos lactíferos, donde 

se puede almacenar leche antes de ser liberada al conducto galactóforo. Por lo general, cada 

conducto galactóforo lleva la leche desde uno de los lóbulos hacia el exterior (Tortora y 

Derrickson, 2018).   

 

Muchos autores han definido al cáncer de mama como una enfermedad heterogénea. Esto se 

debe a que se puede clasificar de varias maneras; según sus características clínicas, sus 

características moleculares, su respuesta a los tratamientos y su tipo histológico (Li et al., 2012). 

Sin embargo, el cáncer de mama se puede clasificar en términos generales en carcinoma in situ 

y carcinoma invasivo (infiltrante). El carcinoma de mama in situ se subclasifica además como 

ductal o lobular: el carcinoma ductal (el más frecuente) comienza en los ductos que llevan leche 

desde la mama hasta el pezón y el carcinoma lobulillar comienza en los lobulillos que producen 

la leche materna (Guzmán-Santos et al., 2012; Malhotra et al., 2010).     

 

Las etapas que se utilizan para determinar qué tan grave es el cáncer y así averiguar si el cáncer 

se ha propagado, se describen a continuación de acuerdo a Carswell, (2002). 

 

• Etapa 0: El tumor puede considerarse benigno, porque no ha roto el tejido epitelial que lo 

rodea y no hay invasión a otras partes.  

• Etapa I: Es cuando el tumor tiene menos de 2 cm de diámetro y no se ha extendido fuera 

de la glándula mamaria ni ha afectado los ganglios.  

• Etapa II: El tumor mide de 2 a 5 cm y ya se ha extendido a los ganglios que están en la 

axila, pero en una cantidad menor de tres ganglios afectados 

• Etapa III: Significa que el tumor ya mide más de 5 cm y se ha extendido a más de tres 

ganglios de la axila o a otros tejidos cercanos al pecho.   

• Etapa IV: El tumor ya se ha extendido a otros órganos del cuerpo, como pueden ser los 

pulmones, huesos, hígado o el cerebro. 
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El cáncer es considerado un desorden multifactorial causado tanto por factores genéticos como 

no genéticos, dichos factores están asociados con un mayor riesgo de desarrollar cáncer de 

mama, pero la mayoría de estos factores pueden variar de una persona a otra (DeVita, et al., 

2015; Guzmán-Santos et al., 2012). Entre los factores de riesgo que destacan son los siguientes: 

antecedentes familiares con cáncer de mama, mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2, las 

hormonas reproductivas femeninas (particularmente los estrógenos endógenos), el exceso de 

exposición a la radiación ionizante, los estilos de vida modernos, como el consumo excesivo de 

alcohol y el consumo excesivo de grasas en la dieta (DeVita, et al., 2015; Rojas y Stuckey, 2016; 

Sun et al.,2017). 

2.4.2. Cáncer de pulmón 

 
Los pulmones son órganos pares, de forma cónica, situados en la cavidad torácica. Dos capas 

de serosa, que constituyen la membrana pleural, encierran y protegen a cada pulmón. La capa 

superficial, denominada pleura parietal, tapiza la pared de la cavidad torácica; la capa profunda 

o pleura visceral reviste a los pulmones. Entre la pleura visceral y la parietal hay un pequeño 

espacio, la cavidad pleural, que contiene un escaso volumen de líquido lubricante, el cual reduce 

el rozamiento entre las membranas. Este líquido también hace que las dos pleuras se adhieran 

entre sí (Tortora y Derrickson, 2018).   

 

De acuerdo con Pardo, (1988) y Felip et al., (2007) existe una gran variedad de tumores 

pulmonares, por ello una de las clasificaciones histológicas más ampliamente utilizadas es la de 

la Organización Mundial de la Salud. Existen dos subtipos principales de cáncer de pulmón: el 

carcinoma de pulmón de células pequeñas (CPCP) y el carcinoma de pulmón de células no 

pequeñas (CPCNP), que representan el 15% y el 85% de todos los cánceres de pulmón, 

respectivamente (Pao y Girard, 2011; Zappa y Mousa, 2016).  El cáncer de pulmón de células no 

pequeñas se puede clasificar en tres tipos principales:  

 

• Carcinoma de células escamosas, el cual surge de las células epiteliales de las vías 

respiratorias que tienen una ubicación central en los bronquios principales.  

• Adenocarcinoma, que surge de células alveolares epiteliales pequeñas que secretan 

moco y otras sustancias. Tiende a ocurrir en la periferia del pulmón. 

• Carcinoma de células grandes. Este tipo de carcinoma no cumple los criterios de un 

adenocarcinoma, de un carcinoma epidermoide o de un carcinoma de células pequeñas 

y a menudo surge en la parte central de los pulmones (Zappa y Mousa, 2016). 
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El factor de riesgo predominante para el cáncer de pulmón es el tabaco. Varias exposiciones 

ambientales adicionales como el asbesto, el arsénico, el cromo, el níquel, los compuestos 

aromáticos policíclicos, el radón, el cloruro de vinilo y la contaminación del aire también han sido 

implicados en la etiología de este tipo de cáncer, cabe mencionar que en años recientes los 

estudios realizados tanto en Europa como en China han proporcionado evidencia de que la 

contaminación del aire por partículas contribuye a la incidencia de esta enfermedad. (Roth et al., 

2014; Testa et al., 2018).   

2.4.3. Cáncer cervicouterino  

 

El útero se encuentra situado entre la vejiga urinaria y el recto, tiene el tamaño y la forma de una 

pera invertida. Las subdivisiones anatómicas del útero son 3: el fondo uterino, el cuerpo uterino, 

y el cuello o cérvix, que se abre hacia la vagina (Tortora y Derrickson, 2018). El cuello uterino se 

puede dividir en dos partes, cada una cubierta con dos tipos diferentes de células: el ectocérvix 

que está recubierto de epitelio estratificado no queratinizante y el endocérvix que está recubierto 

por epitelio columnar (glandular) que consta de una sola capa de células cilíndricas 

mucosecretoras. El punto en que el epitelio escamoso se reúne con el columnar se le denomina 

unión escamocolumnar y cuando el epitelio columnar se sustituye por epitelio escamoso se le 

conoce como zona de transformación. La transformación normal de un tipo celular maduro en 

otro es llamada metaplasia y cuando ésta ocurre, existe siempre un potencial neoplásico 

(Chavaro et al., 2009; De Palo et al., 2007).  

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) reconoce dos tipos histológicos principales de 

cáncer invasivo: Carcinoma de células escamosas, que se origina a expensas del epitelio 

pavimentoso y constituye cerca del 75% de todos los casos y el adenocarcinoma que constituye 

cerca del 15-25% de todos los casos, su pronóstico suele ser peor que el del carcinoma de 

células escamosas y se produce a partir del epitelio columnar del cuello uterino (Chavaro et al., 

2009; Vela et al., 2016). 

 

La causa principal de las lesiones cervicales precancerosas y cancerosas es la infección por el 

papiloma virus humano (VPH). La mayoría de los casos se producen como resultado de una 

infección con el VPH 16 y 18 (Momenimovahed y Salehiniya, 2017). Cualquier mujer que sea 

sexualmente activa está en riesgo de infección por VPH, pero cuantas más parejas sexuales 
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tenga una mujer, mayor será la probabilidad de infectarse y, por lo tanto, de desarrollar cáncer 

cervicouterino (Spencer, 2007).  

 

Otro factor importante es fumar, esto se atribuye a la inducción de un efecto inmunosupresor 

causado por los metabolitos del tabaco que podría producir un efecto perjudicial sobre la 

capacidad de desarrollar una respuesta inmune efectiva contra las infecciones virales. Además, 

los químicos que se encuentran en los cigarrillos, como la nicotina, que pueden causar daño al 

ADN en las células epiteliales escamosas, también se han encontrado en el moco cervical de las 

mujeres fumadoras (Roura et al., 2014). Hay autores que consideran el bajo nivel 

socioeconómico como factor de riesgo, ya que el acceso a pruebas de detección preventivas 

periódicas, son extremadamente efectivas para detectar los primeros signos de cáncer cervical 

y la dificultad en el acceso a estas pruebas de detección hace vuelnerable a esta población 

(Spencer, 2007). 

2.5. Tratamientos  

 

En las últimas tres décadas se han realizado importantes avances en el tratamiento del cáncer. 

Tanto en hombres como en mujeres, de 1992 a 2003, las tasas de mortalidad por cáncer han 

disminuido debido a un decremento en el consumo de tabaco, mejores técnicas de detección y 

avances en el tratamiento. Los enfoques principales para tratar a los pacientes con cáncer son: 

cirugía, radiación y quimioterapia. La elección del tratamiento depende de varios factores: el 

órgano o tejido en el que se originó el cáncer, el tipo de cáncer determinado por el patólogo, 

factores biológicos específicos analizados en el laboratorio y la etapa del cáncer determinada por 

el sistema TNM (Pardee y Stein, 2009). El objetivo deseable del tratamiento oncológico es 

erradicar la enfermedad, pero cuando esto no es posible, se aspira a prolongar la esperanza de 

vida (Granados et al., 2016). 

 

2.5.1. Cirugía 

 
Se selecciona la cirugía si el cáncer está limitado a una zona y se prevé que podrían extirparse 

todas las células tumorales sin dañar excesivamente las estructuras vitales. La extirpación del 

tumor puede ser el único tratamiento o puede estar combinado con quimioterapia o radioterapia. 

Tanto la quimioterapia como la radioterapia pueden administrarse antes o después de la cirugía. 

Este tratamiento no se recomienda si el riesgo de la intervención quirúrgica es mayor que el 

riesgo que acarrea el cáncer (G. de la Garza y Juárez, 2014; Skeel y Khleif, 2011). 
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2.5.2. Radioterapia 

 

La radiación es la propagación de energía en forma de ondas electromagnéticas o partículas 

subatómicas a través del vacío o un medio material. La radiación propagada en forma de ondas 

electromagnéticas (rayos UV, ondas de radio, luz visible, rayos gamma, rayos X, entre otros) se 

llama radiación electromagnética, mientras que la radiación corpuscular es la radiación 

transmitida en forma de partículas subatómicas (partículas alfa, partículas beta, neutrones, entre 

otros). La radiación puede ser ionizante o no ionizante. La radioterapia utiliza radiación ionizante 

con fines curativos, paliativos o adyuvantes (Granados et al., 2016). La radiación ionizante puede 

actuar directamente sobre el ADN de la célula y causar daños, aunque también puede actuar 

indirectamente, donde la radiación ionizante actúa sobre el agua, que es el componente más 

importante del medio, dando lugar a la producción de radicales libres que son los que producen 

el daño al ADN (Baskar et al., 2014; Rizo et al., 2016).   

 

La radioterapia se utiliza para el tratamiento de la enfermedad local o regional del cáncer y 

consiste en la administración de radiación ionizante para erradicar o eliminar células tumorales, 

sin sobrepasar los límites tolerables para los tejidos normales. Su objetivo se basa en un aumento 

del control local del tumor y en consecuencia, conseguir un aumento de la supervivencia (Rizo 

et al., 2016; Skeel y Khleif, 2011). Este tratamiento puede usarse por sí solo o en conjunto con 

la cirugía o quimioterapia y se aplica de dos maneras: ya sea que los rayos de alta energía se 

dirigen desde una máquina (radiación externa) o implantes se colocan en el cuerpo cerca del 

tumor (American Cancer Society, 2017). 

 

2.5.3. Quimioterapia  

 

Su papel principal es tratar la enfermedad que ya no está limitada a una localización y consiste 

en tratar el cáncer con medicamentos de acción fuerte que por lo general se inyectan a través de 

una vena o se administran oralmente y en la mayoría de los casos se emplea más de un 

medicamento de quimioterapia (American Cancer Society, 2017). Se conoce un gran número de 

estos productos, que de acuerdo a su naturaleza se clasifican como: naturales, sintéticos y 

semisintéticos y por su mecanismo de acción se clasifican como: citotóxicos y citostáticos (G. de 

la Garza y Juárez, 2014).  
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La cantidad de fármaco administrado, así como la duración del tratamiento dependerá del grado 

de la enfermedad y del tipo de cáncer. En pacientes terminales o metastásicos estos compuestos 

suelen ser ineficientes, ya que en estas etapas se debe aumentar la dosis y duración del 

tratamiento y esto agrava los efectos secundarios, los cuáles también están relacionados con su 

alta actividad necrótica y su falta de selectividad, debido a que no sólo van a ejercer su efecto 

sobre las células tumorales sino también sobre las células normales con alta tasa de 

proliferación, como las de la médula ósea, el tracto gastrointestinal, las gónadas y los folículos 

pilosos. (American Cancer Society, 2017; Avendaño y Menéndez, 2008; Ferreiro et al., 2003; 

Pardee y Stein, 2009).  

 

Otra limitante de la quimioterapia es la resistencia de las células tumorales a los medicamentos. 

Después del desarrollo de un mecanismo de resistencia en respuesta a un solo fármaco, las 

células pueden mostrar resistencia cruzada a otros fármacos no relacionados estructuralmente, 

un fenómeno conocido como resistencia a múltiples fármacos (MDR) (Avendaño y Menéndez, 

2008). 

 

Algunos de los quimioterapéuticos más utilizados son: antraciclinas, antimicrotúbulos (taxanos), 

alquilantes (ciclofosfamida), antimetabolitos (5-fluorouracilo, capecitabina), compuestos de 

platino (cisplatino) y sus efectos secundarios van desde las náuseas, los vómitos y la alopecia 

reversible hasta efectos cardíacos, insuficiencia renal o hepática, toxicidad hematológica, 

toxicidad gastrointestinal, toxicidad por neutropenia febril, entro otros (Al-Mahayri et al., 2020).  

 

La quimioterapia es un componente indispensable de la terapia sistémica en muchos casos de 

cáncer. La reducción de los efectos secundarios de ésta puede mejorar la calidad de vida de los 

pacientes y prevenir el rechazo del tratamiento por parte de éstos. Por ello, el desafío que aún 

enfrenta este tratamiento es cómo minimizar la toxicidad y maximizar la actividad antineoplásica, 

en este sentido, es imprescindible la búsqueda y el desarrollo de nuevos fármacos efectivos, con 

actividad antineoplásica y de acción selectiva. 

2.6. Pittocaulon praecox 

 

El cáncer es un problema de salud pública y a la fecha no existe un tratamiento adecuado para 

esta enfermedad. Sin embargo, los productos naturales aislados de plantas terrestres han 

ayudado a combatirlo (Loraine y Méndez-Espinoza, 2010). Los productos naturales son una rica 
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fuente de compuestos con prometedor potencial terapéutico contra el cáncer, entre los cuales 

destacan los alcaloides de la vinca, taxanos, campotecinas, entre otros. Los sesquiterpenos 

representan un grupo de compuestos naturales con diversos tipos de estructuras. Entre ellos, los 

sesquiterpenos de tipo eremofilano, que incluyen eremofilanos, furanoeremofilanos, 

eremofilanólidos, se encuentran presentes en plantas de la familia Asteraceae (Agulló-Ortuñoa 

et al., 2017).  

 

El género Pittocaulon también conocido como “palo loco”, pertenece a la familia Asteraceae y 

son un grupo de plantas que se utilizan en la medicina tradicional mexicana contra el reumatismo 

y para curar heridas, además se ha descrito que contienen compuestos como alcaloides 

pirrolizidínicos, eremofilanos y flavonoides (González, 2010). 

 

Pittocaulon praecox es la especie más ampliamente distribuida del género y la más estudiada 

química y morfológicamente. Existen varios estudios químicos de esta especie, donde se han 

aislado compuestos como la precoxilina, el alcaloide senecionina, eremofilanos, un 

furanoeremofilano, tres mezclas complejas de furanoeremofilanos, 2 glúcidos de eremofilano, 3 

eremofilanólidas y 7 eremofilanos (Gonzales, 2013).  

 

Los eremofilanos son un tipo de sesquiterpenos que se caracterizan por tener moléculas de 15 

átomos de carbono, formadas por tres unidades de isopreno, cuyo esqueleto base se compone 

de dos anillos de seis miembros y cuatro grupos metilo, pueden tener diferentes grados de 

oxidación y la mayoría se encuentran como furanoeremofilano (que posee un anillo furánico en 

su estructura) o eremofilanoides y en algunos casos eremofilanos modificados (Figura 4). Cabe 

mencionar que algunos autores proponen que los eremofilanos podrían surgir de un precursor 

eudesmanolide (Romo de Vivar et al., 2007; Wu et al., 2016).  

 

En la literatura se puede encontrar diversos eremofilanos con actividad biológica, una de ellas es 

la actividad antiproliferativa frente a células cancerosas de colón (HCT-15), de mama (MCF-7), 

del sistema nervioso central (U-251), de próstata (PC-5), y leucemia (K562) (Romo de Vivar et 

al., 2008). Otro estudio fue realizado por Wang et al., (2008) utilizando líneas celulares de cáncer 

de pulmón (A-549) y cáncer de estómago (BCG823) donde obtuvieron una IC50 de 10.27 μg/mL 

y 31.34 μg/mL respectivamente. Beattie et al., (2011) evaluó la actividad citotóxica de los aceites 

y compuestos puros contra células de linfoblastos de ratón P388D obteniendo una IC50 de 51–

110 μg/ mL, también se aisló un eremofilano el cual tuvo gran actividad reportando una IC50 de 
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42 μg/ mL. McDonald et al., (2004) reportó un nuevo sesquiterpeno eremofilano 07H239-A 

aislado de un organismo de la familia Xylariaceae, el cual presentó propiedades citotóxicas (con 

una IC50de 3.2 μg/mL) en contra de una variedad de líneas celulares de cáncer, mostrando cierta 

selectividad en la línea de leucemia CCRFCEM (IC50 de 0.9 µg / mL). 

 

 

Figura 4. Tipos de esqueleto base de los eremofilanos. (Tomado y modificado de Wu et al., 2016). 

 

Gonzáles (2019), reporta los componentes presentes en Pittocaulon praecox y su actividad 

citotóxica. En este estudio, a partir del tallo de la planta se obtuvo un extracto de Acetato de Etilo, 

del cual se obtuvieron diferentes fracciones mediante cromatografía de columna abierta y las que 

presentaron mejor separación y rendimiento se utilizaron para hacer pruebas de citotoxicidad, 

así como la identificación de los compuestos presentes en dichas fracciones. Una de las 

fracciones que se utilizaron en este estudio fue la 56, en la que se identificaron diferentes 

furanoeremofilanos y se realizaron pruebas biológicas donde se encontró que presentaba 

actividad antiproliferativa sobre las líneas celulares U251, PC-3, K562, HTC15, MFC-7 y SK-LU 

y baja actividad necrótica sobre la línea HeLa.    

 

Como se ha descrito, en la mayoría de estos reportes únicamente nos muestran las IC50 

obtenidas de la actividad antiproliferativa de los eremofilanos sin presentar mayor información 

sobre su actividad antitumoral, por ello y con la intención de aportar mayor información, se evaluó 

la actividad antiproliferativa, necrótica y apoptótica de la fracción 56 de Pittocaulon praecox que 

fue utilizada en el estudio de Gonzáles (2019). 
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3. Planteamiento del problema  
 

Los tratamientos que se utilizan actualmente para erradicar el cáncer dependen de la etapa en 

la que se encuentre esta enfermedad. En muchos casos, los pacientes ya están en etapas 

terminales o metastásicas y se recurre al uso de quimioterapéuticos. Desafortunadamente, este 

tratamiento resulta ser poco eficaz, ya que los fármacos empleados afectan tanto a células 

normales con alta tasa de proliferación, así como a las células tumorales, por lo tanto, tienen 

efectos secundarios graves que muchas veces deterioran la vida de los pacientes, además del 

desarrollo de resistencia a diversos fármacos (American Cancer Society, 2017; Avendaño y 

Menéndez, 2008; Pardee y Stein, 2009).  

 

Debido a las limitantes que presenta el uso de quimioterapéuticos, surge la necesidad de estudiar 

compuestos que sean más específicos y que tengan actividad antitumoral. En este sentido los 

sesquiterpenos de tipo eremofilano (donde se incluyen los eremofilanos y furanoeremofilanos), 

se han estudiado por sus propiedades citotóxicas en células tumorales in vitro, por lo que en este 

trabajo se pretende estudiar el efecto antiproliferativo y apoptótico, así como la baja o nula 

actividad necrótica de los furanoeremofilanos presentes en la fracción 56 de Pittocaulon praecox 

en las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1 , así como su actividad selectiva en células 

no tumorales.  
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4. Justificación 
 

El cáncer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, en 2018, ocasionó 9.5 millones de 

defunciones, mientras qué en México, es la tercera causa de muerte, en cuanto a las defunciones 

por tumores malignos, de los más frecuentes en mujeres destacan el cáncer de mama y el cáncer 

cervicouterino y en hombres el cáncer de pulmón. Cabe destacar que se calcula que en las 

siguientes dos décadas los casos nuevos de cáncer aumenten en un 70%.   

 

Lo anterior indica que el cáncer representa un importante problema de salud, ocasionando que 

las acciones para su prevención y tratamiento tengan especial relevancia en los sistemas de 

salud, por eso es necesario investigar nuevos compuestos con actividad antitumoral. En este 

sentido, se ha encontrado que diferentes eremofilanos pueden presentar actividad 

antriproliferativa en células tumorales, por ello, el estudio de los furanoeremofilanos presentes 

en la fracción 56 resulta de sumo interés.  
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5. Hipótesis  
 

Se ha descrito que la fracción 56 de Pittocaulon praecox contiene furanoeremofilanos, y ha 

mostrado actividad antiproliferativa en algunas líneas celulares tumorales, por lo que se espera 

que esta fracción inhiba el crecimiento de las líneas celulares tumorales HeLa, MDA-MB 231, 

SK-LU-1 y presente baja actividad necrótica.  
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6. Objetivo General   
 

Evaluar la actividad antiproliferativa, necrótica y apoptótica de la fracción 56 de Pittocaulon 

praecox sobre las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1, así como en cultivos celulares 

no tumorales. 

 

6.1. Objetivos Particulares 

 

• Determinar si la fracción 56 de Pittocaulon praecox presenta actividad antiproliferativa en 

las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1, expresada como la concentración 

requerida del compuesto para inducir el decremento del 50% de la densidad celular (IC50) 

a través de la técnica de incorporación de cristal violeta.  

 

• Evaluar la actividad necrótica de la fracción 56 de Pittocaulon praecox sobre las líneas 

celulares tumorales, a través de la cuantificación de la actividad de la enzima 

citoplasmática LDH en los sobrenadantes de los cultivos celulares.  

 

• Evaluación de la actividad inductora de apoptosis de la fracción 56 de Pittocaulon praecox  

a través de la observación de características morfológicas típicas de células apoptóticas 

por microscopía de contraste de fases y tinción con el fluorocromo DAPI, así como la 

presencia de caspasa-3 activa mediante microscopía de epifluorescencia y citometría de 

flujo.  

 

• Determinar si las IC50 obtenidas para las células tumorales afectan el potencial 

proliferativo de células no tumorales mediante el marcaje con carboxiflurosceína (CFSE), 

así como establecer si ejercen una actividad necrótica a través de la cuantificación de la 

actividad de la enzima LDH. 
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7. Material y Método 

7.1. Cultivo de células tumorales 

 

Las líneas celulares HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 provenientes de cáncer cervicouterino, 

mama y pulmón respectivamente, se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC). 

Las células se sembraron en cajas petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA), en 10 mL de medio 

RPMI-1640 (Gibco, USA) suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina y rojo fenol con 5% 

de suero de neonato bovino (SNB) previamente desactivado a 57° C por 30 minutos. Todos los 

cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una 

atmósfera saturada de humedad. Para realizar los ensayos, los cultivos se desarrollaron hasta 

en un 60-70% de saturación de la densidad celular. 

 

7.2. Preparación del compuesto 

 

La fracción 56 fue obtenida del Instituto de Química del laboratorio de Productos Naturales a 

cargo del Dr. Manuel Jiménez Estrada. Para su uso se pesó 1 mg de la fracción 56 y se disolvió 

en 100 μL de DMSO en tubos cónicos de plástico para microcentrífuga de 600 μL y observar que 

no se formen cristales en las soluciones del compuesto al ser mezclados con el medio de cultivo. 

A partir del stock se tomó la cantidad necesaria de compuesto para realizar las curvas dosis-

respuesta y posteriormente preparar las concentraciones de la IC50. 

 

7.3. Evaluación de la proliferación celular mediante la técnica de incorporación de cristal violeta 

 

Se realizaron cultivos de las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles 

de plástico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo 

en 100 μL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los 

cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una 

atmósfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retiró el medio de la 

placa y se estimularon las células a diferentes concentraciones del compuesto en RMPI al 5% 

de SNB. En las condiciones de control y blanco únicamente se cambió el medio por medio fresco. 

En el vehículo se agregó DMSO (Sigma-Aldrich, USA) a una concentración equivalente a la 

concentración máxima empleada en la curva dosis-respuesta. Posteriormente se dejaron 

incubando durante 24 horas. Una vez transcurridas las 24 horas del tratamiento se procedió a 
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evaluar el número celular utilizando la técnica de cristal violeta, se retiró el medio de la placa y 

las células se fijaron con 50 μL de glutaraldehído (Sigma-Aldrich, USA) al 1.1% durante 20 

minutos, una vez transcurrido el tiempo se retiró el glutaraldehído, se enjuagó la placa y se dejó 

secar al aire, posteriormente se agregaron 50 μL del colorante cristal violeta al 0.1% en una 

solución amortiguadora de ácido fórmico durante 20 minutos. Una vez transcurridos los 20 

minutos se enjuagó la placa para retirar el exceso del colorante, se dejó secar al aire y se 

adicionaron 50 μL de ácido acético al 10% durante 20 minutos. Finalmente se determinó la 

absorbancia de la solución de ácido acético a 590 nm por espectrofotometría en un lector de 

placas (Chromate Manager). Los datos obtenidos se analizaron en Microsoft Office Excel  2010, 

graficando una curva dosis respuesta, posteriormente se realizó una regresión lineal para obtener 

el valor de la IC50 (Concentración en la que disminuye el 50% del número celular).  

 

7.4. Evaluación de la actividad necrótica, cuantificando la actividad de la enzima LDH  

 

Se realizaron cultivos de las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles 

de plástico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo 

en 100 μL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los 

cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una 

atmósfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retiró el medio de la 

placa y se trataron con las siguientes condiciones: Un control testigo únicamente con medio de 

cultivo, un control con DMSO (Sigma-Aldrich, USA) con la concentración empleada para preparar 

la IC50 correspondiente y las concentraciones de la IC50 correspondientes para cada línea celular. 

A las 23 h de tratamiento después del tratamiento se agregaron 10 μL de una solución de Tritón 

X-100 al 9 % (la dilución final es 1:9, por lo que la concentración final es de 0.9%) en RPMI-1640 

durante 1 hora para lisar las células.    

 

El efecto necrótico fue determinado mediante la liberación de la enzima citoplasmática Lactato 

Deshidrogenasa (LDH) utilizando el kit CytoTox 96 (Promega, USA). De acuerdo a las 

especificaciones del fabricante, una vez cumplidas las 24 horas de tratamiento, la placa de cultivo 

es centrifugada a 2500 rpm y 40 μL del sobrenadante fue recuperado y transferido a una placa 

de 96 pozos estéril, posteriormente se adicionan 40 μL de la mezcla de reacción del kit a cada 

pozo. La placa se mantuvo a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 20 minutos. Se 

mide la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas (Chromate Manager). Los datos 

obtenidos se analizaron utilizando Excel (Microsoft Office, versión 2013), tomando como 
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referencia el control positivo como un 100%. El análisis de las diferencias estadísticas se llevó a 

cabo mediante un análisis de varianza (ANOVA) con una significancia de 0.05% seguido de una 

prueba de Tukey, en el programa SigmaPlot 12.0 para Windows.  

7.5. Evaluación de la morfología celular apoptótica por microscopía de fluorescencia con tinción 

de DAPI 

 

Se realizaron cultivos de las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles 

de plástico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo 

en 100 μL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los 

cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una 

atmósfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retiró el medio de la 

placa y se trataron con las siguientes condiciones: Un control testigo únicamente con medio de 

cultivo, un control para DMSO con la concentración empleada para preparar la IC50 

correspondiente, un control positivo con Camptotecina y las concentraciones de las IC50 

correspondientes para cada línea celular. 

 

Una vez pasadas las 24 horas se fijaron las células con paraformaldehído al 2% por 20 minutos, 

posteriormente se hacen 3 lavados con PBS filtrado, cada uno de 5 minutos. Las células se 

permearon con Tritón X-100 al 0.1% en PBS a 4°C durante 30 minutos. Una vez transcurrido el 

tiempo se hicieron nuevamente 3 lavados con PBS filtrado durante 5 minutos. Posteriormente se 

agregaron 3 μL/mL del fluorocromo 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma-Aldrich, USA) se dejó 

actuar durante un minuto a temperatura ambiente y se hicieron nuevamente 3 lavados con PBS 

filtrado durante 5 minutos. Finalmente se agregaron 50 μL de PBS filtrado y se observaron las 

células por microscopía de campo claro y epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-FL, JAP). 

 

7.6. Evaluación de muerte por apoptosis mediante inmunodetección de caspasa-3 activa por 

microscopía de fluorescencia 

 

Se realizaron cultivos de las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles 

de plástico de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA) a una densidad de 4500 células por pozo 

en 100 μL de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los 

cultivos se mantuvieron en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una 

atmósfera saturada de humedad. Una vez transcurridas las 24 horas, se retiró el medio de la 

placa y se trataron con las siguientes condiciones: Un control testigo únicamente con medio de 
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cultivo, un control para DMSO con la concentración empleada para preparar la IC50 

correspondiente (1.6 μL/mL), un control positivo con Camptotecina y las concentraciones de las 

IC50 confirmadas. 

 

Una vez pasadas las 24 horas se fijaron las células con paraformaldehído al 2% por 20 minutos 

, posteriormente se hacen 3 lavados con PBS filtrado, cada uno de 5 minutos. Las células se 

permearon con Tritón X-100 al 0.1% en PBS a 4°C durante 30 minutos. Una vez transcurrido el 

tiempo se hicieron nuevamente 3 lavados con PBS filtrado durante 5 minutos. Posteriormente se 

agregan 30 μL/mL de anticuerpo primario anticaspasa-3 activa (anticuerpo producido en conejo, 

SIGMA) 1:500 en PBS durante 24 horas a 4°C. Se hacen 3 lavados con PBS filtrado durante 5 

minutos y se agregan 30 μL/mL de anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo FITC durante 

2 horas, protegiendo la placa de la luz. Se lava el anticuerpo con PBS filtrado durante 5 minutos 

y finalmente se agregaron 50 μL de PBS filtrado y se observaron las células en campo claro con 

iluminación de contraste de fases y por microscopía de epifluorescencia (Nikon Eclipse TS2R-

FL, JAP). 

 

7.7. Evaluación de muerte por apoptosis mediante la inmunodetección de caspasa-3 

determinada por citometría de flujo 

 

Se realizaron cultivos de las líneas celulares HeLa, MDA-MB 231 y SK-LU-1 en placas estériles 

de plástico de 6 pozos (Corning, USA) a una densidad de 200,000 células por pozo en 2.5 mL 

de RPMI-1640 (Gibco, USA) al 5% con SNB por 24 horas. Todos los cultivos se mantuvieron en 

una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una atmósfera saturada de humedad. 

Una vez transcurridas las 24 horas, se retiró el medio de la placa y se trataron con las siguientes 

condiciones: Un control testigo únicamente con medio de cultivo, un control para DMSO con la 

concentración empleada para preparar la IC50 correspondiente, un control positivo con 

Camptotecina y las concentraciones de las IC50confirmadas. 

 

Una vez pasadas las 24 horas, se recuperó el medio y se despegaron las células, pasándolas a 

tubos de citometría. Se centrifugaron a 1,500 rpm durante 5 minutos. Se desechó el 

sobrenadante y las células se fijaron con 500 μL de etanol al 70% en PBS a 4°C durante una 

hora. Se realizaron tres lavados con 1000 μL de PBS filtrado, centrifugando a 1,500 rpm durante 

5 minutos. Al botón celular se le añadió 50 μL de anticuerpo primario policlonal de conejo 

anticaspasa-3 activa (1:250) y se dejó por 24 horas a 4°C. Pasadas las 24 horas se realizaron 
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tres lavados con 1000 μL de PBS filtrado y el botón fue resuspendido en 50 μL de anticuerpo 

secundario acoplado al fluorocromo FITC (1:250), manteniendo las muestras protegidas de la luz 

durante 3 horas a una temperatura de 37°C.  

 

Las muestras fueron lavadas con PBS filtrado y se analizaron en un citómetro de flujo (BD FACS 

Aria II, USA). Los datos fueron procesados en el programa estadístico Flowing Software 2.5.1 

para comparar la positividad de caspasa-3 entre los controles y tratamientos. 

7.8. Obtención y determinación de la proliferación de linfocitos humanos mediante la técnica de 

incorporación de carboxifluoresceína (CSFE) 

 

Se obtuvieron 20 mL de sangre periférica de un voluntario aparentemente sano en tubos BD-

Vacutainer® con EDTA (10.8mg/tubo) y se vertieron 5 mL en tubos cónicos de vidrio con 5 mL 

de Ficoll-Hysopaque (Sigma-Aldrich, USA) y 5ml de la sangre (proporción 1:1) en tubos cónicos 

de vidrio de 15 ml (Pirex, USA). Se centrifugaron inicialmente a una velocidad de 300 rpm por 5 

minutos, aumentando gradualmente la velocidad (300 rpm cada 5 minutos), hasta alcanzar las 

1500 rpm en la cual se les mantuvo centrifugando por 20 minutos. Una vez finalizado el tiempo, 

se retiró el plasma y se colectó el anillo de leucocitos. Posteriormente el paquete celular (anillo) 

fue transferido a tubos limpios y se realizaron dos lavados con 10 mL de RPMI sin suero y se 

hizo un conteo con ayuda de una cámara de Neubauer.  

 

Para determinar la proliferación de los linfocitos, éstos fueron marcados con 2 μM de 

carboxifluoresceína (CSFE) en 5 mL de RMPI sin suero (Sigma-Aldrich, USA), incubando las 

células por 15 minutos a temperatura ambiente y protegidas de la luz. Posteriormente se 

realizaron dos lavados con RMPI al 5% de SFB para eliminar el exceso de CSFE. Se cultivaron 

en una placa de 96 pozos por quintuplicado 200, 000 linfocitos por pozo en 200 μL de RMPI con 

20% de SFB con los siguientes controles: control -,- (sin CSFE y sin fitohemaglutinina PHA), +,- 

(con CSFE y sin PHA), control -,+ (sin CSFE y con 20 μL de PHA y control +,+ (con CSFE y con 

20 μL de PHA). Los pozos con linfocitos para determinar el efecto de las IC50 respectivas se 

mantuvieron con CSFE y con 20 μL de PHA. La placa se incubó por 48 horas y se mantuvo en 

una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una atmósfera saturada de humedad. 

 

Una vez transcurridas las 48 horas de incubación, se procedió a retirar 100 μl/ pozo de los 

controles. A los controles -,- (sin CSFE y sin PHA) y +,- (con CSFE y sin PHA) se les agregó 100 

μl/ pozo de RPMI al 20% de SFB fresco, mientras que a los controles -,+ (sin CSFE y con PHA) 
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y +,+ (con CSFE y con PHA) se les agregó 100 μL/ pozo de RPMI al 20% de SFB fresco con 20 

μl/ml de PHA. Asimismo, para probar las IC50 obtenidas en las líneas tumorales, también se les 

retiró 100 μl/ pozo y se agregaron 100 μL de las respectivas de IC50 a una concentración 2X de 

la IC50 de HeLa (33.04 μg/mL), MDA-MB 231 (25.06 μg/mL) y SK-LU-1, (29 μg/mL). El mismo 

procedimiento se efectuó para el vehículo, el cual consistió de 5 μl/ml de DMSO en RPMI al 20% 

de SFB y con 20 μl/ml de PHA y se mantuvieron en condiciones de cultivo por 24 horas.  

 

Transcurridas las 24 horas (72 horas de cultivo total), se cosecharon las células en tubos de 

citometría y se centrifugaron por 5 minutos a 1,500 rpm, se retiró el sobrenadante y se 

resuspendió el botón en 500μL de verseno frío (4°C) por 5 minutos para deshacer las colonias 

celulares. Se centrifugaron los tubos a 1500 rpm por 5 minutos y se retiró el sobrenadante. 

Finalmente, a cada uno de los tubos se les agregó 500 μL de PBS adicionado con 5% de SFB. 

Se procedió a capturar 10,000 células de la población correspondiente a células mononucleadas, 

en un citómetro de flujo FACS Aria-II. Los datos fueron analizados en el programa FlowJo (Becton 

Dickinson, (BD) Biosciences para comparar el porcentaje de proliferación de los controles con 

los de los tratamientos.  

7.9. Evaluación de la actividad necrótica, cuantificando la actividad de la enzima LDH en 

linfocitos humanos 

  
Se sembró por quintuplicado 200,000 linfocitos por pozo en 200 μL de RPMI al 20% de SFB y 20 

μg/ml de PHA, en una placa de 96 pozos. La placa se incubó en condiciones de cultivo por 48 

horas y se mantuvo en una incubadora (Nauaire, USA) a 37°C con 5% de CO2 y una atmósfera 

saturada de humedad. Al transcurrir las 48 horas, se retiraron 100 μL de medio de cultivo en 

todos los pozos de la placa de 96 pozos, el cual fue substituido por 100 μl de medio (RPMI 20% 

al SFB y 20 μl/ml de PHA) al 2X (el doble de concentración de las IC50) de cada una de las 

respectivas condiciones: Al blanco, el control positivo y el control sin tratamiento, se les agregó 

100 μL por pozo de medio de cultivo. El vehículo se agregó con 5 μL/ml-pozo de DMSO. Los 

tratamientos con las concentraciones de las IC50 consistieron de 2X para la IC50 de HeLa (33.04 

μg/mL), MDA-MB 231 (25.06 μg/mL) y SK-LU-1, (29 μg/mL). La placa se incubó en condiciones 

de cultivo por otras 24 horas.  

 

Una hora previa a la cosecha, al control positivo se le agregaron 10 μL de tritón X-100 al 9%. Al 

cabo de 72 horas totales de cultivo, se recolectaron 60 μL de los medios a una placa de fondo 

cónico en donde se centrifugaron por 5 minutos a 1500 rpm a 4ºC, se recuperó el sobrenadante 
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centrifugado de cada condición y se pasaron 40 μL a una placa de 96 pozos de fondo plano a 

los cuales se les adicionaron 40 μL de la mezcla de reacción del kit CytoTox 96 (Promega, USA) 

a cada pozo. La placa se debe mantuvo a temperatura ambiente y protegida de la luz durante 20 

minutos. Se midió la absorbancia a 490 nm usando un lector de placas (Chromate Manager) El 

porcentaje de muerte necrótica se calculó analizando los datos obtenidos en Microsoft Office 

Excel 2013, tomando como el 100% al control positivo tratado con tritón X-100. El análisis de las 

diferencias estadísticas se llevó a cabo mediante un análisis de varianza (ANOVA) con una 

significancia de 0.05% seguido de una prueba de Tukey, en el programa SigmaPlot 12.0 para 

Windows.  
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8. Resultados 

8.1. Actividad antiproliferativa de la fracción 56 de Pittocaulon praecox en las líneas tumorales 

HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1  

 

Con la finalidad de evaluar la actividad antiproliferativa de la fracción 56 de Pittocaulon praecox 

en células tumorales, cultivos de células HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1, fueron tratadas a 

diferentes concentraciones de la fracción 56 y la actividad antiproliferativa fue expresada como 

la cantidad requerida del compuesto para inducir un decremento del 50% del número celular 

(IC50) a través de la técnica de tinción con el colorante cristal violeta (Fig.5, Tabla 1). 

 

Figura 5. Efecto antiproliferativo de la fracción 56 en las líneas celulares HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1. 

Los datos obtenidos son representativos de tres ensayos independientes, con tres repeticiones cada uno, 

los cuales fueron analizados con una prueba ANOVA seguido de una prueba de Tukey (p<0.05 vs control). 
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Tabla 1. Valores de las IC50 obtenidas de la fracción 56 en las células 

HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 expresada en μg/mL. 

Línea Celular 𝐈𝐂𝟓𝟎(μg/mL) 

HeLa 16.52 

MDA-MB-231 12.53 

SK-LU-1 14.5 

Como se puede observar en la figura 5, la fracción 56 presentó actividad antiproliferativa en las 

células tumorales HeLa, MDA-MB 231, SK-LU-1 de manera dependiente de la concentración, es 

decir, conforme la concentración aumentó el número celular disminuyó. La Tabla 1 muestra los 

valores de IC50 para cada línea celular, los cuales fueron muy similares, sugiriendo que las tres 

líneas tumorales presentan una sensibilidad similar al compuesto.   

8.2. Efecto necrótico de la fracción 56 de Pittocaulon praecox sobre líneas de células tumorales 

HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1  

 

Una vez que se observó que el compuesto posee actividad antiproliferativa en las líneas celulares 

tumorales, cultivos de células HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 fueron tratadas a diferentes 

concentraciones del compuesto y la actividad necrótica fue evaluada mediante la cuantificación 

de la actividad de la enzima citoplasmática lactato deshidrogenasa (LDH) presente en los 

sobrenadantes de los cultivos celulares (Figura 6). 

 
Figura 6. Actividad de la enzima LDH presente en los sobrenadantes de células tumorales tratadas con la 

fracción 56. Se cuantificó la actividad de la enzima LDH. Los datos obtenidos son representativos de tres 

ensayos independientes, con tres repeticiones cada uno, los cuales fueron analizados con una prueba 

ANOVA seguido de una prueba de Tukey (p<0.05 vs control). 

* 
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Tabla 2. Porcentaje de la actividad de la enzima citoplasmática LDH. 

Línea Celular LDH (%) 

HeLa 21.1 

MDA-MB-231 10.7 

SK-LU-1 4.3 
 

Los valores mostrados en la figura 6 y la tabla 2, indican que la fracción 56 no induce muerte 

necrótica en las líneas MDA-MB-231 Y SK-LU-1, sin embargo, en la línea HeLa se puede 

observar una actividad de la enzima LDH de un 21.1%, indicando qué a esta concentración, el 

compuesto ejerce una pequeña actividad necrótica en estas células.  

8.3. Efecto apoptótico de la fracción 56 de Pittocaulon praecox en las líneas tumorales HeLa, 

MDA-MB-231 y SK-LU-1 por microscopía de contraste de fases y epifluorescencía  

 

Con el propósito de evaluar si la fracción 56 de Pittocaulon praecox induce a las células HeLa, 

MDA-MB-231 y SK-LU-1 a presentar características morfológicas propias de una muerte 

apoptótica, cultivos de células HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 fueron tratadas con sus 

respectivas concentraciones de IC50 y teñidas con DAPI para observar contracción celular, 

pérdida de proyecciones citoplasmáticas, condensación de la cromatina y/o compactación 

nuclear y observación de cuerpos apoptóticos. Al mismo tiempo, se detectó la presencia de la 

caspasa 3 activa a través de la técnica de inmunocitoquímica para observar a las células positivas 

a esta caspasa (Fig. 7, 8 y 9) 
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Figura 7. Efecto apoptótico de la fracción 56. La morfología de las células tumorales HeLa se observa en 

el Contraste de Fases (CF), donde las flechas negras negras indican cuerpos apoptóticos y condensación 

del citoplasma. El efecto de la morfología nuclear del compuesto se observa en el marcaje con DAPI, 

donde las flechas amarillas indican condensación de la cromatina y las flechas rojas fragmentación de la 

misma. La presencia de caspasa-3 es observada en la Camptotecina (CPT) (control positivo) y en la 

fracción 56 que presentan una marca verde.  
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Figura 8. Efecto apoptótico de la fracción 56. La morfología de las células tumorales MDA-MB-231 se 

observa en el Contraste de Fases (CF), donde las flechas negras negras indican cuerpos apoptóticos y 

condensación del citoplasma. El efecto de la morfología nuclear del compuesto se observa en el marcaje 

con DAPI, donde las flechas amarillas indican condensación de la cromatina y las flechas rojas 

fragmentación de la misma. La presencia de caspasa-3 es observada en la Camptotecina (CPT) (control 

positivo) y en la fracción 56 que presentan una marca verde.  
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Figura 9. Efecto apoptótico de la fracción 56. La morfología de las células tumorales SK-LU-1 se observa 

en el Contraste de Fases (CF), donde las flechas negras negras indican cuerpos apoptóticos y 

condensación del citoplasma. El efecto de la morfología nuclear del compuesto se observa en el marcaje 

con DAPI, donde las flechas amarillas indican condensación de la cromatina y las flechas rojas 

fragmentación de la misma. La presencia de caspasa-3 es observada en la Camptotecina (CPT) (control 

positivo) y en la fracción 56 que presentan una marca verde.  
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 Las imágenes mostradas en las figuras 7, 8 y 9 indican que las células sin tratamiento (control y 

DMSO, contraste de fases) se encuentran adheridas a la placa, con morfología poliédrica, 

extendidas y conservando sus proyecciones citoplasmáticas, mientras que las células tratadas 

con la CPT y la fracción 56 redujeron su tamaño y perdieron sus extensiones citoplasmáticas, 

incluso se puede observar la formación de blebbings de la membrana plasmática. En el marcaje 

con DAPI, tanto el control como el DMSO muestran núcleos homogéneos con la cromatina 

distribuida de froma regular, pero en la CPT así como en la fracción 56 se observan núcleos 

heterogéneos, condensación de la cromatina y fragmentación del ADN, características propias 

de células apoptóticas. Finalmente, tanto en la CPT, así como en la fracción 56 se puede 

observar la presencia de caspasa-3 activa, sugiriendo, junto con los resultados morfológicos que 

la fracción 56 puede inducir una muerte apoptótica. 

8.4. Efecto apoptótico de la fracción 56 de Pittocaulon praecox en las células tumorales HeLa, 

MDA-MB-231 y SK-LU-1 mediante la inmunodetección de caspasa-3 cuantificada por citometría 

de flujo 

 

Con la intención de confirmar que el compuesto induce a las células tumorales a una muerte 

apoptótica, cultivos de las células HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 fueron tratadas con la fracción 

56 y la presencia de la caspasa 3 activa fue determinada por inmunodetección y las células 

positivas a esta caspasa fue cuantificada por citometría de flujo (Figura 10). 
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Figura 10. Cuantificación de células positivas a la caspasa-3 activa en las líneas celulares HeLa, MDA-

MB-231 y SK-LU-1 tratadas con la fracción 56 por citometría de flujo. Los valores son representativos de 

tres ensayos independientes. 
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Tabla 3. Porcentaje de células tumorales positivas a caspasa-3 activa. 

 
 HeLa MDA-MB-231 SK-LU-1 

Control 7.2 % 6.5 % 3.4 % 

DMSO 8.4 % 6.0 % 2.9 % 

Camptotecina 34.5 % 57 % 16.8 % 

Fracción 56 41.2 % 20.0 % 9.2 % 

 

Los resultados obtenidos en la figura 10 y la tabla 3, establecen que la fracción 56 de Pittocaulon 

praecox induce a las células tumorales HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 a presentar la caspasa 3 

activa, indicando que las células están en un proceso de muerte apoptótica, que junto con los 

resultados de la morfología celular apoptótica indican que esta fracción induce a las células 

tumorales a ser eliminadas mediante un proceso apoptótico.  

8.5. Actividad antiproliferativa de la fracción 56 de Pittocaulon praecox en células no tumorales. 

 

Los resultados han demostrado que la fracción 56 presenta actividad antiproliferativa en células 

tumorales HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1, es necesario probar su efecto antiproliferarivo en 

células no tumorales con la finalidad de establecer si la fracción 56 presenta una acción selectiva, 

para ello, cultivos de células linfocíticas humanas normales fueron tratados a las 48 horas de 

cultivo con las concentraciones de IC50 obtenidas para las células tumorales. Después de 24 

horas de tratamiento se evaluó la actividad antiproliferativa por medio del marcaje con 

carboxifluoresceína (CSFE) y la proliferación fue cuantificada por citometría de flujo (Figura 11, 

tabla 4). 
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Figura 11. Efecto antiproliferarivo de la fracción 56 en linfocitos humanos de donadores aparentemente 

sanos mediante la técnica de marcaje con carboxifluoresceína (CFSE), evaluada por citometría de flujo. 

Las células fueron estimuladas con las concentraciones de IC50 correspondientes a las líneas celulares 

HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1. Ensayo representativo de 3 realizados de manera independiente.   

Tabla 4. Porcentaje de proliferación de linfocitos tratados a las 

concentraiones de IC50 requeridas para las células tumorales. 

Tratamiento Porcentaje de Proliferación(%) 

Control 82.4 

DMSO 84.2 
Fracción 56 (12.53 μg/mL) 81.3 

Fracción 56 (14.5 μg/mL) 82.8 

Fracción 56 (15.52 μg/mL) 81.7 

 

Como se puede apreciar en la figura 11 y en la tabla 4, las concentraciones utilizadas en los 

cultivos de células linfocíticas humanas no afectaron el potencial proliferativo de estas células, 

sugiriendo que la actividad antiproliferativa presente en la fracción 56 de Pittocaulon praecox 

podría ser de acción selectiva. 
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8.4. Actividad necrótica de la fracción 56 de Pittocaulon praecox en células no tumorales. 

 

Para determinar si la fracción 56 puede inducir de muerte necrótica en cultivos de células 

linfocíticas humanas, se trataron a las concentraciones de IC50 obtenidas para las células 

tumorales y se evaluó la actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos 

celulares (Figura 12). 

 

Figura 12. Actividad de la enzima LDH presente en los sobrenadantes de células no tumorales tratadas 

con la fracción 56. Se cuantificó la actividad de la enzima LDH. Los datos obtenidos son representativos 

de tres ensayos independientes, con tres repeticiones cada uno, los cuales fueron analizados con una 

prueba ANOVA seguido de una prueba de Tukey (p<0.05 vs control). 

Los valores mostrados en la figura 12 indican que la fracción 56 no induce a las células linfocíticas 

a liberar la enzima LDH de manera significativa respecto al control, sugiriendo que no presenta 

un efecto necrótico en dichas células.   
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9. Análisis de Resultados  
 

Hoy en día el cáncer representa un importante problema de salud debido a sus altas tasas de 

incidencia y mortalidad, tanto a nivel mundial como nacional (Secretaría de Salud, 2017). Esto 

se debe a que la detección de esta enfermedad es en etapas muy avanzadas (cuando el tumor 

ya se ha propagado por todo el organismo) y se recurre al uso de la quimioterapia. Además, los 

efectos secundarios y las secuelas a largo plazo (que están asociados a la toxicidad inespecífica 

de los fármacos) son una fuente importante de preocupación tanto para los pacientes como para 

los médicos. Por ello se necesita con urgencia nuevos enfoques para mejorar la tolerancia y 

reducir las secuelas de la quimioterapia contra el cáncer (Avendaño y Menéndez, 2008; Nurgali 

et al., 2018).   

La valoración de extractos de plantas ha generado un fuerte interés para la búsqueda de 

compuestos con actividad antineoplásica, de baja citotoxicidad y de acción selectiva. De hecho, 

el 67% de los medicamentos contra el cáncer son productos naturales o derivados de productos 

naturales y más de 200 medicamentos derivados de productos naturales se encuentran en 

desarrollo preclínico o clínico (Ghantous et al., 2010). Algunos compuestos que se encuentran 

en los extractos de las plantas son los sesquiterpenos y entre ellos, los sesquiterpenos de tipo 

eremofilano, presentes en la familia Asteraceae. Debido a las características estructurales únicas 

y varios grupos funcionales, estos compuestos poseen una serie de actividades biológicas como 

anti-hiperglucémica, fungicida, antitumoral, antibacteriano y antiinflamatorio, que han recibido un 

interés creciente en los últimos años (González, 2010; Hou et al., 2014).  

Dentro de la familia Asteraceae, el género Pittocaulon también conocido como “palo loco” son 

arbustos o árboles pequeños resinosos de tallos gruesos, hojas caducas e inflorescencias 

terminales corimbosas (González, 2010). Este grupo de plantas se utilizan en la medicina 

tradicional mexicana contra el reumatismo y para curar heridas, además gracias a diferentes 

estudios fitoquímicos se han aislado e identificado diferentes compuestos como los alcaloides 

pirrolizidínicos, eremofilanos y flavonoides, así como también se ha reportado la actividad 

antifúngica y antibacteriana de extractos de Pittocaulon praecox, Pittocaulon bombycophole y 

Pittocaulon hintonii (González, 2010; Marín-Loza et al., 2008). 

Pittocaulon praecox es la especie más ampliamente distribuida del género y la más estudiada 

química y morfológicamente. Existen varios estudios químicos de esta especie, donde se han 

aislado diferentes compuestos como los eremofilanos (Gonzáles, 2013). Entre los cuáles 
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Gonzáles (2019), se ha identificado en la fracción 56, diferentes furanoeremofilanos. En la 

mayoría de los estudios realizados se muestra únicamente la actividad citotóxica de los 

eremofilanos sin presentar mayor información sobre su actividad antitumoral.   

En este trabajo se observó que la fracción 56 de Pittocaulon praecox posee actividad 

antiproliferativa sobre las células tumorales, lo cual coincide con otros estudios realizados por 

Beattie et al., (2011) y McDonald et al., (2004) que también evaluaron diferentes eremofilanos en 

líneas celulares tumorales y es importante mencionar que Agulló-Ortuñoa et al., (2017) encontró 

que existe un patrón de sustitución en los C-1, C-6 y C-8 por un metoxilo, de los eremofilanos 

estudiados, que se piensa  cumplen un papel importante en la citotoxicidad selectiva contra líneas 

celulares tumorales humanas, lo cual podría ser un requisito estructural biológico importante que 

puede proporcionar una nueva base para el diseño de nuevos compuestos antitumorales. 

Adicionalmente, se encontró que las IC50 obtenidas para las células tumorales HeLa, MDA-MB-

231 y SK-LU-1 hay un porcentaje bajo de liberación de la enzima LDH, lo cual indica que hay 

daño en la membrana celular y por lo tanto presenta baja actividad necrótica. Pero este 

porcentaje es bajo en comparación de muchos quimioterapéuticos que se utilizan hoy en día 

como es el caso del cisplatino que produce nefrotoxicidad (Hanigan y Devarajan, 2003). Además, 

una muerte necrótica puede liberar HMB1, estas moléculas liberadas reclutan células inmunes, 

contribuyendo a la inflamación y metástasis durante el desarrollo del tumor y la terapia contra el 

cáncer (Lee et al., 2018).  

Por estas razones se ha recurrido a buscar compuestos que tengan actividad apoptótica y en el 

caso de la fracción 56, además de presentar actividad antiproliferativa con baja actividad 

necrótica, también induce a las células tumorales a una muerte apoptótica, indicando que la 

fracción 56 induce a las células tumorales a ser eliminadas por un proceso apoptótico. Estos 

resultados concuerdan con el trabajo de Fang, et al., (2018), quien reportó que algunos 

eremofilanos eran capaces de inducir una muerte apoptótica en células tumorales ACHN. Sin 

embargo, como se puede observar en la Figura 10, en algunos casos el porcentaje de células 

positivas a la caspasa-3 activa es muy bajo, sugiriendo que la apoptósis no es el único 

mecanismo por el cuál las células tumorales son eliminadas y esto coincide con lo reportado por 

Yuan et al., (2015), quien observó que los eremofilanos estudiados indujeron la detención del 

ciclo celular en la fase G2/M en las células MDA-MB-231. 
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Con respecto a la actividad selectiva, es relevante resaltar que la fracción 56 no afectó el 

potencial proliferativo de células linfocíticas, sugiriendo que esta fracción presenta una acción 

selectiva, la cual concuerda con el trabajo de Neganova et al., (2020), donde el eremofilano 

estudiado no tuvo ningún efecto secundario tóxico en células sanas. La importancia de estos 

ensayos radica en que los quimioterapéuticos utilizados hoy en día, de acuerdo a Luna et al., 

(2017) son poco selectivos y su aplicación indiscriminada tanto en tejidos sanos como enfermos 

provoca efectos secundarios devastadores que pueden ser severos y crónicos.  

Como ya se ha mencionado una limitante de la quimioterapia es la resistencia de las células 

tumorales a los medicamentos, la cual está relacionada con la sobreexpresión de la 

glicoproteína-P (PGP) (Avendaño y Menéndez, 2008; Gómez et al., 2002). Por esta razón, es 

importante mencionar que se ha encontrado que algunos eremofilanos fueron capaces de inhibir 

selectivamente el crecimiento tumoral de la glucoproteína-P (PGP) que sobre-expresa la línea 

celular KB-VIN resistente a múltiples fármacos (MDR) (Yuan et al., 2015). Además, Van-Haaften 

et al., (2011) reporta que en modelos in vivo se observó una diferencia entre los ratones tratados 

con cisplatino, los cuales se encontraban en mal estado al perder mucho peso y se terminaban 

sacrificando, en comparación con los ratones tratados con un eremofilanoide, que se 

mantuvieron por un período de tiempo mucho más largo. Estos estudios resaltan propiedades 

que poseen algunos eremofilanos con prometedor potencial terapéutico contra el cáncer.  

 

La actividad selectiva de la fracción 56 aunado a su actividad antiproliferativa en las líneas 

tumorales, así como su baja actividad necrótica, sugiere que esta fracción es un candidato 

interesante para ser estudiada en modelos in vivo con el propósito de establecer su actividad 

antitumoral y su potencial terapéutico. 

Para finalizar es importante mencionar que encontrar nuevos compuestos bioactivos es solo el 

primer paso en un camino largo y costoso para las aplicaciones clínicas. Los resultados de este 

trabajo fueron realizados en modelos in vitro, sin embargo, estos tienen que ser validados en 

modelos animales y finalmente en estudios clínicos.  
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10. Conclusiones.  
 

• La fracción 56 de Pittocaulon praecox inhibe la proliferación de las células tumorales 

HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 a concentraciones de IC50 de 16.52 μg/mL, 12.53 μg/mL 

y 14.5 μg/mL para cada línea respectivamente 

 

• La fracción 56 de Pittocaulon praecox posee baja actividad necrótica en células tumorales 

a las concentraciones de IC50 determinadas para las líneas HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-

1.  

 

• La fracción 56 de Pittocaulon praecox induce cambios morfólogicos característicos de 

una muerte celular por apoptosis, además de la presencia de caspasa 3 activa en células 

tumorales. 

 

• Las IC50 de la fracción 56 de Pittocaulon praecox no efecta la proliferación de células 

linfocíticas de humanos y no induce un proceso de muerte necrótica.  
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12. Apendice 
 

Preparación de reactivos 

 

• Medio de cultivo RMPI-1640 

RMPI-1640 (Laboratorio Microlab) 10.43 g/L 

NaHCO3 (SIGMA, USA)  2 g  

 

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCl 1N y 

se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solución se esteriliza por medio de filtrado en vacío 

a raves de una membrana con poro de 0.22 μm. Se almacena a 4°C. 

El medio de cultivo se complementa con suero de neonato bovino (SNB), en la proporción 

requerida y posteriormente es nuevamente filtrado en vacío a través de una membrana con poro 

de 0.22 μm. Se almacena a 4°C.  

 

• Desactivación del suero.  

Una botella de suero de neonato bovino (SNB) se coloca en baño de agua a temperatura 

ambiente para ser descongelado, posteriormente se coloca a baño maría a 57°C durante 30 

minutos. Posteriormente es trasvasado en alícuotas de 50 mL para su mejor manipulación.  

 

• Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiológicas estables durante periodos 

cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los componentes 

se diluyen en un volumen final de 1000 mL de agua bidestilada.  

Cloruro de sodio (SIGMA, USA) 8.00 g 

Cloruro de potasio (SIGMA, USA) 0.20 g 

Fosfato monoácido de sodio (SIGMA, USA) 2.16 g 

Fosfato diácido de potasio (SIGMA, USA) 0.20 g 

 

Los reactivos en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCl 1N y se 

afora a un volumen final de 1000 mL. Esta solución se filtra por medio de filtros de membrana 
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con diámetro de 42 μm, la solución se esteriliza a una presión de 1.20 kg/cm2 y temperatura de 

120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta el momento de su uso. 

 

• Verseno 

Esta solución se emplea para despegar las células tumorales HeLa, MDA-MB-231 y SK-LU-1 

adherentes y funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las 

uniones celulares. Para su preparación se utiliza:  

Etilen-diamen-tetra-acético EDTA (SIGMA, USA) 0.4 g 

Cloruro de sodio (NaCl) (SIGMA, USA) 8.0 g 

Cloruro de potasio (KCl) (SIGMA, USA) 0.4 g 

Tris (SIGMA, USA) 3.04 g 

  

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.7 con HCl 1 N y 

se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solución se esteriliza a una presión de 1.20 kg/cm2 y 

temperatura de 120°C durante 20 minutos. Se almacena a 4°C hasta el momento de su uso. 

 

• Solución cristal violeta (0.1%) 

Para preparar 500 mL de cristal violeta en una concentración 0.1% se requiere previamente 

preparar una solución amortiguadora de ácido fórmico 200 mM con un pH 6. Posteriormente se 

adiciona el cristal violeta, se solubiliza y se filtra usando papel Whatman número 2. Se almacena 

a temperatura ambiente.  

Hidróxido de sodio (NaOH) (SIGMA, USA) 1.98 g 

Ácido Fórmico (SIGMA, USA) 2.14 g 

Cristal Violeta (SIGMA, USA) 0.5 g 

 

• Glutaraldehído (1.1%) 

A 1.57 mL de glutaraldehído (70% v/v) se le agrega 98.43 mL de agua bidestilada y se almacena 

a una temperatura de 4°C. 

Solución de ácido acético (10%) 

A 10 mL de ácido acético (J. T. Baker) se le agrega 90 mL de agua bidestilada 
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• Camptotecina 

Se disuelven 5 mg de camptotecina de 1 mL de DMSO. Se almacena a temperatura ambiente  

 

• Paraformaldehído al 2% 

Se calienta en baño maría a 60°C 20 mL de PBS y se agregan 0.4 g de paraformaldehído, una 

vez disuelto, se coloca la solución en hielo.  
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