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RESUMEN 

El cáncer cervicouterino (CaCU) es en un grave problema de salud pública en la 

población femenina de México y el mundo. El tratamiento de primera línea en 

etapas avanzadas de CaCU consiste en el uso de quimioterapia con diferentes 

fármacos; sin embargo, su toxicidad, efectos secundarios y quimioresistencia 

celular han promovido la búsqueda de otras alternativas. En esta investigación nos 

enfocamos en el Carboplatino, el Etopósido y la Vincristina; tres fármacos 

antineoplásicos con diferentes mecanismos de acción usados en la clínica para el 

tratamiento de diversos tumores. Utilizando la línea celular derivada de CaCU 

HeLa VPH18+, evaluamos el efecto citotóxico de estos fármacos mediante 

ensayos de citotoxicidad, así como su capacidad para inducir apoptosis midiendo 

la actividad de las caspasas 3/7 y la formación de la escalera de ADN, por ultimo 

analizamos la expresión de la proteína p53 mediante western blot, el cual es un 

factor de transcripción con un papel muy importante ya que suprime el desarrollo 

del cáncer, debido a su capacidad para inducir apoptosis y otros procesos 

celulares. Nuestros resultados demostraron que los tres fármacos provocan un 

efecto citotóxico dosis dependiente a las 48 horas de tratamiento; además, se 

evidenció el efecto apoptótico inducido por la Vincristina y el Etopósido 

principalmente; mientras que el Carboplatino también indujo este tipo de muerte 

celular en menor proporción. El uso de pifitrina alfa, inhibidor especifico de p53, 

disminuyó la actividad de las caspas 3/7 inducido por los tres fármacos, más 

notablemente con Etopósido y Vincristina, infiriendo que p53 podría estar 
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involucrado; sin embargo, no se encontraron cambios significativos en la expresión 

de esta proteína con ninguno de los tratamientos en relación con el control. Estos 

resultados indican que el Carboplatino, aunque provoca un efecto citotóxico en las 

células HeLa, tiene un bajo potencial para inducir apoptosis, por lo que podrían 

estar involucrados otros tipos de muerte celular. Por su parte, el Etopósido y la 

Vincristina fueron los principales inductores de apoptosis, y al parecer la vía de 

activación de este tipo de muerte no está regulada directamente por p53, 

sugiriendo que estarían involucradas otras vías independientes a p53. Se propone 

el uso de la Vincristina como una alternativa potencial en tratamiento del CaCU, 

que en combinación con otros fármacos antineoplásicos potencien la citotoxicidad 

en las células tumorales. 

1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Cáncer   

Las células tumorales se caracterizan por una rápida proliferación, evasión de la 

muerte celular por apoptosis, inducción de angiogénesis e invasión a otros tejidos 

mediante la migración por el torrente sanguíneo, proceso conocido como 

metástasis (Jacob et al, 2018). En el mundo, el cáncer es la principal causa de 

muerte, asociado al estado socioeconómico y al crecimiento poblacional. Para el 

2020 se reportó una prevalencia de 50.5 millones de casos (GLOBOCAN, 2020). 

Existen múltiples factores de riesgo para el desarrollo del cáncer incluyendo la 

genética, y el aumento en las mutaciones, asociadas al envejecimiento o a la 
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exposición a compuestos químicos, radiación o la presencia de ciertos 

microorganismos como virus o bacterias (Hassanpour & Dehghani, 2017).  

 

1.2. Cáncer cervicouterino 

El agente etiológico del cáncer cervicouterino (CaCU) es el virus del papiloma 

humano de alto riesgo  (VPH-AR); este tipo de tumor se origina cuando las células 

escamosas o glandulares que recubren el cérvix en la parte inferior del útero 

comienzan a crecer fuera de control (ACS, 2021). El CaCU es el cuarto cáncer con 

mayor incidencia, así como el tercero con mayor mortalidad en mujeres a nivel 

mundial; mientras que, en México, el CaCU es un grave problema de salud pública 

para las mujeres, ya que ocupa el segundo lugar con mayor incidencia y 

mortalidad con un estimado para el 2020 de 9,439 casos nuevos y 4,335 muertes 

(GLOBOCAN). 

La infección con el VPH-AR es necesaria mas no suficiente para el desarrollo del 

CaCU; existen otros factores que incrementan el riesgo tales como el inicio 

temprano de actividades sexuales, múltiples embarazos, anticonceptivos orales, 

obesidad, tabaquismo, y se ha asociado también a co-infecciones con otros 

microorganismos como herpes o virus de inmunodeficiencia humana (Johnson et 

al, 2019). El tratamiento estándar para pacientes en etapas iniciales de CaCU es 

mediante cirugía, y en atapas avanzadas se recomienda la radioterapia y/o 

quimioterapia con el fármaco antineoplásico cisplatino administrado solo o en 

combinación con otros fármacos como el Carboplatino, Paclitaxel, Topotecán o 

Ifosamida (Hill, 2020; Kumar et al, 2018). 
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1.3. Virus de papiloma humano (VPH) 

Los VPH son virus pequeños, carentes de envoltura nuclear y con un genoma de 

ADN bicatenario (Knipe & Howley, 2013), los cuales tienen un tropismo por el 

epitelio escamoso; a pesar de que existe una gran variedad de genotipos, la 

mayoría no causa lesiones mayores. Sin embargo, dentro de la clasificación de 

VPH-AR, principalmente el VPH16 y VPH18 generan neoplasia intraepitelial (de 

Martel et al, 2012). Su genoma se divide en tres diferentes regiones, una temprana 

en donde están contenidos aquellos genes involucrados en la replicación viral, la 

región tardía que transcribe a las proteínas estructurales de la cápside y la tercera 

región, la LCR que contiene el origen de replicación y las secuencias control de la 

transcripción (Balasubramaniam  et al, 2019) 

La infección por el VPH, inicia cuando las partículas virales tienen acceso a la 

capa basal del epitelio, donde en la superficie celular interaccionan con 

proteoglicanos de heparán sulfato, y receptores secundarios que facilitan la 

incorporación viral a la célula y la subsecuente transferencia del genoma viral al 

núcleo, estableciéndose como un episoma con un numero bajo de copias en la 

célula hospedadora (Balasubramaniam et al, 2019) 

El desarrollo de CaCU se atribuye principalmente a los oncogenes virales E6 y E7, 

los cuales se encuentran en la región temprana del genoma viral. La proteína E7 

de alto riesgo (E7-AR) está principalmente asociada a la progresión del ciclo 

celular y la inhibición de la diferenciación celular al asociarse con pRb y otros 

miembros de la familia de la proteína Retinoblastoma (Doorbar et al, 2012), lo que 

provoca una activación del factor de transcripción E2F, que a su vez activa 

numerosos genes requeridos por la célula para promover la progresión del ciclo 
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celular de la fase G1 a la fase S. Por otro lado, la oncoproteína E6, promueve la 

inmortalización de las células cancerosas, a través de la activación de la 

telomerasa e inhibición de la apoptosis al degradar a p53 y a Bax (Mosweu et al, 

2020; Sung et al, 2017). 

 

1.4. Apoptosis 

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada altamente regulado y 

sin respuesta inflamatoria, está involucrada en múltiples eventos como el 

desarrollo embrionario, renovación celular, respuesta inmune y la prevención de 

carcinogénesis (Xu, et al, 2019).  

La activación de la apoptosis depende de diferentes cisteín-aspartato proteasas 

conocidas como caspasas, las cuales se dividen en dos categorías, iniciadoras y 

ejecutoras (D´Arcy, 2019). Las caspasas iniciadoras activan a las caspasas 

ejecutoras y estas inician una cascada de eventos que promueven la 

fragmentación del ADN a través de la activación de endonucleasas y proteasas 

que favorecen la degradación de proteínas nucleares y del citoesqueleto, así como 

la expresión de ligandos para células fagocíticas y la formación de cuerpos 

apoptóticos (Martinvalet et al, 2005; Poon et al, 2014).  

La apoptosis se divide en la vía la intrínseca y la extrínseca (Figura 1). En la vía 

intrínseca, el inicio de la apoptosis se activa a través de estímulos como la 

ausencia de hormonas o citocinas inhibidoras de muerte celular y ciertos factores 

de crecimiento, así como la radiación, toxinas, hipoxia, infecciones virales y 

radicales libres. Las señales antes mencionadas favorecen alteraciones en el 

potencial de la membrana mitocondrial externa promoviendo la generación de un 
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poro que permite la liberación de proteínas pro-apoptóticas como citocromo c, 

Smac/Diablo y HtrA2/Omi desde el espacio intermembranal hacia el citosol. 

Posteriormente, el citocromo c se une a APAF 1 formando el  complejo conocido 

como apoptosoma, el cual recluta a la pro-caspasa 9 activándola e iniciando así la 

apoptosis (Figura 1),(Carneiro & El-Deiry, 2020). 

La vía extrínseca es iniciada por células natural killer o macrófagos cuando sus 

ligandos se unen a receptores de muerte localizados en la membrana celular de la 

célula blanco. Algunos receptores miembros de la familia del Factor de Necrosis 

Tumoral (TNF) son Fas, DR4/DR5, TNF-R1, entre otros. Una vez formado el 

complejo ligando-receptor recluta a la proteína adptadora FADD a través de su 

dominio de muerte (DD); la formación del receptor y FADD recluta a pro-caspasa 8 

mediante el dominio efector de muerte (DED) formando el complejo de 

señalización inductor de muerte (DISC, por sus siglas en inglés). La formación del 

DISC promueve la dimerización y activación de la caspasa 8. Posteriormente, la 

caspasa-8 activa a la caspasa-3 (ejecutora) permitiendo así el inicio de la cascada 

proteolítica de la apoptosis (Figura 1), (D´Arcy, 2019). 

Durante la última etapa de la apoptosis, la caspasa-3 escinde al factor de 

fragmentación de ADN (DFF) el cual es un heterodímero con una subunidad 

catalítica de 40 kDa (DFF40) y una subunidad regulatoria de 45 kDa (DFF45). 

DFF40 tiene actividad de endonucleasa, fragmentando el ADN nuclear en 

segmentos de 180 pb y múltiplos de este (180, 360, 540, 720 pb, etc.) formando 

un patrón conocido como escalera de ADN (Majtnerová & Rousar, 2018).  

Por otro lado, la inducción de apoptosis puede ser independiente a caspasas a 

través del factor de inducción de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G (EndoG), los 
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cuales se translocan desde la mitocondria hasta el núcleo provocando la 

fragmentación del ADN y la condensación de la cromatina (Ranjan & Iwakuma, 

2016). 

 

Figura 1.  Esquema general de la apoptosis (Modificada de Lagunas-Martínez 
et al, 2010). 
 

1.5. Proteína p53 y sus funciones celulares 

El gen p53 codifica para una proteína con un peso molecular de 53 kDa, la cual 

funciona como un factor de transcripción que regula la expresión de 3,000 genes 

aproximadamente; es considerado el guardián del genoma ya que está 

fuertemente involucrado en el mantenimiento y la estabilidad genómica, regulando 

procesos como el arresto del ciclo celular, reparación de ADN, senescencia, 
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autofagia y apoptosis, regulando así, la supresión del desarrollo de cáncer (Figura 

3). Se ha encontrado que p53 se encuentra mutado o inactivado en alrededor del 

50% de todos los tipos de cáncer (Liu et al 2019; Aubrey et al 2018). 

Esta proteína presenta tres dominios generales (Figura 2), un segmento amino 

terminal que interactúa con proteínas reguladoras y componentes de la maquinaria 

de transcripción basal, un dominio de unión al ADN y un dominio carboxilo terminal 

regulatorio, que permite la tetramerización del polipéptido, perimitiéndole 

interactuar con otras proteínas de p53. La formación de tetrámeros es fundamental 

para la modificación postraduccional de p53 y su capacidad para activar o reprimir 

la transcripción de genes diana para inhibir el crecimiento tumoral. (Meek & 

Anderson, 2010; Nguyen et al, 2014; Joerger & Fersht, 2016, Kamada et al, 2010). 

 

Figura 2. Estructura de p53. (A) Arquitectura de los dominios de p53 (B) 
estructura tridimensional de p53 (Tomada de Chillemi et al, 2013). 
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La proteína p53 es traducida  constantemente en una célula normal, 

desempeñando su actividad principalmente en el núcleo celular; su vida media es 

de 6 a 20 min, ya que es rápidamente degradada al ser ubiquitinada por la E3 

ubiquitina ligasa MDM2 (Shen et al, 2013). No obstante, el daño al ADN, la hipoxia 

o la activación de oncogenes, regulan positivamente a p53 a través de 

modificaciones postraduccionales como fosforilación, acetilación y O-glicosilación 

que estabilizan a la proteína incrementando su vida media y por tanto sus niveles 

en la célula (Tan et al,  2019). 

Cuando se genera daño al ADN, p53 inhibe la progresión del ciclo celular de la 

fase G1 a la fase S para activar los sistemas de reparación del ADN. 

Alternativamente, cuando este daño es irreparable, p53 induce muerte celular al 

activar la transcripción de genes que inician la apoptosis intrínseca  y/o autofagia 

como Bax, PUMA,  Noxa, Beclina-1 y LC3  (Aubrey et al, 2018), o genes que 

codifican para receptores que activan la vía extrínseca de la apoptosis, como el 

receptor FAS (Tan et al, 2019). Además, p53 regula la apoptosis de forma 

independiente a la transcripción, al interactuar con varios miembros anti-

apoptóticos de la familia de Bcl-2 en el citoplasma (Tan et al, 2019). Para dilucidad 

la función de esta proteína se han utilizado diversas estrategias como la mutación 

o deleción de p53 o de inhibidores. 
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Figura 3.  Señalización de p53. En respuesta a estrés genotóxico (daño a ADN, 
estrés oxidativo, etc.), no genotóxico (hipoxia, deficiencia de nutrientes etc.) y 
activación de oncogenes, se favorece la modificación postraduccional de p53, 
promoviendo su liberación de MDM2 y llevando a cabo sus diferentes funciones en 
el núcleo o en el citoplasma (Imagen modificada de Menéndez et al, 2018). 
 

1.6. Pifitrina-α como inhibidor de p53 

Es un compuesto soluble en agua, el cual ha sido identificado como un inhibidor 

especifico de p53 al bloquear su actividad transcripcional, su unión al ADN, así 

como su translocación nuclear al interactuar directamente con la hsp90, una 

chaperona que favorece la estabilización de p53 (Zhu et al, 2020). También se ha 

reportado que la Pifitrina-α puede reducir la estabilidad de p53 dentro del núcleo 

(Guo et al, 2019). Debido a la actividad inhibitoria de p53, Pifitrina-α es usada para 
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conocer los mecanismos dependientes de esta proteína como la apoptosis, la 

respuesta a fármacos y el daño al ADN (Zhu et al, 2020).  

 

2. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS  

2.1. Fármacos antineoplásicos 

Los fármacos antineoplásicos o quimioterapéuticos son usados como  tratamiento 

de primera línea en diferentes tipos de cáncer, utilizándose en conjunto con otros 

tratamientos como cirugía y/o radiación (Kwok et al, 2017). El objetivo de la 

quimioterapia es eliminar toda aquella célula tumoral viable con el menor daño 

posible al tejido normal del paciente, esto ocurre al bloquear alguna vía metabólica 

o bioquímica dentro de la célula. Los fármacos antineoplásicos tienen diferentes 

mecanismos, ya sea inhibiendo la síntesis de ADN, interfiriendo directamente en 

las funciones de los ácidos nucleicos o bloqueando la producción de diversas 

proteínas importantes en el ciclo celular (Kwok et al, 2017). 

 

2.1.1 Carboplatino 

El Carboplatino (1,1-ciclobutildicarboxilato) es un agente alquilante perteneciente 

al grupo de compuestos de platino, es un derivado del Cisplatino; sin embargo, 

este es menos tóxico y genera menos efectos secundarios (Nabors et. al., 2016). 

Es usado comúnmente para el tratamiento de cáncer de ovario, testículos, cabeza 

y cuello y pulmón (de Sousa et al, 2014). Su mecanismo de acción consiste en la 

unión directa al ADN, donde forma aductos que generan dímeros inter o 

intracatenarios interfiriendo así con la replicación y transcripción, desencadenando 

la muerte celular (de Sousa et al, 2014). 
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Diversos estudios han evaluado el efecto citotóxico del Carboplatino en la línea 

celular HeLa (VPH18+) (Aborehab & Osama, 2019; Tang et al, 2018; Aranda, 

2016), en los que se ha observado una disminución dosis dependiente en la 

viabilidad celular en respuesta al tratamiento. En experimentos previos se 

utilizaron diversas concentraciones a 48 h de tratamiento estableciendo la IC50 a 

200 μM (Aranda, 2016); y en otro ensayo se obtuvo una IC50 de 870 μM a 24 h de 

tratamiento (Aborehab & Osama, 2019). Por su parte Tang y colaboradores 

utilizaron 67 y 134 μM de Carboplatino obteniendo un efecto citotóxico del 80% y 

90% respectivamente, a las 48 h post-tratamiento (Tang et al, 2018). 

Además, en células HeLa tratadas con Carboplatino a 67 y 134 μM, la disminución 

en el potencial de membrana mitocondrial y los análisis con Anexina V/Ioduro de 

propidio señalan la inducción de muerte celular por apoptosis (Tang et al 2018; 

Aborehab & Osama, 2019). A su vez,  se ha reportado un incremento en la 

expresión de las proteínas p53 y  caspasa 3, aunado a la disminución del gen anti-

apoptótico Bcl-2 (Aborehab & Osama, 2019). De manera importante, esta misma 

inducción de apoptosis por p53 se ha observado en líneas celulares derivadas de 

CaCU como SiHa y CaSki, ambas VPH16+ (Singh et al, 2007; Lee et al, 2010).  

 

2.1.2 Etopósido 

Es un inhibidor semisintético de la enzima topoisomerasa comúnmente usado en 

el tratamiento de cáncer de pulmón, testículo, linfomas y glioblastomas (Zhang et 

al 2021). El Etopósido inhibe la reparación de ADN dañado por parte de la 

topoisomerasa ll, al unirse al complejo topo ll-ADN a través de enlaces covalentes 

(Osheroff, 1989; Burden et al, 1996), lo que frena la transcripción, síntesis de ADN 
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y por tanto la mitosis, conduciendo finalmente a la muerte celular (Robinson & 

Osheroff, 1991). 

En un trabajo previo se encontró que el etopósido a diferentes concentraciones 

(50, 75, 100, 200 y 400μM) provoca un efecto citotóxico dosis dependiente a las 

48 h de tratamiento en las líneas celulares HeLa y SiHa (Aranda, 2016). También 

se ha demostrado el efecto sinérgico del etopósido con otros compuestos, entre 

ellos KG-130 (compuesto extraído del ginseng), inhibiendo el crecimiento celular 

en un 70% en la línea celular HeLa, con una dosis de 17 μM de etopósido durante 

24 h (Lee et al, 2010).  

Por otra parte, en la línea celular HeLa, el Etopósido en combinación con el KG-

135 incrementa la actividad de la caspasa 3; además se encontró un incremento 

en los niveles de expresión de la proteína p53 en sus variantes fosforiladas, así 

como las proteínas Bax y p21 dependientes de p53 (Lee et al, 2010). En la línea 

celular CaSki (VPH16+) el tratamiento con Etopósido aumenta la expresión de la 

proteína de p53, y de los genes Beclina-1 y LC3, los cuales son dependientes de 

p53; y si bien en este estudio no se evaluó apoptosis, la presencia de estos 

factores podría estar relacionada con este tipo de muerte celular (Lee et al, 2007). 

 

2.1.3 Vincristina 

La Vincristina, un vinca alcaloide extraído de la planta Vinca rosea, es un 

compuesto lípo-soluble, el cual se une a las subunidades β-tubulina de las 

estructuras microtubulares intracelulares provocando su despolimerización y de 

esta forma, inhibiendo la progresión de la mitosis y promoviendo la muerte celular 

(Lobert et al, 1996; Carincross et al, 2013). Esta indicado en el tratamiento de 
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leucemia linfocítica aguda, leucemia mieloide aguda, gliomas, oligodendroglioma 

anaplásico y diversos linfomas (Lee et al,2019; Li et al, 2020). 

Se ha reportado que por los mecanismos de unión a β-tubulina, la Vincristina tiene 

un efecto citotóxico dosis dependiente a las 48 h y 72 h de tratamiento, no solo en 

células HeLa, sino también en múltiples líneas celulares como SiHa, MCF-7 y SK-

OV-3 (Aranda, 2016; Zdioruk et al, 2020).  

Se sabe que la Vincristina en células HeLa además de inhibir la progresión del 

ciclo celular en la fase G2/M e inducir muerte celular por catástrofe mitótica 

(Zdioruk et al, 2020), puede activar la vía intrínseca de la apoptosis, debido a la 

presencia de las proteínas pro-apoptóticas Bax y citocromo c, que provocan el 

aumento en la actividad proteolítica de las caspasas (Groth-Pedersen et al, 2007).  

Sin embargo, a pesar de conocerse el efecto citotóxico de estos fármacos, aún no 

se conoce si es a través de p53 o de otras vías.  

 

3. JUSTIFICACIÓN 

El cáncer cervicouterino (CaCU) es un grave problema de salud pública en México 

y a nivel mundial por su alta tasa de incidencia y mortalidad en mujeres. El 

tratamiento actual contra el CaCU consiste en cirugía y quimioterapia con el 

fármaco Cisplatino; sin embargo, este tratamiento es inespecífico para células 

tumorales y provoca diversos efectos secundarios en los pacientes, por lo que es 

necesario buscar nuevas alternativas de tratamiento con menores efectos 

secundarios o bien mejorar la especificidad de los fármacos utilizados 

actualmente. 
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Los fármacos antineoplásicos Carboplatino, Etopósido y Vincristina se usan para 

el tratamiento de diversos tumores sólidos y se ha demostrado la reducción del 

tamaño de éstos; su mecanismo de acción consiste en la generación de enlaces 

cruzados de ADN, rompimientos de doble hebra y la unión a tubulina inhibiendo la 

división mitótica, respectivamente; esto provoca la inhibición de la progresión del 

ciclo celular y posteriormente la muerte celular principalmente en células que 

están en constante proliferación, como son las células tumorales. 

P53 es un factor de transcripción que activa apoptosis y otros procesos celulares 

cruciales en la eliminación de células cancerígenas y probablemente esté 

involucrada en la respuesta celular ante Carboplatino, Etopósido y Vincristina; la 

evidencia experimental indica que estos fármacos antineoplásicos son citotóxicos 

en células VPH+, efecto posiblemente asociado a la inducción de muerte celular 

por apoptosis. Por este motivo, el presente estudio, además de confirmar la 

inducción muerte celular por apoptosis de carboplatino, etopósido y vincristina, 

pretende evaluar la participación de p53 en este proceso. La investigación 

realizada va encaminada a entender el mecanismo de acción de estos fármacos, y 

proponerlos como una posible alternativa de tratamiento en combinación con el 

Cisplatino, para mejorar su especificidad sobre células tumorales, ampliando el 

panorama de alternativas de tratamiento contra el CaCU.   

 

4. HIPÓTESIS 

Los fármacos antineoplásicos Carboplatino, Etopósido y Vincristina inducen 

muerte celular por apoptosis asociada a la vía de activación de p53 en células 

HeLa derivadas de cáncer cervicouterino.  
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

Evaluar si los fármacos antineoplásicos Carboplatino, Etopósido y Vincristina 

inducen muerte celular por apoptosis asociada a la vía de activación de p53 en 

células HeLa  VPH18+ derivadas de cáncer cervicouterino. 

 

5.2 Objetivos específicos   

1. Evaluar el efecto citotóxico inducido por los fármacos antineoplásicos 

Carboplatino, Etopósido y Vincristina en células HeLa.  

2. Determinar el efecto apoptótico de Carboplatino, Etopósido y Vincristina  en 

células HeLa. 

3. Determinar la participación de p53 en la inducción de apoptosis en células HeLa 

tratadas con los fármacos mencionados. 

 

6. METODOLOGÍA  

6.1 Cultivo y siembra celular 

Se utilizó a la línea celular HeLa VPH18+ derivada de CaCU, cultivándola en 

frascos de 25 cm2 con 3.5 mL de medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SFB) y 1X de antibiótico-

antimicótico (penicilina, estreptomicina y anfotericina B), y se incubaron a 37°C en 

una atmosfera de 5% de CO2. 
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6.2 Desprendimiento celular  

Debido a que la línea celular utilizada tiene la característica de adherirse al frasco 

de cultivo, las células se desprendieron usando la siguiente solución: Tripsina 

0.1%, EDTA tetrasódico 0.025%, glucosa 0.1%. Se remueve el medio de cultivo de 

los frascos y se lavó con 3 mL de solución salina de fosfatos (PBS), se agregó 1 

mL de solución para desprender células incubando durante 1 a 2 minutos a 37°C. 

Posteriormente, se agregó 2 mL de medio DMEM suplementado para inactivar a la  

tripsina, colectando la suspensión celular por centrifugación a 2,000 rpm durante 5 

minutos a temperatura ambiente, desechando el sobrenadante,  y se resuspendió 

el botón celular en 1 mL de medio de cultivo suplementado. 

 

6.3 Conteo celular 

Para determinar el número y viabilidad celular se tomaron 20 μL de suspensión 

celular y 20 μL de colorante vital azul tripano en un tubo Eppendorf para obtener 

una dilución 1:2. Posteriormente, se colocaron 10 μL de esta suspensión en la 

cámara de Neubauer contando cuatro cuadrantes en un microscopio invertido, y 

se obtuvo el número total de células de acuerdo con la formula descrita a 

continuación, refiriéndose al número de células totales por mL de suspensión. 

Número de células: Número de células totales/4 x dilución celular x 10,000 x                  

                                 volumen total de la suspensión celular. 
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6.4 Ensayos de citotoxicidad 

Las células HeLa se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a una densidad 

de 10,000 células por pozo con 100 μL de medio DMEM suplementado. Después 

de 24 h se incubaron en presencia de los fármacos antineoplásicos a diferentes 

concentraciones: Carboplatino 150, 200, 225, 250 y 300 μM; Etopósido 150, 200, 

250, 300 y 350 μM y Vincristina 30, 35, 40 y 50 μM durante 48 h. Se incluyó un 

control negativo que fueron las células sin tratamiento. Posterior a la incubación se 

evaluó la viabilidad celular a traves de un ensayo colorimétrico utilizando MTS 

(CellTiter 96® AQueous MTS reagent powder, Promega) colocando 20 μL del 

reactivo por pozo incubándose durante hora y media a 37ºC en una atmosfera al 

5% de CO2, y se midió la absorbancia a una densidad óptica de 490 nm y 690 nm 

en un espectrofotómetro iMark (BIO-RAD). Para el análisis de los resultados se 

restó la lectura del fondo de la placa (690 nm) a la de la muestra (490 nm) para 

cada uno de los valores; donde se normalizó el valor control con células no 

tratadas como el 100% de viabilidad celular para ajustar los valores de los 

diversos tratamientos. Se realizaron tres experimentos independientes por 

duplicado obteniendo el promedio y desviación estándar. Con estos resultados se 

estableció para cada uno de los tratamientos la concentración inhibitoria media 

(IC50), es decir, la concentración a la que se obtiene el 50% de viabilidad celular. 

 

6.5 Actividad de caspasa 3/7 como indicador de muerte celular por apoptosis 

Las células HeLa se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a una densidad 

de 10,000 células por pozo con 100 µL de medio DMEM suplementado; al día 

siguiente se incubaron en presencia de los fármacos antineoplásicos a la dosis 
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IC50: Carboplatino 250 µM, Etopósido 350 µM y Vincristina 50 µM y se incubaron 

durante 48 h. Se incluyó un control negativo que son células sin tratamiento, y un 

control positivo con Cisplatino 15 µM, que es el fármaco de primera línea para el 

tratamiento de cáncer cervicouterino.  

En otra serie de experimentos para determinar si la actividad de caspasas 3/7 está 

regulada por p53 se usó el inhibidor de p53 Pifitrina-α (10 µM) incubando las 

células con este durante 2 h previas al tratamiento con los fármacos 

antineoplásicos, y posteriormente incubando durante 24 h. En ambos 

experimentos la actividad de caspasas se midió utilizando el reactivo Caspase-

Glo® 3/7 Assay Kit de Promega (100 µL/pozo) incubando por 30 minutos en 

ausencia de luz. La cuantificación se realizó en el Luminómetro Glomax Multi 

Detection System (Promega). Se realizaron tres experimentos independientes por 

duplicado, y se obtuvo el promedio y la desviación estándar. 

 

6.6 Escalera de ADN como indicador de muerte celular por apoptosis  

Este ensayo se realizó sembrando las células HeLa en placas de cultivo de 6 

pozos a una densidad de 800,000 células por pozo con 1500 µL de medio DMEM 

suplementado. Al día siguiente las células se trataron con Carboplatino, Etopósido 

o Vincristina a la dosis IC50, y se incubaron durante 24 h; se utilizaron también 

células no tratadas como control negativo. Transcurrida la incubación, se 

colectaron las células  en suspensión  por centrifugación a 2,500 rpm durante 5 

minutos, y las células  adheridas a la placa se desprendieron con 700 µL de 

solución para desprender células incubando durante 1 minuto a 37°C, 

posteriormente se agregó 700 µL de medio DMEM suplementado para inactivar la 
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tripsina, y las células se colectaron por centrifugación usando las condiciones 

antes mencionadas, desechando el sobrenadante; el  precipitado se resuspendió 

en 100 µL de tampón de lisis hipotónico durante 45 minutos en hielo, 

posteriormente se centrifugó a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4°C, y la 

suspensión se transfirió a otro tubo que se incubó durante 30 minutos a 50°C en 

presencia de 0.2 mg/mL de RNasa A y 0.2 mg/mL de proteinasa K. El ADN se 

precipitó con isopropanol y NaCI durante toda la noche a una temperatura de -

20°C, después la muestra se centrifugó a 14,000 rpm y se resuspendió en 20 µL 

de Tris-HCL 10 mM pH 8.5. El producto resultante se analizó por electroforesis en 

gel de agarosa al 2% a 100 V durante 1.5 h y fue visualizado mediante un 

iluminador UV. Se realizaron tres experimentos independientes. 

 

6.7 Detección de p53 mediante Western blot   

Después del tratamiento con los fármacos antineoplásicos, las células se lavaron y 

lisaron con buffer RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% SDS y 0.1% 

NP-40) suplementado con inhibidores de proteasas. Se realizó extracción de 

proteínas totales, incubando durante 30 min los extractos protéicos en hielo y con 

agitación en vórtex para una completa disgregación de las células; posteriormente, 

la muestra se centrifugó a 13,000 rpm por 30 min a 4°C. Posteriormente, se 

recuperó el sobrenadante que contenía las proteínas totales. 

 La concentración de proteína se determinó utilizando el kit BCA Protein Assay 

(Thermo Scientific). Se utilizaron 50 μg de proteína total para realizar Western Blot 

separando las proteínas mediante geles de poliacrilamida SDS al 10% en 
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condiciones desnaturalizantes, y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 

(GE Healthcare). Las membranas fueron bloqueadas por una hora con 5% de 

leche libre de grasa (Svelty, Nestle), e incubadas con el anticuerpo anti-p53 HRP 

toda la noche a 4°C; y después se lavaron tres veces con PBS-0.1% Tween-20.  

Posteriormente, la membrana se incubó utilizando el reactivo de quioluminiscencia 

del kit SuperSignal West Pico chemiluminiscence (Pierce), y las imágenes fueron 

adquiridas por quimioluminiscencia en el equipo iBright. El anticuerpo anti-actina-

HRP fue utilizado como un control de carga. Adicionalmente, se utilizaron las 

células C33A como control positivo para la expresión de p53. Se realizaron tres 

experimentos independientes. 

 

6.8 Análisis estadístico 

Se realizó el análisis estadístico de los datos obtenidos mediante la prueba 

Wilcoxon-Mann-Whitney en el software Minitab versión 20.3, donde el valor de P 

≤0.05 consideró estadísticamente significativas a las diferencias entre el control y 

los tratamientos realizados. 

 

 

7. RESULTADOS 

7.1 Efecto citotóxico de los fármacos antineoplásicos  

Para evaluar el efecto citotóxico del Carboplatino, Etopósido y Vincristina las 

células HeLa fueron incubadas durante 48 h con los fármacos antineoplásicos a 

diferentes dosis, tomando como referencia trabajos previos (Aranda, 2016). Se 
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encontró que los tres fármacos provocaron un efecto citotóxico dosis dependiente, 

y se estableció la dosis letal media IC50 para Carboplatino 250 μM, Etopósido 350 

μM y Vincristina 50 μM (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Efecto citotóxico de los fármacos antineoplásicos en la línea 
celular HeLa. Las células se incubaron con diferentes concentraciones de los 
fármacos durante 48 h, y se midió la viabilidad celular por la incorporación 
delMTS. Se muestra el promedio de 3 experimentos independientes por duplicado 
± Desviación estándar (DE). El asterisco (*) indica un valor de P≤0.05 
estadísticamente significativo. 
 
 
7.2 Efecto de los fármacos antineoplásicos en la inducción de apoptosis  

 

La fragmentación del ADN en múltiplos de 180 pb es un marcador de muerte 

celular por apoptosis. Los resultados en el gel de agarosa muestran la 

fragmentación del ADN en las células HeLa tratadas con los fármacos 
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antineoplásicos; con Vincristina la formación de la escalera de ADN fue mayor en 

comparación con el Etopósido; sin embargo, el Carboplatino se observó efecto en 

la formación del patrón de oligómeros de ADN (Figura 5); lo que indica que la 

Vincristina fue el principal inductor de muerte por apoptosis en estas células.  

 

 

Figura 5. Formación de la escalera de ADN como indicador de apoptosis en 
células HeLa tratadas con fármacos antineoplásicos. Las células se incubaron 
con los fármacos a la dosis IC50 durante 48 h; se obtuvo el DNA y se separó 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. (M) Marcador de peso molecular 
(1 Kb), 1. Control negativo con células sin tratamiento, 2. Carboplatino 250 μM, 3. 
Etopósido 350 μM, 4. Vincristina 50 μM, 5. Control positivo con Cisplatino 15 μM. 
Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos independientes.  
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7.3 Participación de p53 en la inducción de apoptosis en respuesta al 

tratamiento con los fármacos antineoplásicos  

 

Para determinar si la proteína p53 tiene un papel relevante en la inducción de 

apoptosis en respuesta al tratamiento con los fármacos antineoplásicos a las dosis 

IC50, las células HeLa se incubaron en presencia o ausencia de Pifitrina-α, un 

inhibidor especifico de p53, que bloquea ciertas modificaciones postraduccionales 

y su traslocación al núcleo, entre otros procesos; y posteriormente se midió la 

activación de caspasas 3/7 como indicadoras de apoptosis. 

En las células no tratadas con Pifitrina-α, el Etopósido provocó un incremento de 

6.7 veces más en la actividad de caspasas con relación al control sin tratamiento; 

mientras que el Carboplatino y la Vincristina incrementaron dicha actividad 2 y 3 

veces más, respectivamente (Figura 6), indicando que el Etopósido es un mejor 

inductor de apoptosis.    

Por su parte, la Pifitrina-α inhibió considerablemente la activación de caspasas 3/7 

con los tres fármacos evaluados; para el Etopósido y la Vincristina el efecto fue 

similar, la inhibición fue de 8.8 y 9 veces más con relación al control sin PFT-α, 

respectivamente, por su parte, con el Carboplatino esta inhibición fue de 3.2 veces 

más (Figura 6). Estos resultados indican que la apoptosis está regulada de 

manera importante por la activación de p53 inducida por los diversos fármacos. 
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Figura 6. Actividad de caspasas 3/7 en respuesta al tratamiento con 
fármacos antineoplásicos. Las células HeLa se incubaron con los fármacos 
antineoplásicos a la dosis IC50 durante 24 h. En otra serie de experimentos las 
células se trataron con Pifitrina-α (10 μM) 2 h antes del tratamiento con fármacos, 
incubando durante 24 h. Se evaluó la actividad de las caspasas 3/7 como se 
indica en la sección de metodología. Se muestra el promedio de tres experimentos 
independientes con duplicado ± DE. El asterisco (*) indica un valor de P≤0.05 
estadísticamente significativo. 
 

Por otro lado, para determinar si el efecto citotóxico y la inducción de muerte 

celular por apoptosis provocado por los fármacos antineoplásicos está regulada 
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Encontramos que no hubo cambios en la expresión de p53 con ninguno de los 

fármacos antineoplásicos en comparación con las células control sin tratamiento 

(Figura 7). Como se esperaba, las células C33A que se utilizaron como control 

positivo, ya que sobreexpresan p53 debido a que estas células tienen una 

mutación en la arginina 273, impidiendo su degradación por MDM2. 

 

Figura 7. analisis de expresión de p53 mediante western blot en células HeLa 
tratadas con los fármacos antineoplásicos. El ensayo se realizó 48 h después 
del tratamiento con los fármacos antineoplásicos como se indica en la sección de 
metodología. Se utilizó actina como control de carga, y la línea celular C33A (p53+) 
como control positivo. Se muestra una imagen representativa de tres experimentos 
independientes.  
 

 

8. DISCUSIÓN  

En este trabajo evaluamos la capacidad que tienen los fármacos antineoplásicos 

Carboplatino, Etopósido y Vincristina de provocar un efecto citotóxico en células 
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HeLa, un modelo de cáncer cervicouterino, y si este efecto se debe a la inducción 

de apoptosis regulada por p53. 

Estos fármacos antineoplásicos se eligieron debido a que se utilizan comúnmente 

como tratamientos de primera línea en diferentes tipos de cáncer, y se ha 

reportado su uso en combinación con otros fármacos en el tratamiento de CaCU, 

además de que cada uno de ellos tiene un mecanismo de acción distinto. A pesar 

de ello, si bien son fármacos que se utilizan comúnmente en la clínica, no se ha 

logrado esclarecer completamente su mecanismo de acción en la inducción de 

muerte celular.  

Nuestros resultados demostraron que los tres fármacos provocan un efecto 

citotóxico dosis dependiente a las 48 h de tratamiento. La Vincristina fue el 

fármaco más eficaz, debido a que se requiere una menor concentración de esta 

para disminuir la viabilidad celular al 50% (IC50 50 μM), en comparación con el 

Carboplatino y Etopósido (IC50 250 μM y 350 μM, respectivamente). Estos 

hallazgos son importantes debido a que estos fármacos podrían ser propuestos 

como posibles alternativas de tratamiento para el CaCU, que emplea Cisplatino 

como fármaco de primera línea, especialmente la Vincristina, que demostró ser el 

más eficiente. 

Otros autores han reportado que la citotoxidad de distintos fármacos en células 

Hela se alcanza con dosis diferentes a las que presentamos en este estudio. Tang 

y cols. (2018), reportan que el Carboplatino 134 μM provoca un efecto citotóxico 

del 90% a las 48 h de tratamiento. Otro estudio menciona que 1 mM de 

Carboplatino reduce un 60% la viabilidad celular a las 24 h (Choi y cols. 2018).  
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Estas diferencias podrían deberse a las dosis evaluadas, a la variabilidad en los 

tiempos de incubación, y al sistema de detección de viabilidad.  

En cuanto al Etopósido, Lee y cols. (2010), encontraron que este compuesto a una 

concentración de 17 μM durante 24 h de tratamiento disminuyó la viabilidad celular 

únicamente un 20% en células HeLa. Mientras que Oh y cols. (2019), encontraron 

resultados similares a los anteriores utilizando 100 μM de Etopósido durante 24 h. 

En ambos reportes se mostró un menor efecto citotóxico comparado con nuestros 

resultados, probablemente debido a que utilizamos una mayor concentración y un 

tiempo de tratamiento más prolongado. Respecto a Vincristina, Zdioruk y cols. 

(2020), reportan una IC50 de 10.5 μM a las 72 h, que es una dosis menor a la que 

nosotros empleamos, pero con un tiempo de incubación mayor.  

El efecto citotóxico observado puede ser generado a través de diferentes vías en 

la célula; una de ellas es la inducción de la muerte celular por apoptosis; y en el 

presente estudio se emplearon dos técnicas distintas para medirla: la actividad de  

caspasas ejecutoras 3/7, responsables de iniciar la cascada de fragmentación de 

todos los componentes de la célula (apoptosis intermedia medida a las 24 h); y la 

escalera de ADN, que permite visualizar el ADN fragmentado a través de geles de 

electroforesis (apoptosis tardía, medida a las 48 h).  

Nuestros resultados demostraron que la Vincristina fue el principal inductor de la 

fragmentación de ADN, respecto a los demás fármacos; en cambio, el Etopósido 

activó principalmente a las caspasas 3/7. Esto podría deberse a la participación de 

otros componentes no evaluados como el caso de AIF o EndoG, los cuales son 

inductores de apoptosis independientes a caspasas, donde podrían estar 

desempeñando una mayor actividad en el tratamiento con Vincristina, respecto a 
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las caspasas 3/7. Por su parte, el Carboplatino, aunque incrementó la actividad de 

caspasas 3/7, mostró una baja fragmentación del ADN. 

Como ya se mencionó, en nuestro modelo de estudio, la Vincristina además de 

promover la fragmentación de ADN, también incrementó la actividad de las 

caspasas 3/7 en comparación con el control sin tratamiento. De manera similar a 

nuestros resultados, dos estudios mostraron también un incremento en la actividad 

de la caspasa 3 inducido por Vincristina en células HeLa (Groth-Pedersen et al, 

2007; Singh et al, 2014); además de observar por otras metodologías la inducción 

de la vía intrínseca de la apoptosis. Sin bien es cierto que la inhibición de la 

progresión de la mitosis provocada por la desestabilización de toda la red de 

microtúbulos causada por Vincristina induce en mayor medida muerte celular por 

catástrofe mitótica (Zdioruk et al, 2020), nosotros encontramos que 

alternativamente o en conjunto, la célula induce otras vías de muerte celular como 

en este caso la apoptosis, pero el mecanismo por el cual lo hace no está bien 

definido.  

Para el caso del Etopósido, existe un claro efecto tanto en la fragmentación del 

ADN como en la activación de las caspasas 3/7 (aumentó 7 veces con relación al 

control). Estos resultados coinciden con lo reportado por Lee y cols. (2010), 

quienes encontraron que el Etopósido induce apoptosis en HeLa, identificada 

mediante western blot y microscopía confocal; aunque en el ensayo de caspasa 3 

por fluorometría, no se demostró un aumento significativo en su actividad, 

probablemente por la baja dosis utilizada (17 μM). Otros autores han reportado 

diferencias en los mecanismos de activación de respuesta de daño al ADN cuando 

se utiliza Etopósido en altas y bajas concentraciones (Jamil et al, 2015).  
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Con el Carboplatino, aunque incrementó la actividad de caspasas 3/7 (2 veces con 

relación al control) tuvo una baja inducción de la fragmentación del ADN. En 

comparación con nuestros resultados, Tang (2018) reportó la inducción de 

apoptosis en el 35% de las células HeLa tratadas con 134 μM de Carboplatino a 

las 24 h, evaluada mediante citometría de flujo. Por otro lado, en líneas celulares 

de cáncer de mama y de ovario MCF-7, y OVCAR o SK-OV-3 respectivamente, se 

incrementa significativamente la apoptosis cuando se tratan las células con 

Carboplatino (Aborehab et al, 2020).   

En el presente estudio demostramos que los fármacos antineoplásicos Vincristina, 

Etopósido y Carboplatino inducen apoptosis en las células HeLa a través de la 

activación de caspasas 3/7; sin embargo, no evaluamos la actividad de otras 

caspasas (8 o 9, indicadoras de activación de la vía extrínseca e intrínseca, 

respectivamente), que también podrían desempeñar un papel importante en el 

efecto citotóxico observado. Alternativamente, otros tipos de muerte como 

autofagia podrían activarse con estos fármacos (Aranda, 2016).   

Para identificar la posible participación de p53 en la apoptosis inducida por los 

fármacos estudiados utilizamos un inhibidor de la actividad transcripcional de p53, 

Pifitrina alfa (PFT-α), y determinamos su participación en la activación de las 

caspasas 3/7, además se realizaron ensayos de western blot para detectar 

cambios en la expresión de la proteína p53. 

Los resultados de actividad de caspasas 3/7 sugieren que la inducción de la 

apoptosis en células HeLa por el tratamiento con los tres fármacos antineoplásicos 

pareciera ser dependiente de p53, debido a que 10 μM de PFT-α suprime 

parcialmente este proceso, especialmente con Etopósido. Por otro lado, a pesar 
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del bajo porcentaje de activación de caspasas en células tratadas con 

Carboplatino, el 69% de esta actividad fue inhibida por PFT-α. En el caso de 

Vincristina y Etopósido el resultado fue más notorio, donde PFT- α inhibió las 

caspasas 3/7 88.8% y 88.6%, respectivamente. 

A pesar de los resultados anteriores, los ensayos de western blot no mostraron 

ningún cambio significativo en los niveles de expresión de la proteína p53 en 

relación con las células control; lo que sugiere que p53 no forma parte del rol 

central en la inducción de apoptosis con estos fármacos. Existe evidencia 

reportada que PFT-α podría inhibir otros elementos involucrados en la apoptosis, 

tales como la actividad de las caspasas 3 y 9 a través del bloqueo en la 

fosforilación de Rb en células Saos-2 (Zhu et al, 2020). Esto explicaría en parte 

nuestros resultados con PFT- α, y la falta de visualización de p53 en los ensayos 

de western blot. 

Con el fármaco Carboplatino, no hay evidencia reportada del uso de PFT- α en la 

línea celular HeLa; sin embargo, se ha descrito la participación de p53 en líneas 

celulares de CaMa MCF-7, y cáncer de ovario OVCAR y SK-OV-3 (Aborehab et al, 

2020). La evidencia de la expresión de p53 en la línea celular HeLa es escasa, 

esto probablemente se deba a su degradación constante por la oncoproteína E6 

del VPH18+ (Aborehab & Osama, 2019). Por otro lado, en el caso de Etopósido, 

Lee y colaboradores (2010) reportaron el incremento en la actividad de caspasa 3, 

asociado con el aumento de expresión de la proteína fosforilada en la serina 15 de 

p53 con 10 μg/ml de Etopósido en células HeLa,  permitiendo discernir la 

inducción de apoptosis dependiente de p53. Con relación a la Vincristina, hasta el 

momento no se han reportado estudios que evalúen a p53 en células HeLa 
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tratadas con este fármaco. Sin embargo, se ha descrito que induce la activación 

de la vía intrínseca de la apoptosis en dichas células, aunque no se evaluó a p53 

en este estudio se encontró un incremento en la proteína Bax, que es dependiente 

de p53, por lo que es posible que esta última participe en la inducción de 

apoptosis (Groth-Pedersen et al, 2007). Cabe señalar que no se descarta la 

posibilidad de un mecanismo independiente de p53; esto coincide con el resultado 

obtenido en este estudio, donde se confirma la inhibición de la activación de 

caspasas posterior al tratamiento con PFT-α en la respuesta a Vincristina.   

Nuestros resultados sugieren a la Vincristina como una posible alternativa para el 

tratamiento del CaCU, en combinación con otros fármacos antineoplásicos, debido 

a la baja concentración requerida para provocar un efecto citotóxico, aunado a la 

respuesta apoptótica que induce, y la posible participación de p53 en este 

proceso. 

 

9. CONCLUSIONES  

Derivado de la presente investigación se concluye que: 

1. Los fármacos antineoplásicos Carboplatino, Etopósido y Vincristina provocan un 

efecto citotóxico dosis dependiente en células tumorales de CaCU HeLa VPH18+.  

2. La acción citotóxica de estos fármacos se debe en parte a la inducción de 

apoptosis sin embargo otras vías de muerte celular podrían estar involucradas por 

lo que se requiere evaluar a estas 

3. La actividad de las caspasas 3/7 pareciera ser dependiente a p53, sin embargo, 

otros procesos podrían estar activándolas. 
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4. Bajo las condiciones experimentales empleadas no se logró visualizar a p53 

mediante western blot, lo que descartaría su participación en la apoptosis inducida 

por estos fármacos. 
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10. PERSPECTIVAS   

Derivado de esta investigación, se plantean las siguientes perspectivas: 

• Continuar los ensayos en diferentes periodos de incubación para identificar 

la expresión de la proteína p53 mediante Western blot  

• Evaluar el efecto citotóxico sinérgico de estos compuestos  

• Explorar otras vías de muerte celular como autofagia 

• Evaluar la expresión de genes pro-apoptóticos (Bax, PUMA, Noxa, etc.) y 

anti-apoptóticos (Bcl-2, Bcl-XL), así como genes involucrados en autofagia 

(LC3, Beclina-1, ATGs), y su expresión a nivel de proteínas. 
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