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RESUMEN 

 

El cáncer cérvico-uterino (CaCu) es un grave problema de salud pública, siendo la segunda 

causa de mortalidad en mujeres por cáncer en México. Uno de los principales fármacos 

utilizados en la quimioterapia contra el CaCu es el cisplatino; sin embargo, tiene como 

desventajas una alta toxicidad en pacientes y en algunos casos suelen generar 

quimioresistencia. Por otro lado, el resveratrol, un compuesto natural con propiedades 

antineoplásicas también ha demostrado que puede aumentar la eficacia del cisplatino en 

varios tipos de cáncer. Interesantemente, un trabajo reciente en células de cáncer de mama 

demostró que el resveratrol puede, inhibir la expresión de los genes y de las proteínas   

RAD51, NBS1 y MRE11; las cuales participan en la reparación de daño al ADN por 

recombinación homóloga (RH). Con base en estos antecedentes, el objetivo de este trabajo 

es analizar el efecto del resveratrol como quimiosensibilizador al tratamiento con cisplatino 

a través de la inhibición de la vía de reparación del ADN por RH, en líneas celulares de 

CaCu. Se analizó el efecto del resveratrol, cisplatino y la combinación en células C33A, 

HeLa y SiHa, mediante ensayos de viabilidad celular. Las concentraciones inhibitorias (IC) 

se determinaron mediante el programa Sigma Plot y el tipo de interacción mediante el 

programa Calcusyn. Finalmente se analizó el efecto del resveratrol sobre las proteínas 

RAD51 y ATM mediante western blot, con el programa Image J. Encontramos mayor 

sensibilidad al tratamiento con resveratrol en células C33A y HeLa. Mientras que el 

tratamiento con cisplatino demostró un menor efecto en células HeLa. Por otro lado, las 

células C33A fueron sensibles a ambos tratamientos. Con base en los valores obtenidos de 

los índices de combinación con las IC40 e IC50 de resveratrol y cisplatino se determinó un 

efecto sinérgico en la línea celular C33A, mientras que en las células HeLa se observó un 

efecto sinérgico con todas las combinaciones de IC´s. En células SiHa el tratamiento 

combinado demostró un efecto sinérgico únicamente con la IC10. Finalmente se observó 

que el resveratrol disminuye la abundancia de las proteínas ATM y RAD51 en las tres líneas 

celulares de CaCu. Nuestros resultados sugieren que el resveratrol tiene un efecto sinérgico 

como quimiosensibilizador a cisplatino en células de CaCu mediante la inhibición de ATM 

y RAD51, importantes reguladores de reparación de daño al ADN por recombinación 

homóloga. Por lo que podría ser considerado el tratamiento con resveratrol como un posible 

quimiosensibilizador en pacientes con CaCu. 
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ABSTRACT 

 

Cervical cancer (CaCu) is a serious public health problem, being the second cause of death 

in women from cancer in Mexico. One of the main drugs used in chemotherapy against 

CaCu is cisplatin; however, it has the disadvantages of high toxicity in patients and some 

cases it usually generates chemoresistance. On the other hand, resveratrol, a natural 

compound with antineoplastic properties, has also shown that it can increase the 

effectiveness of cisplatin in several types of cancer. Interestingly, recent work in breast 

cancer cells showed that resveratrol can inhibit the expression of genes and the proteins 

RAD51, NBS1 and MRE11, which are involved in the repair of DNA damage by recombinant 

homologous (RH). Based on this background, the objective of this work is to analyze the 

effect of resveratrol as a chemosensitizer to cisplatin treatment through the inhibition of the 

DNA repair pathway by RH, in CaCu cell lines. The effect of resveratrol, cisplatin and the 

combination on C33A, HeLa and SiHa cells was analyzed by means of cell viability tests. 

Inhibitory concentrations (IC) were determined by means of the Sigma Plot program and the 

type of interaction by means of the Calcusyn program. Finally, the effect of resveratrol on 

RAD51 and ATM proteins was analyzed by means of western blot, with the Image J 

program. We found increased sensitivity to resveratrol treatment in C33A and HeLa cells. 

While cisplatin treatment showed a lesser effect on HeLa cells. On the other hand, C33A 

cells were sensitive to both treatments. Based on the values obtained from the combination 

rates with IC40 and IC50 of resveratrol and cisplatin, a synergistic effect was determined in 

the C33A cell line, while a synergistic effect was observed in HeLa cells with all combinations 

of ICs. In SiHa cells the combination therapy showed a synergistic effect with IC10 only. 

Finally, resveratrol was observed to decrease the abundance of ATM and RAD51 proteins 

in all three CaCu cell lines. Our results suggest that resveratrol has a synergistic effect as a 

cisplatin chemosensitizer in CaCu cells by inhibiting ATM and RAD51, important regulators 

of DNA repair by homologous recombination. Therefore, resveratrol treatment could be 

considered as a possible chemosensitizer in patients with CaCu. 
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“Furtiva, como un pirata escapando de una cueva, la célula cancerosa corta las amarras que la atan 

al tejido circundante. Despacio, se extiende una, dos, tres, varias sondas de exploración en forma 

de dedos y empieza a deslizarse. Después detecta la presencia pulsátil de un capilar próximo y se 

precipita entre las células que forman la pared del vaso sanguíneo. Se zambulle en el rojo rio que 

discurre entre los pulmones y el hígado, la mama y el cerebro. Una hora más tarde, emerge en 

alguna orilla tranquila, se asienta y, a expensas de sus desventurados vecinos, comienza a 

prosperar. Gradualmente, la célula cancerosa invade el campo ocupado por sus colegas habituales, 

aniquilando a la que encuentra en su camino. Altera las células vecinas para que formen vasos 

sanguíneos que las nutran y las obliga a producir grandes cantidades de sustancias químicas 

estimulantes del crecimiento. Para protegerse de la patrulla de las células inmunes, la célula 

cancerosa crea un arma dura espinosa, como un erizo. Y para expulsar a los agentes enviados a 

acabar con ella, la célula cancerosa despliega una batería de pequeñas bombas a lo largo de su 

membrana. 

¿Hay forma de combatir semejante enemigo? Hasta el momento la medicina ha intentado vencer a 

la célula cancerosa con la fuerza bruta, rebanándola con cirugía, disparándole con radiación o 

envenenándola con quimioterapia.  Pero demasiado a menudo, unas pocas células se las arreglan 

para sobrevivir al ataque y germinan, a veces años después, tumores insensibles al tratamiento. Esto 

es evidente una guerra. Por ello nos debe parecer extraño que los investigadores empleen en su 

terminología palabras soldados, espías, balas de plata, proyectiles dirigidos o incluso bombas 

biológicas.  Durante los últimos 20 años una serie de descubrimientos que podríamos calificar como 

asombrosos, ha abierto la caja negra que gobierna el comportamiento de la célula cancerosa y ha 

revelado una parte de sus secretos más íntimos.  Hoy podemos decir que el cáncer, que no es una 

enfermedad moderna, ya que algunos homínidos la padecieron sin duda, y también la sufrieron los 

dinosaurios, decía que el cáncer, es una enfermedad del ADN, la molécula maestra, que encerraba 

en el núcleo de la célula, codifica el manuscrito genético de la vida. Uno de los papeles más 

importantes del ADN es gobernar la división celular por el cual una célula alisa una copia de sí misma 

y se divide en dos. Generalmente, la división celular está regulada de forma estricta pero la célula 

cancerosa se divide de manera incontrolada, empujando a los tejidos circundantes.  La conclusión 

general, hoy, es que las células se vuelven cancerosas porque su maquinaria genética normal se 

estropea (virus, radiaciones, venenos ambientales, genes defectuosos heredados, etc.).” 

(Muñoz.,1993). 

 

 

 



XI 
 

“omnis cellula e cellula “ 
<<Toda célula proviene a partir de otra célula>> 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer ha existido desde hace miles de años, la crónica de una antigua 

enfermedad sigue siendo un grave problema de salud hasta nuestros días, donde 

la célula tumoral es una individualista desesperada: “un inconformista, en todos los 

sentidos posibles”, según escribió el cirujano y autor Sherwin Nuland (Mukherjee, 

2016). 

Es descrito como una enfermedad de hiperplasia patológica en la que las células 

adquieren características que le confieren ventajas para su proliferación como 

división celular descontrolada y aberrante, sin embargo, el concepto ha cambiado a 

lo largo del tiempo. Hanahan y Weinberg han propuesto las principales 

características de una célula tumoral, como señales de proliferación sostenida, la 

evasión de muerte programada (apoptosis), inducción de angiogénesis y migración 

a tejidos sanos, son procesos clave para la comprensión y el estudio de esta 

enfermedad (Mukherjee, 2016; Hanahan y Weinberg, 2011). 

Por otro lado, uno de los tipos de cáncer más frecuentes y con alta incidencia en 

nuestro país es el cáncer cérvico-uterino (CaCu). Este tipo de cáncer ocupa la 

cuarta causa de muerte en el mundo y la segunda causa de muerte en mujeres 

mexicanas, después del cáncer de mama, ver imagen 1, (Globocan, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen 1. Estimación de la tasa de mortalidad en mujeres mexicanas. Tomado de Globocan, 2018.  
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El cuello uterino o cérvix es la porción inferior del útero que lo protege, y conecta al 

cuerpo del útero con la vagina, así como la salida de la sangre del endometrio 

durante la menstruación, mide aproximadamente entre 3 y 4 cm de largo. Se 

caracteriza de células secretoras de moco cervical que son las encargadas de 

sintetizar, glucoproteínas, sales inorgánicas, enzimas y lípidos, cumpliendo así una 

función de protección contra agentes bacterianos, ver imagen 2 (Blaskewicz et al., 

2011; Canadian Cancer Society, 2019; Tortora y Derrickson, 2006.)  

 

 Imagen 2.- Esquema representativo de la anatomía del sistema reproductor femenino. Obtenida y 

modificada de Dave Carlson. © Copyright.  

 

Al igual que diversos tipos de epitelio, el cuello uterino es propenso a desarrollar 

lesiones neoplásicas que pueden culminar con el desarrollo de carcinoma in situ e 

invasor. Generalmente dichas lesiones suelen ser de progresión lenta y continua, 

(IMSS, 2013). 
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El Virus del Papiloma Humano (VPH) asociado al desarrollo del CaCu 

 

Harold zur Hausen y Lutz Gissman reportaron las primeras evidencias que 

mostraban una clara asociación entre el VPH y las neoplasias genitales, 

específicamente cervicales (zur Hausen, 1999a; zur Hausen, 1999b). 

En la actualidad se han identificado más de 200 subtipos de VPH los cuales se 

diferencian de acuerdo con su variabilidad genética, aunque no todos se asocian a 

la carcinogénesis. Dentro de la amplia gama de variantes de VPH, los tipos 16 y 18 

se han reportado como los más agresivos y causan lesiones neoplásicas 

precursoras e invasoras (Yeo- Teh et al., 2018).  

La transmisión de la infección por VPH es por vía sexual. Tanto hombres como 

mujeres juegan un papel como portadores asintomáticos y transmisores por 

infección de VPH. Las mujeres sexualmente activas sin protección, presentan alto 

riesgo de infectarse con VPH oncogénicos (Lizano et al., 2014). 

En gran parte, las infecciones por VPH son asintomáticas debido a que son 

controladas por el sistema inmune y la eliminación de la carga viral puede demorar 

entre 13 y 18 meses después de la infección; sin embargo, diversos estudios 

epidemiológicos y moleculares han identificado que la infección persistente con el 

VPH es la causa principal para promover el desarrollo de lesiones precancerosas, 

por lo que el desarrollo de la enfermedad puede prolongarse desde 1 a 10 años 

(Manzo et al., 2014; Lizano et al., 2014). 

Desde un enfoque celular, el CaCu se presenta en dos formas principales: 

carcinoma escamoso y adenocarcinoma. El primero es el tipo más común de CaCu 

y está íntimamente relacionado con la infección por VPH16; el segundo tipo son los 

adenocarcinomas, asociados principalmente a la infección con los VPH18 y 45. La 

gran mayoría de tipos de VPH pueden generar lesiones en el epitelio del cérvix, 

pero no todos se relacionan con el desarrollo de cáncer (Lizano et al., 2014). 

Aunque la infección por virus del VPH es la principal causa y una de las más 

importantes, no es el único factor de riesgo para el desarrollo de CaCu, pues se ha 

descrito que el uso de anticonceptivos hormonales por tiempos prolongados, así 

https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.qsh70q
https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.3as4poj
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como la multiparidad son factores de riesgo que se han asociado al desarrollo de 

cáncer cérvico-uterino. Otros factores que también se han asociado son la edad 

temprana en que se tiene la primera relación sexual, el número de parejas sexuales 

(indicadores de probable exposición al VPH), inmunodepresión, obesidad, factores 

nutricionales y tabaquismo están implicados en la alta incidencia del desarrollo de 

CaCu (Momenimovahed y Salehiniya, 2017). 

Tratamientos utilizados contra CaCu 

 

El tratamiento contra al CaCu depende de diversas variables, como la etapa clínica, 

tamaño del tumor, edad de las pacientes, entre otros factores (American Cancer 

Society, 2017). 

Los principales tratamientos contra CaCu son con agentes quimioterapéuticos, sin 

embargo, suelen tener efectos secundarios muy evidentes como nefrotoxicidad muy 

alta, la cual limita el uso de estos agentes en muchos pacientes con cáncer, por lo 

que uno de los principales objetivos en la actualidad es buscar terapias 

personalizadas, con mayor especificidad, eficacia y que tengan menor daño 

colateral posible (IMSS, 2013). 

Los principales tratamientos contra el CaCu son los siguientes: 

 Cirugía: es una técnica efectiva en cual se extirpa el tejido maligno. 
 

 Radioterapia: se refiere al uso de altas dosis de radiación X con el fin de 
destruir células tumorales y reducir el tamaño de tumores. 

 
 Quimioterapia: consiste en la administración de fármacos para eliminar las 

células cancerosas (por ejemplo, topotecam, gemcitabina, paclitaxel, y 
cisplatino). 

Cabe señalar que la quimioterapia es uno de los tipos de tratamiento más utilizados, 

ya que la actividad de la mayoría de los medicamentos, principalmente se utilizan 

fármacos que inducen daño al ADN, aunque es una estrategia inespecífica, se 

supone que afectaría preferentemente a las células tumorales que tienen una 

proliferación muy activa.  
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Quimioterapia: El cisplatino contra el CaCu 

 

Inicialmente el cisplatino fue propuesto como agente bacteriano, sin embargo, en 

1964, Barnett Rosenberg demostró accidentalmente que podía actuar como un 

agente antineoplásico (Kostova, 2006). 

Los compuestos de platino son ampliamente usados en la quimioterapia, 

principalmente el cisplatino (Diamino dicloro-Platino II). Los fármacos de platino son 

particularmente activos contra tumores de células germinales, cáncer de ovario 

seroso y gran variedad de tumores como cabeza y cuello, riñón, vejiga, testicular y 

cervical (Bouwman y Jonkers, 2012; Dasari y Tchounwou, 2014). 

Se ha reportado que los compuestos de platino con conformación cis bloquean el 

crecimiento celular y tienen actividad antitumoral, a diferencia de los compuestos 

trans, que no muestran esta propiedad sobre los tumores (Kostova, 2006).  

El cisplatino se caracteriza por ser una molécula de tamaño pequeño, con 

conformación cis, sin carga neta y se ha descrito que ingresa mediante difusión 

pasiva a las células tumorales, así como su transporte a través de una proteína 

conocida como Ctr1 (copper transporters) que contribuye directamente a su 

internalización y por tanto el efecto de este compuesto en el ADN (Imagen 3), 

(Martinho et al., 2019) 
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Imagen 3.- Estructura del cisplatino y mecanismo de acción. Este compuesto se internaliza en las 

células de forma pasiva o por medio de transportadores (como Ctr1), el compuesto se hidroliza y 

ejerce sus efectos indirectos en el ADN de la célula. Obtenida y modificada de Browing et al., 2017. 

 

Una vez dentro de la célula, el cisplatino se hidroliza y pierde dos iones de cloro y 

los sustituye por dos moléculas de agua, lo cual le confiere la propiedad de ser más 

polar y, por ende, reactivo para moléculas blanco como proteínas y ADN. Los 

compuestos de platino forman entrecruzamientos intracatenarios en el N7 

(Nitrógeno 7) de la molécula de la Guanina en el ADN, formando aductos ya sea 

proteína/ADN o ADN/ADN mediante enlaces covalentes. Esto genera que la 

estructura del ADN adopte una propiedad rígida y menos flexible, lo cual impide que 

la helicasa gire la doble hebra en dirección opuesta al superenrollamiento cuando 

se lleva a cabo la replicación del ADN, ocasionando rupturas de cadena sencilla y 

doble (Tallarida, 2010). El daño al ADN es reconocido por los sistemas de 

reparación que se activan y pueden inducir la detención del ciclo celular o la 

apoptosis, según la severidad del daño al ADN. Las lesiones inducidas por el 

cisplatino generan distorsiones en el ADN que son reconocidos por múltiples 

mecanismos de reparación de daño al ADN (Galluzi et al., 2012). Este daño al ADN 

inducido por el cisplatino, cuando no es reparado de manera exitosa puede llevar a 

la célula a apoptosis, logrando así detener la proliferación celular (Tallarida, 2010). 
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Sin embargo, existen dos grandes desventajas del cisplatino como 

quimioterapéutico, pues presenta una alta toxicidad principalmente: nefrotoxicidad, 

ototoxicidad, neurotoxicidad y la resistencia intrínseca o adquirida de las células 

cancerosas a dicha terapia mediante diferentes mecanismos favoreciendo la 

supervivencia de las células cancerosas (Browing et al., 2017). Es por eso, que el 

cisplatino frecuentemente se usa en combinación con otros fármacos, ya que el 

porcentaje de respuesta obtenida es mayor que el observado en los estudios con 

un agente único. Los medicamentos que se utilizan con más frecuencia para tratar 

el cáncer del cuello uterino en etapas avanzadas incluyen: cisplatino, carboplatino, 

en combinación con otros fármacos como Paclitaxel (Taxol®), topotecán y 

Gemcitabina (Gemzar®), (American Cancer Society, 2017). 

Dentro de los principales mecanismos de resistencia tumoral a cisplatino   están 

descritos los siguientes: 1) Reducción de la acumulación intracelular de los 

componentes de cisplatino; 2) Incremento en la reparación del daño al ADN; 3) 

Inactivación de apoptosis; 4) Activación de transición epitelio-mesénquima  (TEM); 

5) Incremento en el secuestro de cisplatino  por GSH (Glutatión reducido),  debido 

a la participación de proteínas que tienen grupos tiol, que contiene un tri-peptido tiol 

(Glu- Cys- Gly), las cuales juegan un papel importante en el desarrollo de resistencia 

tumoral ya que pueden neutralizar la reactividad del cisplatino, metalotioneinas y 

otras proteínas; 6) Alteración en la metilación del ADN; 7) Expresión de chaperonas 

en respuesta al estrés (Galluzi et al., 2012; Zhu  et al., 2016). 

La resistencia tumoral aumenta en relación directa al estado de progresión del 

tumor, siendo esperado que el tumor adquiera alteraciones genéticas adicionales a 

medida que progresa y esto, directa o indirectamente, proporciona protección del 

efecto citotóxico de los tratamientos empleados (Bouwman y Jonkers, 2012).  
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Resistencia a quimioterapias por reparación del daño al ADN 

 

Uno de los problemas más frecuentes de la quimioterapia en pacientes con CaCu 

es la resistencia, lo que ocasiona que los tumores se vuelvan recurrentes (Eskander 

et al., 2014). La capacidad de las células tumorales para reparar los daños al ADN, 

inducidos por agentes quimioterapéuticos, genera el desarrollo de resistencia y 

tumores más agresivos (Wieringa et al., 2016). 

A lo largo de nuestra vida el genoma está expuesto a constantes cambios, que 

incluyen:  la modificación de las bases, enlaces cruzados intra- e intercatenarios, 

entrecruzamientos de ADN y proteínas, dímeros de pirimidina, fotoproductos y 

rupturas de cadena sencilla o doble, los cuales pueden ser causadas por los 

cambios espontáneos en la estructura química del ADN o por agentes endógenos y 

exógenos que dañan a esta molécula. Para proteger la estabilidad del genoma, las 

células cuentan con varios mecanismos o vías de señalización de reparación del 

daño al ADN dependiendo del tipo de daño (Ghosal y Chen, 2013).  

Existen diferentes tipos de daño al ADN que pueden causar rupturas de cadena 

sencilla, así como también rupturas de cadena doble. Las primeras son reparadas 

por las vías de reparación por escisión de nucleótidos (REN) y de bases (REB). Por 

otro lado, la reparación de rupturas de doble cadena puede llevarse a cabo 

principalmente por las vías de reparación de extremos no homólogos (por sus siglas 

en inglés, NHEJ) y de recombinación homóloga (RH) (Díaz y Domínguez, 2010). 

Con el fin de eliminar específica y eficazmente las células tumorales mediante 

terapias que inducen daño en el ADN, es importante tomar ventaja de defectos en 

alguna vía de reparación de daño al ADN en células tumorales. Estas propiedades 

de las células tumorales pueden proporcionar biomarcadores o blancos para la 

sensibilización. La inhibición de proteínas específicas de alguna vía de reparación 

de daño al ADN, puede ser compensada por el aumento de la actividad de otras 

proteínas o vías, permitiendo a la célula cancerosa desarrollar mecanismos de 

resistencia (Díaz y Domínguez, 2010). 

Esto presenta nuevos retos y mejores oportunidades para el tratamiento del cáncer, 

por lo que utilizar inhibidores de estas vías de reparación podría tener el potencial 
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de sensibilizar a las células a la quimioterapia (en este caso el cisplatino) cuyo 

mecanismo de acción es dañar el ADN (Ghosal y Chen, 2013). 

 

Reparación de ADN por Recombinación Homóloga (RH) 

 

La vía de reparación por recombinación homóloga se activa cuando la célula detecta 

una ruptura de cadena doble, en la fase S tardía y en la fase G2 del ciclo celular; 

utiliza la cromátida hermana no dañada como un templete para la reparación del 

daño. En general, muchos agentes quimioterapéuticos bloquean la replicación del 

ADN, que conduce a la detención y/o el colapso de las horquillas de replicación y la 

generación de lesiones que se reparan mediante recombinación homóloga (Ghosal 

y Chen, 2013). 

La recombinación homóloga inicia por la resección nucleofílica en dirección 5´-3´por 

el complejo MRN; MRE11(proteína reparadora de doble cadena), las proteínas 

RAD50 y NBS1 (proteína del síndrome Nijmegen), que recluta y activa a ATM 

(Ataxia telangiectasia mutada). Se genera un extremo 3´ de cadena sencilla que 

será recubierto por RPA (Proteína de replicación A), para evitar la degradación y 

enviar una señal de activación a ATR. La activación de esta proteína, lleva a la 

fosforilación de proteínas efectoras como CHK2, BRCA2, P53, H2AX que participan 

en la detención del ciclo celular, apoptosis y reparación del daño al ADN (Marechal 

y Zou, 2013). 

El extremo de la cadena sencilla 3' es cubierto por RPA (proteína de replicación A), 

para prevenir su degradación y para proporcionar la señal de activación a la cinasa 

ATR. A continuación, RAD51 es reclutado y se asocia a un filamento de 

nucleoproteína, desplazando a RPA. El reclutamiento y ensamblaje de los 

filamentos de la nucleoproteína RAD51 es facilitado por cinco diferentes proteínas 

paralógas (Rad51B, C, y D; XRCC2 Y XRCC3).; después, RAD51 forma filamentos 

de nucleoproteína, que invaden la cromátida hermana homóloga adyacente, dando 

la formación de una estructura en forma de asa. La extensión del asa,  permite la 

captura del otro extremo del ADN, dando como resultado una estructura de cadenas 

entrecruzadas conocido como intermediario de “Holliday” La resolución de la unión 
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tipo “Holliday” se realiza por medio de una resolvasa, como Gen1, completando la 

reparación, y generando dos cromátidas hermanas idénticas, (Imagen 4) (Rassool 

y Tomkinson, 2010; Jasin y Rothstein, 2013). 

 

Imagen 4.- Reparación del daño al ADN por recombinación homóloga. Obtenida y modificada de 

Christmann et al., 2003. 

En el CaCu, RAD51 está sobre expresada y se ha asociado con un pobre pronóstico 

para las pacientes con este diagnóstico (Chen Q., et al., 2017). 

La activación de la RH es crucial para el mantenimiento de la estabilidad genómica, 

y la función de toda la vía puede verse comprometida por la mutación en uno o más 

de sus genes. En diversas líneas celulares de cáncer se ha observado que esta vía 

de reparación se encuentra sobre-activada en comparación con células que no son 

tumorales (Chernikova et al., 2012).  

https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.3j2qqm3
https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.3j2qqm3
https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.3rdcrjn
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Resveratrol como quimiosensibilizador 

 

El resveratrol (3, 5, 4’-trihidroxiestilbeno) es un polifenol y fitoalexina natural, 

sintetizado en condiciones de estrés, ampliamente consumido en la dieta 

mediterránea en forma de cacahuate, uvas, vino, entre muchos otros frutos, 

verduras y legumbres. El resveratrol se caracteriza por tener una amplia gama de 

actividades biológicas entre las cuales se encuentra su efecto: antiinflamatorio, 

antioxidante, neuroprotector, cardioprotector, quimiopreventivo, antitumoral y 

quimiosensibilizador (Cottar et al., 2014; Subash et al., 2011). 

 

 

Imagen 5.- Actividades biológicas del resveratrol en múltiples procesos celulares. 

Durante los últimos años, estos efectos han colocado al resveratrol en el punto de 

interés de la investigación.  

En 1977, las investigaciones de Jang y colaboradores propusieron al resveratrol 

como un potencial agente quimiopreventivo del cáncer (Jang et al., 1997). Varios 

estudios, han sugerido los posibles mecanismos anticancerígenos para el 

https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.1ksv4uv
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resveratrol como  inhibición de la proliferación celular, así como la inducción de 

apoptosis  por  la vía de PI3K/Akt/mTOR, a través de la inhibición de la fosforilación 

de Akt en células de cáncer de mama, ovario, útero, próstata y células de mieloma 

multiple (Legg, 2012; Kundu y Surh, 2008). 

La biodisponibilidad de este compuesto natural dependerá de su estructura química 

y las reacciones metabólicas durante la ingesta (Scalbert and Williamson, 2000). La 

glicosilación en el caso del resveratrol lo hace más soluble y lo protege de ser 

degradado (D´Archivio et al., 2007). 

 

 

Imagen 6.- Forma activa (trans-resveratrol). Obtenida de Gambini et al., 2013. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.44sinio
https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.4i7ojhp
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Mecanismo de acción del Resveratrol 

 

Los múltiples efectos del resveratrol dependerán de la naturaleza de las células, la 

fase de ciclo celular y las variables experimentales (Beaudeux et al., 2010). 

En estudios in vitro se encontraron diferentes blancos intracelulares del resveratrol 

que tienen efecto en cascadas de señalización como en el crecimiento celular, 

inflamación, inducción de apoptosis, angiogénesis, invasión celular y la metástasis. 

Estos incluyen los supresores de tumores p53 y Rb; reguladores del ciclo celular, 

ciclinas, CDKs, p21WAF1, p27KIP y INK, las cinasas ATM/ATR; factores de 

transcripción NF-κB, AP-1, c-Jun, y c-Fos; factores angiogénicos y metastáticos, 

VEGF y metaloproteinasas de matriz  2 y 9; ciclooxigenasas involucradas en 

inflamación; y reguladores apoptóticos y de supervivencia como  Bax, Bak, PUMA, 

Noxa, TRAIL, APAF, survivina, Akt y  Bcl-2 (Athar et al., 2009). 

 

Resveratrol como fitoestrógeno con actividad hormonal: agonista y 

antagonista de los estrógenos. 

 

La actividad estrogénica del resveratrol ha sido reportada, debido a la capacidad de 

actuar como agonista o antagonista del estradiol (E2), el cual actúa mediante la 

regulación de transcripción de genes, a través de la unión y actividad con dos 

principales receptores intracelulares (ERs), el Receptor de Estrógenos alfa (ERα) y 

su isoforma beta (ERβ), los cuales se unen a los elementos de respuesta a 

estrógenos (EREs), ubicados en regiones regulatorias de los genes blanco. 

Participan en el mantenimiento de la función reproductiva, así como en el desarrollo 

de cáncer de mama, ovario y cérvico-uterino (Goswami y Das, 2009; Varoni et al., 

2016; Azios y Dharmawardhane, 2005). 

Los ERα y ERβ, a pesar de tener una estructura similar, se diferencian en la 

localización cromosómica secuencia de aminoácidos, localización en tejido y 

función fisiológica. El ERα tiene un papel principal en la fisiología de estrógenos, se 

sabe que la exposición prolongada a estrógeno y su activación puede aumentar el 

riesgo de cáncer de mama y endometrio. Se expresa en adipocitos, circulación 

https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.1fob9te
https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.30j0zll
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sanguínea y sistema inmune. Por otro lado, el ERβ regula la expresión de genes, 

modulando la respuesta inmune y regulación de apoptosis. Su expresión se localiza 

en diferentes tejidos como próstata, ovario, testículo, vejiga, uretra y sistema 

vascular. Los niveles de ERα se encuentran aumentados en cáncer de ovario, 

próstata y cérvico-uterino (Bronowicka-Klys et al., 2016). 

La estructura química del resveratrol es parecida al estrógeno sintético 

dietilestilbestrol (4, 4´-dihidroxi-trans-dietil-estilbeno) y, por ende, al estradiol 

(Signorelli y Ghidoni 2004). 

 

Imagen 7.- Estructura química de estradiol, resveratrol y dietilestilbestrol. Obtenido y modificado de 

Levenson et al., 2003. 

 

Se ha reportado que el resveratrol antagoniza funciones como reducir la cantidad 

del colesterol en suero y la inducción de proliferación en células de cáncer de mama 

MCF-7 (positivas al receptor de estrógenos alfa) (Goswami y Das, 2009). 

En células MCF-7, el resveratrol actúa como un super agonista, es decir produce 

una respuesta transcripcional máxima mayor que el estradiol, al activar la 

transcripción de genes regulados mediante estrógenos, pero menor activación en 

células de carcinoma de ovario, por lo que se sugiere que el efecto del resveratrol 

puede variar según la distribución del tipo de receptor intracelular de estrógeno, 

además de la regulación de co-activadores y co-represores transcripcionales (Gehm 

et al., 1997). 
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Se ha demostrado que el resveratrol actúa como agonista en líneas celulares de 

cáncer de mama transfectadas de manera estable con ER α. Existen estudios donde 

se sugiere que a concentraciones bajas de resveratrol promueve el crecimiento 

mediante el ER en líneas celulares de cáncer de mama positivas a ER, pero en altas 

concentraciones tiene un efecto contrario independientemente de ER, por lo que 

estos hallazgos siguen siendo desconcertantes. Levenson et al., (2003). Estas 

aportaciones sugieren que las actividades agonistas o antagonistas dependerán de 

la dosis utilizada.  

Existen reportes de que varios fitoestrógenos se unen al ERβ con mayor afinidad 

que ERα. Sin embargo, en un estudio observaron que en células de CHO-K1 

(células de ovario de hámster chino), el resveratrol se une con afinidad de unión 

comparable con ambos receptores. Además, reportan que la unión del resveratrol 

al ERβ, tiene un efecto transcripcional mayor que la unión del estradiol al ERβ en 

un elemento de respuesta palindrómica, por lo tanto, sugieren que aquellos tejidos 

que únicamente expresan ERβ o mayor cantidad podrían ser sensibles a la actividad 

agonista de estrógenos del resveratrol. Así, la actividad agonista del resveratrol 

dependerá del tipo de secuencia del elemento de respuesta al que se une, actuando 

como un modulador alostérico en la actividad del tipo del receptor de estrógenos 

expresado. Así, los ERα y β ocupados por el resveratrol se unen al elemento de 

respuesta, sin embargo, el resveratrol inhibe la unión del receptor de estrógenos al 

elemento de respuesta de manera dependiente de la concentración utilizada. En 

ese mismo estudio, en la línea celular MCF7 el resveratrol muestra un efecto de tipo 

agonista y antagonista de receptores de estrógenos regulando la proliferación 

celular, los autores señalan, que esto dependerá de la concentración utilizada 

(Bowers et al., 2000). 
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ANTECEDENTES  

 

Se ha reportado que el resveratrol tiene efecto como inductor de muerte celular 

mediante dos mecanismos: apoptosis y autofagia en líneas celulares de cáncer 

cérvico-uterino (C33A, HeLa y SiHa). El principal mecanismo de muerte celular en 

células HeLa y SiHa fue a través de apoptosis, sin embargo, también observaron 

autofagia en las células C33A. La disminución en el porcentaje de la proliferación 

celular fue dependiente de la dosis: IC50=194.6 µM, IC50=137.1 µM, IC50=198.5 

µM respectivamente (García et al., 2013).  

Interesantemente se ha demostrado que el resveratrol y otros agentes como la 

curcumina, pterostilbeno y el galato de epicatequina tiene un efecto sobre la 

regulación de proteínas virales del HPV en la línea celular HeLa (HPV16), a través 

de la inhibición de la expresión de E6 eficazmente, también, demostraron que estos 

compuestos reducen la expresión  de NF-kB, un factor de transcripción importante 

para un microambiente inflamatorio, VEGF, una de las citocinas que participan en  

la inducción de angiogénesis y PCNA, una proteína marcadora de proliferación 

(Mukherjee et al., 2017). 

Otro estudio demostró un efecto sinérgico del cisplatino y del resveratrol a través de 

la disminución de la proliferación celular en una línea celular de cáncer de ovario 

(A278), con la combinación de resveratrol (0-60 μM) y cisplatino (10 μM, durante 24 

h) (Baribeau et al., 2014). 

Un estudio más reciente sugiere que este efecto sinérgico del resveratrol con el 

cisplatino disminuye la viabilidad celular, debido a la inducción de apoptosis con el 

aumento en la expresión de proteínas pro apoptóticas como Bcl-2 y Bax en líneas 

celulares de cáncer de pulmón (H838 y H520) con el uso combinado de cisplatino 

(5 μg/ml) y resveratrol (40 μg/ml) durante 24 h (Ma L, et al., 2015).  

En otro estudio evaluaron los cambios en un perfil de expresión génica global en la 

línea celular de cáncer de mama (MCF-7) con dos concentraciones de resveratrol 

(150 y 250 μmol/l) para definir posibles vías de señalización que están involucradas 

en las respuestas biológicas al tratamiento de este compuesto natural y observaron 
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que el resveratrol inhibe la expresión de genes asociados a vías de reparación del 

DNA en particular la vía recombinación homóloga (León-Galicia et al., 2012). 

Los tumores con defectos en la vía de reparación de daño a ADN por recombinación 

homóloga (RH) son altamente sensibles a los quimioterapéuticos derivados del 

platino (cisplatino y carboplatino). La alta frecuencia de errores en la vía de  RH 

presente en tumores puede ser la base de la eficacia de la terapia citotóxica y 

proporcionar un fundamento para el uso de inhibidores de HR para sensibilizar a los 

tumores con la quimioterapia convencional (Curtin, 2012). 

Por otro lado, se ha reportado que la proteína RAD51 de RH se sobreexpresa en 

varios tipos de cáncer como mama, melanoma, glioblastoma, ovario, páncreas, 

pulmón de células no pequeñas y cáncer cervical y la expresión elevada de RAD51 

se correlaciona con un mal pronóstico (Chen Q. et al., 2017). 

 Previamente, Hine y colaboradores estudiaron la sobreexpresión de Rad51 en 

células de cáncer para diseñar una terapia contra el cáncer, encontrando que la 

actividad del promotor de RAD51 está aumentada en promedio 840 veces y hasta 

más de 12,500 veces en células cancerosas en comparación a las no cancerosas. 

Sobre esta diferencia significativa en la actividad del promotor de las células 

tumorales, diseñaron una estrategia terapéutica en la que el promotor RAD51 se 

fusionó a una secuencia que codifica la toxina de la difteria A (DTA), y el plásmido 

resultante se transfectó en varios tipos de células de cáncer incluyendo 

fibrosarcoma, mama, cervicouterino, células epiteliales de mama no cancerosas y 

fibroblastos. Cabe destacar, que las células de cáncer murieron y las normales no, 

pero no murieron por efecto del plásmido, sino probablemente a consecuencia de 

una mayor expresión de la DTA, es decir debido a que las células cancerosas 

activan con mayor efectividad el promotor de RAD51 que las células normales, por 

el efecto de la toxina DTA que se encuentra bajo el control del gen RAD51 (Hine et 

al., 2008). Estos resultados sugieren que las terapias dirigidas inhibiendo RAD51 o 

tomando ventaja   de la sobre-expresión de esta proteína en células cancerosas 

como en el trabajo anteriormente mencionado podrían ser altamente específicas 

para el tumor con éstas características (Rassool y Tomkinson, 2010). 

https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.17dp8vu
https://docs.google.com/document/d/11RMnuVyopJOxuERmvns7A1a1vmf-tllZYRfgVHDBDSg/edit#heading=h.3j2qqm3
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Por otro lado, se ha encontrado sobrexpresada a ATM, proteína sensora del daño, 

en la línea celular de carcinoma de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) 

resistente a cisplatino. Además, se informa que ATM no solo contribuye a la 

resistencia a cisplatino, sino que tiene un papel importante en la transición epitelio-

mesénquima (TEM) y la metástasis. Shen y colaboradores, reportaron que la 

inhibición de ATM es capaz de revertir la TEM, con la reducción del   metastásico 

de NSCLC mediante la regulación de la vía JAK-STAT-PD-L1 (Shen et al., 2019). 

Se sugiere que el uso de agentes inhibidores de ATM (por ejemplo, análogos de 

nucleósidos como la sapacitabina) o bien aberraciones pueden sensibilizar 

canceres resistentes a los medicamentos de platino (Choi et al., 2016). 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El CaCu representa todavía un enorme problema de Salud Pública, siendo la 

segunda causa de mortalidad en mujeres jóvenes por cáncer en México. La 

población de mujeres menores de 40 años de edad que son diagnosticadas con 

CaCu se encuentra en plenitud de la edad fértil o habitualmente iniciando una 

familia. El deseo de mantener el potencial reproductivo de la paciente joven plantea 

desafíos sobre cómo llevar a cabo el tratamiento adecuado.   

Los tratamientos que se han desarrollado han sido prometedores para ganar la 

batalla contra el cáncer; sin embargo, las desventajas después de recibir el 

tratamiento son la pérdida de la fertilidad y en el mejor de los casos la necesidad de 

recurrir a técnicas de reproducción para asegurar la concepción en el caso de las 

mujeres jóvenes que tienen el deseo de tener hijos. 

La quimioterapia en el CaCu es uno de los tratamientos que se utilizan a menudo y 

se ha usado desde hace varios años en sus diversas modalidades; sin embargo, su 

papel y su utilidad potencial aún se encuentran en estudio. A pesar de los resultados 

positivos en respuestas biológicas y clínicas se ha observado un incremento de la 

toxicidad aguda con la combinación del tratamiento además de la quimio resistencia 

de las células cancerosas siendo así los principales obstáculos en el tratamiento y 

manejo contra el cáncer. 
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Uno de los principales mecanismos de quimiorresistencia de las células tumorales 

es la activación de vías de reparación del ADN, por lo que los inhibidores de estas 

vías podrían aumentar la eficacia de los agentes quimioterapéuticos que inducen 

lesiones en el DNA, así como revertir la resistencia terapéutica asociada con la 

reparación del DNA.  

Por lo que es de nuestro interés demostrar si el resveratrol funciona como un agente 

quimiosensibilizador en líneas celulares de CaCu y si este efecto es dependiente de 

la inhibición de proteínas involucradas en la vía de reparación por HR. Este estudio 

es importante porque nos permitiría proponer al resveratrol como un agente 

quimiosensibilizador en la terapia basada a cisplatino, permitiendo reducir la 

toxicidad inducida por este fármaco en pacientes con cáncer cérvico-uterino. 

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

  

¿Cuál será el efecto del resveratrol sobre la vía de reparación de daño al ADN por 

recombinación homóloga en líneas celulares de cáncer cérvico-uterino tratadas 

con cisplatino? 

HIPÓTESIS 

 

El resveratrol funciona como un agente quimiosensibilizador en líneas celulares de 

cáncer cérvico-uterino tratadas con cisplatino debido a que inhibe la vía de 

reparación por RH. 

OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar el efecto del resveratrol como quimiosensibilizador al tratamiento con 

cisplatino y la vía de reparación de daño al ADN por RH, en líneas celulares de 

CaCu. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

 

I. Estudiar el efecto del resveratrol y cisplatino sobre la viabilidad celular en tres líneas 

celulares de CaCu con diferentes características en la presencia de HPV y p53. 

II.Analizar el efecto del resveratrol, en combinación con cisplatino, sobre la viabilidad 

de las tres líneas celulares de CaCu. 

III.Evaluar el efecto del resveratrol sobre la cantidad relativa de las proteínas ATM y 

RAD51, como marcadores de actividad de la vía de RH, en las tres líneas tumorales 

de CaCu. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

El siguiente esquema muestra la estrategia que se utilizó a lo largo del desarrollo 

del proyecto. 

 

 

 

Esquema 1.- Estrategia experimental general para las diferentes técnicas que se desarrollaron a lo 

largo del proyecto. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Líneas celulares de CaCu 

Células C33A: Línea celular humana proveniente de un carcinoma de cérvix, con 

morfología epitelial. Es una línea celular negativa a VPH, p53 con mutación en el 

residuo R273C (sustitución de arginina por cisteína) y p-RB mutado. 

Células HeLa: Esta línea celular es proveniente de un adenocarcinoma de cuello 

uterino. Tiene integrado el genoma   del virus de papiloma humana 18 (VPH-18).  

Células SiHa. Línea celular humana que se aisló de un carcinoma de células 

escamosas de cérvix. Se ha reportado que tiene integrado de 1 a 2 copias por célula 

del virus de papiloma humano 16 (VPH-16).  

Las líneas celulares fueron adquiridas de la compañía ATCC (American Type 

Culture Collection) y cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero 

de feto bovino, sin antibiótico y se mantuvieron en incubación a 5% de CO2 en una 

atmósfera de humedad a 37°C.  
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TRATAMIENTO CON RESVERATROL Y CISPLATINO  

 

Las líneas celulares C33A, HeLa y SiHa fueron cultivadas en placas de 12 pozos a 

una densidad de 40x103, 20x103 y 40x103 respectivamente, en ausencia o presencia 

de resveratrol (Sigma –Aldrich) por 48 h con diferentes concentraciones (50-200) 

µM. Se utilizó como control negativo, etanol al 1.3 % que equivale a la concentración 

utilizada en la dosis más alta. 

 

Para el tratamiento con cisplatino (Sigma Aldrich 479306-5G) se utilizaron diferentes 

concentraciones 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 80 µM por 24 horas. El vehículo para disolver 

el cisplatino fue solución salina (cloruro de sodio 0.9%) que equivale a la 

concentración utilizada en la dosis más alta.   

Al finalizar el tratamiento se lavaron las células con PBS (ver esquema 2). 

 

 

 

Esquema 2.- Estrategia utilizada para el tratamiento de resveratrol y cisplatino en las líneas 

celulares C33A, HeLa y SiHa. 
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COMBINACIÓN DE RESVERATROL Y CISPLATINO 

Se obtuvieron cada una las de concentraciones inhibitorias (IC´s), determinadas 

mediante curvas dosis respuesta que se analizaron posterior a la exposición de 

resveratrol y cisplatino por separado en las líneas celulares C33A, HeLa y SiHa. 

A continuación, se trataron las células 24 h con resveratrol y 24 h después se 

adiciono la combinación de resveratrol con cisplatino de manera proporcional según 

las IC´s determinadas, a continuación, se sustituyó por medio fresco 24 h más (ver 

el esquema 3). 

Finalmente, para determinar el tipo de interacción farmacológica se utilizó el 

programa CalcuSyn. 

 

 

Esquema 3.- Estrategia utilizada para el tratamiento de resveratrol en combinación con cisplatino 

las líneas celulares C33A, HeLa y SiHa. 
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ENSAYO DE VIABILIDAD POR LA TÉCNICA DE CRISTAL VIOLETA  

 

Para realizar el ensayo de cristal violeta, al cabo de 48 horas de tratamiento con 

resveratrol, se retiró el medio y se lavaron con 2 mL de PBS. Se adicionaron 500 µL 

de la solución de cristal violeta al 0.75 % (etanol al 50%, NaCl al 0.25% y 

formaldehido al 1.75 %) e incubaron por 10 min a temperatura ambiente.  A 

continuación, se decantó la solución y se realizaron varios lavados con agua 

corriente, y se dejaron secar completamente.  Después se adicionó 1 mL de SDS al 

1% para solubilizar el colorante, se agitó durante 10 min.  

Finalmente, se colocaron 200 µL por pozo en una placa de 96 pozos y se leyó la 

absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA. 

Los datos fueron analizados en el programa Sigma Plot para determinar las IC´s 

correspondientes a cada fármaco en las tres líneas tumorales. 

WESTERN BLOT  

 

Se obtuvieron los extractos de proteínas totales de las 3 líneas celulares tratadas 

con diferentes concentraciones de resveratrol con buffer de lisis (RIPA) mediante 

sonicación de los botones celulares. Posteriormente, se realizó la cuantificación de 

las proteínas en cada una de las muestras mediante el método de Lowry. 

A continuación, se analizaron las cantidades relativas de las proteínas ATM [Y170] 

(ab32420 Lot GR198716-33), utilizando una dilución de 1:1000 en albumina al 3% 

así como RAD51 (sc-8349 Lot #D2811, Rabbit polyclonal) 1:1000, utilizando 

anticuerpos específicos para cada una.  

La cuantificación de las bandas específicas se evaluó por densitometría mediante 

el programa Image J y los resultados se expresaron en número de pixeles (DOR) 

de las proteínas de interés con respecto a la proteína de normalización β-actina.  

 

 

 



- 27 - 
 

ESTANDARIZACIÓN DE LOS ANTICUERPOS PARA ATM Y RAD51. 

 

 

 

Imagen 7.- Estandarización de anticuerpos para ATM. Se cuantifico la cantidad de proteína y se 

utilizaron 40 µg de en cada pozo en un gel al 8% de acrilamida.  

 

 

 

 

Imagen 8.- Estandarización de anticuerpos para Rad51. Se cuantifico la cantidad de proteína y se 

utilizaron 40 µg de en cada pozo en un gel al 10% de acrilamida. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se muestran como el 

promedio y la desviación estándar (SD). Para determinar las diferencias estadísticas 

de los resultados se utilizó la prueba de análisis de varianza de una vía (ANOVA) 

seguida de una prueba de Tukey- Kramer para comparar la diferencia entre los 

grupos.  

Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de p < 0.05 

empleando el programa estadístico GraphPad Prism software 5.0 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA, USA).  

Cada uno de los valores determinados del índice de combinación fueron obtenidos 

mediante al programa Sigma Plot. Se utilizó el programa Calsusyn para el análisis 

del tipo de interacción farmacológica   y las proteínas de interés fueron analizadas 

por densitometría con el programa Image J. 
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RESULTADOS 

Efecto de resveratrol en las tres líneas celulares de cáncer cérvico-uterino. 

 
En primera instancia se estudió el efecto del resveratrol sobre la viabilidad de las 

líneas celulares de cáncer cérvico- uterino: C33A (negativa al HPV, p53 y RB 

mutados), HeLa (positiva a HPV18) y SiHa (positiva a HPV16). 

Las células C33A, HeLa y SiHa, fueron tratadas durante 48 h con diferentes 

concentraciones (50, 100, 150 y 200 µM) de resveratrol y se cambió el fármaco a 

las 24 h. A continuación, se determinó la viabilidad celular mediante la técnica de 

cristal violeta. 

Los resultados de la Figura 1A muestran que el resveratrol disminuye la viabilidad 

de las células C33A, de manera dependiente de la dosis, ya que a partir de la 

concentración de 50 µM la viabilidad disminuye por debajo del 60% con respecto al 

control. Con base en estos resultados se determinaron las concentraciones 

inhibitorias (IC´s): IC10, IC20, IC30, IC40 y IC50 como se observa en la gráfica de la 

Figura 1B, obtenida en el programa Sigma Plot. 

En C33A la IC50 se alcanza con una concentración de 90.9 µM. 

 

 

Figura 1.- Efecto del resveratrol sobre la viabilidad de las células C33A. A) La viabilidad celular 

fue evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas las células con diferentes 

concentraciones de resveratrol durante 48 horas.  Las barras representan el promedio de tres 
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experimentos por triplicado + la desviación estándar (DS) y las diferencias significativas del 

tratamiento con resveratrol respecto al control (*) p<0.0001. B) Gráfica de la curva dosis-respuesta 

para determinar las concentraciones inhibitorias (IC´s) del tratamiento con resveratrol. C) En la 

tabla se muestran valores, en concentración micromolar (μM), determinados mediante el programa 

Sigma Plot.  

 

En la línea celular HeLa (Figura 2), la disminución del 50 % de la viabilidad celular 

se alcanzó con la concentración de 123.2 µM. De acuerdo al análisis estadístico, se 

observó que existen diferencias significativas (p<0.0001) en la viabilidad celular con 

el tratamiento en todas las concentraciones analizadas en comparación con el 

control. Además, se observó que estas células responden de manera dependiente 

de la dosis de resveratrol, es decir, conforme aumenta la concentración de 

resveratrol la viabilidad se reduce proporcionalmente. 

 

 

Figura 2.- Efecto del resveratrol sobre la viabilidad de las células HeLa. A) La viabilidad celular 

fue evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas con diferentes 

concentraciones de resveratrol durante 48 horas.  Las barras representan el promedio de tres 

experimentos por triplicado + la desviación estándar (DS) y las diferencias significativas del 

tratamiento con resveratrol respecto al control (*) p<0.0001. B) Gráfica de la curva dosis respuesta 

para determinar las concentraciones inhibitorias (IC´s) del tratamiento con resveratrol. C) La tabla 
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muestra los valores, en concentración micromolar (uM), determinados mediante el programa Sigma 

Plot. 

 

Finalmente, en la línea celular SiHa (Figura 3), también se observaron diferencias 

significativas en todas las dosis utilizadas para el tratamiento con resveratrol, 

respecto al control, donde la IC50 calculada es de 164.7 µM. De acuerdo con estos 

resultados, SiHa, es la línea celular más resistente al tratamiento con resveratrol, 

comparada con HeLa (IC50 = 123.2 µM) y C33A (IC50 = 90.9 µM). 

 

 

 

 

Figura 3.- Efecto del resveratrol sobre la viabilidad de las células SiHa. A) La viabilidad celular 

fue evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas con diferentes 

concentraciones de resveratrol durante 48 horas.  Las barras representan el promedio de tres 

experimentos por triplicado + la desviación estándar (DS) y las diferencias significativas del 

tratamiento con resveratrol respecto al control (*) p<0.0001. B) Gráfica de la curva dosis respuesta 

para determinar las concentraciones inhibitorias (IC´s) del tratamiento con resveratrol. C) La tabla 

muestra los valores, en concentración micromolar (uM), determinados mediante el programa Sigma 

Plot.  
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Efecto del tratamiento con cisplatino sobre la viabilidad de las células C33A, 

HeLa y SiHa. 

 

Bajo las mismas condiciones experimentales en las cuales se analizó el efecto del 

resveratrol, se analizó el efecto del cisplatino sobre la viabilidad de estas líneas 

celulares a diferentes concentraciones (5, 10, 20, 40 y 80 µM) pero en esta ocasión 

incubadas solamente durante 24 h (dada la alta toxicidad del cisplatino) y 

posteriormente se incubaron con medio fresco por otras 24 h. 

En la línea celular C33A se observó un efecto de manera dosis dependiente en las 

concentraciones de 5 y 20 µM, ya que en las concentraciones de 40 y 80 µM el 

efecto es igual a la concentración de 20 µM. El valor de la IC50 es de 5 µM, es decir, 

con la concentración más baja utilizada disminuyó el 50% de viabilidad celular. 

 

 

 

Figura 4.- Efecto del cisplatino sobre la viabilidad de las células C33A. A) La viabilidad celular 

fue evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas con diferentes 

concentraciones de cisplatino durante 24 horas y posteriormente se incubaron con medio fresco 24 

h más.  Las barras representan el promedio de tres experimentos por triplicado + la desviación 

estándar (DS) y las diferencias significativas del tratamiento con resveratrol respecto al control (*) 

p<0.0001. B) Gráfica de la curva dosis respuesta para determinar las concentraciones inhibitorias 
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(IC´s) del tratamiento con cisplatino. C) La tabla muestra los valores, en concentración (uM), 

determinados mediante el programa Sigma Plot.  

 

Para la línea celular HeLa se observó que la respuesta al cisplatino es de manera 

dosis dependiente entre las concentraciones de 10 y 80 µM; ya que en la 

concentración de 5 µM no hay efecto sobre la viabilidad celular. 

El valor que se determinó como la IC50 fue de 31.6 µM de cisplatino, (ver Figura 5). 

 

Figura 5.- Efecto del cisplatino sobre la viabilidad de las células HeLa. A) La viabilidad celular 

fue evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas con diferentes 

concentraciones de cisplatino durante 24 horas y posteriormente se incubaron con medio fresco 24 

h más.  Las barras representan el promedio de tres experimentos por triplicado + la desviación 

estándar (DS) y las diferencias significativas del tratamiento con resveratrol respecto al control (*) 

p<0.0001. B) Gráfica de la curva dosis respuesta para determinar las concentraciones inhibitorias 

(IC´s) del tratamiento con cisplatino. C) La tabla muestra los valores, en concentración micromolar 

(µM), determinados mediante el programa Sigma Plot.  
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Por último, se analizó el efecto del cisplatino sobre la viabilidad de la línea celular 

SiHa. Se observa que, en las concentraciones de 5, 10, 20, 40 y 80 µM (Figura 6A) 

el efecto es dosis dependiente. La concentración de cisplatino en la que se alcanzó 

la IC50 en esta línea celular fue de 25.7 µM (Figura 6B). 

De acuerdo a estos resultados HeLa (IC50=31.6), es la línea celular más resistente 

al tratamiento con cisplatino, comparada con SiHa (IC50 = 25.7 µM) y finalmente las 

células C33A (IC50 = 5.0 µM) que son las más sensibles. 

 

 

Figura 6.- Efecto del cisplatino sobre la viabilidad de las células SiHa. A) La viabilidad celular 

fue evaluada por la técnica de cristal violeta después de ser incubadas con diferentes 

concentraciones de cisplatino durante 24 horas y posteriormente se incubaron con medio fresco 24 

h más.  Las barras representan el promedio de tres experimentos por triplicado + la desviación 

estándar (DS) y las diferencias significativas del tratamiento con resveratrol respecto al control (*) 

p<0.0001. B) Gráfica de la curva dosis respuesta para determinar las concentraciones inhibitorias 

(IC´s) del tratamiento con cisplatino. C) La tabla muestra los valores, en concentración micromolar 

(uM), determinados mediante el programa Sigma Plot.  
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Efecto del tratamiento combinado de resveratrol y cisplatino sobre la 

viabilidad de las células C33A, HeLa y SiHa. 

 

Con base en las curvas dosis respuesta que se obtuvieron de la exposición a 

resveratrol o cisplatino sobre la viabilidad de las líneas celulares C33A, HeLa y SiHa, 

se analizó el tratamiento combinado con resveratrol y cisplatino sobre la viabilidad 

celular. 

En la Figura 7, que corresponde a la línea celular C33A, se observa una reducción 

significativa de la viabilidad celular utilizando la combinación de las concentraciones 

que corresponden a las IC30 de cada fármaco, siendo aún más notable en las 

combinaciones con las IC40 e IC50 (ver dosis en Figura 7B). 

Posteriormente se realizó el análisis para observar el tipo de interacción 

farmacológica en donde los valores de IC (Índice de combinación) mayor a 1 indican 

“antagonismo”, los valores de IC menor a 1 muestran “sinergismo” y los valores 

iguales indican un efecto “aditivo”, mientras que la fracción afectada se refiere a la 

inhibición fraccional de la viabilidad para cada combinación.  

En el caso de la línea celular C33A se observa que a las concentraciones más altas 

probadas de ambos compuestos (IC40 e IC50, Figura 7A) se tiene un tipo de 

interacción sinérgica, pues el valor obtenido fue menor a 1, ver Figura 8A y 8B. 
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Figura 7.- Efecto del tratamiento con la combinación de resveratrol y cisplatino sobre la 

viabilidad celular en la línea celular C33A. A) Las células fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de resveratrol y cisplatino (las IC10, IC20, IC30, IC40, IC50 de cada compuesto), 

primero 24 h con resveratrol seguido de 24 h con la combinación y finalmente 24 h con medio fresco 

sin fármaco. ****p<0.0001 B) Cultivo celular de la línea celular C33A donde se aprecia la morfología 

y confluencia de las células tratadas con resveratrol y cisplatino C) Tabla con los IC´s de resveratrol 

y cisplatino, utilizados para la combinación.  
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A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

Figura 8.- Interacción farmacológica. A) Índice de combinación de resveratrol y cisplatino en 

células C33A. Los valores de IC mayor a 1 indican antagonismo, los valores de IC menores a 1 

indican sinergismo y los valores iguales indican un efecto aditivo. Fracción afectada indica la 

inhibición fraccional de la viabilidad para cada combinación. B) Valores del análisis farmacológico de 

la combinación de resveratrol y cisplatino. 
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Para la línea celular HeLa (Figura 9B), se muestra un efecto sobre la viabilidad a 

partir de la combinación IC10 de ambos fármacos.  En donde hasta la IC40 existe 

una disminución dosis-dependiente, pero en la viabilidad celular se mantuvo con la 

IC50 similar a la IC40.  

A continuación, se analizó el tipo de interacción farmacológica (figura 10A y 10B), 

donde se observa que existe un efecto sinérgico con la combinación de resveratrol 

y cisplatino para todas las dosis en esta línea celular, ya que los valores del índice 

de combinación son menores a 1. 

 

Figura 9- Efecto del tratamiento con la combinación de resveratrol y cisplatino sobre la 

viabilidad celular en la línea celular HeLa A) Las células fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de resveratrol y cisplatino (las IC10, IC20, IC30, IC40, IC50 de cada compuesto), 

primero 24 h con resveratrol seguido de 24 h con la combinación y finalmente 24 h con medio fresco 
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sin fármaco. ****p<0.0001 B) Cultivo celular de la línea celular HeLa donde se aprecia la morfología 

y confluencia de las células tratadas con resveratrol y cisplatino C) Tabla con los IC´s de resveratrol 

y cisplatino, utilizados para la combinación.  

A) 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

Figura 10.- Interacción farmacológica. A) Índice de combinación de resveratrol y cisplatino en 

células HeLa. Los valores de IC mayor a 1 indican antagonismo, los valores de IC menores a 1 

indican sinergismo y los valores iguales indican un efecto aditivo. Fracción afectada indica la 

inhibición fraccional de la viabilidad para cada combinación. B) Valores del análisis farmacológico de 

la combinación de resveratrol y cisplatino. 
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En la línea celular SiHa (Figura 11), observamos diferencias estadísticamente 

significativas en todas las combinaciones de IC10, IC20, IC30, IC40, IC50 de ambos 

fármacos comparadas con el control. Sin embargo, se observa que aún con la 

combinación más alta, es decir, las IC50 de ambos fármacos, la viabilidad celular 

no disminuye más del 50%. Dicho efecto pudiera deberse a que sea una línea 

celular resistente a la combinación de resveratrol y cisplatino. 

Se obtuvo un resultado de sinergismo para la dosis de IC10, encontrándose un 

efecto antagonista para las combinaciones de IC20, IC30, IC40, IC50. En la (Figura 

12), se muestran los resultados de manera numérica. 

 

 

Figura 11- Efecto del tratamiento con la combinación de resveratrol y cisplatino sobre la 

viabilidad celular en la línea celular SiHa. A) Las células fueron incubadas con diferentes 

concentraciones de resveratrol y cisplatino (las IC10, IC20, IC30, IC40, IC50 de cada compuesto), 

primero 24 h con resveratrol seguido de 24 h con la combinación y finalmente 24 h con medio fresco 

sin fármaco. ****p<0.0001 B) Cultivo celular de la línea celular SiHa donde se aprecia la morfología 

y confluencia de las células tratadas con resveratrol y cisplatino C) Tabla con los IC´s de resveratrol 

y cisplatino, utilizados para la combinación.  
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B) 

 

Figura 12.- Interacción farmacológica. A) Índice de combinación de resveratrol y cisplatino en 

células SiHa. Los valores de IC mayor a 1 indican antagonismo, los valores de IC menores a 1 indican 

sinergismo y los valores iguales indican un efecto aditivo. Fracción afectada indica la inhibición 

fraccional de la viabilidad para cada combinación. B) Valores del análisis farmacológico de la 

combinación de resveratrol y cisplatino. 
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En resumen, encontramos un efecto sinérgico en la combinación de resveratrol y 

cisplatino en la línea celular C33A únicamente en las combinaciones de IC40 e 

IC50.  

 

Efecto del resveratrol sobre la abundancia de las proteínas ATM y RAD51 

como marcadores de la vía de RH, en las líneas celulares de CaCu. 

 

Por otro lado, para determinar el mecanismo por el cual el resveratrol podría tener 

un efecto quimiosensibilizador al tratamiento con cisplatino en las líneas celulares 

C33A, HeLa y SiHa analizamos los niveles de las proteínas ATM y RAD51 de la 

siguiente manera: 

Se trataron cada una de las líneas celulares con cada una de las IC´s 

(concentraciones inhibitorias) determinadas para el tratamiento con resveratrol en 

las tres líneas celulares (C33A, HeLa y SiHa) y analizamos la abundancia relativa 

de las proteínas ATM y RAD51. 

Observamos una disminución significativa de la proteína ATM en la línea celular 

C33A posterior a los tratamientos a partir de la, IC30=12.6 µM, IC40=39.1 µM e 

IC50=90.9 µM. 
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Figura 13.- Abundancia relativa de la proteína ATM. Se obtuvieron extractos proteínicos de la 

línea celular C33A con diferentes concentraciones de resveratrol por 48 h. Como control de carga se 

utilizó la proteína β-actina. La figura en la parte inferior es representativa a una n=1. 

 

En el caso de la proteína RAD51, la disminución no fue tan clara como para ATM 

por lo que decidimos hacer una densitometría, donde observamos una disminución 

significativa comparada con el control en la concentración de 90.9 µM que 

corresponde a la IC50 a las 48 h de tratamiento con resveratrol (Figura 14). 
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Figura 14.- Abundancia relativa de la proteína RAD51. 

Se obtuvieron extractos proteínicos de la línea celular C33A del tratamiento con diferentes 

concentraciones de resveratrol por 48h.posterior al tratamiento con resveratrol con diferentes dosis, 

durante 48 h. Como control de carga se utilizó la proteína β- actina. 

 Las barras representan el promedio de tres experimentos por triplicado + la desviación estándar 

(DS) y las diferencias significativas del tratamiento con resveratrol respecto al control (*) p<0.5. 
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En la línea celular HeLa observamos una disminución de ATM en todas las ICs 

probadas de resveratrol (Figura 15). 

 

 

Figura 15.- Abundancia relativa de proteína ATM. Se obtuvieron extractos proteínicos de la línea 

celular HeLa posterior al tratamiento con resveratrol con diferentes concentraciones, durante 48 h. 

Como control de carga se utilizó a la proteína β-actina. La figura en la parte inferior es representativa 

a una n=1. 

 



- 46 - 
 

Posteriormente se evaluó a RAD51 en la línea celular HeLa donde observamos una 

disminución significativa de esta proteína a partir de una dosis de 41.7 µM con 

resveratrol durante 48 h (Figura 16). 

 

 

Figura 16- Abundancia relativa de proteína RAD51. Se obtuvieron extractos proteínicos de la 

línea celular HeLa del tratamiento con diferentes concentraciones de resveratrol por 48 h. Como 

control de carga se utilizó a la proteína β-actina. La figura en la parte inferior es representativa a 

una n=1. 
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Por último, se analizó el efecto del resveratrol sobre la abundancia relativa de ATM 

y RAD51 en la línea celular SiHa, donde observamos una disminución evidente de 

ATM a las concentraciones de 55.2 µM en adelante (Figura 17). 

 

 

Figura 17.-. Abundancia relativa de proteína RAD51.Se obtuvieron extractos proteínicos de la 

línea celular SiHa del tratamiento con diferentes concentraciones de resveratrol por 48 h. Como 

control de carga se utilizó a la proteína β-actina. La figura en la parte inferior es representativa a 

una n=1. 
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En el caso de RAD51 observamos que el tratamiento con resveratrol induce una 

disminución significativa de la abundancia de proteína a partir de la concentración 

de 126.6 µM. 

 

Figura 18.- Abundancia relativa de proteína RAD51. Se obtuvieron extractos proteínicos de la 

línea celular SiHa del tratamiento con diferentes concentraciones de resveratrol por 48 h. Como 

control de carga se utilizó a la proteína β-actina. La figura en la parte inferior es representativa a 

una n=1. 
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DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio, se investigó el efecto del resveratrol como 

quimiosensibilizador al cisplatino y su efecto sobre dos proteínas implicadas en la 

reparación del DNA a través de la vía de recombinación homóloga, ATM y RAD51. 

Los resultados obtenidos para el tratamiento con resveratrol sobre la viabilidad de 

las células C33A señalan que es la línea celular más sensible analizada, en 

contraste con HeLa y SiHa, ya que las IC50 son 90.9, 123.2 y 164.7 µM 

respectivamente. Se sabe que los efectos anticancerígenos del resveratrol en varios 

modelos celulares como la inhibición de proliferación y la inducción de apoptosis 

son dependientes de p53, en este sentido, existe un reporte donde observaron que 

el tratamiento con resveratrol en esta línea celular  incrementa la expresión de la 

proteína p53, en comparación con HeLa (positiva al VPH18) donde p53 se 

encuentra inactivo por la presencia de la oncoproteína E6 de VPH18, similar a SiHa 

donde p53 es inactivado por E6 de VPH16. En este mismo trabajo reportaron que 

en la línea celular SiHa se encuentra expresada la proteína NF-kB (factor de 

transcripción nuclear kappa-B), la cual regula genes implicados en sobrevivencia 

celular e inhibición de apoptosis lo cual podría explicar que la línea celular SiHa sea 

la línea celular más resistente al tratamiento con resveratrol (García et al., 2013).  

La regulación de p53 por resveratrol se ha propuesto, que ocurre mediante la 

activación de la vía de las MAPK (Proteínas cinasas activadas por mitógenos), 

específicamente ERKs y p38, los miembros de esta familia son implicados en 

proliferación y apoptosis (Signorelli et al.,2005). 

De acuerdo con nuestros resultados, Xin y colaboradores en 2009 reportaron que 

C33A es más sensible al tratamiento con resveratrol, seguido de HeLa y por último 

SiHa, ellos utilizaron concentraciones desde 12.5, 25, 50, 100, 200, 300, 400 y 600 

µM, por 48 h, esto indica que el efecto es similar a lo reportado (Xin et al., 2009). 

En los tratamientos con cisplatino la línea celular más resistente fue HeLa y la más 

sensible C33A, donde los IC50 fueron de 31.6 y 5 µM respectivamente, mientras 

que para las células SiHa fue de 25.7 µM. Previamente, Zhu y colaboradores, 
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reportaron que en células HeLa se encuentra disminuida la proteína CTR1 (cooper 

transporter 1), una proteína de membrana que participa en la regulación de la 

entrada de cisplatino a la célula tumoral, que conlleva a una reducción en la 

captación de cisplatino en la célula y puede contribuir al desarrollo de resistencia en 

la línea celular HeLa, por lo que se requiere mayor concentración de este fármaco 

para reducir su viabilidad (Zhu et al., 2016). 

Interesantemente, se ha reportado que las células HeLa pueden ser resistentes a 

cisplatino debido a que presentan altos niveles de GSH, este antecedente va de 

acuerdo con nuestros resultados donde observamos que la línea celular HeLa es la 

más resistente al tratamiento con cisplatino (Zhu et al., 2016). 

Por otro lado, se ha mencionado que la estabilización y la activación de p53 silvestre 

son mecanismos críticos para la inducción de apoptosis mediante cisplatino. La 

quimioterapia contra el cáncer cervical en pacientes que tienen a p53 silvestre suele 

tener mayor beneficio que en pacientes que tienen a p53 mutado (mutación de tipo 

missense) (Zhu et al., 2016). Sin embargo, nuestros resultados muestran que la 

línea celular C33A, la cual tiene mutado a p53, es la más sensible el tratamiento con 

cisplatino que HeLa y SiHa, lo cual podría sugerir que depende de la mutación que 

la caracteriza.  

La combinación del resveratrol y cisplatino en la línea celular HeLa, tiene un efecto 

sinérgico en todas las combinaciones de IC´s analizadas, recordemos que el efecto 

sinérgico se refiere a la combinación de fármacos donde el efecto es mayor que el 

obtenido por cualquiera de sus componentes utilizados individualmente (Tallarida, 

2010), se sabe que la naturaleza de esta línea celular es positiva al HPV tipo 18 y 

debido a oncoproteínas como E6, puede asociarse a p53  conduciendo a su 

degradación (Lizano et al., 2014). Como se mencionó anteriormente   el tratamiento 

con resveratrol demostró la ausencia de la proteína p53 (García et al.,2013). Ahora 

bien, en otro estudio identifican que en células HeLa, es posible la restauración de 

la expresión de la proteína p53 mediante el tratamiento con cisplatino, mediante la 

represión de E6 contribuyendo a la restauración de p53 (Wesierska- Gadek et al., 

2002). Por lo que, podría explicarse que por medio de estos mecanismos exista 
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mayor sensibilidad en las células HeLa al tratamiento combinado de resveratrol y 

cisplatino, comparado con C33A la cual es negativa al HPV. 

Otra posible explicación es que de acuerdo a nuestros resultados del análisis de los 

niveles de proteína ATM y RAD51 tratadas con resveratrol en la línea celular HeLa, 

observamos que existe una disminución de estas proteínas, que participan 

particularmente en la vía de reparación del ADN por recombinación homóloga,  lo 

que sugiere que el resveratrol al disminuir los niveles de estas proteínas  

importantes para que se lleve a cabo la reparación del daño inducido por el 

cisplatino, contribuiría a la inducción de  muerte celular. 

Por otro lado, observamos que la línea celular SiHa es más resistente que HeLa, ya 

que concentraciones altas de resveratrol y cisplatino, tienen un efecto antagonista. 

Se ha reportado que esta línea celular se caracteriza por la expresión de proteínas 

antioxidantes como SOD1 (Superóxido dismutasa1), SOD2 (Superóxido dismutasa 

2), y GP2 (Glutatión Peroxidasa) así como una disminución de especies reactivas 

de oxígeno, por lo que esto podría contribuir a la resistencia observada en esta línea 

celular (Filippova et al., 2014). 

Otros mecanismos de acción descritos en la literatura pueden dilucidar la acción en 

conjunto del resveratrol y cisplatino. Uno de ellos es la GSH (Glutation en su forma 

reducida) la cual se encuentra asociada a la resistencia a cisplatino y que desactiva 

la droga de platino antes de la unión al DNA. Una forma de explicar el efecto del 

resveratrol es que se ha reportado que es capaz de aumentar la transcripción de la 

enzima GPx (Glutation peroxidasa) lo que disminuye la concentración de GSH, lo 

cual favorece la unión del cisplatino al ADN, esto se observó en células de cáncer 

de ovario incubadas con resveratrol (Zhu et al., 2016; Nessa et al., 2012). 

Por otro lado, se sabe que la glicoproteína P contribuye al desarrollo de 

quimioresistencia ya que reduce la cantidad de cisplatino dentro de la célula, así 

disminuyendo su eficacia. interesantemente, se ha reportado que el resveratrol 

inhibe la expresión de la glicoproteína P, lo cual podría explicar en parte la 

quimiosensibilización inducida por el resveratrol en combinación con el cisplatino 

(Roy et al., 2014; Nessa et al., 2012). 



- 52 - 
 

Otro posible mecanismo de resistencia al cisplatino, es la sobre-expresión de 

proteínas implicadas en la reparación del daño al ADN como la vía de 

recombinación homóloga, por lo cual en este trabajo analizamos la abundancia de 

dos proteínas implicadas en ésta vía, ATM y RAD51. 

La sobreexpresión de RAD51 una proteína central de la vía de reparación del ADN 

por recombinación homóloga se ha descrito en varios tipos de cáncer  como el 

CaCu, cáncer de pulmón de células no pequeñas, mama, ovario, páncreas 

melanoma y glioblastoma y se encuentra asociada con mayor agresividad que a su 

vez se encuentra involucrada con el desarrollo de resistencia tumoral (Paulikova et 

al., 2013; Takenata et al., 2017; Maake et al., 2000; Raserschall et al., 2002), por lo 

tanto se propone que la  inhibición de RAD51 tendrá una repercusión negativa en la 

reparación de daño al ADN mediante  recombinación homóloga (Ruiz et al., 2018). 

Estos hallazgos reafirman la importancia de esta proteína en la sensibilidad al 

tratamiento contra el cáncer. 

Como mencionamos anteriormente el resveratrol disminuye los niveles de las 

proteínas ATM y RAD51, en las tres líneas celulares, por lo que esto podría 

contribuir al efecto quimiosensibilizador del resveratrol al tratamiento con cisplatino. 

De acuerdo con nuestros resultados, en un trabajo previo reportaron que el 

resveratrol inhibe proteínas asociadas a la reparación del ADN como RAD50 y 

MRE11 que forman parte del complejo MRN (León-Galicia et al., 2013). Además, 

en otro trabajo reportaron que el resveratrol disminuye los niveles de RAD51 en 

células de cáncer de mama MCF7 y observaron que el resveratrol disminuyó la 

concentración de cisplatino necesaria para inducir muerte celular en esta línea 

celular (León et al., 2018). 

En otro trabajo, probaron que el resveratrol es efectivo para sensibilizar la línea 

celular HeLa a etopósido, un compuesto que induce rupturas de doble cadena en el 

ADN, y los autores mencionan que el posible mecanismo es a través de la inhibición 

de RAD51(Ruíz et al., 2018); sin embargo, el etopósido no es un fármaco de uso 

común en cáncer cérvico-uterino. El cisplatino también induce rupturas de doble 

cadena en el ADN de manera indirecta por lo que el resveratrol puede tener un 
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efecto quimiosensibilizador en las células tumorales tratadas con cisplatino.  

Interesantemente, en nuestro trabajo observamos que el resveratrol induce una 

disminución de los niveles de las proteínas de la vía de reparación por 

recombinación homóloga: ATM y RAD51 y esto correlaciono con una diminución de 

la dosis necesaria de cisplatino para inducir muerte celular en líneas celulares de 

CaCu al utilizar al resveratrol como un quimiosensibilizador. 

CONCLUSIÓN 

 

La terapia para cada tipo de cáncer debe ser analizada muy cuidadosamente, ya 

que, con base en nuestros resultados, observamos que a pesar de que utilizamos 

líneas de cáncer cérvico-uterino no responden de manera similar. 

Debido a que las líneas celulares como HeLa (positiva a VPH 18) son sensibles al 

tratamiento combinado de resveratrol y cisplatino, se sugiere que el resveratrol se 

puede utilizar como quimiosensibilizador en CaCu, específicamente para tumores 

con este tipo de características. Además, se propone utilizar concentraciones bajas 

en los tipos de CaCu semejante a la línea celular SiHa (positivas a HPV16), por el 

contrario de la línea celular C33A (negativas a HPV, con mutaciones en pRB y p53) 

que requiere de concentraciones altas para tener un efecto de 

quimiosensibilización.  

Nuestros resultados evidencian que el resveratrol podría estar inhibiendo proteínas 

de la vía de recombinación homóloga y que esto se correlacione a su vez con la 

disminución en la viabilidad celular, posiblemente mediante este mecanismo. Este 

hallazgo respalda la posibilidad de que el resveratrol sea un posible fármaco 

quimiosensibilizador para el tratamiento del CaCu. 

Sin embargo, se requieren más estudios para poder elucidar el posible mecanismo 

del resveratrol como quimiosensibilizador en el CaCu, lo cual deja un campo 

bastante amplio de investigación para aportaciones que beneficien a pacientes con 

CaCu. 
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ANEXO 

 

CRISTAL VIOLETA 

 

Durante el tratamiento con fármacos las células adherentes que entran en procesos de 

muerte celular, pierden su adherencia, y por lo tanto esa población de células de descarta 

del resto que permanecen intactas. Las células no viables no pueden incorporar el colorante 

en sus membranas. El colorante es capaz de interactuar con proteínas y el ADN. 

 

La técnica del Cristal Violet Dye Elution (CVDE), nos permite valorar de una forma rápida y 

sencilla la masa celular total de un cultivo celular.  

El método se basa en la tinción de las células con una solución al 0,75% del colorante 

Cristal Violeta y cuantificar en un lector espectrofotométrico de multiplacas, la densidad 

óptica (o absorbancia) del cristal violeta solubilizado. 

 

 Este método, al medir la masa celular total y de acuerdo a la Ley de Beer, donde la 

absorbancia es directamente proporcional al número de células en el pocillo, esto nos 

permite valorar de forma global la proliferación celular   

 

SOLUCIONES 

 Cristal Violeta; 0.75% (m/v), Sigma Life Science, Crystal Violet con número de 

catálogo 612-205-00-8. 

 Etanol; 50 % (v/v), Ethanol (Anhydrus – Alcohol, Biotechnology Grade. 

 Solución salina; NaCl 0.25% (m/v), Cloruro de Sodio Cristal, J.T. Baker 3624-01. 

 Formaldehido; 1.75% (v/v), J.T. Baker, 2106-03. 

 

Modificado de Checa Rojas (2018). 
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WESTERN BLOT 

 

POE-LCMA-WBT-001: PROCEDIMIENTO OPERATIVO ESTANDARIZADO DEL 

LABORATORIO DE CARCINOGENESIS DEL INSTITUTO NACIONAL DE 

CANCEROLOGÍA 

 

El Western Blot es una técnica de laboratorio que utiliza anticuerpos específicos 

con el objetivo de identificar una proteína dentro de un conjunto de proteínas que 

han sido separadas en función de su peso molecular mediante una electroforesis 

en gel. Este ensayo utiliza una membrana hecha de nitrocelulosa o PVDF 

(fluoruro de polivinildeno), que, al estar en contacto con las proteínas separadas 

en el gel, y mediante la aplicación de una corriente eléctrica, induce la migración 

de las proteínas desde el gel hacia la membrana. Una vez realizada la 

transferencia, la membrana puede ser procesada con anticuerpos específicos 

dirigidos a una proteína de interés, que se visualiza mediante el uso de un 

anticuerpo secundario y agentes para su detección. 

 

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), es una técnica que 

permite separar moléculas con carga, a partir de su migración en un campo 

eléctrico. En función de este principio, las moléculas cargadas se desplazan en 

un campo eléctrico, migrando hacia el electrodo de carga contraria. Por lo tanto, 

a mayor carga, mayor es la velocidad con la que la molécula se puede desplazar 

en un campo eléctrico. Para que esas moléculas se desplacen y puedan ser 

estudiadas, se utiliza un medio de soporte para la inducción del campo eléctrico. 

En el caso de la técnica de Western Blot, y para los fines de este manual, ese 

medio de soporte es un gel de poliacrilamida. La poliacrilamida al polimerizarse 

forma un gel termoestable, transparente y químicamente inerte, lo que hace que 

sea un material ideal para la realización de esta técnica. Durante la preparación 

de este gel se utiliza dodecil sulfato de sodio (SDS), un detergente aniónico que 

desnaturaliza las proteínas, eliminando las estructuras secundaria y terciaria de 

las proteínas, sin alterar los enlaces disulfuro. Un aspecto importante en los geles 

de poliacrilamida es el tamaño medio de los poros que se forman durante la 

polimerización, pues esto genera una resistencia a la migración de proteínas. A 

menor tamaño de poro, mayor será la resistencia en el medio para la migración 

de proteínas por carga, por lo que este es un factor a considerar al momento de 

diseñar un experimento y detectar una proteína de interés. 

 Por lo tanto, es importante considerar la concentración final de acrilamida en el gel, 

en función del peso de las proteínas a evaluar. Mientras que, para ser visualizadas, 

las proteínas de bajo peso molecular requieren un gel de poliacrilamida a una mayor 
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concentración (menor tamaño medio del poro), las proteínas de alto peso molecular 

requieren un gel de poliacrilamida a una menor concentración (mayor tamaño medio 

del poro) (POE-LCMA-WBT-001, Procedimientos Operativos Estandarizados, 

Laboratorio de Carcinogenesis del Insituto Nacional de Cancerología). 

1-. LISIS DE CELULAS 

Reactivos y Materiales: 

Buffer de Lisis  
 
 Cell Lysis Buffer (10x) (Cell Signaling, Cat #9803) o buffer RIPA. 
 Coctel de Inhibidores de proteasas (Cell. Signaling, Cat #:5871) 
 Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). (Sigma, # Cat. P7626) 
 Ortovanadato de sodio (Sigma, Lot #. 069K0031) 

 

 PREPARACIÓN DE GELES DE ACRILAMIDA 

Reactivos y Materiales 

Gel Concentrador y Separador 
 Solución de Acrilamida Bis Acrilamida 40% (Sigma, # Lote: SLBHO323V) 
 H2O milliq 
 Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10% (BIO-RAD, # Cat.161-0301) 
 Persulfato de Amonio (APS) 10% (BIO-RAD, # Cat. 161-0700) 
 TEMED (Sigma # Lote:71K1515) 
 Tris 0.5 M (BIO-RAD # Cat. 161-0716) 
 

2.1. Preparar Gel de acrilamida de acuerdo al tamaño de la proteína. 

 

 

 

 

 

          Tomado de WESTERN BLOTTING - A BEGINNER’S GUIDE – abcam. 

2.2. Agregar la cantidad de reactivo correspondiente con respecto al 
porcentaje del gel que se desea preparar. 

Tamaño de la 
proteína (kDa) 

Porcentaje del 
gel (%) 

4-40 20 

12-45 15 

10-70 12.5 

15-100 10 

25-200 8 
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 Cantidad de reactivo por cada gel: 

Porcentaje del 
gel de 

poliacrilamida 

Agua 
Milliq 

Buffer de 
Tris (pH 
8.8/6.8)* 

 

 

Acrilamida
/Bisacrila
mida al 
40% 

Dodecil 
Sulfato de 
sodio 
(SDS) al 
10% 

Persulfat
o de 
amonio 
al 10% 

TEMED** 

Gel 
Separador 

      

Gel al 8% 5.33 
mL 

2.5 mL 2 mL 100 µL 50 µL 10 µL 

Gel al 12% 4.34 
mL 

2.5 mL 3 mL 100 µL 50 µL 10 µL 

Gel 
Concentrador 

      

Gel al 4% 3.20 
mL 

1.311 
mL 

0.658 mL 525 µL 14 µL 5.83 µL 

* La preparación del gel separador: Buffer de Tris-HCL (pH 8.8) y la 
preparación del gel concentrador: Buffer Tris-HCL (pH 6.8) 

 

Nota: Al preparar el gel, tomar en cuenta agregar los reactivos de manera ordenada 
y así evitar una polimerización inmediata; (1) Agua Milliq, (2) Tris-HCL 1.5 M (pH 
8.8/6.8), (3) Acrilamida/Bisacrilamida al 40%, (4) Dodecil Sulfato de sodio (SDS) al 
10%, (5) Persulfato de amonio al 10% (APS) y (6) TEMED. Antes de agregar el PSA 
y el TEMED vigilar que todo esté listo para agregar el gel en los cristales. El PSA se 
debe prepara cada dos semanas y en caso de que la polimerización no se lleve a 
cabo adecuadamente, se puede aumentar la cantidad de TEMED. 

¡Precaución! La acrilamida es considerada un agente cancerígeno y una potente 
neurotoxina. Por lo tanto, tener precaución al preparar las soluciones de los geles 
de poliacrilamida.  

3-. CORRIDA DE PROTEINAS POR SDS-PAGE 

Reactivos y Materiales 

Buffer de carga Laemmli (5X): 
 6 mL Tris  0.5 pH 6.8 (BIO-RAD # Cat. 161-0716) 
 2.5 mL glicerol (Fermont, # Lote: 525432) 
 0.5 mL H2O Milliq 
 0.5 mL β-mercaptoetanol (BIO-RAD, Cat # 161-0710) 
 1 g. Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) (BIO-RAD, # Cat.161-0301) 
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 0.002 g. de Azul de Bromofenol (Sigma, # Lot. 66H3672) 
 
Agregar como reactivo final el β-Mercaptoetanol, hacer alícuotas y congelar. 
 
 
Buffer de Corrida 10x: 

 32.2 g. de Tris 0.5 M (BIO-RAD # Cat. 161-0716) 
 144 g. de Glicina (Promega, # Lot. 0000155432)  
 10 g. de Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). 

 
Ajustar pH a 8.3 y aforar a 1L.   

4-. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS EN MEMBRANAS DE PVDF 

Buffer de Transferencia 10X 
 30 g. Tris-Base 25 mM (BIO-RAD # Cat. 161-0716) 
 145 g. Glicina 190 mM (Promega, # Lot. 0000155432) 
 Metanol (J.T. Baker, # Cat. 9070-03): 20% para nitrocelulosa ó 10% para 

PVDF. 
 
Aforar a 1 L. 

 Membrana de Polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Inmobilon # Cat. 
IPVH00010) 

5-. BLOQUEO CON LECHE 

Reactivos y Materiales 

Solución Buffer Tris (TBS) Tween20 al 0.1% 

 NaCl 150 mM (J. K. Baker, #Cat. 3624-01) 
 Tris-HCL 20mM (BIO-RAD, # Cat. 161-0716) 

 Tween20 (Sigma, Lot # SLBN3325V) 

Ajustar el pH a 7.5. 

Solución con Leche 5% 

 Leche en polvo, Svelty de NESTLE, cero grasas. 

 TBS Tween al 0.1%  

6-. INCUBACIÓN CON ANTICUERPO PRIMARIO:  

Reactivos y Materiales 

Solución Buffer Tris (TBS) Tween20 al 0.1% 
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 NaCl 150 Mm (J. K. Baker, #Cat. 3624-01). 
 Tris-HCL 20mM (BIO-RAD, # Cat. 161-0716). 

 Tween20 (Sigma, Lot # SLBN3325V). 

Ajustar el pH a 7.5. 

Solución con Albumina de suero Bovino (BSA) al 3% 

 Albumina de suero bovino (BSA) (Sigma, Lot # SLBM2234V). 

 TBS Tween al 0.1%. 

 Preparar la dilución del anticuerpo primario antes de iniciar el procedimiento.  
 

7-. INCUBACIÓN CON ANTICUERPO SECUNDARIO:  

Reactivos y Materiales 

Solución con Leche 5% 

 Leche en polvo, Svelty de NESTLE, cero grasas. 

 TBS Tween al 0.1% 

Solución Buffer Tris (TBS) Tween20 al 0.1% 

 NaCl 150 Mm (J. K. Baker, #Cat. 3624-01). 
 Tris-HCL 20mM (BIO-RAD, # Cat. 161-0716). 
 Tween20 (Sigma, Lot # SLBN3325V). 

 

8-. REVELADO 

Reactivos y Materiales 

Solución Buffer Tris (TBS) Tween20 al 0.1% 

 NaCl 150 Mm (J. K. Baker, #Cat. 3624-01). 
 Tris-HCL (BIO-RAD, # Cat. 161-0716). 
 Tween20 (Sigma, Lot # SLBN3325V). 

Sustrato Quimioluminiscente para HRP (Luminol y Peroxido) (Milipore, Cat # 
WBKLS0500) 
Revelador y reforzador al 20% (Sigma. Cat # P7042-1GA) 
Fijador y reforzador al 20% (Sigma. Cat # P7167-1GA) 
Placas de revelado Amersham Hyperfilm ECL. (GE Healthcare, Lot # 64102) 
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* El revelado en placas Amersham Hyperfilm ECL se realiza en oscuridad y luz roja. 

 


