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RESUMEN 

 

Se ha descrito que los ésteres derivados del ácido gálico poseen efecto 

citotóxico sobre las células tumorales. En este trabajo se analizaron los 

mecanismos de muerte celular, inducidos por los compuestos catiónicos 

lipofílicos derivados del ácido gálico: galato de octil trifenilfosfonio, galato de 

decil trifenilfosfonio, undecil galato de trifenilfosfonio y lauril galato de 

trifenilfosfonio [C8TPP+, C10TPP+, C11TPP+ y C12TPP+, respectivamente]. 

Para ello se utilizaron las líneas celulares de adenocarcinoma mamario de 

ratón TA3 y de leucemia linfoblástica aguda humana CCRF/CEM, con sus 

respectivas variantes multiresistentes TA3-MTX-R y CEM/C2. Estas células 

fueron tratadas con distintas concentraciones (0,5, 15, 30 y 50 µM) de los 

cationes lipofílicos, durante 2 y 4 horas y al cabo de estos periodos se 

determinó la viabilidad celular. El tratamiento con los cationes C10TPP+ y 

C12TPP+ produjo una disminución significativa de la viabilidad de las células 

tumorales; sin embargo, los cationes C8TPP+ y C11TPP+ no produjeron 

efectos significativos. Las microfotografías obtenidas por microscopía 

electrónica de transmisión evidenciaron alteraciones profundas en la 

ultraestrucutura mitocondrial de las células TA3 provocadas por el catión 

C12TPP+. Más aún, el tratamiento con los cationes C10TPP+ y C12TPP+ 

produjo la sobrexpresión del gen pro-apoptótico gadd45α, en todas las 

líneas celulares y en la mayoría de las condiciones ensayadas; la expresión 

del gen bax no fue afectada; el gen gabarap se sobrexpresó sólo en las 

líneas celulares CCRF/CEM y CEM/C2, y en dos de las condiciones 

ensayadas. Estos resultados en conjunto muestran que tanto C10TPP+ como 

C12TPP+ son los compuestos citotóxicos más potentes, y que la muerte 

celular ocurriría principalmente a través de la inducción de la vía intrínseca 

de apoptosis, y en menor porcentaje estaría dada por autofagia. 
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SUMMARY 
 

It has been reported that esters of Gallic acid have cytotoxic effects on 

cancer cells. In this work we analyzed the mechanisms of cell death induced 

by lipophilic cation derivatives of Gallic acid: octyl triphenylphosphonium 

gallate  decyl triphenylphosphonium gallate, undecyl triphenylphosphonium 

gallate, and dodecyl triphenylphosphonium gallate [C8TPP+, C10TPP+, 

C11TPP+ and C12TPP+, respectively]. Cell lines used in this study were: TA3 

(mouse mammary adenocarcinoma) and CCRF/CEM (human acute 

lymphocytic leukemia) and their multiresistant variants TA3 MTX-R and 

CEM/C2, respectively. These cell lines were treated with increasing cations 

concentrations  (0,5, 15, 30 and 50 µM) of lipophilic compounds during  2 

and 4 h and then screened for viability. The treatment of cells with C10TPP+ 

and C12TPP+ decreased the cell viability, whereas that C8TPP+ and C11TPP+ 

did not affect it. Hence, we investigated the mitochondrial toxicity of the 

lipophilic cation using Transmission Electron Microscopy. Our results 

indicated changes in the mitochondrial ultrastructure provoked by C12TPP+ 

treatment in TA3 cells. Moreover, Real Time RT-PCR analysis for cell death 

related genes (gabarap, bax and gadd45α) expression, revealed that 

C10TPP+ and C12TPP+ up-regulated pro-apoptotic gene gadd45α in all cell 

lines and in almost all assay conditions, while Bax gene expression was not 

affected. Gabarap was up-regulated but not in all cell lines and only in a few 

assay conditions. Taking account these results, we may conclude that 

C10TPP+ and C12TPP+ were the most potent cytotoxic compounds. The 

principal mechanism of cell death seems to be through the induction of the 

intrinsic route of the apoptosis, but also a percentage of autophagy occurs. 

  

https://www.google.com/search?hl=en&client=firefox-a&hs=Ff1&rls=org.mozilla:es-CL:official&biw=1366&bih=641&spell=1&q=a+cytotoxicity+assay+was+performed+under+different+cations+concentrations+and+diferents+times&sa=X&ei=COt2UN_FDJKe8gTzhIGQAQ&ved=0CBsQvwUoAA
https://www.google.com/search?hl=en&client=firefox-a&hs=Ff1&rls=org.mozilla:es-CL:official&biw=1366&bih=641&spell=1&q=a+cytotoxicity+assay+was+performed+under+different+cations+concentrations+and+diferents+times&sa=X&ei=COt2UN_FDJKe8gTzhIGQAQ&ved=0CBsQvwUoAA
http://www.springer.com/materials/characterization+%26+evaluation/book/978-0-387-76500-6
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I. INTRODUCCIÓN 

Desde la primera vez que en 1956, Warburg describió que existían 

diferencias entre los procesos metabólicos de una célula normal y una célula 

tumoral (Warburg, 1956) se ha mantenido el interés de investigar las 

múltiples particularidades de las células neoplásica. Con el paso del tiempo 

distintos estudios han permitido organizar y comprender de mejor manera el 

particular comportamiento de las células que conforman un cáncer.  

Durante las múltiples etapas del desarrollo de un tumor, las células van 

adquiriendo ciertas capacidades que las hacen más competentes que las 

células normales. Entre estas capacidades se incluyen: la señalización 

sostenida para que ocurra la proliferación, la resistencia a la muerte celular, 

la alta capacidad de invasión y metástasis, la inmortalidad replicativa y la 

inducción de la angiogénesis. Estos antecedentes sustentan la capacidad 

para evadir el ataque del sistema inmune, la presencia de múltiples 

alteraciones genómicas y la reprogramación del metabolismo energético de 

este tipo de células (Hanahan & Weinberg, 2011).  

La reprogramación del metabolismo energético es uno de los más 

importantes cambios en las células tumorales. El aumento de la capacidad 

glicolítica, inclusive en presencia de oxígeno, (“Warburg effect”) es materia 

de estudio desde hace largo tiempo. En las células normales la energía se 

obtiene principalmente del ATP producido por la mitocondria (>90%). En las 

células tumorales, en cambio, la producción de ácido láctico puede 

proporcionar hasta el 50% del ATP requerido (Pedersen, 2007a). Estudios 

genómicos en 24 tipos de cáncer humanos, demuestran que la mayoría de 

las enzimas de la vía glicolítica se encuentran sobre-expresadas (Altenberg 

& Greulich, 2004). Para la mantención de este fenotipo altamente glicolítico, 

el primer paso en la fosforilación de la glucosa es crítico. La hexoquinasa es 

la enzima que cataliza el primer paso de la vía glicolítica, donde la glucosa 

es fosforilada para formar glucosa 6-fosfato. En tumores que presentan altas 

tasas glicolíticas, se encuentra sobre-expresada una isoforma de 
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hexoquinasa distinta a la encontrada en tejidos normales, la hexoquinasa II 

(HK-2). Esta enzima se encuentra unida a la membrana externa mitocondrial 

por medio de la proteína de transmembrana VDAC (voltaje dependent 

anionic channel), la cual, junto a un transportador de nucleótidos de adenina, 

facilitan el acceso del ATP recién sintetizado en la membrana interna 

mitocondrial hacia el sitio activo de HK-2; es decir, esta isoenzima tumoral es 

totalmente dependiente del ATP producido por el sistema mitocondrial 

(Pedersen, 2007b). Las abundantes cantidades de HK-2 atrapan 

preferentemente el ATP y la glucosa, produciendo glucosa 6-P en grandes 

cantidades, lo que sustenta el crecimiento mantenido del tumor. Así se 

provee de la materia prima para mantener la elevada proliferación de las 

células tumorales y asegura su supervivencia mediante la producción de 

ácido láctico, que al ser excretado provoca un ambiente ácido desfavorable 

para las células normales circundantes. 

La síntesis del ATP celular ocurre principalmente en el mitocondrión. Es por 

ello que es interesante estudiar las alteraciones que sufre este organelo en 

la patología del cáncer. Se han detectado diferencias asociadas 

específicamente a la función bioenergética de las mitocondrias en células 

tumorales. Entre estas diferencias se encuentran: cambios en la elección de 

sustratos para la respiración celular, diferencia en las tasas de flujo de 

electrones y transporte de aniones y en la capacidad de acumulación y 

retención de calcio. Además, se encuentra disminuida la actividad de 

enzimas importantes para la fosforilación oxidativa (Modica-Napolitano & 

Singh, 2004). El potencial de membrana mitocondrial es significativamente 

mayor en células tumorales que en células epiteliales normales (Davis y 

cols., 1985). La tasa de respiración de células tumorales es 

significativamente menor que la de células normales, aparentemente por la 

disfunción y pérdida de masa mitocondrial, lo que supone una menor 

cantidad de ATP disponible (Rossignol y cols., 2004). Todas estas 

diferencias ofrecen distintas posibilidades para que las mitocondrias sean un 

buena diana farmacológica, al momento de combatir a las células tumorales.  
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El mitocondrión como posible blanco de acción para nuevos agentes 

antineoplásicos. 

El mitocondrión es un organelo cuyo buen funcionamiento es fundamental 

para el control de la vida y la muerte celular, su principal función es el control 

del metabolismo energético mediante la fosforilación oxidativa. En este 

organelo se encuentran las proteínas necesarias para la respiración celular, 

el ciclo del ácido cítrico y la -oxidación de los ácidos grasos. Además, el 

mitocondrión participa en el control de los niveles de calcio citosólico, la 

producción de ROS y la apoptosis. Todos estos antecedentes sugieren la 

importancia y potencial participación del mitocondrión en enfermedades 

como el cáncer, diabetes, enfermedades cardiovasculares y 

neurodegenerativas (Armstrong, 2007). Por lo tanto, existe gran interés en 

diseñar drogas dirigidas específicamente a este organelo.  

Una de las características explotables en relación a la función mitocondrial 

es su participación en el proceso de apoptosis. La permeabilización de la 

membrana mitocondrial supone un punto de no retorno en el proceso de 

muerte celular (Marchetti y cols., 1996). Por lo tanto, compuestos que 

puedan promover la función pro-apoptótica de este organelo podrían ser 

usados para gatillar la muerte de células tumorales. 

La intervención en el funcionamiento de la cadena transportadora de 

electrones ofrece también un mecanismo para inducir eficazmente la muerte 

celular. El déficit de ATP es una condición de estrés, que mantenida en el 

tiempo, conduce a la muerte celular. Las células tumorales, dada su alta tasa 

glicolítica, se encuentran aun más vulnerables a un posible déficit de ATP. 

Es necesario recordar que la hexoquinasa II, que juega un papel 

preponderante a la hora de mantener el fenotipo glicolítico en las células 

tumorales, es dependiente del ATP mitocondrial. Por lo tanto, la intervención 

de la cadena transportadora de electrones, principalmente en aquellas 

células que presentan alta actividad glicolítica, además de provocar drásticos 

cambios en las concentraciones citosólicas de calcio, conduciría a un 
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profundo déficit de ATP, lo que finalmente permitiría detener el crecimiento 

tumoral. 

Cualquier compuesto que se proponga como agente antineoplásico debe 

tener la capacidad de afectar selectivamente a las células tumorales. Si es el 

mitocondrión el blanco al cual se apunta, estos compuestos deben dirigirse 

preferentemente a este organelo y no ha otros componentes celulares. Es 

más, deben dirigirse principalmente al mitocondrión de células tumorales y 

no al de las células normales. Para estos fines podemos aprovechar la 

naturaleza única de la membrana interna mitocondrial. Esta membrana 

posee un potencial de transmembrana de 150-180 mV; esta magnitud es el 

doble que la de las membranas de células excitables y seis veces mayor que 

la de las membranas plasmáticas de células no excitables, esta condición 

otorga un gradiente de potencial negativo que sirve como fuerza 

electrostática conductora para ciertas moléculas que podrían acumularse en 

el mitocondrión. Además, el mitocondrión de las células tumorales posee un 

potencial de transmembrana aún mayor que el de células normales (Chen, 

1988) este fenómeno favorecería las condiciones de selectividad 

anteriormente señalada. 

Compuestos lipofílicos deslocalizados como antineoplásicos 

mitocondriotrópicos 

Actualmente no se encuentran disponibles terapias específicas dirigidas al 

mitocondrión, en parte debido a la dificultad que presenta liberar moléculas 

terapéuticas “in vivo”. Como una primera aproximación a este tipo de 

terapias, se han desarrollado distintas estrategias para lograr este objetivo, 

entre ellas, el uso de sistemas de polímeros transportadores, micelas, y 

liposomas (Murphy, 2008).  

Entre las técnicas con mejores resultados se encuentra el uso de cationes 

lipofílicos deslocalizados, tales como el catión trifenilfosfonio; estas 

moléculas permiten la liberación de agentes bioactivos mediante la unión 
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covalente de la molécula a través de una cadena alquílica. Por lo general, 

las moléculas cargadas no pueden atravesar las membranas lipídicas, si no 

es con la ayuda de una proteína transportadora, debido a la gran energía de 

activación requerida para remover las moléculas de agua asociadas. La 

distribución de la carga positiva sobre la extensa superficie lipofílica de estos 

cationes permite disminuir considerablemente esta energía y así pueden 

atravesar fácilmente las membranas. El potencial de membrana mitocondrial 

además, favorece su acumulación en la matriz de las mitocondrias (Murphy, 

2008). Estas propiedades son las que han validado el uso del ion 

trifenilfosfonio como molécula chaperona de distintos agentes, tales como, 

sondas fluorescentes, spin traps y agentes antioxidantes dirigidos tanto a 

mitocondrias de células aisladas como a las de organismos vivos (Ross y 

cols., 2004). Como agentes farmacológicos, ciertas sales de trifenilfosfonios 

han demostrado tener capacidad antibacteriana y antiparasitaria contra T. 

cruzi, actividad antiglicemiante en modelos animales y actividad 

antiproliferativa en cultivos celulares y modelos animales (Millard y cols., 

2010).  

Estudios sobre la incorporación de TPP+ en cultivos celulares de carcinoma 

mamario MCF-7, han demostrado que este compuesto se acumula en las 

células malignas 30 veces más que en las células epiteliales normales 

(Davis y cols., 1985). Otros estudios corroboran estos resultados y los 

amplían a distintas líneas celulares, asociando la acumulación selectiva con 

el mayor potencial de membrana de las células tumorales (Madar y cols., 

2002). Los antecedentes disponibles acerca de las distintas propiedades de 

las sales de trifenilfosfonio permiten concluir que estos compuestos 

presentan un gran potencial como agentes farmacológicos, puesto que son 

capaces de acumularse preferentemente en mitocondrias de células 

tumorales. La naturaleza de la molécula unida al catión jugará un papel 

preponderante en relación a los efectos producidos por estos compuestos, 

pues el catión trifenilfosfonio en sí mismo no posee actividad citotóxica.  
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Derivados de ésteres del ácido gálico unidos a trifenilfosfina como 

antineoplásicos mitocondriotrópicos. 

 El ácido gálico (ácido 3,4,5-trihidroxibenzoico) es un fenol vegetal obtenido 

de la hidrólisis de los taninos. Sus ésteres de alquilo son usados como 

aditivos antioxidantes para prevenir cambios de sabor y valor nutricional en 

los alimentos. Además, estos compuestos poseen distintas propiedades 

terapéuticas, como actividad antimicrobiana y anti cancerígena (Inoue et al., 

1995; Frey et al., 2007). Se ha demostrado que la cadena alquílica lateral de 

los derivados del ácido gálico es importante para su capacidad antioxidante 

y que la capacidad de unirse o atravesar la membrana celular depende en 

gran parte del largo de la cadena lipofílica de los compuestos (Tammela y 

cols., 2004). La citotoxicidad no es una característica común de los 

compuestos fenólicos, pero sí es una propiedad específica del ácido gálico, 

siendo los 3 grupos hidroxilos adyacentes presentes en la molécula los 

responsables de la citotoxicidad observada (Inoue y cols., 1995). Se ha 

descrito que tanto el ácido gálico como sus derivados inducen apoptosis en 

células tumorales (Inoue y cols., 1994; Ji y cols., 2009). Sin embargo, el 

mecanismo involucrado en este fenómeno no se conoce profundamente y 

los efectos son variables entre las distintas líneas tumorales. En la 

actualidad los compuestos de origen natural son una buena base para el 

desarrollo de nuevos fármacos. Así, la asociación de ésteres derivados del 

ácido gálico a moléculas transportadoras, como los cationes trifenilfosfonios, 

que los dirijan específicamente hacia las mitocondrias de las células 

tumorales, resultan ser una estrategia novedosa para el desarrollo de 

nuevos fármacos antitumorales.  

En el desarrollo de nuevas moléculas con actividad antineoplásica es de 

gran importancia el estudio del mecanismo de acción de estas mismas, pues 

en base a éstos resultados, se podrá establecer si estas moléculas 

representan una oportunidad real para el desarrollo de nuevas terapias. 
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Muerte celular y Cáncer 

La muerte celular ocurre continua y normalmente en nuestro organismo para 

mantener la homeostasis de la población celular en los tejidos. También 

puede ocurrir como un mecanismo de defensa, como es el caso de las 

reacciones inmunes, en donde se programa la muerte de aquellas células 

afectadas por enfermedades o agentes nocivos (Duprez y cols., 2009). De 

forma muy general, los procesos de muerte celular se pueden clasificar en 

dos grandes grupos: muerte celular programada, donde se incluye la 

apoptosis y autofagia y muerte celular no programada que corresponde a los 

procesos de muerte por necrosis (Kroemer y cols., 2009; Edinger & 

Thompson, 2004). El que ocurra un tipo de muerte celular u otra dependerá 

en parte de la naturaleza de la señal de muerte, el tipo de tejido, el estado de 

desarrollo en que se encuentra el tejido y su entorno fisiológico (Zeiss, 

2003).  

El proceso apoptótico es un proceso coordinado y que requiere energía. 

Independientemente del estímulo que induce a la apoptosis, los mecanismos 

confluyen en una vía común donde participan un grupo de cisteína–

proteasas llamadas caspasas que activan una compleja cascada de eventos 

que conducen a una rápida muerte celular sin provocar inflamación. La 

muerte celular apoptótica se desencadena mediante distintos estímulos que 

pueden activar tanto la vía de señalización intrínseca como la extrínseca. En 

la vía extrínseca participan receptores de transmembrana conocidos como 

receptores de muerte celular, que pueden ser una proteína integral de 

membrana de otra célula (FAS) o una proteína extracelular soluble (TNF-α); 

receptor más ligando forman un complejo de señalización de muerte (DISC) 

que se une a la proteína adaptadora con un dominio de muerte asociado a 

FAS (FADD) la cual recluta la pro-caspasa 8 y de esta manera se activa la 

cascada de caspasas que darán inicio al proceso de muerte celular. La 

activación de la vía intrínseca, en cambio, puede responder tanto a 

estímulos de muerte extracelulares (deficiencias en nutrientes, radiaciones, 
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estrés químico y físico) como a estímulos intracelulares (estrés oxidativo, 

daño al DNA, plegamiento incorrecto de las proteínas). Esta vía es 

dependiente del mitocondrión y es modulada por la liberación de proteínas 

pro-apoptóticas desde este organelo al citoplasma. Estas proteínas incluyen 

al citocromo c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, AIF y EndoG, entre otras. En esta 

etapa la señal apoptótica puede ser inhibida y la célula sobrevivirá, o ser 

transmitida, donde pasado un punto “sin retorno” la célula morirá. La 

liberación del citocromo c, se señala como el evento que marca el no retorno 

en el proceso de muerte celular, proceso que está estrechamente regulado 

por proteínas pro y anti apoptóticas de la familia Bcl-2 (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, 

Bad, Bim, Bik, Blk y Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG). Diferentes 

patologías muestran alteraciones en los mecanismos de apoptosis en virtud 

de una disfunción, sea excesiva o bien deficiente (Duprez y cols., 2009). 

En el cáncer el proceso de muerte celular se encuentra desregulado, los 

defectos de la apoptosis favorecen la proliferación y crecimiento sin control 

que caracterizan la enfermedad. Las células malignas han adquirido la 

capacidad de evadir las señales de muerte celular y obtener resistencia a los 

tratamientos. Así, restablecer la función apoptótica en células tumorales es 

una buena estrategia para combatir el cáncer; sin embargo, no debemos 

dejar de lado la alternativa de potenciar otros mecanismos de muerte celular, 

tales como la autofagia o necrosis, los cuales pueden tener importancia 

terapéutica, sobre todo cuando la apoptosis es defectuosa. 

La autofagia constituye una vía alternativa de muerte celular. Es un proceso 

en el cual el citoplasma y los organelos subcelulares son secuestrados en 

vesículas de doble membrana denominadas autofagosomas que luego 

liberan su contenido dentro de lisosomas para su degradación y reciclaje de 

macromoléculas. Así como el recambio proteico está mediado por 

ubiquitinización y degradación por el proteosoma, el recambio de grandes 

proteínas y organelos es atribuido parcialmente a la autofagia. El mecanismo 

de la autofagia es conservado en levaduras, plantas y metazoos e involucra 
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la acción de un grupo de genes conocidos como genes atg, los cuales 

coordinan el catabolismo celular. La autofagia es el único mecanismo que 

permite degradar organelos y agregados proteicos. En condiciones 

normales, la autofagia ocurre para mantener el equilibrio celular y 

deshacerse de componentes dañados que podrían resultar tóxicos. En 

condiciones de privación de nutrientes la autofagia los entrega y permite así 

que la célula sobreviva. Este control es posible debido a que en la 

membrana existen moléculas que actúan como sensores del medio 

extracelular activando vías de señalización intracelulares. Uno de estos 

sensores es la proteína TOR, que inhibe la autofagia en un medio rico en 

nutrientes y promueve la formación del autofagosoma cuando los nutrientes 

son escasos (Duprez y cols., 2009; Edinger & Thompson, 2004). Además, de 

permitir la sobrevivencia celular en condiciones adversas, la autofagia puede 

promover un tipo de muerte celular programada que tiene un papel 

fundamental en el desarrollo normal de los tejidos de organismos como 

levaduras, Caenohabditis elegans, Drosophila melanogaster e Ictyostelium 

discoideum (Kourtis & Tavernarakis, 2008). La autofagia puede inducirse por 

una gran cantidad de fenómenos que producen estrés, puede degradar 

agregados proteicos, lípidos oxidados, organelos dañados, e inclusive 

patógenos intracelulares, lo que evidencia que la autofagia también tiene un 

rol importante en la prevención de enfermedades. Defectos en la autofagia 

se relacionan con enfermedades hepáticas, neurodegenerativas, 

enfermedad de Crohn, envejecimiento, síndrome metabólico y cáncer 

(Rabonowitz & White, 2010). El rol de la autofagia en cáncer es tema de 

continuo debate. Ciertas líneas celulares malignas responden a los agentes 

antitumorales promoviendo la autofagia, se ha probado que el tratamiento 

con As2O3, en al menos seis tipos de líneas celulares de gliomas, induce la 

muerte celular mediante autofagia, sin observarse señales de apoptosis 

(Kanzawa y cols., 2003). El tratamiento con radiación induce muerte celular 

autofágica en líneas celulares de cáncer de mamas, próstata y colon (Paglin 

y cols., 2001). Estos resultados se contraponen con aquellos en que la 

autofagia se encuentra inhibida durante el desarrollo y tratamiento del 
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cáncer, lo que demuestra la individualidad de cada tipo de cáncer. Por lo 

tanto, el rol de la muerte celular mediada por autofagia en respuesta a 

distintos tratamientos antitumorales debe seguir siendo investigado, de esta 

manera se podrán manejar posibles estrategias para el tratamiento de esta 

enfermedad, ya sea potenciando la autofagia, en aquellas células capaces 

de sufrir este tipo de muerte celular en respuesta a fármacos, o inhibiendo 

este mecanismo, en las que utilizan la autofagia para protegerse de los 

efectos de la terapia antineoplásica. 

Un tercer tipo de muerte celular que tiene relación con la enfermedad 

tumoral es la necrosis, ésta podría definirse como aquel tipo de muerte que 

no presenta signos de apoptosis o autofagia. Se considera como un proceso 

tóxico, descontrolado y pasivo, que generalmente afecta grandes áreas 

celulares. La característica fundamental que distingue a la necrosis, es la 

rápida pérdida de los potenciales de membrana como consecuencia de la 

disminución de la energía celular, daño en los lípidos de membrana y/o 

pérdida de la función de las bombas iónicas o canales homeostáticos. La 

alteración de uno de estos parámetros produce un efecto en la función de los 

otros, siendo difícil definir cuál ocurre primero. La pérdida de la integridad de 

la membrana resulta en la liberación de los contenidos citoplasmáticos al 

exterior, lo que desencadena en el envío de señales quimiotácticas que 

provocan el reclutamiento de células inflamatorias. Aunque durante mucho 

tiempo se ha considerado que la necrosis es un proceso que ocurre de 

forma desregulada, existen situaciones en que este proceso se 

desencadena de forma controlada durante eventos patológicos y fisiológicos 

específicos (Proskuryakov y cols., 2003; Zong & Thompson, 2006). De esta 

manera la necrosis, como proceso de eliminación celular, puede ser 

modulado con propósitos terapéuticos, pudiendo ser suprimida para prevenir 

el daño de tejidos normales, o activada para inducir el daño en tejidos 

tumorales (Kiaris & Schally, 1999). 
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Existe evidencia in vitro de que ciertas drogas antitumorales inducen 

necrosis, entre ellas, los agentes alquilantes del DNA. Estos actúan vía 

activación de PARP-1, proceso que afecta tanto a células resistentes como 

no resistentes a la apoptosis (Zong y cols., 2004). Puesto que las drogas que 

inducen necrosis exhiben también una alta citotoxicidad, una estrategia para 

sortear este inconveniente sería conducir estos fármacos directo a los 

tumores (Koppan y cols., 1998). Nuevos enfoques sugieren que potenciar la 

necrosis y además la respuesta inmune, podría favorecer la regresión del 

tumor. De esta manera el desafío es controlar el proceso de necrosis para 

modular una respuesta inflamatoria adecuada que potencie la terapia 

antitumoral. 

Finalmente todo la evidencia apunta a que en un mismo tumor, apoptosis, 

autofagia y necrosis pueden coexistir y que el porcentaje de contribución de 

cada proceso puede delimitar la trayectoria del crecimiento o regresión del 

tumor, así como la respuesta del individuo. 

Estudio de la muerte celular 

En la actualidad existen distintas técnicas para estudiar y describir los 

distintos tipos de muerte celular. Desde el punto de vista morfológico, el 

estudio mediante microscopía ha sido una herramienta de gran utilidad 

durante mucho tiempo. Por medio de la microscopía óptica se pueden 

apreciar cambios en la organización celular, tales como la condensación de 

la cromatina o la aparición de cuerpos apoptóticos. Para apreciar 

alteraciones celulares como cambios en microvellosidades, así como 

alteraciones mitocondriales o del retículo endoplásmico, se puede recurrir a 

la microscopia electrónica (Jurišić y cols., 2008). 

Uno de los procesos que se asocian generalmente con la apoptosis es la 

degradación de DNA, que ocurre siguiendo un patrón específico. Se han 

desarrollado diferentes métodos que permiten analizar individualmente cada 

célula en busca de esta degradación. El ensayo TUNEL es el más utilizado 
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para estos propósitos, la detección puede ser tanto por medio de citometría 

de flujo como por microscopia. Por otra parte, durante la necrosis también se 

presenta degradación de DNA aunque ésta no presenta el patrón de 

degradación internucleosomal presente en la apoptosis (Jurišić y cols., 

2008). Un estudio clásico para describir la presencia de apoptosis es la 

detección de la activación de caspasas; la activación de la caspasa 3 se 

utiliza como marcador temprano de la apoptosis (Jurišić y cols., 2008). Para 

la evaluación de la simetría de la membrana celular se han desarrollado 

métodos que permiten detectar la presencia de fosfatidil serina en el exterior 

de la membrana celular. Anexina V es una molécula que no es capaz de 

difundir a través de la membrana, y que tiene una alta afinidad por la 

fosfatidil serina, por lo que aquellas células que se encuentran marcadas con 

anexina V, serán aquellas que se encuentran en apoptosis (Jurišić y cols., 

2008). Para el caso de autofagia tanto los estudios morfológicos como otro 

tipo de ensayos apuntan a la detección de autofagosomas. Una buena forma 

de demostrar la presencia de autofagia es la detección de autolisosomas, 

que consisten en la fusión del autofagosoma y del lisosoma. Este último 

organelo es una vesícula ácida, condición que permite su detección 

mediante distintos métodos, tales como, el uso de la sonda naranja de 

acridina. El método más popular para la detección de la autofagia es la 

observación y cuantificación de GFP-LCR mediante microscopia de 

fluorescencia. Durante la autofagia esta molécula normalmente se encuentra 

distribuida en toda la célula, de lo contrario, solo se encuentra en las 

membranas de los autofagosomas (Mizushima y cols., 2010; Klionsky y 

cols., 2007). En cuanto a la necrosis, una técnica rápida y fácil para 

determinar el rompimiento de la membrana celular es medir la incorporación 

de ioduro de propidio mediante citometría de flujo, el ioduro de propidio no 

atravesará la membrana de las células viables (Dengler y cols., 1995). 

Puesto que todos los procesos de muerte celular se ven controlados en 

mayor o menor medida por la activación de ciertos genes en un momento 

determinado, la aplicación de la biología molecular aparece como una buena 
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alternativa para evaluar la expresión de genes relacionados a estos 

fenómenos. 

En la actualidad la transcriptómica, que se encarga del estudio de los 

conjuntos de ARN mensajeros o transcriptos que hay en una muestra 

determinada en un momento determinado, surge como una excelente 

herramienta para identificar modificaciones en los perfiles de expresión 

génica (Wang y cols., 2009). Esta estrategia ha sido de gran utilidad en el 

estudio del cáncer, ya que permite la comparación del conjunto de especies 

de mRNA de una población de células tumorales, frente al transcriptoma de 

células normales (Eswaran y cols., 2012). Igualmente, el estudio de perfiles 

de expresión se ha utilizado para el análisis de mecanismos de acción de 

distintos compuestos con actividad antitumoral, puesto que es posible 

identificar genes expresados diferencialmente bajo ciertas condiciones de 

interés (Chia y cols., 2010; Mbazima y cols., 2008). La valoración y 

cuantificación de estos genes puede realizarse mediante la tecnología de 

RT-PCR en tiempo real. 

La técnica RT-PCR en tiempo real, se basa en la detección y cuantificación 

simultánea, en cualquier momento de la amplificación, del producto 

amplificado (cDNA, DNA), mediante una señal de fluorescencia que se 

acumula durante el proceso de amplificación hasta sobrepasar un nivel 

umbral que se denomina ciclo umbral o CT. Estos valores son inversamente 

proporcionales a la cantidad inicial presente de DNA o cDNA (Heid y cols., 

1996).  

La técnica de PCR en tiempo real ofrece variadas ventajas: 

- A diferencia del PCR convencional, las mediciones se realizan en la etapa 

exponencial de la reacción donde, en teoría, por cada ciclo de 

amplificación se acumula el doble de producto respecto al ciclo anterior, 

asumiendo una eficiencia del 100%. 
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- Al utilizar un sistema cerrado, el riesgo de contaminación disminuye de 

forma muy importante. 

- Rapidez en la obtención de resultados. 

- Permite cuantificar la concentración inicial de ácido nucleico presente en 

las muestras de manera mucho más sencilla y precisa. 

- Permite monitorear la eficiencia de la reacción. 

- Ofrece mínima variabilidad de los resultados 

Por estas razones, el uso de RT-PCR en tiempo real combinado con los 

nuevos sistemas para la purificación de ácidos nucleicos, ofrece una 

plataforma ideal para la detección y cuantificación de eventos moleculares. 

En este trabajo mediante RT- PCR en tiempo real se estudiarán los efectos 

producidos por los cationes lipofílicos derivados del ácido gálico sobre los 

niveles de expresión de distintos genes que participan en el proceso de 

muerte celular, en líneas celulares tumorales.  

 

HIPÓTESIS 

Los cationes lipofílicos deslocalizados derivados del ácido gálico, producen 

la muerte de células tumorales mediante apoptosis, autofagia y necrosis, 

provocando daño a nivel mitocondrial y  cambios en los niveles de expresión 

de genes relacionados con muerte celular. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Caracterizar el tipo de muerte celular inducida por cationes lipofílicos 

derivados del ácido gálico en líneas de células tumorales de leucemia 

linfoblástica aguda humana (CCRF-CEM) y su variante multiresistente 

(CEM-C2), y en adenocarcinoma mamario de ratón (TA3) con su variante 

multiresistente (TA3-MTX-R). 

Objetivos específicos 
 
1. Establecer mediante un ensayo de viabilidad celular el tiempo y 

concentración mínima que debe aplicarse, para observar efectos en la 

viabilidad celular, inducidos por el tratamiento con cationes lipofílicos 

derivados de ácido gálico [C8TPP+], [C10TPP+], [C11TPP+], [C12TPP+], en 

células de las líneas CCRF-CEM y TA3 con sus respectivas variantes 

multiresistentes CEM-C2 y TA3-MTX-R. 

2. Mediante el uso de la sonda naranja de acridina, evaluar las condiciones 

de tiempo y concentración en que los cationes lipofílicos provocan la 

aparición de vesículas ácidas. 

3. Evidenciar mediante microscopía electrónica de transmisión los efectos 

de los cationes lipofílicos derivados del ácido gálico sobre la morfología 

celular. 

4. Evaluar los cambios en los niveles de expresión de los genes 

relacionados con la muerte celular: bax, gabarap y gadd45α, en las 

células de las líneas CCRF-CEM y TA3 y sus respectivas variantes 

multiresistentes CEM-C2 y TA3-MTX-R tratadas con los cationes 

lipofílicos derivados del ácido gálico: [C8TPP+], [C10TPP+], [C11TPP+], 

[C12TPP+]. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos 

Los siguientes reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich Co. (St.Louis, 

MO, USA): medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM), Tritón X-100, 

Yoduro de propidio (PI), Acridina Orange (AO), PBS. El suero fetal bovino 

(FCS), penicilina y estreptomicina fueron adquiridos en Biological industries, 

Kibbutz. Israel. El medio de cultivo RPMI-1640 se obtuvo de GIBCO. RNeasy 

mini kit, QuantiTec SYBR Green RT-PCR, fueron obtenidos de Qiagen. 

MÉTODOS 

Cultivo celular. En este trabajo se utilizaron 4 líneas celulares: 

1. TA3, línea celular de adenocarcinoma mamario de ratón. 

2. TA3-MTX-R, variante multiresistente de TA3. 

3. CCRF-CEM, línea celular de leucemia linfoblástica aguda humana. 

4. CEM-C2, variante multiresistente de CCRF-CEM.  

Las líneas celulares 1 y 2 fueron crecidas hasta el día del ensayo mediante 

una inyección i.p. semanal en ratones jóvenes adultos machos de la cepa 

CAF1/JAC. En la línea TA3-TX-R, la resistencia se generó mediante la 

inyección ip de 2,0 mg de MTX/kg/48h, hasta el día del ensayo. Ambas 

líneas celulares se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de 

suero fetal de bovino inalterado (FCS) y antibióticos al 1% 

(penicilina/estreptomicina) en una atmósfera húmeda (37°C y 5% CO2). 

Las líneas celulares 3 y 4 fueron adquiridas en ATCC (American Type 

Culture Collection). Las células se propagaron en medio de cultivo RPMI-

1640, suplementado con FCS al 10% y 1% de la mezcla de antibióticos 

(penicilina/estreptomicina) en atmósfera húmeda (37°C y 5%CO2). Para el 

mantenimiento de los cultivos se realizó un cambio de medio, día por medio. 
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Viabilidad celular (citotoxicidad). Los ensayos de viabilidad celular se 

realizaron en placas de 24 pocillos transparentes, allí se sembraron 200.000 

células por pocillo para TA3, TA3-MTX-R, CCRF-CEM y CEM-C2 en un 

volumen de 1 ml por pocillo de medio DMEM suplementado o RPMI 

suplementado, según corresponda. Las células fueron incubadas 24 horas. 

Para valorar el efecto de los compuestos (C8TPP+, C10TPP+, C11TPP+, 

C12TPP+) se prepararon cuatro diluciones de los distintos compuestos en 

DMSO obteniendo las siguientes concentraciones: 0,5, 15, 30 y 50 μM. Cada 

pocillo fue tratado con 10 μL de cada una de las diluciones, dejando un 

pocillo tratado con DMSO como control del vehículo. Después de 2 o 4 horas 

de incubación, se determinó la población celular viable midiendo la 

incorporación de yoduro de propidio (1μg/mL) mediante citometría de flujo, 

usando el equipo FACS-Canto (Becton Dickinson, San José, CA, EEUU)  

Se calcularon los porcentajes de supervivencia celular, relativos a las células 

control (tratadas con DMSO) y se construyeron curvas de concentración vs 

porcentaje de supervivencia empleando el programa GraphPad Prism 5. 

Para cada tratamiento se realizaron al menos tres experimentos 

independientes con resultados consistentes, en semanas diferentes. 

Detección de organelos vacuolares acídicos. Naranja de Acridina es una 

sonda sensible al pH que puede ser usada para la detección de 

compartimentos ácidos, donde se protona y acumula. A pH ácido AO emite 

fluorescencia roja con una intensidad proporcional al grado de acidez, 

además tiñe el DNA y citoplasma en color verde. La formación de vacuolas 

ácidas en células tratadas con AO puede medirse mediante citometría de 

flujo o pueden ser observadas mediante microscopio de fluorescencia. 

Las células se cultivaron en placas de 24 pocillos en una densidad celular de 

200.000 células/pocillo. Las células fueron incubadas 24 h, luego se 

adicionaron cuatro concentraciones de los compuestos C10TPP+ y C12TPP+ 

respectivamente (5, 15, 30 y 50 μM) y se incubó durante 20 minutos, como 

control se trataron células con DMSO. Finalizado este tiempo, las células 
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fueron lavadas y resuspendidas en PBS, se adicionó a cada pocillo 10 μL de 

naranja de acridina a una concentración final de 1μg/mL. Las placas se 

observaron al microscopio de fluorescencia Nikon DIC Eclipse 80i. Los 

campos fueron fotografiados con el fin de determinar la presencia de 

organelos con pH ácido. 

 

Análisis Morfológico mediante microscopía electrónica. Se incubaron 4 

placas de 24 pocillos con 200.000 células TA3 por pocillo, en un volumen de 

1 ml. Dos placas fueron tratadas con el compuesto C12TPP+, 10 µL por 

pocillo, en una concentración final de 15 µM durante 6 h. Las otras dos 

placas corresponden al control, tratadas con DMSO. Transcurrido ese 

tiempo se recolectaron todos los volúmenes de cada pocillo en un tubo y se 

centrifugaron para obtención del pellet. Luego el pellet fue fijado de acuerdo 

al protocolo apropiado para la técnica (Anexo 1). Finalmente, cortes finos de 

600 A° recogidos en grillas de 200 mesh, teñidos con tinción doble de 

acetato de uranilo y plomo, fueron observados y fotografiados con el 

microscopio MET Zeiss EM 109.  

Análisis de expresión génes bax, gabarap, gadd45alfa. Método Delta, 

delta CT. Las células se sembraron en placas de cultivo de 24 pocillos, 

disponiendo 200.000 células/pocillo en un volumen de 1mL. Después de 24 

horas, en cada placa se aplicó uno de los siguientes tratamientos C10TPP+ 

15 µM durante 2 y 6 h, C12TPP+ 15 µM durante 2 y 6 h. Al final de los 

tratamientos, se retiró el medio de cultivo y se lavó y centrifugó el pellet 

celular, para proceder a la extracción de RNA. 

La extracción de RNA total se realizó mediante el uso del kit comercial 

RNeasy de Qiagen siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. El 

kit permite la purificación del RNA mediante el uso de pequeñas columnas 

de centrifugación de membrana de sílica con una capacidad de unión de 

hasta 100 μg de RNA. La cuantificación del RNA total se realizó midiendo la 
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absorbancia a 260 ƞm y 280 ƞm del RNA total obtenido Para el cálculo de la 

concentración se empleó la relación: la absorbancia a 260ƞm, medida en 

una celda de 1 cm, de una solución de ARN de cadena sencilla de 

concentración 40 μg/mL es 1. Se evaluó también la relación 

A260ƞm/A280ƞm, como indicativo de la pureza del RNA obtenido, que se 

espera sea mayor que 2,0. Sólo los extractos que cumplieron con los 

criterios de pureza fueron seleccionados para análisis posteriores. 

Para realizar las amplificaciones por PCR en tiempo real, se emplearon 

partidores específicos diseñados para cada uno de los siguientes genes de 

interés: gabarap, bax, gadd45alfa y bm2 como gen de referencia interna. Los 

partidores para ratón se obtuvieron de la base de datos Primer Bank 

disponible en http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/. Luego, las secuencias 

obtenidas fueron verificadas por comparación frente a las bases de datos del 

GenBank mediante la herramienta BLAST del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), para asegurar la especificidad 

de los partidores hacia los genes de interés. La secuencia de los partidores 

de la especie humana fue proporcionada por el Laboratorio de Enzimología 

Molecular a cargo de la Dra. Mónica Salas del instituto de Bioquímica de la 

Facultad de Ciencias de la Universidad Austral de Chile. 

La síntesis de cDNA y la amplificación por PCR en tiempo real se realizó en 

un solo paso usando el kit QuantiTec SYBR Green RT-PCR Master Mix en el 

termociclador 7300 Fast Real –Time PCR System (Applied Biosystems). El 

volumen final de las reacciones fue de 25 μL, esta mezcla incluyó el mRNA 

blanco, los partidores específicos, y la mezcla de reacción QuantiTec SYBR 

Green RT-PCR Master Mix.  

  

http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
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Tabla N°1. Secuencia de partidores  

Nombre del gen / 
especie 

N°Acceso 
RNAm Gene 

Bank 

Partidor directo Partidor Inverso 

gabarap /ratón NM_020590 AGGACCACCCCTTCGAGTATC GCACAAGGTACTTCCTCTTATC 

bax/ ratón NM_026669 TCCCACATAACTCCCTCGACA GTGTGTGACCACATGGACATA 

gadd45alfa/atón NM_007836 CCGAAAGGATGGACACGGTG TTATCGGGGTCTACGTTGAGC 

gabarap / humano NM_007285.6 TCCCGACAGGGTTCCGGTGAT AGCCCAGCAATGGCCCTCAGA 

bax / humano NM_1366761.3 AAGCGCATCGGGGACGAAC AGCCCAGCAATGGCCCTCAGA 

gadd45alfa/humano NM_001924.3 GGAGAGCAGAAGACCGAAAGG AGCAGGCACAACACCACGTTA 

bm2 NM_004048.2 CCAGCAGAGAATGGAAAGTC GATGCTGCTTACATGTCTCG 

 

Tabla 2. Condiciones de reacción RT-PCR 

Componente Volumen/reacción µL Concentración Final 

2x QuantiTec SYBR Green 

RT-PCR Master Mix 

12,5 1 X 

Primer A 1,25 0,5 μM 

Primer B 1,25 0,5 μM 

QuantiTec RT Mix 0,25 - 

RNA Templado 2,5 1 ng/ μL 

Agua libre de RNAasa 7,25 - 

Volumen final 25  

 

El programa de amplificación a emplear fue determinado y programado en el 

equipo según las indicaciones del kit.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&db=Nucleotide&term=NM_020590
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Tabla 3. Programa de amplificación RT-PCR 

Pasos  Tiempo Temperatura 

Transcripción Reversa 30 min 50°C 

Paso inicial Activación PCR 15 min 95°C 

Ciclos:   

Desnaturalización 15 s 94°C 

Alineamiento 30 s 58°C 

Extensión 30 s 72°C 

Número de ciclos 40  

 

Los cambios en la expresión génica se calcularon empleando el método de 

cuantificación relativa de doble delta de CT (ΔΔCT) reportado por Livak y 

Schmittgen (Livak & Schmittgen, 2001), usando la siguiente ecuación: 

Nivel de expresión = 2 –ΔΔCT, donde: 

ΔΔCT = (CT, gen de interés – CT, gen de referencia) Tratamiento – (CT, gen de interés – CT, 

gen de referencia) Control 

Como gen de referencia interna se empleó el gen de expresión constitutiva 

β-2-microglobulina (bm2). La diferencia en los valores de expresión de los 

genes entre las dos líneas celulares estudiadas se evaluó mediante una 

prueba t-Student empleando el programa estadístico GraphPad Prism 5, 

teniendo en cuenta un valor p<0,05 como significativo. 
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III. RESULTADOS  

Evaluación de la citotoxicidad aguda de cationes lipofílicos 

deslocalizados derivados del ácido gálicos, sobre células TA3 y 

CCRF/CEM y sus respectivas variantes multiresistentes. Se valoró la 

actividad citotóxica de los compuestos C8TPP+, C10TPP+, C11TPP+ y 

C12TPP+ utilizando cuatro concentraciones (0,5, 15, 30, 50 µM) durante 2 y 4 

horas de tratamiento. Las diferencias estadísticas se evaluaron respecto al 

control, mediante el test t de Student, de donde se obtuvieron los p value 

correspondientes (Anexo 2).  

Los cationes C8TPP+ y C11TPP+ no presentaron actividad citotóxica sobre 

ninguna de las cuatro líneas celulares ensayadas, en ninguna de las 

concentraciones y tiempos seleccionados (Figuras 1, 2, 3 y 4). Los valores 

no fueron estadísticamente diferentes al control (p>0,05). Los cationes 

C10TPP+ Y C12TPP+ en cambio, presentaron un efecto citotóxico dosis-

dependiente; la viabilidad celular disminuyó a medida que se aumentó la 

concentración del compuesto administrado. Esta respuesta se observó en 

las líneas celulares TA3, TA3-MTX-R, CCRF-CEM y CEM-C2, y se acentuó 

al aumentar el tiempo de exposición.  

Los resultados del tratamiento de las células TA3 con los cationes C10TPP+ y 

C12TPP+ se muestran en la Figura 1. Un 20% de las células TA3 tratadas 

con C10TPP+ en la concentración15 µM durante 2 horas, incorporaron yoduro 

de propidio; sin embargo, en estas mismas condiciones, el efecto de 

C12TPP+ no fue significativo (p>0,05). El efecto citotóxico de C10TPP+ y 

C12TPP+ a las concentraciones 30 µM y 50 µM fue similar, aproximadamente 

el 50% y casi el 100% de las células incorporaron yoduro de propidio, 

respectivamente. Los efectos a las 4 horas de tratamiento coincidieron con 

los observados a las 2 horas de tratamiento.  
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Figura 1. Incorporación de yoduro de propidio a las células TA3 
después del tratamiento con los cationes lipofílicos. A: 2 horas de 
tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se 
calculó respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos 
3 experimentos independientes ± DS. Los asteriscos representan valores 
estadísticamente diferentes al control ***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05. 
 

 
La línea celular TA3-MTX-R presenta resistencia a varios agentes 

quimioterapéuticos, como por ejemplo cisplatino, dexorrubicina, metotrexato, 

5-fluorouracilo y vinblastina (Frey y cols., 2008). En los experimentos 

realizados, los efectos significativos del catión C10TPP+ sobre la viabilidad 

celular se observan en las concentraciones 30 y 50 µM, donde alrededor de 
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un 50% de las células incorporaron yoduro de propidio a las 2 h de 

tratamiento. El tratamiento durante 4 horas con el catión C10TPP+ aumentó 

este efecto significativamente. Así, la incorporación de yoduro de propidio se 

observó a partir de la concentración 15 µM y el tratamiento con 50 µM 

produjo un 70% de células no viables, aproximadamente (Figura 2). 
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Figura 2. Incorporación de yoduro de propidio a células TA3 MTX –R 
después del tratamiento con los cationes lipofílicos. A: 2 horas de 
tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se 
calculó respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos 
3 experimentos independientes ± DS. Los asteriscos representan valores 
estadísticamente diferentes al control ***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05. 

 



 

25 

 

Los ensayos en la línea celular CCRF/CEM mostraron efectos significativos 

al tratar estas células con los compuestos C10TPP+ y C12TPP+. A la 

concentración de 30 µM y 2 horas de tratamiento, aproximadamente un 90% 

de las células fueron viables. Sólo un 20% de las células se encontraron 

viables al tratarlas C10TPP+ 50 µM y un 40% al tratarlas con C12TPP+ 50 µM. 

A las 4 horas de tratamiento, los efectos de los cationes fueron más 

pronunciados; C12TPP+ produjo efectos significativos a partir de la 

concentración 30 µM. Asimismo, el 50% de células tratadas con el catión 

C10TPP+ a una concentración de 15 µM incorporó yoduro de propidio y 

ambos cationes produjeron casi un 100% de pérdida de la viabilidad celular 

al tratarlos con la concentración 50 µM (Figura 3). 

El 70% de las células leucémicas multiresistentes a quimioterápicos, 

CEM/C2, tratadas durante 2 h con el catión C10TPP+ 30 µM permanecieron 

viables. Una concentración de 50 µM del catión C12TPP+, luego de 2 h de 

tratamiento, produjo un 40% de células viables y C10TPP+ en las mismas 

condiciones produjo casi un 100 de pérdida de viabilidad celular. A las 4 h de 

tratamiento sólo un 20% de células no fueron viables al tratar con C10TPP+ 

15 µM y un 80% al tratar con 30 µM. A ese mismo tiempo de tratamiento, 

C12TPP+ 30 µM redujo a un 50% las células viables. La concentración 50 µM 

produjo la muerte de aproximadamente el 100% de estas células, tratadas 

ya sea con C10TPP+ o con C12TPP+ (Figura 4). 
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Figura 3. Incorporación de yoduro de propidio a células CCRF/CEM 
después del tratamiento con los cationes lipofílicos. A. 2 horas de 
tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se 
calculó respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos 
3 experimentos independientes ± DS. Los asteriscos representan valores 
estadísticamente diferentes al control, ***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05. 



 

27 

 

A

0 15 30 45 60
0

20

40

60

80

100

120

C8 TPP
+

C10 TPP
+

C11 TPP
+

C12 TPP
+

   **

 ***

***

Concentración M

%
 C

é
lu

la
s
 v

iv
a
s

(N
o

 i
n

c
o

rp
o

ra
n

 P
I)

B

0 15 30 45 60
0

20

40

60

80

100

120

C8 TPP
+

C10 TPP
+

C11 TPP
+

C12 TPP
+

*

***
***

**

***

Concentración M

%
 C

é
lu

la
s
 v

iv
a
s

(N
o

 i
n

c
o

rp
o

ra
n

 P
I)

 

Figura 4. Incorporación de yoduro de propidio a células CEM/C2 

después del tratamiento con los cationes lipofílicos. A: 2 horas de 

tratamiento. B: 4 horas de tratamiento. El porcentaje de células vivas se 

calculó respecto al control. Los valores representan el promedio de al menos 

3 experimentos independientes ± DS. Los asteriscos representan valores 

estadísticamente diferentes al control, cuyo valor se consideró como 100%. 

***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05 

Dado que los cationes C8TPP+ y C11TPP+ no presentaron efectos citotóxicos 

significativos en las condiciones ensayadas, los experimentos para evaluar 

los mecanismos de muerte celular se realizaron sólo con los cationes 

C10TPP+ y C12TPP+.  
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Ensayo de morfología autofágica. Para evaluar cualitativamente los 

cambios presentados por las células TA3 al ser tratadas con los compuestos 

C10TPP+ y C12TPP+ a la concentración de 15 µM durante 4 y 6 h se usó el 

método de tinción con naranja de acridina. Mediante esta técnica fue posible 

observar cambios morfológicos en las células tratadas con estos cationes. 

Como control se utilizó DMSO al 1%, que fue el solvente utilizado para 

disolver los cationes lipofílicos. Las microfotografías analizadas mostraron la 

aparición de “puntos rojos” que esta técnica asocia a la presencia de 

vesículas con pH ácido. La densidad de las vesículas ácidas, en las células 

tratadas con los cationes lipofílicos fue mayor que en el control tratado con 

DMSO. En ambos casos la integridad de las células no fue afectada (Figuras 

5, 6, 7, 8, 9 y 10). 

 
Figura 5. Células TA3 tratadas con DMSO durante 4 h. A: Phase, B: 530 nm, C: 650 

nm, D: merge. Regla = 1 cm. 
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Figura 6. Células TA3 tratadas con DMSO durante 6 h. A: Phase, B: 530 nm, C: 650 

nm, D: merge. Regla = 1cm.  

 

Figura 7. Células TA3 tratadas con C10TPP
+
 15 µM durante 4 h. A: Phase, B: 530 

nm, C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm.  Vacuolas ácidas 
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Figura 8. Células TA3 tratadas con C12TPP

+
 15 µM durante 4 h. A: Phase, B: 530 

nm, C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm.  Vacuolas ácidas 
 
 

 
 

Figura 9. Células TA3 tratadas con C10TPP
+
 15 µM durante 6 h. A: Phase, B: 530 

nm, C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm.  Vacuolas ácidas 
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Figura 10. Células TA3 tratadas con C12TPP
+
 15 µM durante 6 h. A: Phase, B: 530 nm, 

C: 650 nm, D: merge. Regla = 1cm.  Vacuolas ácidas 

 

Análisis Morfológico mediante microscopía electrónica de Transmisión. 

Para observar los cambios producidos por el catión lipofílico C12TPP+, 

células TA3 fueron tratadas con el compuesto durante 6 horas utilizando 

como control DMSO. Estos resultados se muestran en la Figura 11. Las 

células control mostraron el fenotipo normal que presenta esta línea celular 

(Miller y cols., 1977); donde las crestas mitocondriales se vieron muy 

definidas e íntegras, característica importante de la célula viable. En las 

células tratadas con C12TPP+ (concentración 15 µM, durante 6 h), en 

cambio, las mitocondrias se percibieron muy hinchadas y las crestas 

mitocondriales perdieron su integridad. Se observaron además, algunas 

vacuolas autofágicas, y en aquellas células más afectadas, todo el 

citoplasma se encontró vacuolizado, aunque se mantuvo la integridad de la 

membrana celular.  
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Figura 11. Micrografías electrónicas. A: Células control (DMSO), 4400X. B: A 
12000X. C: Células TA3 tratadas con C12TPP+ 15 µM, 6 h. 4400X D: C 12000X. E: 
Células TA3 tratadas con C12TPP+ 15 µM, 6 h. 4400X. F: E 12000X. G y H: 
Células TA3 tratadas con C12TPP+ 15 µM, 6 h. 7700X. Mitocondria normal, 
Mitocondria dañada, Vacuolas autofágicas. Regla = 1cm 
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Análisis de la expresión génica por PCR en tiempo real. Se comparó la 

expresión de los genes gabarap, bax y gadd45 alfa en las líneas celulares 

TA3 y CCRF/CEM con sus respectivas variantes multiresistentes, Ya que los 

productos de estos genes participan en los procesos de muerte celular. El 

análisis de expresión relativa se realizó mediante el método ΔΔ CT. Como 

gen de referencia interna se usó el gen que codifica para la proteína beta -2 

microglobulina (bm2), la cual forma parte del complejo MHC clase I que está 

presente en todas las células nucleadas. El efecto de los cationes lipofílicos 

sobre la expresión de los genes gabarap, bax y gadd45 alfa en las líneas 

celulares TA3 y CCRF/CEM con sus respectivas variantes multiresistentes 

se muestra en la Figura 12. Los valores estadísticos de p se obtuvieron 

mediante el test t de Student (Anexo 3).  

El gen gabarap es uno de los homólogos del gen atg8 en mamíferos. Esta 

proteína está involucrada en distintos procesos relacionados con la 

formación y transporte intracelular de vesículas, incluido el proceso de 

autofagia (Nowak y cols., 2009). En las líneas celulares TA3 y TA3 MTX-R 

no se evidenciaron cambios significativos en la expresión de gabarap en 

ninguna de las condiciones ensayadas (Figura 12 A y B). El tratamiento con 

los cationes C10TPP+ y C12TPP+ 15 µM durante 2 horas no modificó la 

expresión del gen gabarap en las líneas celulares CCRF/CEM y su variante 

multiresistente CEM/C2. Sólo el tratamiento con C12TPP+ 15 µM durante 6 

horas modificó la expresión de gabarap en estas líneas celulares (Figura 12 

C y D).  

La proteína codificada para el gen bax pertenece a la familia BCL2 y su 

función es promover la apoptosis. Bajo un estímulo adecuado, esta proteína 

cambia de conformación lo que permite su translocación hacia la membrana 

mitocondrial. Como consecuencia se produce la liberación de citocromo c, el 

cual desencadena la apoptosis promoviendo la liberación de Caspasa-3 

(Duprez y cols., 2009). Existen estudios que demuestran la modulación de la 

respuesta apoptótica en función del cambio en los niveles de expresión de 
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bax (Mbazima y cols., 2008). Nuestros resultados sin embargo, no mostraron 

cambios significativos en la expresión del gen bax en ninguna de las líneas 

celulares en estudio y tampoco en las diferentes condiciones de ensayo 

efectuadas (Figura 12).  

Los efectos más importantes se encontraron en el gen gadd45alfa. Este gen 

forma parte de un grupo de genes cuyos niveles transcripcionales aumentan 

bajo condiciones de estrés celular y bajo el tratamiento con agentes que 

producen daño al DNA (Referencia en línea 1). En todas las líneas celulares 

en estudio se vio aumentado el nivel de expresión de este gen respecto al 

control (Figura 12 ), El mayor efecto se observó en la línea TA3, donde los 

niveles de expresión aumentaron aproximadamente 8 veces respecto al 

control después del tratamiento con C12TPP+ 15 µM durante 6 horas. El 

tratamiento con C10TPP+ 15 µM por 2 horas produjo en la línea celular TA3 

un aumento de dos veces la expresión del gen gadd45alfa respecto al 

control. (Figura 12 A). En la variante resistente de TA3, los tratamientos con 

C10TPP+ 15 µM durante 6 horas y C12TPP+ 15 µM por 2 y 6 horas produjeron 

un aumento significativo en los niveles de expresión del gen gadd45alfa, 

siendo el tratamiento C10TPP+ 15 µM durante 6h el que presentó el mayor 

efecto (Figura 12 B).  

En las líneas leucémicas todas las condiciones de tratamiento ensayadas 

(15 µM durante 2 y 6 hora) produjeron un aumento significativo de la 

expresión de gadd45alfa, respecto al control (Figura 12 C y D). 

 Estos resultados coinciden con distintos estudios en donde se observó un 

aumento de la expresión del gen gadd45alfa en células tumorales en 

respuesta a distintos compuestos con propiedades antineoplásicas, incluido 

el ácido gálico (Chia y cols., 2010). 
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Figura 12. Análisis de la expresión de los genes gabarap, bax y gadd45 alfa en 
las líneas celulares TA3 y CCRF/CEM con sus respectivas variantes 
multiresistentes por PCR en tiempo real. Las células fueron tratadas con C10TPP+ y 
C12TPP+ 15 µM durante 2 y 6 h. Los valores representan el promedio de al menos 3 
experimentos independientes ± DS. Los asteriscos representan valores 
estadísticamente diferentes al control, cuyo valor se consideró como 100%. 
***p<0,001, ** p<0,01, *p<0,05. A: Células TA3, B: Células TA3 MTX-R, C: Células 
CCRF/CEM, D: Células CEM/C2. 
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IV. DISCUSIÓN  

Los distintos efectos citotóxicos y antitumorales que producen los ésteres 

derivados del ácido gálico, han sido ampliamente estudiados. En la línea 

celular de cáncer de próstata humano PC-3 el tratamiento con ácido gálico 

induce daño en el DNA e inhibe los genes de reparación del mismo (Liu, 

2011). En células de melanoma, el tratamiento con ésteres derivados del ácido 

gálico produjo un aumento en la producción de radicales libres y la 

disminución de los niveles de GSH y ATP, lo que sugiere que los alquil galatos 

inducen la muerte de las células tumorales gatillando la apoptosis como 

consecuencia del estrés oxidativo (Locatelli, 2009). También se ha reportado 

que los esteres derivados del ácido gálico pueden bloquear la cadena 

transportadora de electrones, previniendo la síntesis de ATP y provocando la 

muerte celular (Frey y cols., 2007).  

En este estudio quedan demostrados los efectos citotóxicos producidos por los 

cationes derivados del ácido. Sin embargo, los cationes de cadenas alquílicas 

de 8 y 11 carbonos no mostraron efectos citotóxicos significativos sobre la 

viabilidad celular, en nuestras condiciones de ensayo (Figuras 1, 2, 3 y 4). El 

efecto del largo de las cadenas carbonadas del grupo éster, que contribuye a 

la lipofilicidad de estos compuestos, no fue evidente, por lo que no es posible 

establecer una clara relación estructura/actividad., Esto concuerda con 

estudios previos donde se relaciona el largo de la cadena alquílica de los 

ésteres gálicos con las diferentes interacciones con membranas, fenómeno 

que podría determinar finalmente si estos compuestos pueden o no atravesar 

la membrana celular (Takai y cols., 2011;Tammela y cols., 2004). Sin 

embargo, no se puede descartar la potencial actividad que presentan estos 

compuestos de 8 y 11 carbonos en otras condiciones de ensayo. Los 

compuestos C10TPP+ y C12TPP+ mostraron efectos significativos sobre la 

viabilidad celular, los cuales fueron tiempo y dosis dependiente, corroborando 
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así, su actividad citotóxica sobre las células tumorales ensayadas (Figura 1, 2, 

3 y 4). La incorporación del grupo trifenilfosfonio mantuvo y potenció los 

efectos citotóxicos de los alquil galatos. Los ensayos de citotoxicidad sobre las 

líneas tumorales multiresistentes TA3-MTX-R y CEM/C2 demostraron ser 

sensibles a la acción de los cationes lipofílicos C10TPP+ y C12TPP+, aunque las 

concentraciones necesarias para observar efectos citotóxicos significativo, 

fueron mayores a las líneas pares sensibles. Al comparar las líneas TA3 y 

TA3-MTX -R se estima que, aumentar la concentración al doble sería 

suficiente para lograr los efectos observados en las líneas no resistentes, la 

resistencia a metotrexato informada anteriormente para esta línea celular es 

de 20 veces aproximadamente (Plaza y cols., 2009). Para la línea CEM/C2, la 

resistencia informada es de 970 veces (Referencia en línea 2), en nuestros 

experimentos se observa una resistencia de sólo 2 veces, aproximadamente. 

Por lo tanto las líneas celulares TA3-MTX-R y CEM/C2 no presentan una 

resistencia trascendente a la acción de los compuestos C10TPP+ y C12TPP+. 

Este fenómeno es importante de destacar, pues uno de los mayores 

impedimentos para lograr el tratamiento exitoso del cáncer es el desarrollo de 

resistencia a fármacos que presentan las células tumorales (Persidis, 1999).  

La condición de cationes lipofílicos con carga deslocalizada que poseen las 

moléculas ensayadas, les confieren la capacidad de dirigirse preferentemente 

hacia la mitocondria (Murphy, 2008). En las imágenes obtenidas por 

microscopía de transmisión electrónica (Figura 11), queda evidenciado el 

efecto directo que ejerce el compuesto C12TPP+ sobre la mitocondria de las 

células tumorales. El hinchamiento y la pérdida de la integridad de la crestas 

mitocondriales son características que han sido reportados por otros autores, 

quienes han estudiado el comportamiento de compuestos con estructura de 

cationes lipofílicos sobre distintos tipos de células tumorales (Delikatny y cols., 

2002; Modica-Napolitano y cols., 1996). La modificación de la ultraestructura 

mitocondrial alteraría la permeabilidad de la membrana, provocando la 
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liberación de factores pro apoptóticos, gatillando así, la muerte celular 

(Marchetti y cols., 1996). 

Además del daño mitocondrial, se observó la presencia de vacuolas ácidas, 

las que corresponderían a autolisosomas (Figuras 7, 8, 9, y 10). Esto 

implicaría la ocurrencia además, de un proceso autofágico gatillado por el 

catión lipofilico ensayado.  

A nivel transcripcional se comprobó la capacidad de los cationes para 

modificar los patrones de expresión de ciertos genes relacionados con muerte 

celular: gabarap, bax y gadd45alfa. La expresión del gen bax no fue 

modificada luego del tratamiento con los cationes lipofílicos (Figura 12). 

Puesto que se conoce la implicancia de este gen, tanto en los procesos de 

apopotosis como en los de autofagia, (Yee y cols., 2009; Chia y cols., 2010) y 

considerando que se han reportado cambios en los niveles de expresión de 

este gen mediados por la acción de agentes antitumorales (Mbazima y cols., 

2008), se esperaba un efecto similar con el tratamiento de cationes lipofílicos 

del ácido gálico. Sin embargo es importante considerar, que este resultado 

negativo, no descarta que los procesos de apoptosis o autofagia ocurran con 

el tratamiento ensayado, ni que, en otras condiciones, se puedan obtener 

resultados positivos. 

Para el gen gabarap, se encontraron diferencias significativas en los niveles 

de expresión en las líneas celulares leucémicas humanas CCRF/CEM y 

CEM/C2, línea resistente (Figura 12 C y D) Dado que el gen gabarap es 

importante en el proceso de autofagia, su regulación positiva como 

consecuencia del efecto inducido por el catión C12TPP+, indicaría que este 

tratamiento gatilla el proceso de autofagia en las condiciones de este estudio. 

En la línea celular TA3 y su variante resistente no se evidenciaron cambios 

significativos en los niveles de expresión del gen gabarap, aun cuando señales 
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de autofagia se observaron en los ensayos de microscopia electrónica y 

naranja de acridina para esta línea. Ambos ensayos mostraron un proceso de 

autofagia avanzado, donde los cambios transcripcionales responsables de 

gatillar este fenotipo debiesen haber ocurrido previamente. Las condiciones 

ensayadas no permitieron evidenciar los posibles cambios en los niveles de 

expresión del gen gabarap; sin embargo, estos resultados no descartan el 

posible aumento en la expresión de este gen. Probablemente, nuevas 

condiciones de ensayo en donde el proceso autofágico no se encuentre tan 

avanzado, podrían dilucidar este postulado.  

El estudio del gen gadd45alfa mostró cambios significativos en sus niveles de 

expresión en ambas líneas celulares ensayadas (TA3 y CCRF/CEM) incluidas 

sus variantes multiresistentes (Figura 12 A, B, C y D). Se ha reportado la 

sobre expresión de este gen en respuesta al tratamiento con agentes 

genotóxicos, que resulta en inducción de la apoptosis (Li y cols., 2004). 

Además, se ha observado un aumento en los niveles de expresión de este gen 

en respuesta al tratamiento con el fármaco docetaxel (Ramachandran y cols., 

2009) Los efectos pro-apoptóticos que desencadenan la sobre expresión de 

gadd45alfa, podrían estar relacionados con la inducción de la proteína 

Gadd45alfa. Este fenómeno produciría la disociación de la proteína Bim 

(miembro de la familia Bcl2), la cual se transloca a la mitocondria, donde su 

acumulación aumenta la interacción Bim/Bcl2, liberando a Bax para ejercer su 

efecto pro-apoptótico. Los efectos de la sobre expresión del gen gadd45alfa 

representan parte importante del mecanismo por el cual los cationes lipofílicos 

derivados del ácido gálico ejercen su acción citotóxica.  
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V. CONCLUSIONES 

Todos los resultados obtenidos avalan el potencial efecto antitumoral de los 

cationes lipofílicos derivados del ácido gálico. Cabe señalar que tanto los 

procesos de apoptosis, autofagia y necrosis pueden ser gatillados 

paralelamente por los cationes lipofílicos, dependiendo de la severidad de las 

condiciones de ensayo.  

El mecanismo por el cual ejercen estos compuestos su acción, estaría 

relacionado con su estructura química: la carga catiónica que le da 

especificidad hacia la mitocondria de la célula tumoral, la lipofilicidad dada por 

la cadena alquílica, y la actividad citotóxica del ácido gálico. El efecto 

mitocondriotrópico hacia las células tumorales, les conferiría una especificidad 

por dichas células, característica que no aparece en los actuales fármacos 

antitumorales. Es nuestra tarea, entonces, ampliar el estudio de estas 

moléculas para explotar al máximo su potencial como fármaco antineoplásico 

mitocondriotrópico.  
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ANEXOS  

Anexo 1: Protocolo de preparación de células aisladas para MET. 

Prof. Nancy Olea R. Unidad de Microscopía Electrónica - Cesat 

 

1. Fijación del pellet en Glutaraldehído 3% en buffer fosfato de Sörensen 0,1M, 
pH 7,3 ; 4°C, durante toda la noche. 

 

 Centrifugación a 1500 rpm durante 8 minutos para realizar cada cambio de 
solución.  

 

2. Lavados 3X , 20 min en buffer fosfato de Sörensen. 

 

3. Posfijación en tetróxido de osmio 2%,1h a temperatura ambiente. 

 

4. Lavados 3X , 10 min en buffer fosfato de Sörensen. 

 

5. Deshidratación en alcoholes graduados: 40,70 ,90 y 2 x100 etanol, 2X 
acetona, 8 min cada uno.  

 

6. Impregnación Epon 812 / Acetona 1:1 durante 1 hora. 

       

7. Inclusión en Epon y polimerización 48h a 70°C 

 

8. Realización de cortes de 1m teñidos con azul de toluidina 1% en borato de 
sodio 1% para localizar área de corte fino. Ultramicrótomo Sorvall Porter 
Blum MT2. 

 

9. Cortes finos de 600 Aº recogidos en grillas de 200 mesh, teñidos con tinción 
doble de uranilo y plomo.  

 

10. Observación en el MET Zeiss EM 109.  
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Anexo 2: Tabla p value figuras 1, 2, 3 y 4. Incorporación de yoduro de 
propidio a células tumorales. 

Ta3 2h p value 0,5µM p value 15µM p value 30µM p value 50µM 

C8 0,5607 0,4203 0,6223 0,3329 

C10 0,1449 0,0212  0,0004 P<0.0001 

C11 0,4848 0,1410 0,4211 0,3119 

C12 0,3254 0,7374 0,0008 0,00020 

 

TA3 4h     

C8 0,2049 0,0802 0,6670 0,3991 

C10 0,3214 0,0223 0,0008 0,0005 

C11 0,6478 0,8917 0,4692 0,1772 

C12 0,6445 0,3616 0,0001 P<0.0001 

 

TA3 MTX-R 2h     

C8 0,3813 0,4859 0,8017 0,2650 

C10 0,9435 0,2778 0,0007 0,0006 

C11 0,3997 0,5978 0,5208 0,3660 

C12 0,7725 0,1733 0,8260 0,0087 

TA3 MTX-R 4h     

C8 0,9087 0,7053 0,5662 0,4055 

C10 0,4970 0,0158 0,0002 0,0007 

C11 0,5716 0,5319 0,7465 0,7226 

C12 0,8989 0,2752 0,0018 0,0005 
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CCRF/CEM 2h 

C8 0,9144 0,7253 0,4414 0,2581 

C10 0,4290 0,6698 0,0107 0,0002 

C11 0,9516 0,7215 0,5292 0,6068 

C12 0,4717 0,4410 0,0296 0,0005 

CCRF/CEM 4h     

C8 0,5150 0,5061 0,2656 0,5747 

C10 0,0557 0,0008 0,0009 P<0.0001 

C11 0,2569 0,3447 0,1548 0,4070 

C12 0,4060 0,1035 0,0024 P<0.0001 

CEM/C2 2h     

C8 0,7733 0,0517 0,9689 0,3459 

C10 0,4308 0,1836 0,0015 P<0.0001 

C11 0,3210 0,5876 0,8518 0,7547 

C12 0,4061 0,2713 0,1928 0,0003 

CEM/C2 4h     

C8 0,3864 0,5075 0,7728 0,5536 

C10 0,8360 0,0321 P<0.0001 P<0.0001 

C11 0,3605 0,2167 0,2349 0,8494 

C12 0,9783 0,3001 0,0030 P<0.0001 
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Anexo 3: Tabla p value Figura 12. Análisis de la expresión de los genes 
gabarap, bax y gadd45 alfa en las líneas celulares tumorales. 

TA3                               P value 

gabarap   C10TPP
+
 2h  0,7430 

bax           C10TPP
+
 2h 0,2709 

gadd45α  C10TPP
+
 2h 0,0195 

  

gabarap    C12TPP
+
 2h  0,231 

bax            C12TPP
+
 2h 0,1052 

gadd45α   C12TPP
+
 2h 0,1988 

    

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,0645 

bax           C10TPP
+
 6h 0,5958 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,7575 

  

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,9879 

bax           C10TPP
+
 6h 0,2908 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,0024 

 

TA3   MTX-R                            P value 

gabarap   C10TPP
+
 2h  0,1013 

bax           C10TPP
+
 2h 0,5954 

gadd45α  C10TPP
+
 2h 0,9475 

  

gabarap   C12TPP
+
 2h  0,1020 

bax           C12TPP
+
 2h 0,3077 

gadd45α  C12TPP
+
 2h 0,0496 

    

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,0617 

bax           C10TPP
+
 6h 0,2595 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,0032 

  

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,0823 

bax           C10TPP
+
 6h 0,1208 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,0034 

CCRF/CEM                              P value 

gabarap   C10TPP+ 2h  0,4431 

bax           C10TPP
+
 2h 0,0948 

gadd45α  C10TPP
+
 2h 0,0330 

  

gabarap   C12TPP
+
 2h  0,9448 

bax           C12TPP
+
 2h 0,0982 

gadd45α  C12TPP
+
 2h 0,0029 

    

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,3960 

bax           C10TPP
+
 6h 0,8172 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,0320 

  

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,0469 

bax           C10TPP
+
 6h 0,2478 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,0010 

CEM/C2                              P value 

gabarap   C10TPP
+
 2h  0,1535 

bax           C10TPP
+
 2h 0,4423 

gadd45α  C10TPP
+
 2h 0,0029 

  

gabarap   C12TPP
+
 2h  0,3410 

bax           C12TPP
+
 2h 0,8178 

gadd45α  C12TPP
+
 2h 0,0148 

    

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,6322 

bax           C10TPP
+
 6h 0,6127 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,0129 

  

gabarap   C10TPP
+
 6h  0,0485 

bax           C10TPP
+
 6h 0,1120 

gadd45α  C10TPP
+
 6h 0,0096 
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