
  

 
 
 
 

 
DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 

 

 

 

 

 

 

TP73 COMO DIANA TERAPÉUTICA: REGULACIÓN 
DIFERENCIAL DE SUS ISOFORMAS POR β-CRIPTOXANTINA Y 

APLICACIÓN CLÍNICA EN CÁNCER DE COLON 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TESIS DOCTORAL 

CORAL SAN MILLÁN BLANCO 

MADRID, 2015 

 



  



 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA 
FACULTAD DE MEDICINA 

 

 
 
 

 
 
 

 

TP73 COMO DIANA TERAPÉUTICA: REGULACIÓN 
DIFERENCIAL DE SUS ISOFORMAS POR β-CRIPTOXANTINA Y 

APLICACIÓN CLÍNICA EN CÁNCER DE COLON 

 

 

 

TESIS DOCTORAL presentada por 

 CORAL SAN MILLÁN BLANCO 

Licenciada en Biotecnología, 

Para optar al grado de Doctor. 

 

 

DIRECTORES: 

DRA. GEMMA DOMÍNGUEZ MUÑOZ 

DR. FÉLIX BONILLA VELASCO 
 

 

Universidad Autónoma de Madrid 

Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda 

Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols CSIC-UAM 



 

 

  



 

La Dra. Gemma Domínguez Muñoz, Profesora del Departamento de Medicina de la 

Universidad Autónoma de Madrid e investigadora principal en el Departamento de Biología del 

Cáncer del Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols CSIC-UAM y el Dr. Félix Bonilla 

Velasco, investigador principal del Grupo de Investigación en Mecanismos Moleculares Tumorales 

del Instituto de Investigación Biomédica del Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda, 

 

 

 

CERTIFICAN: 

 

Que el trabajo titulado “TP73 como diana terapéutica: regulación diferencial de sus 

isoformas por β-criptoxantina y aplicación clínica en cáncer de colon”, que presenta  CORAL SAN 

MILLÁN BLANCO para la obtención del GRADO DE DOCTOR por la Universidad Autónoma de 

Madrid, ha sido realizado bajo su dirección en el Instituto de Investigación Biomédica del Hospital 

Universitario Puerta de Hierro Majadahonda y en el Instituto de Investigaciones Biomédicas 

Alberto Sols CSIC-UAM y reúne las condiciones de calidad, contenido y forma exigibles para ser 

presentado ante el tribunal correspondiente. 

 

 

Para que conste a los efectos oportunos, expiden el presente certificado en Madrid a 20 de 

Febrero de 2015. 

 

 

 

 

 

Dra. Gemma Domínguez Muñoz                                               Dr. Félix Bonilla Velasco 

Directora de Tesis                                                                      Director de Tesis 

 

 



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta tesis doctoral, realizada en el Instituto de Investigación Biomédica del Hospital 

Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda y en el Instituto de Investigaciones Biomédicas 

Alberto Sols CSIC-UAM, ha sido financiada por ISCIII-RTICC-RD06/0020/0020, la Fundación para la 

Investigación Biomédica Hospital Universitario Puerta de Hierro Majadahonda, la Fundación Banco 

Santander, el Instituto de Salud Carlos III-Fondo de Investigación Sanitaria (PI11/00593), S-GEN-

266-2006, Fundación científica AECC, Comunidad de Madrid S2010/BMD-2344 y SAF2010-20750.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

A mis padres y a mi hermana 



 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agradecimientos 

  



 

  



 

 

Gracias a todas las personas e instituciones que habéis hecho posible la realización de esta 

tesis doctoral. 

Gracias a mis directores, a la Dra. Gemma Domínguez Muñoz y al Dr. Félix Bonilla Velasco. 

Gracias a los dos por darme la oportunidad de trabajar y aprender a vuestro lado. Gracias Gemma 

por tu confianza, por tu cercanía, por tu lucha y por tu valentía. Gracias Félix por tu confianza, por 

tu apoyo, por tu cercanía, por ser tan bueno y por tu ejemplo. 

Gracias a mis compañeros de laboratorio por todos los buenos momentos (científicos o 

no), por haber creado un ambiente de trabajo tan agradable y por haberme hecho sentir una más 

del laboratorio de “los Bonilla”. Gracias Bea, por ser mi partner y mi amiga, por enseñarme, por 

ayudarme y por animarme. Gracias Martix, por ser tan buena y genuina, por tu complicidad, por 

estar siempre ahí, por ser una gran amiga. Gracias Alberto, por contagiarme tu tranquilidad y por 

ser un compañero inmejorable. Gracias Bea G, por ayudarme tanto y por tu sentido del humor. 

Gracias Javito por ser tan genial y porque tus “javitadas” han hecho que mis “coraladas” no 

pareciesen tan graves. Gracias Vane, por tu risa contagiosa y por estar siempre dispuesta a 

ayudarme. Gracias Merce por tu alegría y por hacernos reír tanto. Gracias Cris, por tus saludos 

llenos de energía y por todos los buenos ratos. Gracias Alejandro, por ayudarme en esta última 

etapa con el experimento in vivo. 

Gracias a Carmen Marín y a Margot Marqués por la cesión de las construcciones de 

NP73. Gracias a Fernando Granados por haber hecho posible el estudio de intervención en 

humanos. Gracias a Belén Pérez por su ayuda en los análisis por UPLC. Gracias a Paloma Martín 

por su colaboración con las inmunohistoquímicas. Gracias a Jesús Romero, por su disponibilidad y 

ayuda en un paso crítico del ensayo Cometa. Gracias a Encarna, por su ayuda con los análisis 

bioquímicos. 

Gracias a mis vecinos de laboratorio, “los Vallina”, por estar siempre dispuestos a 

ayudarme. Irenita, gracias por tu sonrisa permanente, por transmitir tan buena onda y por formar 

un pack genial con nuestra Marta. Gracias Compte, por tener siempre tiempo o inventarlo para 

ayudarme con las citometrías y por cuidarme tanto. Gracias Anita, por tu saludo cargado de cariño 

todos los días. Gracias Rodrigo, por enseñarme todo lo que sé de experimentación animal. Gracias 

Ana, Natalia y Rocío por estar siempre dispuestas a echarme un cable. Gracias a mis otras vecinas,  

gracias Julia, por tu vitalidad y por tu amistad y gracias Laura, Coral y Lucía. 

Gracias también a los vecinos de la última etapa de mi tesis en el iib, en especial a Elvira y 

al laboratorio de Alberto Muñoz, por hacer que los primeros meses en el iib fueran más fáciles. 



 

Gracias a tod@s mis amig@s por su apoyo. En especial, gracias a mis amigas de siempre, a 

mis “always connected”, Estela, Sheila y Laura, y a Vero por ser mis AMIGAS con mayúsculas, por 

quererme como soy, por estar siempre ahí, por innumerables momentos buenos juntas, riéndoos 

conmigo (o de mis coraladas) y los que nos quedan. Gracias Pauli, por tus consejos y por haber 

conseguido una amistad inquebrantable a pesar de los kilómetros de distancia. Gracias Clara, por 

todos los ratos compartidos y por poder seguir hablando durante horas sin darnos cuenta. Gracias 

Elvira, por ser mi amiga dentro y fuera del iib, antes, durante y después de Madrid. Gracias Lore, 

por tus ánimos y tus visitas a la ciudad madrileña. Gracias Jordi, Víctor y Herny, por conseguir que 

la amistad que nació en un congreso, se mantenga en el tiempo y la distancia. Gracias María, por 

tu apoyo, por transmitirme tu optimismo y llegar a casa siempre con una sonrisa. Gracias Lucía, 

Raquel, Alba, Paula, Barbie, Rober,… Nombraros a tod@s sería muy extenso pero a tod@s os digo 

gracias. 

Gracias a mis tí@s y a mis prim@s, por vuestra confianza y por estar siempre ahí. En 

especial a los más pequeños, Eneko, Markel, Nira, June y Cloe, gracias a todos por contagiarme 

vuestra alegría y por darme tanta energía.  

Gracias Alberto, por haberte cruzado en mi camino, por ser como eres y quererme como 

me quieres. 

Y por encima de todo, gracias a mis padres y a mi hermana por quererme y apoyarme 

incondicionalmente. Gracias Mamá, por ser tan buena, por tu paciencia y comprensión, por 

escucharme, por apoyarme y aconsejarme, por compartir los buenos momentos y animarme sin 

descanso en los malos. Gracias Papá, por tu paciencia, por tu saber estar, por tu ejemplo, por tus 

consejos, por ser capaz de tranquilizarme con sólo unas palabras. Gracias Silvia, por ser tan fuerte, 

tan valiente y por tener esa sensibilidad tan especial. Os quiero. 

 

 

  



 
 

15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resumen 

  



 

 

 

  



 
 

17 
 

 
A pesar de los avances de los últimos años en terapia antitumoral, la aparición de 

resistencias y la toxicidad asociada a los tratamientos empleados, continúan siendo los principales 

retos a los que se enfrenta la investigación actual en este campo. Por ello, es fundamental la 

identificación de dianas terapéuticas sobre las que actuar para combatir estas limitaciones y 

desarrollar así estrategias de tratamiento más efectivas para los pacientes. En este contexto, cada 

vez más estudios proponen a TP73 como una prometedora diana terapéutica, ya que su 

desregulación juega un papel clave en el proceso tumorogénico. Su expresión alterada durante la 

progresión del cáncer conlleva a la disminución de los niveles de las variantes supresoras 

tumorales, TAP73, y a la sobreexpresión de las oncogénicas, ΔTAP73. Así, resulta de interés 

desarrollar estrategias terapéuticas que restauren o potencien la actividad de las isoformas 

supresoras tumorales y/o inhiban la actividad de las variantes oncogénicas. En las últimas 

décadas, la identificación de nuevos agentes antitumorales ha dependido en gran medida de la 

búsqueda de moléculas farmacológicamente activas presentes en la naturaleza, que 

frecuentemente presentan menor toxicidad que las drogas sintéticas. Uno de los compuestos 

naturales con probado papel protector en cáncer es el carotenoide β-criptoxantina. Además, se ha 

descrito su potencial terapéutico en distintos tipos tumorales. Aunque el mecanismo por el que β-

criptoxantina podría ejercer estos efectos se desconoce, algunos estudios realizados sugieren que 

podría regular la expresión de genes asociados con la progresión tumoral, entre ellos, TP73.  

En este trabajo abordamos el estudio de la regulación de TP73 por β-criptoxantina, su 

potencial antitumoral en cáncer de colon y los mecanismos moleculares a través de los que ejerce 

su efecto. 

 Los resultados muestran que β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las 

variantes de TP73 a favor de las variantes supresoras tumorales y en detrimento de las variantes 

oncogénicas in vitro, in vivo y en humanos. Además, demostramos que este carotenoide tiene 

efecto antiproliferativo y sensibiliza a la terapia con oxaliplatino a las células de cáncer de colon 

tanto en aproximaciones in vitro como en modelos animales, a través de la regulación negativa de 

la variante oncogénica ΔNP73. La concentración de oxaliplatino necesaria para inducir el mismo 

porcentaje de muerte celular, disminuye en presencia de β-criptoxantina. Esto se traduce en una 

reducción de la dosis acumulada efectiva de oxaliplatino y por tanto, de sus efectos secundarios. 

Con estos resultados, este estudio sienta las bases para el uso de una nueva estrategia 

terapéutica para el tratamiento de cáncer de colon, que se basa en la combinación de β-

criptoxantina con un agente quimioterapéutico convencional, oxaliplatino. Este trabajo soportaría 

el desarrollo de estudios preclínicos  in vivo con finalidad terapeútica. 
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Despite the progresses in recent years in the cancer therapy field, the acquired resistance 

and the toxicity associated to treatments remain as the main challenges still today. Thus, the 

identification of new therapeutic targets in our way to solve these failures and improve patients´ 

outcomes is urgently needed. In this context, TP73 is emerging as a pharmacological target for 

cancer therapy due to its implication in the carcinogenic process. TP73 alteration during cancer 

progression associates with the inhibition of the TAP73 tumor suppressor function and promotion 

of the oncogenic activities of ΔTAP73 variants. Therefore, it is attractive the development of new 

therapies which restore or enhance the activity of tumor suppressor isoforms and/or inhibit the 

oncogenic variants. Identification of new agents that are pharmacologically active against human 

cancer has depended largely on the screening of bioavailable natural products, which frequently 

seem to be less toxic than synthetic drugs. Currently, cumulative data sustain the protective role 

of the natural carotenoid β-cryptoxanthin in cancer. In addition, some reports support its putative 

use as an antitumoral compound in several types of cancer. Although the mechanisms underlying 

these effects are unknown, some studies have suggested that β-cryptoxanthin regulates some 

genes involved in the tumorogenic process, among them, P73. 

Here we focus on the regulation of P73 by β-cryptoxanthin, its therapeutic potential in 

colon cancer and on the molecular basis underlying its effect.  

Our results show that β-cryptoxanthin differentially regulates the expression of the P73 

variants in vitro, in vivo and in humans. Specifically, β-cryptoxanthin up-regulates tumor 

suppressor variants and down-regulates oncogenic isoforms. We also demonstrate that this 

carotenoid decreases cell proliferation and cooperates with oxaliplatin to induce apoptosis in 

colon cancer in vitro and in animal models, through the negative regulation of ∆NP73. The 

antitumoral concentrations of oxaliplatin decrease in the presence of β-cryptoxanthin to achieve 

same percentage of growth inhibition. Thus, the concentration-limiting toxicity of oxaliplatin and 

therefore its side-effects are reduced in the presence of the carotenoid. We propose a putative 

novel therapeutic strategy for the treatment of colon cancer based on the combination of β-

cryptoxanthin with a conventional chemotherapeutic agent, oxaliplatin. This work could be the 

precursor for future clinical trials. 
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5-FU  5-fluouracilo 

ABCB1  Del inglés ATP-Binding Cassette, Sub-Family B, Member 1 

ADN                 Ácido desoxirribonucleico 

APC                  Del inglés Adenomatous Polyposis Coli 

ARN                 Ácido ribonucleico 

ARNm              Ácido ribonucleico mensajero 

BAX                  Del inglés BCL2-Associated X 

BRAF                Del inglés V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B 

BrdU  5-bromo-2-desoxiuridina 

CCR                  Cáncer Colorectal 

CDK                  Del inglés Cyclin-Dependent Kinase 

CDKN1A, P21 Del inglés cyclin-dependent kinase inhibitor 1A  

CDKN1C Del inglés cyclin-dependent kinase inhibitor 1C 

CI  Índice de Combinación, del inglés Combination Index 

Cox4i1  Del inglés Cytochrome c oxidase subunit IV isoform 1 

DBD  Dominio de unión al ADN 

DMSO Dimetil sulfóxido 

E2F1                 Del inglés E2F Transcription Factor 1 

E-Cadherina   Del inglés Ephitelial Cadherin 1, Type 1 

EGFR  Del inglés Epidermal Growth Factor Receptor 

EPLIN                Del inglés Epithelial Protein Lost in Neoplasm 

FAP  Poliposis adenomatosa familiar (del inglés Familiar Adenomatous Polypsosis) 

FCC  Cáncer colorrectal familiar (del inglés Familial Colorectal Cancer) 

FDA  Del inglés Food Drug Administration 

FdUMP  5-fluoro-2´-desoxiuridina-5´-monofosfato 

FdUTP  5-fluoro-2´-desoxiuridina-5´-trifosfato 

FGFR1  Del inglés Fibroblast Growth Factor Receptor 1 

FITC                  Isotiocinato de fluoresceína 

FUTP  5-fluoridina-5´-trifosfato 

G6PD                Del inglés Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase 

GADD45 Del inglés Growth Arrest and DNA damage-inducible protein 45 

GLS2                Del inglés Glutaminase 2 

GRAMD4 Del inglés GRAM domain containing 4 

HMGB1            Del inglés High Mobility Group Protein B1 



 
 

 

HNPCC  Cáncer Colorrectal Hereditario no Polipósico (del inglés Heridatary Nonpolyposis 

Colorectal Cancer) 

hTERT  Del inglés human telomerase reverse transcriptase  

IGF  Del inglés Insulin Growth Factor 

IL4-R  Del inglés Interleukin 4 Receptor 

INF                Del inglés Interferon alfa 

iPS                    Del inglés induced Pluripotent Stem cells 

ITCH                Del inglés Itchy E3 Ubiquitin Protein Ligase 

KRAS               Del inglés Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog 

LC50  Concentración de droga que induce el 50% de muerte celular 

MLH1  Del inglés mutL homolog 1 

MLH2  Del inglés mutL homolog 2 

MMR               Del inglés Mismatch repair 

MTT                Agente 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide 

NER  Del inglés Nucleotide Excision Repair 

NIST  Del inglés National Institute of Standards and Technology 

OD  Dominio de oligomerización (del inglés Oligomerization Domain) 

PBMCs  Células mononucleares de sangre periférica (del inglés Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) 

PBS Del inglés Phosphate Buffered Saline 

PDGFR  Del inglés Platelet-Derived Growth Factor Receptor 

PEDF               Del inglés Pigment epithelium-derived factor 

PTEN               Del inglés Phosphatase Y Tensin Homolog 

PUMA            Del inglés p53 upregulated modulator of apoptosis 

qRT-PCR       PCR cuantitativa a tiempo real (del inglés Quantitative Real Time Polymerase Chain 

Reaction) 

RB  Retinoblastoma 

SAM  Del inglés Steril Alpha Motif  

SDHA              Subunidad A del complejo Succinato Deshidrogenasa, del inglés Succinate 

Dehydrogenase Complex, Subunit A 

TA  Dominio de transactivación 

TA2  Segundo dominio de transactivación 

TBP Proteína de Unión a TATA 

TEM                Transición Epitelio Mesénquima  

TGF               Del inglés Transforming Growth Factor Beta 1 
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THF  Tetrahidrofurano 

TI  Intensidad de la cola del cometa (del inglés Tail intensity) 

TM  Momento de la cola del cometa (del inglés Tail moment) 

TNFα  Del inglés Tumor Necrosis Factor Alpha 

TNM                Tamaño tumoral, número de ganglios afectados y presencia o no de metástasis 

TP53                Del inglés Tumor Protein P53 

TP63                Del inglés Tumor Protein P63 

TP73                Del inglés Tumor Protein P73 

TTP  Timidina trifosfato 

UBC Ubiquitina C 

UPLC  Cromatografía líquida de alta resolución (del inglés Ultra Performance Liquid 

Chromatography) 

VEGF              Del inglés Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR  Del inglés Vascular Endotelial Growth Factor Receptor 

WHO  Del inglés World Health Organization 

ZEB1               Del inglés Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1 
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1.1. CÁNCER 

Cáncer es un término genérico que designa a un amplio grupo de enfermedades que 

pueden afectar a cualquier parte del organismo. Presenta una alta heterogeneidad y variabilidad 

de un paciente a otro y se caracteriza por el crecimiento excesivo y descontrolado de células 

anormales que adquieren la capacidad de migrar e invadir tejidos distantes. Una célula normal se 

transforma en célula tumoral por la acumulación secuencial de alteraciones genéticas y 

epigenéticas. Las distintas alteraciones adquiridas confieren a la célula  una ventaja “evolutiva” 

que le permitirá progresar de un fenotipo normal a uno tumoral, que se caracteriza por la 

adquisición de las siguientes capacidades: proliferación y replicación ilimitada, inestabilidad 

genómica, crecimiento independiente de las señales supresoras del crecimiento, resistencia a las 

señales apoptóticas, desarrollo de nuevos vasos a partir del lecho vascular preexistente 

(angiogénesis), diseminación a órganos distantes y adaptación al nuevo microambiente 

(metástasis), reprogramación del metabolismo energético y evasión del sistema inmune (Hanahan 

y Weinberg, 2011) (Figura 1). 

  

Figura 1. Capacidades adquiridas por las células malignas necesarias para el crecimiento y la progresión 

tumoral  (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011). 

Las alteraciones genéticas pueden producirse espontáneamente como resultado de las 

limitaciones existentes en los mecanismos de replicación y reparación del ADN, heredarse de los 

progenitores y/o ser causadas por factores carcinogénicos endógenos (hormonales o productos 

del metabolismo celular) y/o exógenos (tabaco, alcohol, contaminantes de los alimentos, 

radiaciones, contaminación ambiental, exposiciones ocupacionales o infecciones causadas por 

determinados virus). El envejecimiento es otro factor fundamental en la aparición del cáncer. La 

incidencia de esta enfermedad aumenta con la edad, probablemente debido a la acumulación de 
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alteraciones en el ADN por la exposición continuada a distintos factores de riesgo y por la 

tendencia que tienen los mecanismos de reparación celular de perder eficacia con la edad (World 

Cancer Report, 2008). 

Se ha observado un crecimiento en la incidencia de cáncer a nivel mundial  de 12,8 

millones de diagnósticos en 2008 a 15,5 millones en 2013 (WHO, World Health Organization). Este 

aumento se debe posiblemente al incremento de la esperanza de vida de la población (Muñoz, 

2004). En nuestro país, el cáncer es la segunda causa de muerte de la población total (27,5% de 

todas las defunciones) y la primera causa en hombres, superando a las enfermedades 

cardiovasculares (http://www.seom.org). Aunque se prevé que los casos de cáncer aumentarán a 

22 millones en las próximas dos décadas, se estima que la mortalidad relacionada con esta 

enfermedad se reducirá un 10% en hombres y un 7% en mujeres como consecuencia de los 

avances que se realicen en la prevención, diagnóstico y tratamiento de la enfermedad 

(http://www.cancer.gov). 

1.2. CÁNCER COLORRECTAL  

Como otros tumores, el cáncer colorrectal (CCR) surge como resultado de la acumulación 

de alteraciones genéticas heredadas y/o causadas por factores endógenos y/o exógenos que 

provocan la transformación de un epitelio normal en un adenocarcinoma invasivo (Markowitz y 

Bertagnolli, 2009). La exposición continuada a factores ambientales de riesgo, entre los que 

destaca la dieta (alto consumo de triglicéridos, carne roja y un bajo consumo de fibra, vitamina D 

o fosfatos) y algunos metabolitos procedentes de la flora intestinal o de las heces (Sharpe et al., 

2002a, 2002b; Winawer et al., 1990), pueden producir mutaciones en cada etapa de la 

carcinogénesis en uno o varios genes reguladores del metabolismo celular (MMR, APC, KRAS, 

PTEN, TP53 o la vía supresora tumoral de TGF-β, entre otros) que favorecerán  la formación y 

progresión del tumor. La progresión de la carcinogénesis de colon está descrita en el modelo 

clásico de Fearon y Vogelstein (Vogelstein et al., 1988), en la que se destacan alteraciones en los 

genes APC, KRAS, TP53 y BRAF (Jasperson et al., 2010) (Figura 2). 

 

Figura 2. Progresión del cáncer colorrectal y acumulación de alteraciones genéticas. Basado en el modelo 

de Fearon y Vogelstein (Vogelstein et al., 1988). 
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El 25% de los casos de CCR se atribuyen a la herencia de alteraciones en genes de 

predisposición a esta neoplasia (10%) o a factores de contribución genética (exposición de los 

miembros de la familia a un agente cancerígeno, 15%). En el conjunto de las lesiones asociadas a 

factores de riesgo hereditarios se diferencian dos formas caracterizadas molecularmente. La 

primera se denomina Poliposis Adenomatosa Familiar, FAP (Familiar Adenomatous Polyposis), 

representa el 0.01% de los casos hereditarios y se caracteriza por alteraciones genéticas en el gen 

APC (Kinzler et al., 1991; Spirio et al., 1993). La segunda forma es conocida como Cáncer 

Colorrectal Hereditario no Polipósico, HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cáncer), 

representa entre el 5-10% de los tumores asociados a herencia y se caracteriza por mutaciones 

germinales en los genes que codifican para proteínas que participan en la reparación de bases mal 

pareadas (mismatch repair o MMR), siendo las mutaciones en MLH1 y MSH2 las más frecuentes. 

Un tercer grupo de cáncer de colon engloba a familias con una clara agregación de adenomas de 

colon, Cáncer Colorrectal Familiar, FCC (Familial Colorectal Cancer) (Fuchs et al., 1994) para los 

que todavía no se conocen mutaciones relevantes (Jasperson et al., 2010). Sin embargo, la 

mayoría de los cánceres de colon diagnosticados (75%) son formas esporádicas causadas por 

mutaciones adquiridas espontáneamente a lo largo de la vida de los individuos y, aunque se 

desconocen los factores genéticos que se asocian con la enfermedad, en muchos casos se 

observan mutaciones similares a los síndromes hereditarios. 

El CCR representa el 9,4% de los casos de cáncer a nivel mundial, ocupando el cuarto lugar 

en hombres y el tercero en mujeres. En España es el tumor más frecuente (aproximadamente un 

15% de los casos diagnosticados), por delante, en términos globales, del cáncer de pulmón y del 

cáncer de mama. La supervivencia de estos pacientes estimada a los 5 años se ha incrementado 

hasta el 50%, dependiendo fundamentalmente del estadio tumoral en el momento del 

diagnóstico. Así, en los pacientes con CCR en estadio I, II, III y IV de acuerdo con la clasificación 

TNM (tamaño tumoral, número de ganglios afectados y presencia o no de metástasis), la 

supervivencia a 5 años es de 95-100%, 70-85%, 50-70% y 5-15%, respectivamente. En la última 

década, la tasa de mortalidad muestra un descenso significativo en mujeres y una estabilización 

en hombres, debido al avance en el conocimiento de los mecanismos que participan en el 

desarrollo y la progresión del CCR, a la identificación de  factores genéticos implicados en la 

caracterización de la historia natural de esta neoplasia, al establecimiento de diversas estrategias 

preventivas, al desarrollo de técnicas diagnósticas (la prueba de sangre oculta en heces, la 

sigmoidoscopia flexible, la colonoscopia y la colonoscopia virtual) y a la introducción de nuevas 

estrategias terapéuticas.  



 

 

Aún así, sigue existiendo un gran desconocimiento sobre la biología del tumor que podría 

predecir su comportamiento  y por tanto, permitir una práctica clínica más efectiva. 

Para el caso particular del CCR, y el del cáncer en general, es importante la identificación 

de marcadores moleculares con valor diagnóstico y/o pronóstico así como la identificación de 

nuevas dianas terapéuticas que permitan el desarrollo de estrategias de tratamiento más 

efectivas. Aunque actualmente son pocos los marcadores y dianas terapéuticas útiles, la 

aplicación de las técnicas –ómicas en biomedicina está permitiendo avanzar en el estudio y la 

descripción molecular de esta neoplasia, haciendo que el traslado del conocimiento genético y 

proteómico del cáncer de colon a la práctica clínica habitual esté cada vez más cerca.   

1.2.1. Terapia del cáncer colorectal 

 Los pilares terapéuticos actuales de los pacientes con CCR siguen siendo la cirugía y/o la 

quimioterapia tradicional.  En etapas avanzadas, se pueden aplicar terapias dirigidas. 

La quimioterapia tradicional es el tratamiento de las enfermedades neoplásicas con 

drogas que destruyen las células tumorales deteniendo su capacidad de división activa. En el caso 

del CCR, las drogas citotóxicas utilizadas como agentes quimioterapéuticos incluyen:  

1) Antimetabolitos análogos de bases pirimidínicas: 

- 5-fluorouracilo (5-FU): in vivo se convierte en tres metabolitos activos: 5-fluoro-2´-

desoxiuridina-5´-monofosfato (FdUMP), 5- fluoridina-5´-trifosfato (FUTP) y 5-fluoro-

2´-desoxiuridina-5´-trifosfato (FdUTP). El FdUMP actúa inhibiendo la timidilato 

sintetasa, lo que resulta en el agotamiento de la timidina trifosfato (TTP), uno de 

los cuatro nucleótidos trifosfato utilizados en la síntesis de ADN.  Además, el 

metabolito FUTP se incorpora en el ARN y el  FdUTP en el ADN, impidiendo su 

correcto procesamiento. El 5-FU actúa por tanto inhibiendo la fase S del ciclo 

celular (Longley et al., 2003; Noordhuis et al., 2004).  

- Capecitabina (Xeloda®): profármaco oral que se convierte en su metabolito activo, 

5-FU, por la timidina fosforilasa, enzima que se encuentra sobreexpresada en varios 

tipos tumorales (Walko y Lindley, 2005). El mecanismo de acción del 5-FU es el que 

se ha detallado en el párrafo anterior. 

2) Agentes sinérgicos con antineoplásicos: 

- Leucovorina (Fusilev®): metabolito activo del ácido fólico y coenzima esencial para 

la síntesis de ácidos nucleicos. En el contexto del tratamiento del CCR potencia la 
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actividad de 5-FU al estabilizar la unión del metabolito activo FdUMP a la enzima 

timidilato sintetasa (Longley et al., 2003; Noordhuis et al., 2004). 

3) Análogos del platino: 

- Oxaliplatino (Eloxatin®): pertenece a la tercera generación de drogas 

quimioterapéuticas basadas en el platino. Es un derivado del 1,2-

diaminociclohexano de platino que se activa por el desplazamiento del anillo de 

oxalato por dos átomos de cloro y la subsiguiente formación de una variedad de 

especies alquilantes. Estas especies reaccionan con residuos de guanina 

adyacentes en el ADN, y provocan entrecruzamientos de ADN intra- o inter-

catenarios, inhibiendo por tanto la síntesis de ADN (Alcindor y Beauger, 2011).  

4) Inhibidores de las topoisomerasas:  

- Irinotecán (Camptosar®): inhibidor de la topoisomerasa I, enzima nuclear implicada 

en el correcto enrollamiento del ADN durante la replicación. El irinotecán actúa 

uniéndose al complejo topoisomerasa I-ADN. La formación de este complejo 

ternario interfiere en la replicación e induce roturas de doble hebra en el ADN 

(Mathijssen et al., 2001; Xu y Villalona-Calero, 2002). 

Las terapias dirigidas contra el cáncer engloban a fármacos o compuestos que interfieren 

con moléculas específicas implicadas en el crecimiento de las células tumorales. Así, se han 

desarrollado los siguientes anticuerpos monoclonales para el tratamiento del CCR:  

- Cetuximab (Erbitux®) y Panitumumab (Vectivix®): anticuerpos monoclonales frente 

al receptor de crecimiento epidérmico (EGFR). Compiten por los ligandos de EGFR, 

induciendo la internalización del receptor y reduciendo los niveles de receptor en la 

superficie celular. De esta forma bloquean la señalización mediada por EGFR, lo que 

conduce a un incremento de apoptosis y a una reducción de proliferación y 

angiogénesis (Dubois y Cohen, 2009; Kirkpatrick et al., 2004; Lenz, 2007; 

Messersmith y Hidalgo, 2007).  

- Bevacizumab (Avastin®) y Ziv-aflibercept (Zaltrap®): anticuerpos monoclonales 

frente al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Están diseñados para 

unirse directamente a VEGF extracelular evitando su interacción con los receptores 

de VEGF (VEGFRs) en la superficie de las células endoteliales, inhibiendo así la 

actividad angiogénica de VEGF (Ellis, 2006; Patel y Sun, 2013).  



 

 

- Regorafenib (Stivarga®): inhibidor de múltiples quinasas de membrana e 

intracelulares implicadas en angiogénesis y en el mantenimiento del 

microambiente tumoral entre las que destacan VEFGR1, VEGFR2, VEGFR3, FGFR1 y 

PDGFR (Aprile et al., 2013; Schmieder et al., 2014). 

La elección y administración de los fármacos mencionados sigue unas pautas específicas. 

Así, el tratamiento estándar para los pacientes con cáncer de colon en la fase de  enfermedad 

localizada es la cirugía mediante escisión local (polipectomía) o resección de la zona afectada 

(colectomía), así como la extirpación de los ganglios linfáticos primarios y regionales. El valor 

potencial de la quimioterapia adyuvante  para los pacientes de cáncer de colon en estadio II sigue 

siendo polémico. La decisión de utilizar quimioterapia adyuvante en estos pacientes es 

complicada y exige que tanto el paciente como el médico lo ponderen.  En el caso de pacientes 

con  CCR en estadio III,  las opciones de tratamiento estándar son cirugía seguida de  

quimioterapia adyuvante. Antes del año 2000, el análogo de la pirimidina 5-fluouracilo (5-FU) fue 

el tratamiento de referencia en el entorno adyuvante para estos pacientes. Actualmente, los 

regímenes de quimioterapia más usados para estos casos son el régimen FOLFOX (oxaliplatino, 

leucovorina y 5-FU) y el régimen XELOX (capecitabina y oxaliplatino). El tratamiento de los 

pacientes de cáncer de colon avanzado o recidivante depende de la ubicación de la enfermedad. 

Se aplica la resección quirúrgica si es posible, seguida de quimioterapia y terapia dirigida. En la 

actualidad, los mismos fármacos activos usados en el tratamiento adyuvante, están aprobados 

para pacientes con cáncer colorrectal metastático, bien en monoterapia o en combinación con 

otros medicamentos. El mecanismo de acción de los mismos se ha detallado previamente: 5-FU, 

Capecitabina, Irinotecán, Oxaliplatino, Leucovorina, Cetuximab, Panitumumab, Bevacizumab, 

Aflibercept y Regorafenib.  

1.2.2. Limitaciones de las terapias actuales: toxicidad y desarrollo de resistencias 

En los últimos años se han logrado avances significativos en la terapia del CCR. Sin 

embargo, siguen existiendo dos limitaciones importantes: 1) La toxicidad de los tratamientos 

empleados, y 2) El desarrollo de resistencias a estos tratamientos.  

1.2.2.1. Toxicidad 

Los efectos secundarios de la quimioterapia tradicional pueden variar de un paciente a 

otro. En general, son causados por la muerte de las células normales de crecimiento rápido. Estas 

células se encuentran en las vellosidades intestinales,  en la boca, en las células del sistema 

hematopoyético, y en las células de los folículos pilosos. Por lo tanto, los efectos secundarios 

comunes de la quimioterapia incluyen recuento bajo de células sanguíneas (neutropenia y 
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trombocitopenia), anemia, falta de apetito, náuseas, vómitos, diarrea, pérdida del cabello y 

mucositis oral.  Además de estos efectos, algunos quimioterápicos pueden causar efectos 

secundarios específicos, como es el caso del oxaliplatino, que frecuentemente induce 

neurotoxicidad. La toxicidad de la terapia dirigida sobre las células normales es menor que la 

quimioterapia tradicional. Sin embargo, los tratamientos de terapia dirigida que se han 

desarrollado hasta el momento para el tratamiento del CCR no están exentos de efectos 

secundarios, siendo los más comunes: incremento de la presión arterial, diarrea, debilidad, 

infecciones, foliculitis cutánea y mucositis oral.  

1.2.2.2. Resistencia a la terapia 

Evitar el desarrollo de resistencia a las terapias antitumorales sigue siendo un reto en el 

tratamiento del cáncer. La inestabilidad genética, la heterogeneidad y la alta tasa de mutaciones 

de las células tumorales favorecen la aparición de resistencias. Los factores farmacocinéticos tales 

como la absorción del fármaco, su distribución, metabolismo y eliminación limitan la 

concentración efectiva de fármaco que alcanza el tumor. Las células tumorales pueden desarrollar 

resistencia por numerosos mecanismos, incluyendo: 1) la disminución de la absorción del 

fármaco, 2) el aumento de la expulsión del fármaco a través de las bombas exportadoras tipo 

ABC, 3) la inactivación o la falta de activación de las drogas utilizadas, 4) la activación de los 

sistemas de detoxificación, 5) la activación de los mecanismos de reparación del ADN, 6) la 

mutación o alteración de los niveles de expresión de la diana efectora, 7) la activación de rutas de 

señalización alternativas que favorecen la supervivencia y, 8) la evasión de la apoptosis inducida 

por los fármacos en uso (Holohan et al., 2013).  

En el caso particular de las terapias utilizadas en el CCR,  se han descrito resistencias tanto 

a la quimioterapia tradicional como a las terapias dirigidas. Así, se ha descrito que las células de 

CCR desarrollan resistencia a  5-FU mediante la activación de mecanismos de reparación de ADN y 

por la sobreexpresión de su diana efectora, la enzima timidilato sintetasa (Johnston et al., 1995; 

Temraz et al., 2014). La resistencia a oxaliplatino es multifactorial. Los mecanismos de resistencia 

que se han propuesto incluyen su ineficiente absorción y acumulación (Hector et al., 2001), la 

activación del sistema de detoxificación glutatión-S-transferasa (Sau et al., 2010), la activación de 

los mecanismos de reparación por escisión de base (vía NER) (Ahmad, 2010), y la activación de 

rutas de señalización antiapoptóticas (Gourdier et al., 2002; Huang y Hung, 2009; Temraz et al., 

2014; Yang et al., 2009). La resistencia a irinotecán se asocia a una activación de EGFR y a una 

sobreexpresión de la topoisomerasa IIα (Coss et al., 2009; Petitprez y Larsen, 2013). En lo que 

respecta a las terapias dirigidas, la resistencia a los anticuerpos monoclonales que actúan 

bloqueando EGFR, se atribuye a la activación constitutiva de las vías de señalización activadas por 



 

 

este receptor así como a la activación de receptores tirosin-quinasa alternativos (Holohan et al., 

2013; Temraz et al., 2014). Asimismo, la resistencia a los anticuerpos monoclonales que actúan 

bloqueando VEGF implica la activación de cascadas de señalización angiogénicas alternativas 

(Bergers y Hanahan, 2008; Ellis y Hicklin, 2008). 

1.2.3. Alternativas a las terapias actuales. Identificación de nuevas dianas 

terapéuticas 

A pesar de la variedad de mecanismos de resistencia y la complejidad causada por la 

heterogeneidad del tumor y sus interacciones con el microambiente, no debemos perder de vista 

el hecho de que la quimioterapia y los tratamientos dirigidos son eficaces en muchos contextos, 

ya sea curando la enfermedad o prolongando la vida del paciente de manera significativa. El 

desafío presente es aprender de la experiencia del tratamiento con las terapias empleadas hasta 

la actualidad, para que en el futuro se utilicen las terapias en desarrollo de la forma más efectiva. 

A menudo, se propone la combinación racional de fármacos para mejorar la respuesta al 

tratamiento. En el caso del CCR, actualmente hay más de quince ensayos clínicos activos en los 

que se proponen diferentes terapias combinadas (National Cancer Institute). Resultaría muy 

relevante el que fuéramos capaces de estratificar a los pacientes en función de su predisposición 

a responder a un fármaco o a una combinación de fármacos en particular, pudiendo así llevar a la 

práctica clínica una terapia personalizada. 

El avance en las técnicas genómicas y proteómicas ha permitido incrementar nuestra 

capacidad para identificar nuevos genes y redes de señalización implicados en el desarrollo de 

resistencias y en la respuesta al tratamiento. Además, el uso de técnicas de alto rendimiento en 

combinación con la bioinformática y la biología de sistemas han permitido la identificación de 

firmas moleculares que predicen las respuestas a algunos tratamientos. Al mismo tiempo, estos 

enfoques permiten la identificación de nuevas dianas terapéuticas sobre las que actuar para 

superar o contrarrestar la resistencia a la terapia (Holohan et al., 2013). 

1.3. FAMILIA DE TP53: POSIBLE DIANA TERAPÉUTICA EN CÁNCER 

TP53 es uno de los genes supresores tumorales más frecuentemente mutado en cáncer 

(Kandoth et al., 2013). En general, P53 actúa como un factor de transcripción que se activa en 

respuesta a señales de estrés regulando genes implicados en ciclo celular, apoptosis, senescencia, 

diferenciación, reparación de ADN y metabolismo celular (Jiang et al., 2013; Maddika et al., 2007; 

Maddocks et al., 2013; Maddocks y Vousden, 2011). Su inactivación es esencial para la iniciación y 

progresión de la mayoría de los tumores. Por eso, P53 ha sido y sigue siendo una diana 
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terapéutica en cáncer. Así, se han desarrollado distintas estrategias terapéuticas dirigidas a 

activar la ruta de P53, algunas de las cuales se encuentran en fase de ensayo clínico. Se incluyen: 

1) la aplicación de terapia génica para restaurar la función de P53 (Stegh, 2012), 2) la 

identificación de inhibidores de la interacción  de P53 con su regulador negativo MDM2, como 

Nutlina (Vassilev et al., 2004), RITA (Issaeva et al., 2004), MI-219 (Shangary et al., 2008) y RG7112 

(Saha et al., 2013), 3) la identificación de moléculas capaces de restaurar la función de P53, tales 

como PRIMA-1 (Bykov et al., 2005), Phikan083 (Boeckler et al., 2008), NSC319726 (Yu et al., 2012), 

CP31398 (Foster et al., 1999), SCH529074 (Demma et al., 2010), Ellipticina (Peng et al., 2003), 

WR1065 (North et al., 2002), y p53R3 (Weinmann et al., 2008), 4) la identificación de moléculas 

que eliminan P53 mutado  como 17AAG y SAHA (Li et al., 2011), y 5) el desarrollo de vacunas 

(Chiappori et al., 2010; Speetjens et al., 2009).   

En este contexto, uno de los miembros de la familia de P53, P73, juega un papel clave en 

la respuesta al estrés celular en cáncer, por lo que el interés de su estudio como diana terapéutica 

ha crecido en los últimos años (Pflaum et al., 2014).  

1.4. TP73: MIEMBRO DE LA FAMILIA DE TP53  

En el año 1997 se identificaron dos genes con alta homología estructural y funcional con 

TP53, TP63 (Schmale y Bamberger, 1997; Trink et al., 1998; Yang et al., 1998) y TP73 (Kaghad et 

al., 1997).  

La estructura génica de TP53, TP63 y TP73 está altamente conservada siendo el dominio 

de transactivación NH2-terminal (TA), el dominio de unión al ADN (DBD) y el dominio de 

oligomerización COOH-terminal (OD) los más conservados (Moll y Slade, 2004). Además, TP63 y 

TP73 tienen en común un segundo dominio de transactivación (TA2), un dominio de interacción 

proteína-proteína tipo steril alpha motif (SAM), y un dominio inhibitorio de la transcripción (TI). El 

hecho de que los tres genes compartan una homología de más del 60% en su dominio de unión al 

ADN apoya que puedan regular la transcripción de los mismos genes efectores (Grob et al., 2001; 

Jost et al., 1997; Zhu et al., 1998). Sin embargo, se han encontrado  diferencias en su estructura 

que podrían explicar por qué presentan diferentes patrones de expresión (Candi et al., 2014) 

(Figura 3). Debido al procesamiento alternativo del ARN mensajero (ARNm) tanto en la región 

amino- como en la carboxi-terminal, todos los miembros de la familia pueden dar lugar a 

diferentes isoformas, algunas de las cuales presentan, como se ha descrito para P53, funciones 

supresoras tumorales y otras llamativamente, muestran actividades oncogénicas (Bourdon et al., 

2005; De Laurenzi et al., 1998, 1999; Grob et al., 2001). 



 

 

 

Figura 3. Organización estructural y homología entre los miembros de la familia de TP53. TA: dominio de 

transactivación, DBD: dominio de unión al ADN, OD: dominio de oligomerización, TA2: segundo dominio de 

transactivación, SAM: dominio de interacción proteína-proteína tipo steril-alpha motif. 

P53, P63 y P73 son transcripcionalmente activos en forma de homo-tetrámeros. A pesar 

de su homología, sólo P63 y P73 son capaces de interaccionar entre sí formando 

heterotetrámeros más estables que los homotetrámeros  (Boeckler et al., 2008; Coutandin et al., 

2009; Joerger et al., 2009).  

Aunque inicialmente se atribuyeron funciones supresoras tumorales para TP73 similares a 

las descritas para su homólogo TP53, la ausencia de mutaciones en su secuencia, la sobre-

expresión de la forma nativa en distintos tipos tumorales (Melino et al., 2002) y la ausencia de 

fenotipo tumoral en el ratón nulo (Yang et al., 2002), sugerían que TP73 tenía un mecanismo de 

acción diferente en el contexto tumoral. Estudios posteriores mostraron datos contradictorios en 

los que algunos autores describían funciones supresoras tumorales para TP73 mientras que otros 

le atribuían actividades oncogénicas (Jost et al., 1997; Petrenko et al., 2003; Pozniak et al., 2000; 

Stiewe et al., 2002; Zaika et al., 2001, 2002). La identificación de distintas isoformas (Fillippovich 

et al., 2001; Zaika et al., 2002) y el desarrollo de los ratones knock-out isoforma-específicos, está 

ayudando a descifrar el papel de P73 en el proceso tumoral (Tomasini et al., 2008; Wilhelm et al., 

2010). 

A día de hoy se sabe que TP73 consta de 14 exones y que mediante el procesamiento 

alternativo del ARNm y/o la transcripción a partir de dos promotores distintos, da lugar a un 

complejo número de isoformas con funciones opuestas. Las variantes que se transcriben a partir 

del primer promotor y que no sufren modificaciones en su región amino-terminal se denominan 

TAP73, mientras que aquellas que carecen parcial o completamente del dominio amino-terminal, 

se conocen colectivamente como ΔTAP73 e incluyen a las variantes ∆EX2P73, ∆EX2/3P73, ∆NP73 

y ∆N`P73. Como consecuencia del procesamiento alternativo de la región de transactivación, 

∆EX2P73 y ∆EX2/3P73 pierden los exones 2 ó 2 y 3, respectivamente (G Domínguez et al., 2006; 

Kaghad et al., 1997; Sherr y Weber, 2000). La variante ∆N`P73 se genera a partir del primer 

promotor e incluye en su secuencia 198 pares de bases del exón 3´ que dan lugar a 13 

aminoácidos adicionales (G Domínguez et al., 2006; Ishimoto et al., 2002). Un segundo promotor 

TA DBD OD 

TA DBD SAM 

TA DBD SAM 

N 

N 

N 

C 

C 

C 

OD 

OD 

TP53 

TP73 

TP63 

29% 63% 38% 

22% 60% 38% 

TA2 

TA2 



Introducción 

51 
 

situado en la región intrónica del exón 3 da lugar a la forma ∆NP73, en la que se incluye un exón 

adicional 3´ (G Domínguez et al., 2006; Wilhelm et al., 2010). Curiosamente, el producto proteico 

resultante de la traducción de ∆N`P73 y ∆NP73 es indistinguible (G Domínguez et al., 2006; 

Ishimoto et al., 2002). A su vez, todos los tránscritos pueden ser procesados desde el exón 10 al 

14 en la región carboxi-terminal generando, al menos, 8 variantes diferentes (, , , , , , , 

1)(De Laurenzi et al., 1998). No todas las isoformas se expresan en un tipo celular, lo que sugiere 

que algunas de ellas pueden tener funciones solapantes (Ishimoto et al., 2002) (Figura 4). 

 

Figura 4. Isoformas de TP73. Los exones se organizan según la siguiente estructura de dominios: dominio 

de transactivación (TAD), dominio de unión al ADN (DBD), dominio de oligomerización (OD) y motivo alpha 

esteril (SAM). (A) Se indican las dos regiones promotoras (P1 y P2) y el procesamiento de la región COOH-

terminal. (B) Se indican las isoformas NH2-terminal (TAP73 y TAP73). Estas variantes (B) también pueden 

ser procesadas simultáneamente en el COOH-terminal. 

Al igual que P53, TAP73 induce parada del ciclo celular, apoptosis y diferenciación celular 

a través de la transactivación de los mismos genes diana de P53, por lo que se le atribuyen 

características supresoras tumorales. Sin embargo, las isoformas ∆TAP73 pueden operar como 

oncogenes actuando como reguladores negativos de P53 y TAP73 mediante la formación de 

hetero-tetrámeros transcripcionalmente inactivos (Zorić et al., 2013) y por competición directa 

por los sitios de unión en los promotores de sus genes diana (Buhlmann y Pützer, 2008; Ishimoto 

et al., 2002). Asimismo, se ha descrito un mecanismo de regulación negativo mediante el que 

TAP73 y P53 pueden activar la expresión de ∆NP73 por unión directa al segundo promotor de 

TP73 (Grob et al., 2001).  Además,  publicaciones recientes apoyan la función exclusiva de ∆NP73 

activando la transcripción de su propio conjunto de genes efectores con funciones oncogénicas 

(Lin et al., 2009)  mediante su participación en procesos clave pro-tumorales como proliferación 

(Soldevilla et al., 2011; Vilgelm et al., 2010), angiogénesis (Díaz et al., 2008), transición epitelio-

mesénquima –TEM- (Zhang et al., 2013; Y. Zhang et al., 2012), resistencia a drogas (Soldevilla et 

al., 2011; Vera et al., 2013; Vilgelm et al., 2008) y adquisición de capacidades “stem” (Lin et al., 

2012).  
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La asignación de funciones opuestas para las isoformas de TP73 se confirmó con el 

desarrollo de los modelos de ratón nulos específicos para TAp73 y las formas ∆TAp73. El modelo 

deficiente para TAp73 además de presentar defectos meióticos, infertilidad, envejecimiento 

prematuro, inestabilidad genómica y defectos en el desarrollo neuronal, mostraba una mayor 

susceptibilidad al desarrollo de tumores tanto espontáneos como inducidos, principalmente 

adenocarcinomas de pulmón (Tomasini et al., 2008). Por el contrario, los ratones deficientes para 

las isoformas ∆TAp73 no desarrollaban tumores, eran más sensibles a los agentes genotóxicos y a 

la inducción de apoptosis mediada por P53, y mostraban signos de neurodegeneración (Wilhelm 

et al., 2010). Estos resultados apoyan la función supresora tumoral para las isoformas TAp73 y un 

papel oncogénico para las variantes ∆TAp73. 

1.4.1. Funciones supresoras tumorales de TAP73  

  Como miembro de la familia de TP53, TAP73 puede ejercer su función supresora tumoral 

transactivando los mismos genes diana que TP53 o activando sus propios genes efectores: 

1.4.1.1. Participación en parada del ciclo celular  

TAP73 puede inducir parada del ciclo celular en respuesta a estrés transactivando a P21, 

GADD45, CDKN1A y CDKN1C (Merlo et al., 2005; Strano et al., 2005). Además, TAP73 limita el 

número de divisiones celulares regulando indirectamente la expresión de la telomerasa 

transcriptasa inversa (hTERT) (Beitzinger et al., 2006).  

1.4.1.2. Inducción de apoptosis  

TAP73 se acumula en respuesta a estrés genotóxico u oncogénico y desencadena la 

muerte celular a través de diferentes vías. Así, puede inducir la vía intrínseca de la apoptosis 

transactivando los mismos genes diana que P53 (Melino et al., 2004; Pietsch et al., 2008), o de 

forma P53-independiente activando la transcripción de GRAMD4 (John et al., 2011). Además, 

algunas publicaciones sugieren que TAP73 también podría activar la vía extrínseca de la apoptosis 

(Melino et al., 2002; Müller et al., 2005). Otros mecanismos por los que TAP73 induce apoptosis 

implican la inhibición de rutas de señalización antiapoptóticas como la inducción del co-represor 

PML, que se une a EGFR inhibiendo su transcripción (Klanrit et al., 2009) y/o la activación de rutas 

de señalización pro-apoptóticas como el eje IGF (Baxter, 2014), c-JUN (P. Zhang et al., 2012), IL4-R 

(Sasaki et al., 2003), PEDF (Broadhead et al., 2009; Sasaki et al., 2005), TNFα (Rastogi et al., 2012) 

y TGFβ (Yamamura et al., 2008). Además, publicaciones recientes proponen que TAP73 podría 

estar implicado en la inducción de muerte celular mediante la activación del proceso de autofagia 

(Crighton et al., 2007; He et al., 2013; Rosenbluth et al., 2008; Schipper et al., 2014).  
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1.4.1.3. Mantenimiento de la estabilidad genómica 

TAP73 contribuye a la integridad del genoma regulando proteínas implicadas en la 

reparación del ADN (Lin et al., 2009; Shimodaira et al., 2003; Zaika et al., 2011), suprimiendo la 

poliploidía y la aneuploidía por un mecanismo independiente de P53 (Talos et al., 2007) e 

interaccionando con componentes esenciales durante la formación del huso mitótico, para que la 

segregación cromosómica tenga lugar de forma correcta (Tomasini et al., 2009).  

1.4.1.4. Sensibilidad a la terapia 

La respuesta celular tras el daño genómico producido por el tratamiento quimioterápico 

implica la sobre-expresión de TP53 y de las isoformas TAP73 (Concin et al., 2005; Vilgelm et al., 

2008) que desencadenan la activación de vías apoptóticas mediante la transcripción de genes 

diana comunes (Lin et al., 2009; Zhu et al., 1998) o exclusivos (Lin et al., 2009; Scian et al., 2008). 

Así, se ha descrito el papel de TAP73 en la sensibilización a la terapia por diferentes mecanismos y 

en diferentes contextos tumorales (Herreros-Villanueva et al., 2010; Jain et al., 2005; Leung y 

Ngan, 2010; Sang et al., 2006; P. Zhang et al., 2012).  

1.4.1.5. Otros: papel en diferenciación, mantenimiento de la polaridad celular y en 

metabolismo 

Se ha descrito el papel de TAP73 en diferenciación (Agostini et al., 2011) y en el 

mantenimiento de la polaridad celular mediante la inhibición de la transición epitelio-

mesénquima  a través de la regulación negativa de Snail, Slug y Twist (Y. Zhang et al., 2012). 

Actualmente la controversia en torno al papel de TAP73 en el contexto tumoral ha vuelto al 

panorama científico por las recientes publicaciones que sitúan a TAP73 como un gen central en el 

control del metabolismo celular. Se ha descrito que TAP73 regula positivamente la expresión de 

varias enzimas metabólicas, G6PD, Cox4i1 y GLS2 (Amelio et al., 2013; Jiang et al., 2013; Velletri et 

al., 2013), así como su participación en varias rutas anabólicas (síntesis de aminoácidos, síntesis 

de acetilCoA y metabolismo de la arginina) (Amelio et al., 2014) que, en un contexto tumoral, 

favorecerían la progresión del tumor mediante el incremento de la tasa de proliferación de las 

células modificadas. Sin embargo, Agostini et al., 2014, proponen que el control de TAP73 sobre el 

metabolismo celular debe interpretarse en otros contextos biológicos, especialmente en la 

regulación del envejecimiento, sugiriendo que TAP73 promueve la reprogramación metabólica 

para proteger a las células de la senescencia prematura y no para incrementar la tasa 

proliferativa.  



 

 

1.4.2. Funciones oncogénicas de ΔTAP73 

La sobreexpresión de las variantes ∆TAP73 y específicamente de ΔNP73 en numerosos 

tumores humanos como neuroblastoma (Casciano et al., 2002), ovario (Concin et al., 2005), 

mama, colon (Gemma Domínguez et al., 2006a), próstata (Guan y Chen, 2005), tiroides (Ito et al., 

2006), hígado (Müller et al., 2005), leucemia (Rizzo et al., 2004), pulmón (Uramoto et al., 2004), 

gástrico, esofágico (Vilgelm et al., 2010) y meduloblastoma (Zitterbart et al., 2007), entre otros, 

junto con su asociación en muchos de ellos con supervivencias más cortas de los pacientes 

(Becker et al., 2006; Casciano et al., 2002; Concin et al., 2005; Gemma Domínguez et al., 2006a; 

Liu et al., 2006; Müller et al., 2005; Soldevilla et al., 2013; Sun, 2002; Uramoto et al., 2004; Wager 

et al., 2006), ha llevado a pensar en el posible papel oncogénico de estas isoformas. Actualmente 

se está esclareciendo en qué etapas del proceso tumoral podrían estar implicadas estas 

isoformas. 

1.4.2.1. Inducción de proliferación 

Uno de los primeros procesos que se ve alterado en el inicio del desarrollo de un tumor es 

la proliferación de la célula tumoral. Las isoformas ∆TAP73 por interferencia con la actividad de 

TAP73 y P53, inhiben apoptosis y favorecen la progresión del ciclo celular (Buhlmann y Pützer, 

2008). Así, aunque algunos grupos descartan la asociación entre los niveles altos de expresión de 

la variante ∆NP73, el incremento en la tasa de proliferación celular y el desarrollo de un fenotipo 

más agresivo (Marabese et al., 2005), muchos estudios sugieren que la disminución de los niveles 

de ∆NP73, aumenta la tasa de muerte celular y disminuye la proliferación en células de 

neuroblastoma (Simões-Wüst et al., 2005), en mioblastos (Belloni et al., 2006) y cáncer de cérvix 

(C.-X. Di et al., 2013). Los estudios realizados en el modelo de ratón deficiente para esta isoforma 

(Pozniak et al., 2000; Wilhelm et al., 2010) junto con datos recientes que describen que la 

sobreexpresión de ΔNP73 en células de cáncer de colon incrementa significativamente su tasa de 

proliferación (Soldevilla et al., 2011) confirman estos resultados. 

1.4.2.2. Participación en procesos de quimiorresistencia  

Varios estudios han descrito la presencia de niveles altos de expresión de las isoformas 

∆TAP73, y especialmente de ΔNP73, y su asociación con el desarrollo de resistencia a las drogas 

utilizadas (Müller et al., 2006). ΔNP73 favorece la resistencia a la terapia a través de la regulación 

negativa de genes diana de TAP73 y P53 con función apoptótica como Bax o PUMA, entre otros 

(Buhlmann y Pützer, 2008; C. Di et al., 2013), y por mecanismos transcripcionales independientes 

de TAP73 o de P53. Así, se ha descrito que ΔNP73 se puede unir e inhibir a JNK para proteger a las 
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células de la respuesta apoptótica  (Lee et al., 2004) o regular negativamente la transcripción de 

PTEN, induciendo proliferación e inhibiendo apoptosis (Vella et al., 2009). Además, ΔNP73 puede 

transactivar genes  asociados con procesos de resistencia a drogas como ABCB1 y HMGB1 

(Johnson et al., 2005; Uramoto et al., 2003; Vilgelm et al., 2008) o regular otros transportadores 

de la familia ABC a través del eje ∆NP73-miR205 modulado por E2F-1 (Alla et al., 2012; Vera et al., 

2013). 

1.4.2.3. Activación de la transición epitelio-mesénquima (TEM), invasión y 

adquisición de capacidades “stem”  

La TEM es un proceso altamente conservado cuya activación aberrante en las células 

tumorales se asocia con la progresión tumoral y la metástasis. La conversión fenotípica durante la 

TEM incluye la pérdida de las uniones célula-célula, la pérdida de la polaridad y la adquisición de 

propiedades migratorias e invasivas, incluyendo la capacidad de degradar la matriz extracelular. 

Típicamente, estos cambios fenotípicos se han asociado con la pérdida de marcadores epiteliales, 

tales como E-cadherina y con el incremento de proteínas mesenquimales como por ejemplo N-

cadherina, vimentina o fibronectina. En este sentido, varios estudios definen las isoformas ΔNP73 

como nuevos reguladores de la TEM durante la progresión maligna en el cáncer. Se ha descrito 

que ΔNP73, mediante la regulación positiva de Slug,  induce un fenotipo mesenquimal 

acompañado de una reorganización del citoesqueleto, la pérdida de E-cadherina y la regulación 

positiva de N-cadherina y vimentina (Steder et al., 2013). Nuevos estudios sugieren una asociación 

entre la TEM y la adquisición de un fenotipo “stem”. En este sentido, la sobre-expresión de ΔNP73 

puede aumentar la eficiencia de generación de células madre pluripotentes inducidas (iPS)(Lin et 

al., 2012). 

 

Figura 5. Funciones supresoras tumorales y oncogénicas diferencialmente reguladas por las isoformas 

TAp73 y ΔTAp73.  Activación; --| Inhibición 
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1.4.3. Regulación del ratio TAP73/ΔTAP73: clave en la función de TP73 en el 

contexto tumoral 

La función de TP73, y por tanto el destino celular, está altamente determinado por el ratio 

entre los niveles de expresión de las isoformas TAP73 y ∆TAP73. Así, en condiciones fisiológicas 

los niveles de ΔNP73 son relativamente altos en algunos tejidos (útero, glándulas salivares y 

lengua), mientras que son comparables a los de TAP73 en otros tejidos (Buhlmann y Pützer, 

2008). Sin embargo, en un contexto no fisiológico, cuando el balance de este ratio se inclina hacia 

las isoformas con funciones anti-apoptóticas, la célula puede adquirir propiedades pro-

tumorogénicas. Los mecanismos que controlan este ratio son todavía desconocidos. Se ha 

descrito que la unión de la proteína ΔEF1/ZEB-1 en el primer intrón del gen inhibe la expresión de 

TAP73 y ΔNP73, incluso en presencia de E2F-1 (Fontemaggi et al., 2001; Pipaon et al., 2005). En 

2006, nuestro grupo observó en pacientes con cáncer de colon que una deleción en esta región de 

unión de ZEB-1 se traducía en la disminución de los niveles de TAP73, inclinándose el ratio en 

favor de la expresión de las isoformas oncogénicas ΔTAP73 (Coates, 2006; Gemma Domínguez et 

al., 2006a). Se ha descrito, que en la tumorogénesis de hígado, anfiregulina podría participar en la 

inhibición de la proteína reguladora de procesamiento Slu7, lo que conduciría a la expresión de la 

forma pro-tumoral ∆EX2P73 (Castillo et al., 2009). Además, estudios recientes han identificado 

otras vías de degradación selectiva de las isoformas de P73 dependientes del tipo y el contexto 

celular (Dulloo et al., 2010; Gonzalez-Cano et al., 2013; Sayan et al., 2010). 

A día de hoy, esclarecer los mecanismos de regulación de P73, sigue siendo un reto para 

la comunidad científica. A nivel transcripcional, E2F-1 es la pieza clave, ya que es capaz de activar 

o inhibir a P73 en función de las modificaciones post-traduccionales que esta última haya sufrido 

(Aoki et al., 2012; Irwin et al., 2000; Kontaki y Talianidis, 2010; Logotheti et al., 2010; Pediconi et 

al., 2009; Seelan et al., 2002; Stiewe y Pützer, 2000; Urist et al., 2004; Wang et al., 2013; S. Wu et 

al., 2008). Sin embargo, algunos datos muestran que el segundo promotor del gen presenta una 

regulación independiente de E2F-1 (Stiewe et al., 2004). 

Al igual que ocurre con P53, en condiciones fisiológicas los niveles de proteína de las 

isoformas TAP73 y ΔNP73 se mantienen muy bajos por acción de su modulador ITCH, que regula 

la degradación de estas proteínas por la vía del proteasoma (Oberst et al., 2005; Rossi et al., 

2005). Sin embargo, como respuesta a estrés, ITCH se degrada permitiendo la rápida acumulación 

de TAP73 y su efecto pro-apoptótico (Kubo et al., 2010), mientras que ΔNP73 es degradado para 

bloquear sus actividades anti-apoptóticas (Oberst et al., 2005; Rossi et al., 2005). Además, la 

estabilidad de P73 va a depender de la aplicación secuencial de una serie de modificaciones post-
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traduccionales, siendo la fosforilación la más importante tras un daño genotóxico (Agami et al., 

1999; Gaiddon et al., 2001; Mantovani et al., 2004; Nyman et al., 2009; Sanchez-Prieto et al., 

2002; Toh et al., 2004; Tomlinson et al., 2010; Tsai y Yuan, 2003; Urist et al., 2004; Wang, 2000). 

1.4.4. TP73 como diana terapéutica 

La expresión, estabilidad y localización celular de las isoformas TAP73 y ΔTAP73 depende 

del contexto celular y está sujeta a una compleja red de regulación que responde a una gran 

variedad de estímulos. Su desregulación durante la progresión del cáncer provoca la inhibición de 

la función supresora tumoral de TAP73 y promueve las actividades oncogénicas de ΔNP73. Por 

ello, adquiere especial relevancia el desarrollo de estrategias terapéuticas que en un contexto 

tumoral, restauren o potencien la actividad supresora tumoral de TAP72 y/o inhiban la actividad 

oncogénica de ΔNP73.  En este sentido, en la tabla I se resumen los compuestos que se han 

descrito hasta la fecha que son capaces de inhibir o desplazar a los reguladores negativos de 

TAP73 o que incrementan la estabilidad, la actividad o la expresión de la isoforma supresora 

tumoral. No hay que olvidar sin embargo que ΔNP73 es un inhibidor de TAP73, por lo que en 

tumores que sobreexpresan ΔNP73, la estrategia terapéutica de reactivación de TAP73 sería 

insuficiente. En este sentido, adquiere especial relevancia el desarrollo de estrategias que puedan 

inhibir a ΔNP73. En la tabla I, también se resumen los compuestos descritos hasta el momento 

que regulan negativamente a esta isoforma (Engelmann et al., 2014). 

Compuesto Mecanismo de acción Referencias 
RETRA Inhibe la interacción P53-mutado/P73 (Kravchenko et al., 2008) 

PRIMA-1 Inhibe la interacción P53-mutado/P73 (Rökaeus et al., 2010; Saha et al., 
2013) 

Prodigiosina Inhibe la interacción P53-mutado/P73 (Hong et al., 2014) 

PI-103 y  
MK-2206 

Inhibidores de PI3K: Inhibe la interacción P53-
mutado/P73  

(Hamilton et al., 2014) 

Nutlina-3a Inhibidor de MDM2: Estabiliza TAP73  (Ray et al., 2011; Zheng et al., 
2010) 

Panobinostat Inhibidor de ITCH: Estabiliza TAP73  (Sampath et al., 2009) 

Fludarabine Acumulación nuclear de TAP73 (Christopherson et al., 2014) 

MLN8054 Inhibidor de Aurora Quinasa A: Activación de 
TAP73 

(Dar et al., 2008; Katayama et al., 
2012) 

Rapamicina Inhibidor de mTOR: Activación de TAP73  (Rosenbluth et al., 2008; Wong et 
al., 2011) 

Metformina Inhibidor de mTOR: Activación de TAP73  (Rosenbluth et al., 2008) 

α-TEA Inhibidor de mTOR: Activación de TAP73  (Tiwary et al., 2011) 

PF-04691502 Inhibidor de PI3K/mTOR: Activación de TAP73  (Herzog et al., 2013) 

CDF (curcumina 
difluorada) 

Activación de TAP73  (Azmi et al., 2011) 

Mahanine Activación de TAP73 (Das et al., 2014) 

Forodesina Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Alonso et al., 2009) 

Lenalidomida Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Lapalombella et al., 2010) 

Enzastaurina Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Raab et al., 2009) 

Timoquinona Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Alhosin et al., 2012, 2010) 



 

 

EGCG 
(epigalocatequina-
3-galato) 

Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Achour et al., 2013; Onoda et al., 
2011) 

Polifenoles Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Sharif et al., 2010) 

Trioxido arsénico Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Momeny et al., 2010; Zheng et al., 
2014) 

Propanolol Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Wolter et al., 2014) 

Melfalán Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Park et al., 2013)  

Butirato de sodio Regulación positiva de la expresión de TAP73  (Decrion-Barthod et al., 2010) 

7-hidroxi-
estaurosporina 

Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Decrion-Barthod et al., 2010) 

Afidicolina Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Tebbi et al., 2011) 

Resveratrol Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Tebbi et al., 2011) 

4-propoxifenol Regulación positiva de la expresión de TAP73 (Tebbi et al., 2011) 

Celecoxib Regulación positiva de la expresión de TAP73 y 
regulación negativa de ΔNP73 

(Lau et al., 2009) 

Tazaroteno Regulación positiva de la expresión de TAP73 y 
regulación negativa de ΔNP73 

(Papoutsaki et al., 2004) 

Interferon (IFN)α Regulación negativa de la expresión de ΔNP73 (Testoni et al., 2011) 

ASO116 Inhibición de ΔEXON2/3P73 (Emmrich et al., 2009) 

Vitamina D Regulación negativa de TAP73 y ΔNP73 (Díaz et al., 2010) 

Tabla I. Compuestos que regulan positivamente las variantes TAP73 y/o negativamente las variantes 

ΔTAP73. 

1.5. COMPUESTOS NATURALES: POTENCIAL TERAPÉUTICO EN CÁNCER 

 La identificación de agentes activos farmacológicamente para el tratamiento del cáncer 

ha dependido en gran medida del cribado de compuestos naturales y de sus análogos. En vista de 

la enorme biodiversidad del planeta, la búsqueda de agentes antitumorales en los recursos 

naturales podría tener un futuro prometedor. En 1960, el Instituto Nacional del Cáncer inició un 

programa de cribado a gran escala para la búsqueda de compuestos derivados de plantas con 

potencial antitumoral. En los últimos 50 años, se testaron más de 100.000 compuestos, de los que 

varios han recibido la aprobación de la FDA (Food and Drug Administration) para su uso en clínica, 

entre los que se incluyen: 1) el paclitaxel, aislado del tejo Taxus brevifolia, se usa para el 

tratamiento del cáncer de ovario y de mama; 2) la camptotecina, aislada de árboles del género 

Champtotecha, tiene propiedades antiproliferativas en varios tipos de cáncer, usándose en clínica 

dos de sus análogos, el topotecán (en cáncer de ovario y pulmón) y el irinotecán (en cáncer de 

colon); 3) la podofilotoxina, aislada de plantas del género Podophyllum, ha permitido la síntesis 

del fosfato de etopósido, que se usa en clínica para el tratamiento de Sarcoma de Ewin, cáncer de 

pulmón, linfomas y glioblastoma y, 4) los alcaloides vincristina y vinblastina, aislados de 

Catharanthus roseus, se usan en clínica para el tratamiento de varios tipos de cáncer (Gordaliza, 

2007; Mann, 2002; Ma y Wang, 2009). 
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 Actualmente, la búsqueda de agentes bioactivos naturales para el tratamiento del cáncer 

está en auge debido principalmente a su bio-seguridad, ya que los efectos secundarios derivados 

de estos son previsiblemente menores que los de las drogas sintéticas (Madka y Rao, 2013). En el 

caso del cáncer de colon, ha crecido el interés de la comunidad científica por el posible papel 

terapéutico de compuestos naturales derivados de la dieta (Kuppusamy et al., 2014). Se han 

descrito propiedades antitumorales in vitro y en modelos animales de cáncer de colon de varios 

flavonoides como la quercetina (Kim et al., 2010; Park et al., 2005), la apigenina (Chung et al., 

2007; Leonardi et al., 2010), la epilogalocatequina-3-galato (Kumazoe et al., 2013; Larsen y 

Dashwood, 2010), la naringenina (Leonardi et al., 2010), la cianidina (Kim et al., 2008), la 

delfinidina (Yun et al., 2009) y la silibinina (Hogan et al., 2007; Rajamanickam et al., 2010; 

Velmurugan et al., 2008). Igualmente, se ha descrito el potencial terapéutico en cáncer de colon 

de los polifenoles curcumina (Su et al., 2006) y resveratrol (Sánchez-Fidalgo et al., 2010; H. Wu et 

al., 2008), de algunos isotiocianatos (Cheung et al., 2008; Lai et al., 2010; Rudolf et al., 2009; Shen 

et al., 2007), terpenoides (Dillard y Lane, 2008; Park et al., 2008), ácidos grasos omega-3 (Kato et 

al., 2007), y esfingolípidos (Symolon et al., 2004). También se ha descrito el efecto terapéutico en 

cáncer de colon de algunos carotenoides como el licopeno (Palozza et al., 2010) y la astaxantina 

(Nagendraprabhu y Sudhandiran, 2011). 

1.5.1. Potencial terapéutico del carotenoide β-criptoxantina en cáncer 

 β-criptoxantina es un compuesto natural derivado de la dieta con potencial preventivo y 

terapéutico en cáncer. Se trata de uno de los seis principales carotenoides medidos 

rutinariamente en suero humano (β-caroteno, licopeno, luteína, β-criptoxantina, zeaxantina y α-

caroteno). Está contenida principalmente en las frutas cítricas (Granado et al., 1996), pero 

también se encuentra en el maíz,  guisantes y algunos productos de origen animal tales como 

yema de huevo y mantequilla. 

 Existen varios estudios que apuntan a un posible papel preventivo de β-criptoxantina en 

cáncer. Estos estudios sugieren que los niveles de β-criptoxantina en suero están inversamente 

relacionados con el riesgo de desarrollar diferentes tipos de tumor: colorrectal (Park et al., 2009), 

gástrico (Abnet et al., 2003; Jenab et al., 2006), de mama (Mignone et al., 2009; Tamimi et al., 

2012, 2005), de ovario (Siegel et al., 2010), de pulmón (Comstock et al., 2008; Klarod et al., 2011), 

de próstata (Stram et al., 2007; Zhang et al., 2007), de hígado (Nishino et al., 2009), de vejiga 

(Hung et al., 2006) y linfoma no Hodgkin (Chiu et al., 2011), entre otros. Aunque se han publicado 

algunos resultados en los que no se encuentra ninguna asociación entre los niveles de β-

criptoxantina en suero y el riesgo de desarrollar algunos tipos de cáncer (Beydoun et al., 2011; 

Kabat et al., 2012; Ollberding et al., 2012), el papel preventivo de β-criptoxantina queda patente 



 

 

en varios estudios de carcinogénesis inducida en diversos tejidos (colon, pulmón, vejiga, hígado y 

lengua) en modelos animales (Kohno et al., 2001; Miyazawa et al., 2007; Tanaka et al., 2000).  

 El potencial terapéutico de este carotenoide en cáncer está empezando a ser estudiado 

por la comunidad científica. Estudios recientes han demostrado el efecto antitumoral de este 

carotenoide en cáncer de pulmón no microcítico (Lian et al., 2006), cáncer de estómago (Wu et 

al., 2013) y melanoma (Baudelet et al., 2013) en modelos celulares in vitro. Aunque el mecanismo 

por el cual β-criptoxantina podría ejercer su efecto terapéutico se desconoce, los estudios 

genómicos realizados hasta la fecha sugieren que β-criptoxantina podría estimular la expresión 

del gen RB, un gen supresor tumoral,  y de WAF-1 (Nishino et al., 2000;  Murakami et al, 1999, 

comunicación personal), e inducir la expresión de diversos genes implicados en cáncer, tales como 

P16 y P73 (Nishino et al., 2009, referencia original no publicada). 

1.6. CONSIDERACIONES FINALES. HIPÓTESIS  

 Numerosos estudios ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas estrategias 

terapéuticas para superar los problemas de toxicidad y resistencia a los tratamientos actuales en 

cáncer de colon. En este contexto, la búsqueda de agentes bioactivos naturales que actúen frente 

a dianas terapéuticas conocidas está en auge debido principalmente a su bioseguridad y 

disponibilidad. TP73 se presenta como una atractiva diana terapéutica dado que su desregulación 

juega un papel clave en el proceso tumoral. Así, la inhibición de la función supresora tumoral de 

TAP73 y la activación de la variante oncogénica, ΔNP73, parecen asociadas a la progresión de 

ciertos tumores. Por otro lado, uno de los compuestos naturales que está empezando a despertar 

interés en la comunidad científica por su papel protector en cáncer y su potencial terapéutico en 

distintos tipos tumorales es el carotenoide β-criptoxantina. El mecanismo por el que β-

criptoxantina podría ejercer los efectos mencionados se desconoce en la actualidad, pero los 

estudios realizados sugieren que podría regular la expresión de genes implicados en el proceso 

tumorogénico, entre ellos, TP73. Basándonos en esto, nuestras hipótesis de trabajo son: 

- β-criptoxantina puede regular positivamente la expresión de las isoformas TAP73 (con 

función supresora tumoral) y/o inhibir la expresión de las isoformas ΔTAP73 (con 

función oncogénica). 

- Si β-criptoxantina regula diferencialmente las isoformas de TP73, puede tener función 

terapéutica en cáncer de colon administrada de forma aislada o en terapia combinada 

con agentes utilizados actualmente en clínica. 
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2. Objetivos 
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La desregulación de P73 en favor de las isoformas oncogénicas ΔTAP73 juega un papel 

clave en el proceso tumoral. Por ello, adquiere especial importancia el desarrollo de estrategias 

con potencial aplicabilidad que favorezcan la actividad supresora tumoral de las variantes TAP73 

y/o inhiban la actividad oncogénica de las variantes ΔTAP73. Este trabajo tiene la finalidad de 

evaluar si el carotenoide β-criptoxantina modula la expresión de estas isoformas en este sentido y 

su posible aplicación clínica en el tratamiento del cáncer de colon. Los objetivos específicos de este 

trabajo son: 

1. Evaluar si β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las variantes de TP73 en 

modelos celulares de cáncer de colon. 

2. Analizar si, concentraciones no tóxicas de β-criptoxantina, regulan diferencialmente la 

expresión de las variantes de TP73 en las células mononucleares de sangre periférica de 

sujetos sanos después de la ingesta del carotenoide. 

3. Si β-criptoxantina regula positivamente la expresión de las isoformas supresoras tumorales 

TAP73 y/o regula negativamente la expresión de las variantes oncogénicas ΔTAP73, 

estudiar su posible actividad antitumoral en cáncer colon: 

3.1. Evaluar si β-criptoxantina tiene efecto antiproliferativo y/o pro-apoptótico en 

modelos celulares de cáncer de colon in vitro e in vivo. 

3.2. Evaluar si β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino, quimioterápico 

utilizado habitualmente en clínica, en líneas celulares de cáncer de colon y en 

modelos animales. 

3.3. Si β-criptoxantina tiene actividad antitumoral, estudiar la posible toxicidad 

sistémica inducida por el carotenoide. 

3.4. Si β-criptoxantina presenta actividad antitumoral, analizar el papel de las 

variantes de TP73 en este contexto. 
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3. Materiales y Métodos 
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3.1. Cultivos celulares 

Todas las líneas celulares se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera humidificada con un 5% 

de CO2. De forma rutinaria se descartó contaminación por Mycoplasma utilizando el sistema 

Mycoplasm Plus TM Primer Set (Stratagen). En la tabla II se indican las líneas celulares utilizadas: 

Línea celular Proveedor             Tipo celular            Especie Medio de cultivo 

HCT116 P53+/+ ATCC Epiteliales cáncer de 

colon 
Humano DMEM-C 

HCT116 P53-/- Prof. Carmen  

Marín 

Epiteliales cáncer de 

colon 

Humano DMEM-C  

SW480-ADH Prof. Alberto 

Muñoz 

Fenotipo adhesivo de 

cáncer de colon 
Humano RPMI-C 

SW1417 ATCC Epiteliales cáncer de 

colon 

Humano DMEM-C 

Tabla II. Líneas celulares utilizadas en los diferentes ensayos funcionales desarrollados en el estudio. 

ATCC: American Type Cell Culture Collection. DMEM-C: DMEM-Completo, medio DMEM (Lonza) 

suplementado con 10% (V/V) de FCS (suero fetal bovino) (Lonza), 2 mM de L-glutamina (Invitrogen), 

penicilina (100 U/ml) y estreptomiciina (100 ng/mL) (Lonza) y fungizona (0.25 µg/mL) (Roth). RPMI-C: RPMI-

Completo, medio RPMI (Lonza) suplementado con 10% (V/V) de FCS (suero fetal bovino) (Lonza), 2 mM de L-

glutamina (Invitrogen), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 ng/mL) (Lonza) y fungizona (0.25 µg/mL) 

(Roth). 

3.2. Preparación de la solución de β-criptoxantina y tratamiento de las líneas 

celulares 

Se preparó una solución de β-criptoxantina a una concentración de 5 mmol/L disolviendo 

el carotenoide (Extrasynthese, Lyon, Francia) en tetrahidrofurano (THF) (Sigma) y se almacenó a -

20ºC hasta su uso. Para el tratamiento de las células en los experimentos in vitro se sembraron las 

células en placas de 6, 24 o 96 pocillos, dependiendo del ensayo. Después de 24 horas de 

incubación (para permitir la adherencia a la placa), el medio celular se reemplazó por el medio de 

cultivo suplementado con THF (vehículo) o β-criptoxantina a la concentración deseada. La 

concentración final de THF en el medio de cultivo celular fue siempre menor del 1%. El medio de 

cultivo celular se cambió cada 24 horas y todos los procedimientos se realizaron en la oscuridad. 

3.3. Extracción de β-criptoxantina y análisis por UPLC 

 Se sembraron las células HCT116 en placas p6 y se trataron como se explica en el 

epígrafe 3.2. A continuación, se recogieron los medios de cultivo, se tripsinizaron las células, se 

lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en 1 mL de PBS. Se utilizaron 20 μL de la 



 
 

 

suspensión celular para contar el número total de células (ADAM, Digital Bio). El resto de la 

suspensión celular y los medios de cultivo recogidos se utilizaron para la extracción de 

carotenoides intracelulares y extracelulares, respectivamente. La extracción de carotenoides se 

llevó a cabo como se describió previamente (Granado-Lorencio et al., 2006), con algunas 

modificaciones. Brevemente, se añadieron 500 μL de etanol a 500 μL de muestra (de suspensión 

celular o de medio de cultivo). Después de  agitar vigorosamente durante 45 segundos, se 

mezclaron con 2 mL de hexano/diclorometano (5:1), se agitó de nuevo la mezcla durante 3 

minutos y se centrifugó a 3000 rpm durante 3 minutos. Se recuperó la fase orgánica y se repitió de 

nuevo este paso. Las dos fases orgánicas recuperadas se mezclaron y se evaporaron en atmósfera 

de nitrógeno. Finalmente se reconstituyeron con 100 μL de una solución de tetrahidrofurano: 

etanol (1:1) y se inyectó 1.0 μL en un equipo de cromatografía líquida de alta resolución (UPLC, 

Waters Corporation, Spain). El sistema UPLC consistió en una columna HSS T3 (2.1 x 100 mm; 1.8 

µm) con elución en gradiente y la detección se realizó mediante red de fotodiodos y cuantificación 

a 450 nm (Granado-Lorencio et al., 2010). La identificación de β-criptoxantina se realizó 

comparando los tiempos de retención con patrones auténticos y con el espectro de absorción on-

line.  Los datos fueron recogidos y procesados por el software de cromatografía Empower 

(Waters). Las muestras del mismo set se analizaron en el mismo día para reducir la variabilidad 

analítica.  La precisión y exactitud a corto y largo plazo se contrastó periódicamernte mediante la 

participación en Fat-Soluble Quality Assurance Program dirigido por el National Institute of 

Standards and Technology (NIST; Gaithersburg, MD). 

3.4. Estudio de intervención  

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica del 

Hospital Universitario Puerta de Hierro de Majadahonda, Madrid. Todos los sujetos fueron 

informados y firmaron su consentimiento antes de su inclusión en el estudio. 

Se seleccionaron por muestreo no probabilístico 20 voluntarios sanos. Se definieron como 

criterios de inclusión presentar perfiles bioquímicos y hematológicos y los niveles séricos de 

vitamina A, E y carotenoides dentro de los rangos de referencia aceptados (Granado-Lorencio et 

al., 2014). Se consideraron criterios de exclusión aquellos factores que podrían alterar la 

biodisponibilidad o el estado del compuesto de interés tales como el uso de vitaminas y/o 

suplementos dietéticos, embarazo, recibir medicación crónica o sufrir enfermedades recurrentes o 

infecciones. 

Los voluntarios ingirieron un zumo enriquecido con 0.75 mg de β-criptoxantina (ensayo 

clínico número NCT01074723, registrado en ClinicalTrials.gov) diariamente durante un mes. 
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Aunque no se esperaban efectos secundarios de la intervención, se hizo un seguimiento de los 

parámetros bioquímicos evaluados en la práctica clínica habitual (perfil lipídico, función hepática y 

renal e índices hematológicos). 

3.4.1. Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica  

Se recogieron 10 mL de sangre antes y después del estudio de intervención. Se 

centrifugaron a 1500 xg durante 10 min (4°C) para separar el suero. El resto de la muestra se 

utilizó para el aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés 

peripheral blood mononuclear cells) mediante procedimientos estándar basados en la formación 

de un gradiente de densidad con la solución separadora Ficoll (LymphoprepTM, ATOM, Axis-Shield 

PoC AS, Noruega) y se almacenaron en nitrógeno líquido hasta su uso. 

3.4.2. Extracción de β-criptoxantina del suero de los sujetos y análisis por UPLC 

La extracción de carotenoides y la cuantificación de β-criptoxantina en el suero de los 

voluntarios antes y después del estudio de intervención se llevó a cabo como se describió en el 

epígrafe 3.3. 

3.5. Extracción de ARN total de tejidos, líneas celulares y linfocitos 

La extracción de ARN total de tejidos, líneas celulares y linfocitos se llevó a cabo utilizando 

el kit de extracción TRIsure (Bioline) siguiendo las instrucciones del fabricante. En el caso de los 

tejidos, el primer paso del protocolo fue modificado de la siguiente manera: se homogenizaron 30 

mg de cada muestra y se disgregaron mecánicamente siguiendo las instrucciones del equipo 

MagNA Lyser (Roche Diagnostics) en presencia de 800 μL de la primera solución de lisis del kit y de 

6 μL de β-mercaptoetanol. Los siguientes pasos se mantuvieron según el protocolo.  

La concentración de ARN total extraído se calculó a partir del valor de absorbancia 

obtenido en un espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE). La pureza de 

las muestras se valoró mediante el ratio de las absorbancias 260/280 nm, que en todas las 

muestras  osciló entre 1.6 y 2, valores óptimos para muestras diluidas en agua. Cada muestra fue 

diluida a una concentración de 100 ng/μL para continuar con los análisis de expresión génica. 

 



 
 

 

3.6. Análisis de expresión génica 

3.6.1. Retrotranscripción (RT) 

La síntesis de ADN complementario (ADNc) se llevó a cabo partiendo de 400 ng de ARN 

total de tejido o de líneas celulares y de 800 ng en el caso de ARN de PBMCs, utilizando hexámeros 

aleatorios. Para todas las reacciones de retro-transcripción se utilizó el kit Transcription First-

Strand cDNA Synthesis kit (Roche Diagnostics) según las instrucciones del fabricante.  

3.6.2. PCR cuantitativa (qPCR) 

La cuantificación de los genes de estudio se realizó mediante PCR cuantitativa, basada en 

la incorporación de un fluoróforo en las nuevas cadenas de ADN sintetizadas en cada ciclo de 

amplificación. La cantidad de fluorescencia obtenida en cada uno de los ciclos es equivalente a la 

cantidad de ADN del gen analizado en la muestra de partida. Para el marcaje se utilizó un agente 

intercalante de ADN de doble hebra (SYBER Green I) cuya unión a la molécula amplifica 100 veces 

su fluorescencia.  

Las diferencias de expresión de los genes analizados entre las muestras problema y sus 

respectivos controles se calculó según el Ratio Relativo Normalizado = ET
CpT(C)-CpT(S) x ER

CpR(S)-CpR(C); 

donde Cp = número de ciclo, E = eficiencia, T = gen diana, R = gen de referencia, C = control, S = 

muestra. En los sujetos del estudio de intervención, la expresión de los niveles del gen de estudio 

se calculó para cada individuo como un ratio entre los valores obtenidos para los niveles del gen 

en las PBMCs después de la intervención con respecto a los niveles del mismo gen en las PBMCs 

antes de la intervención. Se utilizó el signo negativo para simbolizar la disminución de los niveles 

de ARNm del gen problema al finalizar al estudio de intervención. 

Para la cuantificación relativa de los genes de estudio se utilizó la media geométrica de 

tres genes de referencia, TBP (proteína de unión a TATA), SDHA (subunidad  A del complejo 

succinato deshidrogenasa) y UBC (Ubiquitina C). Las parejas de oligonucleótidos para los genes de 

referencia y las diferentes isoformas de TP73 se describieron previamente por nuestro grupo y se 

muestran en la Tabla III (Gemma Domínguez et al., 2006a). Las parejas de oligonucleótidos 

diseñados  para la amplificación de los genes ΔNp73 y TAp73 en ratón  y el gen de referencia Sdha 

de ratón se especifican igualmente en la Tabla III. La especificidad de cada pareja de 

oligonucleótidos se confirmó por la curva de disociación (curva de melting) de los productos 

amplificados por PCR.  
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Todas las reacciones de PCR de este trabajo se llevaron a cabo en el equipo Light Cycler 

(Roche Diagnostics) utilizando el kit Light Cycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I (Roche 

Diagnostics). El volumen final de cada reacción fue de 20 μL en los que se incluían  2 ó 4  µL de los 

productos de RT, 0.5 µM de cada uno de los oligonucleótidos directo y reverso, una concentración 

variable de DMSO así como un  volumen 1X de la reacción mezcla que contenía la polimerasa 

FastStart DNA, buffer de reacción, dNTPs, MgCl2 y SYBR Green I.  

Gen Oligonucleótidos Secuencia (5´-3´) 

 
TAP73 

Directo 5´GCACCACGTTTGAGCACCTCT 3´ 

Reverso 5´GCAGATTGAACTGGGCCATGA 3´ 

 

ΔEXON2/3P73 
Directo 5´GACGCCTGCAGGGAACCAGA 3´ 

Reverso 5´TGCCCTCCAGGTGGAAGACG 3´ 

 

ΔEXON2P73 
Directo 5´GCGACGGCTGCAGGCCCAGT 3´ 

Reverso 5´TCGGTGTTGGAGGGGATGACA 3´ 

 

ΔNP73 
Directo 5´CAAACGGCCCGCATGTTCCC 3´ 

Reverso 5´TTGAACTGGGCCGTGGCGAG 3´ 

 
TBP 

Directo 5´TCTGGGATTGTACCGCAGC 3´ 

Reverso 5´CGAAGTGCAATGGTCTTTAGG 3´ 

 
SDHA 

Directo 5´TGGGAACAAGAGGGCATCTG 3´ 

Reverso 5´CCACCACTGCATCAAATTCATG 3´ 

 
UBC 

Directo 5´ATTTGGGTCGCGGTTCTTG 3´ 

Reverso 5´TGCCTTGACATTCTCGATGGT 3´ 

Sdha (ratón) 

Directo 5´ ACCCGGAATTTCGAGACGG 3´ 

Reverso 5´ AGGCACAATCTGATCCTGGC 3´ 

TAp73 (ratón) 

Directo 5´ CTTCAATGAAGGACAGTCTGC 3´ 

Reverso 5´ AATTCTGTTCCCACCTGTGGG 3´ 

ΔNp73 (ratón) 

Directo 5´ TCGGTGACCCCATGAGACAC 3 

Reverso 5´ GCGTGCTCCGGGGTGTAGG 3´ 

 

Tabla III. Secuencias de oligonucleótidos utilizadas para la cuantificación a tiempo real.  

3.6.3. PCR arrays 

Se llevaron a cabo dos RT2-ProfilerTM PCR Arrays para analizar los perfiles de expresión de 

genes que participan en la cascada de señalización de TP53 (HAP-029, SABiosciences, CA) y de 

genes implicados en la respuesta al daño en el ADN (HAP-027, SABiosciences, CA). Cada kit analiza 

con precisión los niveles de 84 secuencias de genes e incluye 5 genes de referencia y controles de 

contaminación por ADN genómico, calidad del ARN y de rendimiento de la qPCR. En primer lugar, 



 
 

 

se prepararon las muestras: muestra problema (cDNA de células tratadas con β-criptoxantina 10 

μM durante 48 horas) y muestra control (cDNA de células tratadas con vehículo 0.2% V/V durante 

48 horas). A continuación, se cargó una alícuota de cada muestra junto con la reacción mezcla que 

contiene la polimerasa FastStart DNA, buffer de reacción, dNTPs, MgCl2 y SYBR Green I en cada 

placa de 96 pocillos del PCR array. Seguidamente, se llevó a cabo una PCR cuantitativa de 40 ciclos 

(LightCycler 480 Real-Time PCR System) y finalmente, se analizaron los resultados con el software 

suministrado por SABiosciences, que se basa en el método ΔΔCt. De forma simplificada, la 

ecuación que aplica el programa es 2 (-ΔΔCt)
. En nuestro caso: ΔΔCt= ΔCtβ-criptoxantina – ΔCtvehículo, 

donde ΔCt= Ctgen de interés – Ctgen de referencia siendo Ct el ciclo de amplificación. 

3.7. Vectores de expresión 

3.7.1. Trasfección transitoria 

Los vectores pcDNA3.1 y pcDNA3.1-∆NP73β, este último utilizado para proceder con la 

expresión ectópica de esta isoforma,  fueron cedidos por la Dra. Carmen Marín Vieira (Instituto de 

biomedicina IBIOMED, Universidad de León, España). Tras llevar las células a una confluencia de 

50-80%, éstas se transfectaron con el vector que contenía ∆NP73β  y el correspondiente vector 

vacío (pcDNA3.1) con el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen Corp)  siguiendo las instrucciones 

del fabricante. 

3.7.2. Trasfección estable 

La construcción en el vector pEGFP-1 para la expresión ectópica de la isoforma ∆NP73β fue 

cedida por la Dra. Carmen Marín Vieira (Instituto de biomedicina IBIOMED, Unversidad de León, 

España). Las células HCT116 se transfectaron con 60 μg de ADN pEGFP-1∆NP73β o pEGFP-1 (vector 

vacío). Después de 7 días, las células que expresaban GFP, y por tanto habían incorporado pEGFP-

1∆NP73β o pEGFP-1 en su genoma, fueron seleccionadas por citometría de flujo (cell sorting) 

(FACS-Aria II SORTER BD Biosciences) y expandidas en DMEM suplementado con 20% de FBS.  

3.8. Extracción de proteína total 

Para la extracción de proteína total de cultivos celulares, las células se lavaron con PBS y 

posteriormente se lisaron con la solución T-perp (Thermo Scientific) a la que se añadió un cóctel 

de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Thermo Scientific). El lisado resultante se centrifugó a 

15.000 rpm durante 15 minutos para eliminar los componentes no proteicos y se recuperó el 

sobrenadante, que se conservó para la posterior detección de proteínas por inmunotransferencia. 
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La concentración de proteína total se cuantificó usando el kit PierceTM BCA Protein Assay (Thermo 

Scientific). 

3.9. Inmunotransferencia (Western Blot) 

Se desnaturalizaron entre 30 y 60 μg de proteína total en buffer 2X SDS a 95ºC y se 

analizaron en geles de SDS-poliacrilamida al 6, 10 o 12%, dependiendo del peso molecular de la 

proteína en estudio. A continuación, las proteínas fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa con un diámetro de poro de 0.45μm (BioRad) mediante la aplicación de 100V 

durante 2 horas o utilizando el sistema iBlot Western Blotting System y los reactivos iBlot Gel 

Transfer Stacks Nitrocellulose (Invitrogen Life Technologies). Las membranas se bloquearon 

durante 1 hora a temperatura ambiente con la solución Odyssey Blocking Buffer (Li-COR 

Biosciences) y se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes durante toda la noche 

a 4ºC. Tras tres lavados de 5 minutos con PBS que contenía 0.01% del detergente Tween20, se 

incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con los  anticuerpos secundarios anti-IgG de 

ratón o anti-IgG de conejo conjugados con IRDye 800 o IRDye700 (Rockland Inmunochemicals) 

diluidos en solución de bloqueo 1:15000. Después de eliminar los restos de anticuerpo secundario 

con tres lavados de 5 minutos con PBS al 0.01% Tween20, las bandas se visualizaron y 

cuantificaron por densitometría usando el equipo Odyssey Infrared Imaging System (Li-COR 

Biosciences). 

A continuación se resumen las características de los anticuerpos utilizados: 

Antígeno Clon Especie Conjugación Proveedor 

β Actina Policlonal Conejo - Abcam 

P53 Monoclonal Ratón - Abcam 

ATM Monoclonal Conejo - Abcam 

ERCC1 Monoclonal Conejo - Abcam 

IgG conejo Policlonal Burro IRDye800 Rockland Immunoc. 

IgG conejo Policlonal Burro IRDye700 Rockland Immunoc. 

IgG ratón Policlonal Conejo IRDye800 Rockland Immunoc. 

IgG ratón Policlonal Conejo IRDye700 Rockland Immunoc. 

Tabla IV. Anticuerpos usados para la inmunodetección y cuantificación por inmunotransferencia de 

proteínas específicas.  



 
 

 

3.10. Ensayos de proliferación  

Para la determinación de la proliferación y/o viabilidad celular se utilizaron varias 

aproximaciones:  

3.10.1. Método del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio 

(MTT) (Plumb et al., 1989). 

Este método se basa en la reducción del MTT por la deshidrogenasa mitocondrial, dando 

lugar a formazán, de color morado, cuya cantidad es proporcional al número de células viables. 

Para llevar a cabo este ensayo se sembraron las células en placas de 96 pocillos. Después de 24 

horas de incubación (para permitir la adherencia a la placa), el medio celular se reemplazó por el 

medio de tratamiento correspondiente: (i) vehículo o (ii) β-criptoxantina a una concentración de 

10 μM durante 1, 3, 6 y 8 días. Al finalizar los tiempos de tratamiento se añadió la solución de MTT 

y transcurridas 3 horas de incubación a 37ºC y 5% de CO2, se retiró el medio, se disolvieron los 

cristales de formazán y se obtuvo la medida de absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas 

(Multiskan Ex; Thermo Scientific). 

3.10.2. Contaje celular  

Se sembraron y trataron las células como se indica en el epígrafe anterior (3.9.1). Al 

finalizar los tratamientos, las células se tripsinizaron, se lavaron dos veces con PBS y se 

resuspendieron en 1 mL de PBS. Seguidamente, se utilizaron 20 μL de la suspensión celular para 

contar el número de células viables y no viables con un contador celular (ADAM, Digital Bio) al final 

de cada tratamiento.  

3.10.3. Estimación de la tasa de proliferación 

Se calculó la tasa de proliferación a partir de la ecuación Nt = N02
tf, donde Nt es el número 

de células en el tiempo t, N0 es el número inicial de células y 1/f es el tiempo de duplicación. 

3.10.4. Incorporación de bromodesoxiuridina (BrdU) 

La bromodesoxiuridina (BrdU o 5-bromo-2-desoxiuridina) es un nucleótido sintético cuya 

analogía con la timidina permite una sustitución casi total (entre el 99.8 y el 100%) de 

los nucleótidos de timidina en las células en fase de síntesis. Para cuantificar la incorporación de 

BrDU, se sembraron las células en placas de 24 pocillos. Después de 24 horas de incubación (para 

permitir la adherencia a la placa), el medio celular se reemplazó por el medio de tratamiento 

correspondiente: (i) vehículo + BrDU 10 μM o (ii) β-criptoxantina 10 μM + BrDU 10 μM durante 8 

http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
http://es.wikipedia.org/wiki/Timidina
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tidos
http://es.wikipedia.org/wiki/Timidina
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas
http://es.wikipedia.org/wiki/Bios%C3%ADntesis
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días. Finalmente, la incorporación de BrDU se cuantificó por citometría de flujo utilizando un 

anticuerpo monoclonal de ratón anti-BrdU conjugado con FITC (BD Pharmigen).  

3.11. Ensayos de apoptosis  

Se sembraron las células en placas de 6 pocillos. Después de 24 horas de incubación (para 

permitir la adherencia a la placa), el medio celular se reemplazó por el medio de tratamiento 

correspondiente: (i) vehículo o (ii) β-criptoxantina a una concentración de 10 μM durante 24 horas  

o 6 días. Después de estos tiempos de pre-tratamiento con vehículo o β-criptoxantina (10 μM), se 

continuó el tratatamiento con vehículo, β-criptoxantina (10 µM), oxaliplatino o con la combinación 

de oxaliplatino y β-criptoxantina (10 µM) durante 36 horas más. Una vez finalizados los 

tratamientos, se recogieron tanto las células en suspensión como las células adheridas para 

cuantificar el porcentaje de células apoptóticas en cada caso. Para ello, las células se tiñeron con 

Anexina V conjugada con FITC (BD Pharmigen) y yoduro de propidio (Sigma). Después del marcaje, 

los datos fueron adquiridos en el citómetro EPICS XL (Beckman Coulter) y analizados en el 

programa FCS Express. Para elegir la concentración de oxaliplatino empleada en cada caso, se 

trataron las células con concentraciones crecientes de esta droga (0, 10, 25, 50, 100, 150 μM) y 

tras evaluar la tasa de apoptosis, se eligió la dosis que indujo el 45 ±15% de apoptosis en cada tipo 

celular  (dosis cercana al LC50, concentración de droga que induce el 50% de muerte celular). 

3.12. Ensayos de viabilidad 

Se sembraron las células en placas de 96 pocillos. Después de 24 horas de incubación (para 

permitir la adherencia a la placa), se trataron siguiendo la pauta indicada para los estudios de 

apoptosis (3.11). Al finalizar los tiempos de tratamiento se añadió la solución de MTT y 

transcurridas 3 horas de incubación a 37ºC y 5% de CO2, se retiró el medio, se disolvieron los 

cristales de formazán y se obtuvo la medida de absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas 

(Multiskan Ex; Thermo Scientific). 

3.13. Cálculo del índice de combinación 

La medida cuantitativa del grado de interacción entre β-criptoxantina y oxaliplatino en 

términos de efecto aditivo, sinérgico o antagonista se evaluó por el índice de combinación (CI) 

obtenido utilizando el software Calcusyn (Biosof) basado en el método de Chou-Talalay (Chou y 

Talalay, 1984). Brevemente, se trataron las células con 4 concentraciones crecientes  de β-

criptoxantina, 5 concentraciones crecientes de oxaliplatino y diferentes regimenes combinados. Se 

evaluó la viabilidad en cada caso mediante el ensayo MTT y con esos datos se determinaron los 



 
 

 

valores de CI en el programa Calcusyn (Biosof). El rango de CI y la descripción del efecto se 

describen en la tabla V. 

Rango de CI Símbolo Descripción  

<0.1 +++++ Sinergismo muy 

fuerte 

 

0.1-0.3 ++++ Sinergismo fuerte  

0.3-0.7 +++ Sinergismo  

0.7-0.85 ++ Sinergismo 

moderado 

 

0.85-0.90 + Sinergismo leve  

0.90-1.10 ± Efecto casi aditivo  

>1.10 - Antagonismo  

Tabla V. Rango de CI, símbolo y descripción del efecto de acuerdo al programa Calcusyn (Biosoft), basado 

en el método Chou Talalay (Chou TC et al., 1984). 

3.14. Animales de experimentación y xenotrasplantes tumorales 

Todos los experimentos con animales llevados a cabo en este trabajo se diseñaron de 

acuerdo con las normas de experimentación y bienestar animal del Hospital Universitario Puerta 

de Hierro Majadahonda. 

3.14.1. Puesta a punto de la pauta de tratamiento. Estudio piloto 

Se llevó a cabo un estudio piloto para determinar las dosis de oxaliplatino y β-

criptoxantina, así como la vía de administración del carotenoide. Se inocularon subcutáneamente 

1x106 células HCT116 resuspendidas en 20% de matrigel (10.6 mg/mL, MatrigelTM Basement 

Membrane Matrix, BD Biosciences) en el flanco de ratones atímicos (ratones Hsd:Athymic Nude-

Foxn1nu, hembras, edad de 6 semanas, Harlan Laboratories). El volumen tumoral se determinó 

mediante los valores de diámetro obtenidos con un calibre y aplicados a la siguiente fórmula: 

ancho2 x largo x 0.52. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño de 75-150 mm3, se asignaron 

arbitrariamente en grupos (5 ratones/grupo), que se organizaron de la siguiente manera: 

A. 1. CONTROL: vehículo vía oral + oxaliplatino 3 mg/Kg 

A. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía oral + oxaliplatino 3 mg/Kg 

A. 3. TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía oral + oxaliplatino 3 mg/Kg 
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B. 1. CONTROL: vehículo vía intraperitoneal + oxaliplatino 3 mg/Kg 

B. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 3 mg/Kg 

B. 3. TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 3 mg/Kg 

 

C. 1. CONTROL: vehículo vía oral + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

C. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía oral + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

C. 3. TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía oral + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

 

D. 1. CONTROL: vehículo vía intraperitoneal + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

D. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

D. 3. TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

El vehículo y la β-criptoxantina se administraron diariamente desde que los tumores 

midieron 75-150 mm3 hasta el final del tratamiento. Cuando el tamaño tumoral alcanzó 250-300 

mm3 se inició la administración intraperitoneal de oxaliplatino durante 5 días, seguido de 5 días de 

descanso, pauta que se repitió durante dos ciclos (Ta et al., 2009). 

3.14.2. Evaluación del crecimiento tumoral en respuesta a β-criptoxantina y al 

tratamiento combinado in vivo 

Tras elegir la pauta de tratamiento A indicada en el apartado anterior, se inocularon 

subcutáneamente 1x106 células HCT116 resuspendidas en 20% de matrigel (10.6 mg/mL, 

MatrigelTM Basement Membrane Matrix, BD Biosciences) en el flanco de ratones atímicos (ratones 

Hsd:Athymic Nude-Foxn1nu, hembras, edad de 6 semanas, Harlan Laboratories). Cuando los 

tumores alcanzaron un tamaño de 75-150 mm3, se asignaron arbitrariamente en cuatro grupos  de 

tratamiento (7 ratones/grupo): (i) vehículo, (ii) β-criptoxantina 10 µM, (iii) vehículo + oxaliplatino 3 

mg/Kg y (iv) β-criptoxantina 10 µM + oxaliplatino 3 mg/Kg. El vehículo y la β-criptoxantina se 

administraron vía oral diariamente desde que los tumores midieron 75-150 mm3 hasta el final del 

tratamiento. Cuando el tamaño tumoral alcanzó 250-300 mm3, se inició la administración 

intraperitoneal de oxaliplatino (3 mg/Kg) durante 5 días, seguido de 5 días de descanso y 

repitiéndose este ciclo dos veces. 

Al término de los tratamientos o cuando los tumores alcanzaron un tamaño de 1500 mm3, 

se anestesiaron vía inhalatoria con isofluorano y se obtuvo una muestra de sangre periférica por 

punción intracardiaca, para la posterior separación del suero y aislamiento de las PBMCs por el 

mismo procedimiento que el indicado en 3.4.1. Posteriormente, los ratones se sacrificaron y sus 

tumores se diseccionaron y procesaron para los análisis correspondientes. 



 
 

 

3.14.3. Inmunohistoquímica 

Se realizaron secciones de 2 a 4 μm de grosor del tejido de estudio (embebido 

previamente en parafina) para ser procesadas según los protocolos estándar antes de ser 

incubadas con el anticuerpo primario Ki67 (DAKO) durante toda la noche. La inmuno-detección se 

realizó con la técnica Streptavidina Biotina Peroxidasa (LSA; DAKO) usando el cromógeno 

diaminobenzidina como sustrato. Todas la inmunotinciones se realizaron usando el dispositivo de 

inmunotinción automático TechMate 500 (DAKO). 

La cuantificación de la expresión de Ki67 se llevó a cabo por dos observadores 

independientes mediante el contaje de células positivas a través de un microscopio óptico. El  

porcentaje de células positivas se determinó por cada 1000 células, contadas en 5 campos de 200 

células cada uno. Los casos que no exhibían tinción fueron considerados negativos. 

3.14.4. Estudio de toxicidad 

Para evaluar la posible toxicidad sistémica de los tratamientos empleados, se controló el 

peso de los ratones y se midieron en un autoanalizador ADVIA 2400 (Siemens Healthcare 

Diagnostics) los siguientes parámetros bioquímicos clínicos: alanina transaminase (ALT), gamma 

glutamil transferase (GGT), colesterol, creatinina, bilirrubina sérica, y albúmina.  

3.15. Ensayo Cometa (Electroforesis alcalina de células individuales) 

Esta técnica fue desarrollada originariamente para medir la presencia de roturas de hebra 

simple en el ADN. Con esta aproximación, el ADN genómico que no presente roturas exhibirá una 

movilidad electroforética determinada (cabeza del cometa), que será siempre menor que la 

movilidad de los pequeños fragmentos de material genético producto de rotura (cola del cometa). 

Así, a mayor daño en forma de roturas de hebra sencilla menor será el tamaño de la cabeza del 

cometa, aumentando en paralelo la intensidad y/o longitud de la cola (Figura 6). 

 

Figura 6. Imagen de una célula individual obtenida después del ensayo Cometa. Se distinguen la cabeza y la 

cola. 

cabeza cola

célula
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Sin embargo, para la cuantificación de aductos es necesario tener en cuenta que esta forma 

de daño en el ADN impide la desnaturalización de la doble hebra y se requiere la incorporación de 

un paso en el protocolo que induce roturas de ADN de hebra sencilla al azar (usando una dosis 

definida de radiación ɣ, 3 Gy para las células HCT116 y 1Gy para las PBMCs (acelerador Varian). De 

esta manera, las roturas al azar en el ADN libre de aductos generan fragmentos de ADN, mientras 

que la presencia de aductos impide la desnaturalización completa de la doble hebra de ADN 

resultando en la disminución del número de fragmentos libres. Por lo tanto, en este caso, a 

medida que el número de aductos aumenta, la cantidad de fragmentos de ADN de hebra sencilla 

capaces de migrar en la electroforesis disminuye. Se siguió el protocolo de (Singh et al., 1988)  con 

algunas modificaciones menores. Para la realización del ensayo se utilizaron portaobjetos (Fisher 

Scientific, PC) previamente cubiertos con  agarosa de punto de fusión normal (NMA) al 1%  

disuelta en PBS, pH 7.4. A continuación, se prepararon alícuotas de 5 µL con aproximadamente 

20.000 células HCT116 o 40.000 PBMCs que se mezclaron con 75 µL de agarosa de bajo punto de 

fusión (LMA) al 0.5% en PBS. Esta mezcla celular se depositó sobre los portaobjetos que se 

cubrieron inmediatamente con un cubreobjetos. Una vez solidificada, se añadió una tercera capa 

de agarosa LMA al 0,5%. A continuación, las preparaciones fueron irradiadas como se ha indicado 

anteriormente e inmediatamente, se sumergieron en tampón de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM 

Na2EDTA, 10 mM Tris-HCl, DMSO 10%, 1% Tritón X-100, pH 10) durante 1 hora a 4ºC. Después de 

la lisis, las preparaciones se lavaron con buffer de neutralización (0.4 mM de Tris-HCl, pH 7.4) y 

seguidamente se dispusieron en la cubeta de electroforesis 30 minutos a 25 V y 300 Ma. Una vez 

finalizada la electroforesis, los portaobjetos fueron lavados de nuevo con buffer de neutralización 

y finalmente fijados en etanol. Previo a su análisis, se tiñeron con 50 µL de bromuro de etidio a 

una concentración de 1 μg/mL. La visualización se realizó utilizando un microscopio de 

fluorescencia (Olympus España, S.A.), conectado a la camára CCD CoHu 40912 (CoHu, Inc. San 

Diego, CA). La imagen de cada célula se capturó empleando el programa Komet 5.5 (Kinetic 

Imaging Ltd., Nottingham, UK). Para la cuantificación del daño se utilizaron dos parámetros: (1) 

Momento de la cola (TM), producto del porcentaje de ADN en la cola (respecto al ADN total) y la 

longitud de la cola, e (2) Intensidad de la cola (TI), porcentaje de ADN en la cola. Los resultados se 

expresan como la media y la desviación estándar de los TMs y TIs de 100 células HCT116 por 

tratamiento o de 100 PBMCs de 3 ratones por cada grupo. 

3.16. Análisis estadístico 

Los ensayos realizados con cultivos celulares se han representado como la media ± 

desviación típica de al menos tres experimentos independientes. Los ensayos realizados en 

animales se han representado como la media ± desviación típica de al menos 5 ratones. Se utilizó 



 
 

 

el test no paramétrico de Mann-Whitney para comparar las diferencias entre grupos 

independientes en los estudios in vitro e in vivo. Para el análisis de los datos pareados del estudio 

de intervención se utilizó el test no paramétrico de Wilcoxon. En todos los análisis estadísticos se 

han considerado significativos (P) los valores inferiores a 0,05 en contrastes de dos colas; todos 

ellos se han llevado a cabo con el programa SPSS versión 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL)
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4.1. β-criptoxantina se incorpora en las células de cáncer de colon después del 

tratamiento 

Con el fin de testar si β-criptoxantina se incorpora en las células HCT116 tratadas, se 

cuantificó por cromatografía líquida de alta resolución (UPLC) el contenido intracelular del 

carotenoide en condiciones basales (antes del tratamiento) y después del tratamiento. Los 

resultados mostraron que la absorción neta de β-criptoxantina fue de 35.44 ± 0.256 y 118.903 ± 

0.362 ng de β-criptoxantina/106 células, 24 y 48 horas después del tratamiento, respectivamente.  

4.2. β-criptoxantina regula la expresión de genes de la familia de TP53 

Para evaluar los cambios de expresión génica en las células de cáncer de colon después del 

tratamiento con β-criptoxantina, se llevaron a cabo dos RT2-ProfilerTM PCR Arrays en la línea celular 

HCT116 después de 48 horas de exposición al carotenoide. El primero de los PCR array contiene 

genes que participan en la cascada de señalización de TP53, incluyendo genes implicados en 

procesos de apoptosis, ciclo celular, proliferación y diferenciación. Además, y teniendo en cuenta 

que β-criptoxantina tiene propiedades antioxidantes, se eligió un segundo PCR array para el 

estudio de genes implicados en la respuesta al daño en el ADN.  En las Tablas VI y VII se presentan 

los cinco genes que presentaron una desregulación más marcada en cada PCR array. Ambos PCR 

arrays mostraron sobre-expresión de TP53 y de TP73.  Nosotros nos hemos centrado en el menos 

conocido, TP73.  

 

Tabla VI. Genes con una desregulación más significativa en el PCR array de la vía de señalización de TP53 

en las células HCT116 después del tratamiento con β-criptoxantina a una concentración de 10 μM durante 

48 horas. Los niveles relativos de ARNm de las células tratadas con β-criptoxantina respecto a las células 

control (tratadas con vehículo) fueron calculados con el software suministrado por SABiosciences que, de 

forma simplificada, se basa en la ecuación 2 (-ΔΔCt)
. En este caso: ΔΔCt= ΔCtβ-criptoxantina – ΔCtvehículo, 

donde ΔCt= Ctgen de interés – Ctgen de referencia siendo Ct el ciclo de amplificación. El signo negativo 

simboliza la disminución de los niveles de ARNm del gen en estudio. 

Gen Descripción Niveles relativos de ARNm

β-criptoxantina: vehículo

ATM Del inglés: Ataxia telangiectasia mutated 10.5

TP53 Del inglés: Tumor protein p53 6.1

APAF-1 Del inglés: Apoptotic peptidase activating factor 1 5.4

TP73 Del inglés: Tumor protein p73 3.1

PTTG1 Del inglés: Pituitary tumor-transforming 1 -3.2



 

 

 

Tabla VII. Genes con una desregulación más significativa en el PCR array de la vía de señalización de 

respuesta a daño en el ADN en las células HCT116 después del tratamiento con β-criptoxantina a 10 μM 

durante 48 horas. Los niveles relativos de ARNm de las células tratadas con β-criptoxantina respecto a las 

células control (tratadas con vehículo) fueron calculados con el software suministrado por SABiosciences 

que, de forma simplificada, se basa en la ecuación 2 (-ΔΔCt)
. En este caso: ΔΔCt= ΔCtβ-criptoxantina – 

ΔCtvehículo, donde ΔCt= Ctgen de interés – Ctgen de referencia siendo Ct el ciclo de amplificación. El signo 

negativo simboliza la disminución de los niveles de ARNm del gen en estudio.  

4.3. β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las isoformas de 

TP73 en células de cáncer de colon  

Para evaluar si β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las distintas 

variantes de TP73 in vitro, se trataron las células de cáncer de colon HCT116, SW480-ADH y 

SW1417 con vehículo o β-criptoxantina a una concentración de 10 µM durante 24 y 48 horas y se 

cuantificaron los niveles de ARNm de las variantes TAP73, ΔNP73, ΔEXON2P73 y ΔEXON2/3P73.  

En las células HCT116 el tratamiento con β-criptoxantina incrementó los niveles de TAP73 

2.2 y 4.6 veces, a las 24 y 48 horas de tratamiento, respectivamente. A esos mismos tiempos, los 

niveles de ΔNP73 se redujeron 3.4 y 2.7 veces. Además, se evaluó el efecto de β-criptoxantina 

sobre las variantes ΔEXON2/3P73 y ΔEXON2P73. Así, los niveles de ΔEXON2/3P73 se redujeron  1.8 

y 2.0 veces después de 24 y 48 de tratamiento, mientras que los niveles de ΔEXON2P73 se 

incrementaron 2.7 y 3.6 veces (Figura 7A). 

En las células SW480-ADH, el tratamiento con β-criptoxantina aumentó los niveles de 

TAP73 1.8 y 16.9 veces, 24 y 48 horas post-tratamiento, respectivamente. Por otro lado, los niveles 

de ΔNP73 se redujeron 1.8 veces a las 48 horas de tratamiento. Además, los niveles de 

ΔEXON2/3P73 y de ΔEXON2P73 también disminuyeron significativamente a  varios tiempos de 

tratamiento (Figura 7B). 

Gen Descripción Niveles relativos de ARNm

β-criptoxantina: vehículo

TP73 Del inglés: Tumor protein p73 9.8

TP53 Del inglés: Tumor protein p53 4.7

SMC1A Del inglés: Structural maintenance of chromosomes 1A 3.5

CHEK1 Del inglés: CHK1 checkpoint homolog (S.Pombe) 3.4

CCNH Del inglés: Cyclin H -14.4
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En la tercera línea celular de cáncer de colon evaluada, la línea celular SW1417, no se 

observaron diferencias significativas en los niveles de ARNm de TAP73 después del tratamiento 

con el carotenoide. Sin embargo, todas las variantes de TP73 con el dominio N-terminal truncado 

(ΔNP73, ΔEXON2/3P73 ΔEXON2P73) fueron reguladas negativamente a diferentes tiempos de 

tratamiento (Figura 7C). 

4.4. β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las isoformas de 

TP73 después de un estudio de intervención en sujetos sanos 

Con el fin de evaluar si β-criptoxantina regula la expresión de TP73 in vivo, se llevó a cabo 

un estudio de intervención en 20 voluntarios sanos que ingirieron zumo enriquecido con 0.75 mg 

de β-criptoxantina diariamente durante un mes. Se midieron por UPLC los niveles séricos de β-

criptoxantina antes y después del estudio de intervención y se obtuvo que los niveles netos de 

este carotenoide en suero oscilaban entre 11,6 y 75 mg β-criptoxantina/dL. Además, se 

cuantificaron los niveles de ARNm de las variantes TAP73 y ΔNP73 en los linfocitos de estos sujetos 

antes y después de la ingesta del zumo enriquecido y los resultados mostraron una modificación 

de la expresión de las isoformas de TP73 en el 65% de los individuos. Concretamente, un 25% de 

los casos presentó niveles más altos de TAP73 después de la ingesta de β-criptoxantina, un 10% 

mostró una disminución de los niveles de ΔNP73, un 20% presentó ambos efectos, en un 5% se 

observó una bajada en los niveles de ambas variantes, en un 5% una subida de los niveles de 

ΔNP73 y en un 5% una bajada de los niveles de TAP73. Aunque la regulación positiva de TAP73 

después de la ingesta de zumo enriquecido con β-criptoxantina no fue estadísticamente 

significativa, sí lo fue la regulación negativa de la variante oncogénica ΔNP73 (P = 0,04). (Figura 8). 

 

 



 

 

 

Figura 7. β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las isoformas de TP73 en células de cáncer de colon. Cuantificación de los niveles de ARNm de TAP73, ΔNP73, 

ΔEXON2/3P73 y ΔEXON2P73 después de 24 y 48 horas de tratamiento con vehículo o β-criptoxantina a una concentración de 10 µM en las líneas celulares de cáncer de colon (A) HCT116, (B) 

SW480-ADH y (C) SW1417. Se representan las medias y desviaciones estándar de al menos cuatro experimentos independientes. *P<0.05; **P<0.01. 
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Figura 8. β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las isoformas de TP73 después de un 

estudio de intervención en sujetos sanos. (A) Representación, y (B) Cuantificación de la variación de los 

niveles de ARNm de las isoformas TAP73 y ΔNP73 después de la ingesta diaria de zumo enriquecido con 0.75 

mg de β-criptoxantina, respecto a los niveles de ARNm de estas isoformas antes de la intervención. Se 

representa para cada individuo el ratio entre los valores obtenidos para los niveles de ARNm de TAP73 o 

ΔNP73 en los linfocitos después de la intervención con respecto a los niveles de ARNm del mismo gen en los 

linfocitos antes de la intervención. El signo negativo simboliza la disminución de los niveles de ARNm de la 

isoforma de estudio.  

4.5. β-criptoxantina tiene efecto antiproliferativo en las células de cáncer de 

colon 

Para evaluar si β-criptoxantina presenta efecto antiproliferativo en las células de cáncer de 

colon, llevamos a cabo el tratamiento de las células HCT116 con vehículo o β-criptoxantina a una 

concentración de 10 µM durante 1, 3, 6 y 8 días. El ensayo de proliferación MTT reveló que β-

criptoxantina redujo el porcentaje de células viables después de 6 y 8 días de tratamiento (P=0.04, 

P=0.02, respectivamente) (Figura 9A). Se obtuvieron resultados similares cuantificando el número 

de células viables a los diferentes tiempos de tratamiento especificados (Figura 9B). De acuerdo 

con estos resultados, la estimación del tiempo de duplicación en las células control fue de 1.34 

días, mientras que las células tratadas con β-criptoxantina incrementaron su tiempo de 

duplicación a 1.47 días (P=0.002) (Figura 9C). Además, la incorporación de BrdU en las células 

tratadas con el carotenoide fue menor  que en las células control a los 8 días de tratamiento 

(P=0.02) (Figura 9D).  
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Figura 9. β-criptoxantina tiene efecto antiproliferativo en las células de cáncer de colon a los 6 y 8 días de 

tratamiento. (A) Cuantificación del porcentaje de células viables mediante el ensayo MTT, y (B) contaje 

celular a los 3, 6 y 8 días de tratamiento con vehículo o β-criptoxantina a 10 μM. (C) Estimación de la tasa de 

proliferación en las células tratadas con β-criptoxantina a 10 μM y en las células control. (D) Cuantificación 

del porcentaje de células que incorporan BrDU (izquierda) y representación gráfica (derecha) después de 8 

días de tratamiento con vehículo o β-criptoxantina a 10 μM. Se representan las medias y desviaciones 

estándar de al menos cuatro experimentos independientes. *P<0.05. veh: vehículo al 0.02% V/V; β-cr: β-

criptoxantina 10 µM. 
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Sin embargo, bajo estas mismas condiciones β-criptoxantina no indujo apoptosis celular a 

ninguno de los tiempos (Figura 10).  

 

Figura 10. Evaluación del porcentaje de células apoptóticas por citometría de flujo (marcaje con Anexina 

V-FITC y yoduro de propidio) después de 6 y 8 días de tratamiento. Se representan las medias y 

desviaciones estándar de al menos cuatro experimentos independientes. 

Además, los niveles de ∆NP73 se redujeron a estos tiempos de tratamiento (Figura 11A), 

pero no se observaron diferencias en los niveles de TAP73 (Figura 11B). 

 

Figura 11. (A) Cuantificación de los niveles de ARNm de ΔNP73 después de 3, 6 y 8 días de tratamiento, y 

(B) Cuantificación de los niveles de ARNm de TAP73 después de 3, 6 y 8 días de tratamiento. Se 

representan las medias y desviaciones estándar de al menos cuatro experimentos independientes *P<0.05; 

veh: vehículo al 0.02% V/V ; β-cr: β-criptoxantina 10 µM. 
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4.6. β-criptoxantina tiene efecto antiproliferativo en las células de cáncer de 

colon a través de la regulación negativa de ΔNP73 

Con el fin de evaluar si β-criptoxantina tiene efecto antiproliferativo a través de la 

regulación negativa de ΔNP73, se transfectaron de manera estable las células HCT116 con una 

construcción de ΔNP73β o con el  vector vacío pEGFP-1 (células control). En primer lugar, se 

comprobó que la sobreexpresión de ΔNP73β no comprometía la viabilidad celular (95-98% en 

ambos casos), cuantificando el porcentaje de células viables y no viables con un contador celular 

automático (ADAM, Digital Bio). A continuación, las células se trataron con vehículo o con 10 μM 

de β-criptoxantina durante 6 y 8 días y se evaluó la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT. 

A día 6, la viabilidad de las células control tratadas con β-criptoxantina se redujo un 30% respecto 

a las mismas células tratadas con el vehículo (P=0.002). Sin embargo, en las células que 

sobreexpresan ΔNP73β, la viabilidad celular tras el tratamiento con β-criptoxantina sólo se redujo 

un 14% a los 6 días de tratamiento respecto a las células tratadas con vehículo (P=0.01). Así a día 

6, la viabilidad celular se redujo un 16% más en las células transfectadas con el vector vacío 

tratadas con β-criptoxantina que en las células que sobreexpresan ΔNP73β (P=0.003) (Figura 12A). 

A día 8 los resultados fueron más llamativos, las células control tratadas con β-criptoxantina 

redujeron su viabilidad en un 16% (P=0.01) mientras que en las células HCT116 que sobreexpresan 

ΔNP73β el carotenoide no tuvo efecto sobre la viabilidad celular (Figura 12B).  

 

Figura 12. β-criptoxantina reduce la proliferación celular de las células de cáncer de colon a través de la 

regulación negativa de ΔNP73. Ensayo de proliferación MTT en células HCT116 control (transfectadas con el 

vector vacío pEGFP-1) y en células que sobreexpresan ΔNP73β (transfectadas con un vector pEGFP-1 que 

contiene ΔNP73β) después de (A) 6 días y (B) 8 días de tratamiento con vehículo (barra blanca) o β-

criptoxantina a una concentración de 10 μM (barra naranja). Se representan las medias y desviaciones 

estándar de al menos cuatro experimentos independientes. *P<0.05; **P<0.01. 
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4.7. β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino en células de cáncer de 

colon 

La concentración de oxaliplatino utilizada se determinó en base a la curva dosis respuesta 

de cada línea celular al tratamiento con este agente durante 36 horas (Figura 13), eligiendo en 

cada caso la concentración de oxaliplatino que indujo un 45 ± 15% de muerte celular 

(concentración cercana al LC50, dosis que induce el 50% de muerte celular).  

 

Figura 13. Dosis respuesta de las líneas celulares de cáncer de colon HCT116, SW480-ADH y SW1417 al 

tratamiento con oxaliplatino. Representación del porcentaje de células apoptóticas después del 

tratamiento con concentraciones crecientes de oxaliplatino (0, 10, 25, 50, 100 y 150 μM) durante 36 horas. 

Se representan las medias y desviaciones estándar de al menos tres experimentos independientes. 

4.7.1. β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino en células de cáncer de 

colon a tiempos cortos de pretratamiento con el carotenoide 

Para evaluar si la disminución de ΔNP73 por β-criptoxantina en células de cáncer de colon 

se traduce en una mayor sensibilidad a oxaliplatino, se llevaron a cabo ensayos de apoptosis por 

citometría de flujo (marcaje con AnexinaV-FITC y yoduro de propidio) y de viabilidad celular (MTT) 

después del tratamiento con la siguiente pauta: se pretrataron las células con vehículo o con β-

criptoxantina a una concentración de 10 µM durante 24 horas y a continuación se trataron con 

vehículo, β-criptoxantina a 10 μM, oxaliplatino, o con la combinación de oxaliplatino y β-

criptoxantina durante 36 horas.  

El tratamiento de la línea celular HCT116 con oxaliplatino a una concentración de 100 µM 

indujo un 61,0% de apoptosis comparado con las células tratadas con vehículo. La combinación de 

esta concentración de oxaliplatino con β-criptoxantina a 10 µM resultó en un incremento  de la 

inducción de apoptosis de un 11.5% (P=0.05) (Figura 14A). Paralelamente se evaluó la viabilidad 

celular obteniéndose resultados equivalentes (P=0.02) (Figura 14B).  
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Se obtuvieron resultados similares en las otras dos líneas celulares de cáncer de colon en 

estudio. En las células SW480-ADH el tratamiento con oxaliplatino a una concentración de 50 µM 

indujo un 30.3% de apoptosis en comparación con las células tratadas con vehículo. La 

combinación de esta concentración de oxaliplatino con 10 µM de β-criptoxantina incrementó el 

efecto del oxaliplatino en un 24.6% (P=0.03) (Figura 14A). En un ensayo en paralelo, se evaluó el 

efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular y se obtuvo que el tratamiento combinado 

disminuyó la viabilidad un 15% más que el tratamiento con oxaliplatino administrado de forma 

aislada (P=0.03) (Figura 14B).  

Por otro lado, el tratamiento con oxaliplatino a una concentración de 100 µM en las 

células SW1417 resultó en un 27.8% de apoptosis en comparación con las células tratadas con 

vehículo. El tratamiento combinado de oxaliplatino a 100 μM con β-criptoxantina a una 

concentración de 10 μM incrementó el porcentaje de apoptosis inducida en un 13.8% (P=0.05) 

(Figura 14A). Además, en el ensayo de viabilidad el tratamiento combinado potenció la actividad 

de oxaliplatino en un 21.1% (P=0.03) (Figura 14B). 

4.7.2. β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino en células de cáncer de 

colon a tiempos largos de pretratamiento con el carotenoide 

Además, para evaluar si  tiempos más largos de pre-tratamiento con β-criptoxantina se  

traducen en una mayor sensibilidad a oxaliplatino en el tratamiento combinado, se llevaron a cabo 

ensayos de apoptosis y viabilidad en las células HCT116 después del tratamiento con la siguiente 

pauta: Las células se pre-trataron con vehículo o β-criptoxantina a una concentración de 10 μM 

durante 6 días y a continuación se trataron con vehículo, 10 μM de β-criptoxantina , oxaliplatino a 

50 μM o con la combinación de oxaliplatino y β-criptoxantina durante 36 horas. El ensayo de 

apoptosis reveló que el tratamiento combinado incrementó en un 11.1% (P=0.03) el efecto 

antitumoral del oxaliplatino (Figura 15A). Además, en el ensayo de viabilidad celular, el 

tratamiento combinado redujo la viabilidad celular un 35.1% más (P=0.02) que el oxaliplatino 

administrado de forma aislada (Figura 15B).  
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Figura 14. β-criptoxantina potencia el efecto del oxaliplatino en células de cáncer de colon. (A) Cuantificación 

del porcentaje de células apoptóticas por citometría de flujo (marcaje con Anexina V-FITC y yoduro de 

propidio) en las células de cáncer de colon HCT116, SW480-ADH y SW1417 después de la siguiente pauta de 

tratamiento: pretratamiento con vehículo o β-criptoxantina a 10 µM durante 24 horas y a continuación, 

tratamiento con vehículo, β-criptoxantina, oxaliplatino o con el tratamiento combinado de oxaliplatino y β-

criptoxantina durante 36 horas (izquierda), e imágenes representativas (derecha). Se representan las medias y 

desviaciones estándar de al menos cuatro experimentos independientes *P<0.05. (B) Cuantificación del 

porcentaje de células viables mediante el ensayo MTT después de la pauta de tratamiento indicada en (A). Se 

representan las medias y desviaciones estándar de al menos cuatro experimentos independientes *P<0.05. 

veh: vehículo; β-cr: β-criptoxantina; oxa: oxaliplatino; comb: tratamiento combinado (β-criptoxantina + 

oxaliplatino). 
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Figura 15. β-criptoxantina potencia el efecto del oxaliplatino en células de cáncer de colon después de 6 

días de pre-tratamiento con β-criptoxantina. (A) Cuantificación del porcentaje de células apoptóticas por 

citometría de flujo (marcaje con Anexina V-FITC y yoduro de propidio) en las células de cáncer de colon 

HCT116 después de la siguiente pauta de tratamiento: pretratamiento con vehículo o 10 μM de β-

criptoxantina durante 6 días y a continuación, tratamiento con vehículo, 10 μM de β-criptoxantina , 50 μM 

de oxaliplatino o con el tratamiento combinado de oxaliplatino y β-criptoxantina durante 36 horas 

(izquierda), e imágenes representativas (derecha). (B) Cuantificación del porcentaje de células viables 

mediante el ensayo MTT después de la pauta de tratamiento indicada en (A). Se representan las medias y 

desviaciones estándar de al menos cuatro experimentos independientes *P<0.05. veh: vehículo; β-cr: β-

criptoxantina; oxa: oxaliplatino; comb: tratamiento combinado (β-criptoxantina + oxaliplatino). 

4.7.3. El tratamiento combinado de β-criptoxantina y oxaliplatino reduce la 

viabilidad celular en un porcentaje similar a dosis dobles de oxaliplatino  

También se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular después del tratamiento con los 

cuatro regímenes indicados anteriormente, incluyendo en este caso varias concentraciones de 

oxaliplatino (en la administración aislada y en el tratamiento combinado) para cada línea celular. 
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μM redujo la viabilidad celular en un porcentaje similar al tratamiento con oxaliplatino a una 

concentración de 100 μM. Asimismo, en las células SW480-ADH, el tratamiento combinado de 10 

μM de β-criptoxantina y 20 μM de oxaliplatino resultó en una reducción de la viabilidad celular en 

un porcentaje similar al tratamiento con oxaliplatino a 50 μM (Figura 16). 

 

Figura 16. El tratamiento combinado de β-criptoxantina y oxaliplatino reduce la viabilidad celular en un 

porcentaje similar a dosis dobles de oxaliplatino. Cuantificación del porcentaje de células viables mediante 

el ensayo MTT después de los tratamientos indicados en las células de cáncer de colon (A) HCT116 y (B) 

SW480-ADH. Se representan las medias y desviaciones típicas de al menos cuatro experimentos 

independientes. *P<0.05. veh: vehículo; β-cr: β-criptoxantina; oxa: oxaliplatino. 

4.7.4. β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino en células de cáncer de 

colon de manera sinérgica 

De acuerdo con el Método de Chou-Talalay (Chou y Talalay, 1984), el valor de CI (índice de 

combinación) en los ensayos de tratamiento combinado osciló entre 0.4 y 0.7 (Figura 17), por lo 

que la combinación de ambos agentes responde a un efecto sinérgico.  
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Figura 17. β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino en células de cáncer de colon de manera 

sinérgica. Cuantificación del porcentaje de células apoptóticas después del tratamiento con: (A) 

concentraciones crecientes de β-criptoxantina, (B) concentraciones crecientes de oxaliplatino, y (C) distintos 

tratamientos combinados. Los índices de combinación (CI) para cada ensayo se calcularon utilizando el 

software Calcusyn (Biosof). Se representan las medias y desviaciones estándar de al menos tres 

experimentos independientes. 

4.8. β-criptoxantina potencia el efecto antitumoral de oxaliplatino en células de 

cáncer de colon a través de la regulación negativa de ΔNP73  

Para estudiar si β-criptoxantina potencia el efecto antitumoral de oxaliplatino a través de 

la regulación negativa de ΔNP73, se transfectaron de manera transitoria las células HCT116 y las 

células SW480-ADH con una construcción de ΔNP73β o con el  vector vacío pcDNA3.1 (células 

control). Después de cuantificar el porcentaje de células viables y no viables con un contador 

celular automático (ADAM, Digital Bio) y comprobar así que la sobreexpresión de ΔNP73β no 

comprometía la viabilidad celular (95-98%), se llevó a cabo un ensayo de apoptosis (Figura 18) y 

paralelamente otro de viabilidad celular (Figura 19). Se siguió la pauta de tratamiento indicada en 
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el epígrafe 4.6.1. Los resultados mostraron que en las células control (transfectadas con el vector 

vacío)  el efecto del tratamiento combinado es mayor que el del oxaliplatino administrado de 

forma aislada mientras que en las células que sobreexpresan ectópicamente ΔNP73β, el 

tratamiento combinado de β-criptoxantina y oxaliplatino no incrementa el efecto del oxaliplatino. 

 

Figura 18. β-criptoxantina potencia el efecto antitumoral del oxaliplatino en células de cáncer de colon a 

través de la regulación negativa de ΔNP73 (apoptosis). Cuantificación del porcentaje de células apoptóticas 

por citometría de flujo  (marcaje AnexinaV-FITC y yoduro de propidio) después de 16 o 24 horas de pre-

tratatramiento con β-criptoxantina y 36 horas de tratamiento con vehículo, β-criptoxantina, oxaliplatino o 

tratamiento combinado (β-criptoxantina + oxaliplatino) en las células cáncer de colon HCT116  y SW480-ADH 

que sobreexpresan ectópicamente ΔNP73β. Se representan las medias y desviaciones estándar de al menos 

tres experimentos independientes. *P<0.05. veh: vehículo; β-cr: β-criptoxantina; oxa: oxaliplatino; comb: 

tratamiento combinado (β-criptoxantina + oxaliplatino). 
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Figura 19. β-criptoxantina potencia el efecto antitumoral del oxaliplatino en células de cáncer de colon a 

través de la regulación negativa de ΔNP73 (viabilidad). Cuantificación del porcentaje de células viables 

mediante el ensayo MTT después de 16 o 24 horas de pre-tratatramiento con β-criptoxantina y 36 horas de 

tratamiento con vehículo, β-criptoxantina, oxaliplatino o tratamiento combinado (β-criptoxantina + 

oxaliplatino) en las células cáncer de colon HCT116 y SW480-ADH que sobreexpresan ectópicamente 

ΔNP73β. Se representan las medias y desviaciones estándar de al menos tres experimentos independientes. 

*P<0.05. veh: vehículo; β-cr: β-criptoxantina; oxa: oxaliplatino; comb: tratamiento combinado (β-

criptoxantina + oxaliplatino). 

4.9. β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino en células de cáncer de 

colon de forma TP53 independiente 

Con el fin de evaluar el impacto de TP53 en la respuesta al tratamiento combinado de β-

criptoxantina y oxaliplatino, se llevaron a cabo varios ensayos funcionales en las células HCT116 

P53-/-. Al igual que en las células HCT116 P53+/+, el tratamiento con β-criptoxantina a una 

concentración de 10 μM incrementó significativamente los niveles de TAP73 y reguló 

negativamente los niveles de ΔNP73 (Figura 20A). Como ya se había descrito en la literatura, las 

células HCT116 P53-/- fueron más resistentes al tratamiento con oxaliplatino que las células 
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HCT116 P53 +/+. Sin embargo, no se observaron diferencias en su respuesta al tratamiento 

combinado, tanto cuando el tiempo de pre-tratamiento con β-criptoxantina fue de 24 horas 

(Figura 20B) como con tiempos de pre-tratamiento más largos (6 días) (Figura 20C). Ambas líneas 

celulares mostraron una reducción estadísticamente significativa de la viabilidad con el 

tratamiento combinado en comparación con la administración aislada de oxaliplatino, siendo el 

porcentaje de reducción de viabilidad similar en ambas líneas celulares.  

 

Figura 20. β-criptoxantina potencia el efecto de oxaliplatino en células de cáncer de colon de forma TP53 

independiente. (A) Cuantificación de los niveles de ARNm de TAP73 y ΔNP73 en las células HCT116 P53-/- 

después de 24 y 48 horas de tratamiento con vehículo o β-criptoxantina a 10 µM, (B) Cuantificación del 

porcentaje de células viables después de 24 horas de pre-tratatramiento con β-criptoxantina y 36 horas de 
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tratamiento con vehículo, β-criptoxantina, oxaliplatino o tratamiento combinado (β-criptoxantina + 

oxaliplatino) en las células HCT116 P53 +/+ y en las células HCT116 P53-/-. (C) Cuantificación del porcentaje 

de células viables después de 6 días de pre-tratamiento con β-criptoxantina y 36 horas de tratamiento con 

vehículo, β-criptoxantina, oxaliplatino o tratamiento combinado (β-criptoxantina + oxaliplatino) en las 

células HCT116 P53 +/+ y en las células HCT116 P53-/-. Se representan las medias y desviaciones estándar de 

al menos cuatro experimentos independientes. * P<0.05. veh: vehículo; β-cr: β-criptoxantina; oxa: 

oxaliplatino; comb: tratamiento combinado (β-criptoxantina + oxaliplatino). 

4.10. β-criptoxantina no incrementa la formación de aductos en el tratamiento 

combinado con oxaliplatino 

Dado que oxaliplatino actúa induciendo entrecruzamientos intra o inter-catenarios,  se 

estudió si β-criptoxantina potenciaba el efecto antitumoral de oxaliplatino incrementando la 

formación de aductos. Para ello, llevamos a cabo el ensayo Cometa en las células HCT116. En este 

experimento, las células fueron pre-tratadas con vehículo o β-criptoxantina 10 μM durante 16 

horas y a continuación se trataron con vehículo, β-criptoxantina 10 μM, oxaliplatino 100 μM o con 

el tratamiento combinado. Los valores de intensidad de la cola del cometa (TI) y del momento de la 

cola del cometa (TM) se presentan en la siguiente tabla: 

Tabla VIII. Valores de intensidad de la cola del cometa (TI) y del momento de la cola del cometa (TM) en 

las células HCT116 obtenidos con el ensayo Cometa después de los tratamientos indicados en la tabla. 

Se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los siguientes tratamientos: 

vehículo respecto a oxaliplatino (p<0.05 para TI y TM) y vehículo respecto al régimen combinado 

(p<0,05 para TI y TM). Sin embargo, no se observaron diferencias entre el tratamiento con 

oxaliplatino y el régimen combinado, lo que sugiere que β-criptoxantina potencia el efecto 

antitumoral de oxaliplatino sin inducir mayor formación de aductos. 

Con el fin de profundizar en este tema, se analizaron los niveles de algunas proteínas clave 

en el proceso de reparación del ADN. Observamos que el tratamiento con oxaliplatino (solo y en 

combinación con β-criptoxantina) se asociaba con un aumento de P53, mientras que ATM y ERCC1 

TRATAMIENTO INTENSIDAD DE LA COLA (TI) MOMENTO DE LA COLA (TM) 

Vehículo 26 ± 11,1 8,1 ± 3,8 

β-criptoxantina 10 μM 23,4 ± 14,4 7,6 ± 5,6 

Oxaliplatino 100 μM 20,6 ± 12,2 6,2 ± 3,5 

Tratamiento combinado 18,04 ± 8,49 6,76 ± 3,6 
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disminuían después del tratamiento con oxaliplatino (solo y en combinación con β-criptoxantina). 

Sin embargo, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de las 

proteínas de reparación mencionadas entre el tratamiento con oxaliplatino y el régimen 

combinado (Figura 21).  

 

Figura 21. Inmunotransferencia de P53, ATM,  ERCC1 y de β-actina (control de carga) después de los 

tratamientos con vehículo, β-criptoxantina 10 μM (β-cr), oxaliplatino 100 μM (oxa) y el tratamiento 

combinado de β-criptoxantina 10 μM y oxaliplatino 100 μM (β-cr + oxa). (A) Inmunotransferencias 

reprentativas, y (B) Cuantificación de la proteína de interés normalizada con los niveles de la proteína de 

referencia β-actina. veh: vehículo; β-cr: β-criptoxantina; oxa: oxaliplatino; comb: tratamiento combinado (β-

criptoxantina + oxaliplatino). 

4.11. β-criptoxantina tiene efecto antiproliferativo y potencia el efecto de 

oxaliplatino in vivo 

4.11.1. Puesta a punto de la pauta de tratamiento. Estudio piloto.  

Para evaluar si el tratamiento con β-criptoxantina se traduce en una disminución de los 

niveles de ∆Np73 y del crecimiento tumoral y en una mayor sensibilidad a oxaliplatino in vivo, se 

llevaron a cabo varias aproximaciones experimentales en ratones inmunodeprimidos (Hsd:Athymic 

Nude-Fox1nu).  
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Se realizó inicialmente un estudio piloto con el fin de seleccionar las dosis adecuadas de 

oxaliplatino y β-criptoxantina, así como la vía de administración del carotenoide. Para ello, se 

inocularon subcutáneamente 1x106 células HCT116 en los animales de estudio. Cuando los 

tumores alcanzaron un tamaño de 75-150 mm3, se asignaron arbitrariamente en grupos (5 

ratones/grupo), que se organizaron de la siguiente manera: 

A. 1. CONTROL: vehículo vía oral + oxaliplatino 3 mg/Kg 

A. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía oral + oxaliplatino 3 mg/Kg 

A. 3. TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía oral + oxaliplatino 3 mg/Kg 

B. 1. CONTROL: vehículo vía intraperitoneal + oxaliplatino 3 mg/Kg 

B. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 3 mg/Kg 

B. 3.  TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 3 mg/Kg 

C. 1. CONTROL: vehículo vía oral + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

C. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía oral + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

C. 3. TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía oral + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

D. 1. CONTROL: vehículo vía intraperitoneal + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

D. 2. TRATAMIENTO I: β-criptoxantina 10 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

D. 3. TRATAMIENTO II: β-criptoxantina 20 µM vía intraperitoneal + oxaliplatino 1.5 mg/Kg 

El vehículo y la β-criptoxantina se administraron diariamente desde que los tumores 

midieron 75-150 mm3 hasta el final del tratamiento. Cuando el tumor alcanzó un volumen de 250-

300 mm3 se inició la administración intraperitoneal de oxaliplatino durante 5 días, seguido de 5 

días de descanso y repitiéndose este ciclo un total de dos veces. 

Se llevó a cabo un seguimiento del crecimiento tumoral a lo largo del tratamiento. En la 

aproximación experimental A, en la que β-criptoxantina se administra de forma oral, la reducción 

del crecimiento tumoral al final del primer y del segundo ciclo fue mayor en el grupo tratado con la 

combinación de oxaliplatino 3 mg/Kg y β-criptoxantina (10 ó 20 µM) que en el grupo que recibe 

oxaliplatino 3 mg/Kg como único tratamiento. En el planteamiento experimental B, en el que β-

criptoxantina se administra intraperitonealmente, la reducción del crecimiento tumoral al final del 

primer ciclo es mayor en los grupos que reciben el tratamiento combinado (tanto con 10 como con 

20 µM de β-criptoxantina) que en el grupo que recibe oxaliplatino 3 mg/Kg como único 

tratamiento. Sin embargo, al final del segundo ciclo, la reducción de crecimiento tumoral respecto 

al grupo control, sólo es mayor en el grupo que recibe tratamiento combinado con 10 µM de β-

criptoxantina. En la pauta de tratamiento C, en la que se utiliza una dosis de oxaliplatino de 1.5 
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mg/Kg y β-criptoxantina se administra vía oral, no se observaron diferencias significativas entre los 

diferentes grupos a ninguno de los tiempos evaluados. Finalmente, en el diseño experimental D, 

en el que se utiliza una dosis de 1.5 mg/Kg de oxaliplatino y β-criptoxantina se administra 

intraperitonealmente, la reducción del crecimiento tumoral al final del primer ciclo es mayor en el 

grupo tratado con el tratamiento combinado (con las dos concentraciones de β-criptoxantina 

utilizadas) que en el grupo que recibe oxaliplatino 1.5 mg/Kg como único tratamiento. Sin 

embargo, al final del segundo ciclo, la reducción de crecimiento tumoral respecto al grupo control, 

sólo es mayor en el grupo que recibe tratamiento combinado con 20 µM de β-criptoxantina 

(Figura 22). 

4.11.2. β-criptoxantina reduce el crecimiento tumoral y potencia el efecto de 

oxaliplatino en xenotratransplantes de cáncer de colon en modelos animales 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio piloto, se decidió abordar el 

experimento in vivo con la pauta A, eligiendo la concentración de β-criptoxantina de 10 µM, ya 

que los resultados obtenidos con la concentración más alta fueron similares.  

Se inocularon subcutáneamente 1x106 células HCT116 en los ratones inmunodeprimidos. 

Cuando los tumores alcanzaron un tamaño entre 75-150 mm3, se asignaron arbitrariamente en 

cuatro grupos  de tratamiento (7 ratones/grupo): (i) vehículo, (ii) β-criptoxantina 10 µM, (iii) 

vehículo + oxaliplatino 3 mg/Kg y (iv) β-criptoxantina 10 µM + oxaliplatino 3 mg/Kg. El vehículo y la 

β-criptoxantina se administraron vía oral diariamente desde que los tumores midieron 75-150 

mm3 hasta el final del tratamiento. Cuando el tumor alcanzó un volumen de 250-300 mm3, se 

inició la administración intraperitoneal de oxaliplatino (3mg/Kg) durante 5 días, seguido de 5 días 

de descanso y repitiéndose este ciclo dos veces. 

Se monitorizó el crecimiento tumoral a lo largo del tratamiento y se observó que el 

volumen del tumor en el grupo tratado con β-criptoxantina era significativamente menor que en el 

grupo tratado con vehículo (p<0.05). Además, los resultados mostraron que β-criptoxantina 

también potencia el efecto del oxaliplatino in vivo. Así, se observó una reducción del crecimiento 

tumoral en el grupo tratado con la combinación de oxaliplatino y β-criptoxantina al final del primer 

(P= 0.01) y segundo ciclo (P= 0.02) de tratamiento, en comparación con el grupo que recibe 

oxaliplatino como única pauta (Figura 23A). De acuerdo con esto, los niveles del marcador de 

proliferación Ki67 fueron significativamente menores en el grupo que recibió el tratamiento 

combinado que en el grupo tratado con oxaliplatino (P=0.04) (Figura 23B). 



 

 

 

Figura 22. Puesta a punto del régimen de tratamiento in vivo. Representación del porcentaje de crecimiento 

tumoral empleando varias pautas de tratamiento. Vehículo y β-criptoxantina se administraron diariamente 

desde que los tumores midieron 75-150 mm
3
 hasta el final del tratamiento. Cuando el tamaño tumoral alcanzó 

250-300 mm
3
, se inició la administración intraperitoneal de oxaliplatino durante 5 días, seguido de 5 días de 

descanso y repitiéndose este ciclo dos veces. (A) Dosis de oxaliplatino: 3 mg/Kg;  Dosis de β-criptoxantina: 10 o 

20 µM; Vía de administración de β-criptoxantina: oral. (B) Dosis de oxaliplatino: 3 mg/Kg;  Dosis de β-

criptoxantina: 10 o 20 µM; Vía de administración de β-criptoxantina: intraperitoneal. (C) Dosis de oxaliplatino: 

1.5 mg/Kg;  Dosis de β-criptoxantina: 10 o 20 µM; vía de administración de β-criptoxantina: oral. (D) Dosis de 

oxaliplatino: 1.5 mg/Kg;  Dosis de β-criptoxantina: 10 o 20 µM; Vía de administración de β-criptoxantina: 

intraperitoneal. Oxa: oxaliplatino; β-cr: β-criptoxantina; i.p.: administración intraperitoneal. Se representan las 

medias y desviaciones típicas del tamaño tumoral de al menos cuatro ratones por grupo. * P<0.05. 
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Figura 23. β-criptoxantina inhibe el crecimiento tumoral y potencia la actividad antitumoral del oxaliplatino in 

vivo. (A) Representación del porcentaje de crecimiento tumoral al inicio y final del primer y segundo ciclo de 

tratamiento. Vehículo y β-criptoxantina 10 µM se administraron diariamente desde que los tumores midieron 

75-150 mm
3
 hasta el final del tratamiento. Cuando el tamaño tumoral alcanzó 250-300 mm

3
 se inició la 

administración intraperitoneal de oxaliplatino 3mg/Kg durante 5 días, seguido de 5 días de descanso y 

repitiéndose este ciclo dos veces; (B) Imágenes representativas (arriba) y cuantificación (abajo) del marcador de 

proliferación Ki67; a. vehículo, b. β-criptoxantina 10 µM, c. oxaliplatino 3 mg/Kg; d. tratamiento combinado de β-

criptoxantina 10 µM y oxaliplatino 3 mg/Kg; Se representan las medias y desviaciones típicas del tamaño tumoral 

de al menos siete ratones por grupo. * P<0.05; **P<0.01. 
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Al final del tratamiento, los niveles de ΔNP73 en los tumores del grupo tratado con β-

criptoxantina y del grupo que recibió el tratamiento combinado disminuyeron respecto al grupo 

control. Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de ARNm de TAP73, 

ΔEXON2/3P73 ni ΔEXON2P73 (Figura 24). 

 

Figura 24. Cuantificación de los niveles de ARNm de ΔNP73, TAP73, ΔEXON2/3P73, ΔEXON2P73 en los 

xenotrasplantes  de los ratones al final del tratamiento. Se representan las medias y desviaciones típicas 

del tamaño tumoral de al menos siete ratones por grupo. * P<0.05; **P<0.01. veh: vehículo, β-cr: β-

criptoxantina, oxa: oxaliplatino, β-cr + oxa: β-criptoxantina + oxaliplatino. 

Se evaluaron también los niveles de TAp73 y ΔNp73 en los tejidos de riñón e hígado de los 

ratones tratados con vehículo y con β-criptoxantina. Se observó una disminución significativa en la 

expresión ΔNp73 en el riñón de los ratones al final del tratamiento (P = 0,03). No se observaron 

diferencias en los niveles de TAp73 en el riñón ni en hígado (Figura 25).  
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Figura 25. Cuantificación de los niveles de ARNm de ΔNP73 y TAP73 en los riñones (A) y en los hígados (B) 

de los ratones al final del tratamiento. Se representan las medias y desviaciones típicas del tamaño tumoral 

de al menos siete ratones por grupo. * P<0.05. veh: vehículo, β-cr: β-criptoxantina, oxa: oxaliplatino, β-cr + 

oxa: β-criptoxantina + oxaliplatino. 

4.11.3. Evaluación de la toxicidad del tratamiento in vivo 

Para evaluar la posible toxicidad de los tratamientos empleados, se analizaron distintos 

parámetros bioquímicos y se hizo un seguimiento del peso de los ratones. En ningún caso se 

observaron diferencias entre los animales tratados y el grupo control (Figura 26). Por otro lado, 

para evaluar si β-criptoxantina puede tener algún efecto genotóxico sobre las células normales, se 

realizó el ensayo Cometa en las células polimorfonucleares de la sangre periférica (PBMCs) de los 

ratones. No se vieron diferencias en los niveles de daño basal entre el grupo control y el grupo 

tratado con β-criptoxantina. Como se sabe que el oxaliplatino puede formar aductos en los 

leucocitos, se evaluó también la formación de aductos en las PBMCs. Para ello, se llevó a cabo una 

versión modificada del ensayo Cometa que permite medir la formación de aductos en el ADN. Los 

resultados indicaron que la formación de aductos en las PBMCs de los ratones que recibieron el 

tratamiento combinado fue menor que en las PBMCs de los ratones a los que se les administró 

oxaliplatino como único tratamiento (TM= 4.98±0.14 vs 4.33±1.65; p= 0.03; TI=28.71±1.78 vs 

25.09±1.65; p=0.06, respectivamente) (Figura 27). 
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Figura 26. Evaluación de la toxicidad de los tratatamientos in vivo. (A) Peso corporal en los ratones antes y 

después del tratamiento; (B) Representación de los parámetros bioquímicos clínicos en los ratones después 

del tratamiento: creatinina (mg/dL), colesterol (mg/dL), albúmina (g/dL), bilirrubina total (mg/dL), alanina 

transaminase (ALT) (U/L), gamma glutamil transferase (GGT) (U/L). Se representan las medias y desviaciones 

típicas del tamaño tumoral de al menos siete ratones por grupo. veh: vehículo, β-cr: β-criptoxantina, oxa: 

oxaliplatino, β-cr + oxa: β-criptoxantina + oxaliplatino. 
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Figura 27. Imágenes representativas de los linfocitos de los ratones después del ensayo Cometa. Se 

muestran las diferencias en el daño basal (A: vehículo, B: β-criptoxantina) y en los aductos formados por los 

diferentes tratamientos (C: vehículo, D: β-criptoxantina, E: vehículo y oxaliplatino, F: oxaliplatino y β-

criptoxantina). 

  

 

  

A: vehículo 0Gy
B: criptoxantina 0Gy
C: vehículo 1Gy
D: criptoxantina 1Gy
E: vehículo + oxaliplatino 1Gy
F: criptoxantina + oxaliplatino 1Gy
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5.1. Desarrollo de estrategias terapéuticas antitumorales. TP73 como diana 

terapéutica 

A pesar de los avances de los últimos años en nuestro conocimiento molecular y de 

comportamiento del cáncer, el tratamiento de esta enfermedad continúa siendo un reto en 

nuestros días. Sin duda, se han logrado progresos significativos en el terreno terapéutico, sin 

embargo, la toxicidad de los tratamientos empleados y la resistencia adquirida a los mismos siguen 

presentándose como dos limitaciones importantes. Además, la enorme heterogeneidad en el 

perfil genético de cada tipo de tumor y de cada paciente, hacen necesaria la identificación de 

nuevas dianas terapéuticas específicas y el desarrollo de drogas frente a las mismas que permitan 

una terapia más personalizada y efectiva. En este sentido, el desarrollo de nuevas técnicas de 

análisis masivo, tanto a nivel genómico como proteómico, está permitiendo establecer  los 

mecanismos de acción de nuevas drogas, así como las características genotípicas y/o fenotípicas 

de una célula o paciente que hacen que un tratamiento sea o no efectivo. Estos avances están 

permitiendo desarrollar nuevos fármacos destinados a bloquear la acción de moléculas específicas 

implicadas en vías de señalización críticas para la progresión tumoral y para el desarrollo de 

resistencias en cada tipo de tumor. En este contexto, adquiere especial relevancia la búsqueda de 

nuevos compuestos que actúen sobre estas dianas y que, combinados con los tratamientos 

existentes o administrados de forma aislada, permitan superar las limitaciones actuales y por 

tanto, una práctica clínica más efectiva.  

Una de las principales fuentes de moléculas bioactivas con potencial terapéutico en cáncer 

lo suponen los recursos naturales, debido principalmente a su disponibilidad y bioseguridad 

(Madka y Rao, 2013). Ya en 1960, el Instituto Nacional del Cáncer, en colaboración con el 

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, inició un programa de cribado a gran escala 

de agentes antitumorales derivados de plantas. Así, durante los últimos 50 años, se ha evaluado el 

potencial terapéutico de más de 100.000 compuestos, algunos de los cuales ya han sido aprobados 

por la FDA (Food and Drug Administration) para su uso en clínica como la camptotecina, la 

vincristina, la vinblastina o el paclitaxel (Gordaliza, 2007; Mann, 2002; Ma y Wang, 2009).  

 En este trabajo nos hemos centrado en TP73 como potencial diana terapéutica. TP73 se 

transcribe en un complejo número de isoformas con funciones opuestas conocidas como TAP73 y 

ΔTAP73. Las variantes TAP73 inducen parada del ciclo celular, apoptosis y diferenciación celular 

transactivando los mismos genes diana que TP53 o genes efectores propios, por lo se les atribuyen 

características supresoras tumorales. Sin embargo, las variantes ΔTAP73, que engloban a ΔNP73, 

ΔN´P73, ΔEXON2P73 y ΔEXON2/3P73 tienen funciones oncogénicas. Estas isoformas pueden 



 

 

operar como oncogenes actuando como reguladores negativos de P53 y TAP73 mediante la 

formación de hetero-tetrámeros transcripcionalmene inactivos (Zorić et al., 2013) y por 

competición directa por los sitios de unión en los promotores de sus genes diana (Buhlmann y 

Pützer, 2008; Ishimoto et al., 2002). Además, ∆NP73 muestra actividades oncogénicas 

independientes de P53 y/o TAP73 (Lin et al., 2009),  mediante la inducción de proliferación 

(Soldevilla et al., 2011; Vilgelm et al., 2010), angiogénesis (Díaz et al., 2008), transición epitelio-

mesénquima (Steder et al., 2013; Y. Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2013) o resistencia a drogas 

(Soldevilla et al., 2011; Vera et al., 2013; Vilgelm et al., 2008). Dado que la sobreexpresión de las 

formas oncogénicas, principalmente de ΔNP73, se ha observado en la mayoría de tumores 

humanos (Casciano et al., 2002; Concin et al., 2005; Gemma Domínguez et al., 2006a; Guan y 

Chen, 2005; Ito et al., 2006; Müller et al., 2005; Rizzo et al., 2004; Uramoto et al., 2004; Vilgelm et 

al., 2010; Zitterbart et al., 2007), está creciendo el interés en la comunidad científica por su posible 

papel como diana terapéutica (Pflaum et al., 2014). 

 En las células tumorales el ratio TAP73: ΔTAP73 se encuentra alterado a favor de estas 

últimas. En este contexto, es interesante el desarrollo de estrategias terapéuticas que restauren o 

potencien la actividad supresora tumoral de TAP73 y/o inhiban la actividad oncogénica de las 

variantes ΔTAP73. Hasta el momento, se han descrito varios compuestos  capaces de desplazar a 

los reguladores negativos de TAP73 o de incrementar la actividad de esta variante, así como 

compuestos capaces de regular negativamente a la isoforma oncogénica ΔNP73 (Engelmann et al., 

2014). Muchos de ellos son drogas sintéticas como RETRA (Kravchenko et al., 2008), PRIMA-1 

(Saha et al., 2013), Nutlina3 (Zheng et al., 2010), fludarabina (Christopherson et al., 2014), 

rapamicina (Rosenbluth et al., 2008) o el inhibidor de PI3K/mTOR PF-04691502 (Herzog et al., 

2013); otros son compuestos de origen natural como el aceite esencial del té verde α-TEA (Tiwary 

et al., 2011), el alcaloide mahanine extraído del árbol Micromelum minutum (Das et al., 2014), el 

aceite esencial timoquinona extraído de la planta Nigella sativa (Alhosin et al., 2012, 2010), el 

extracto del té verde epigalocatequina-3-galato (Achour et al., 2013; Onoda et al., 2011; Stearns y 

Wang, 2011), el resveratrol (Sharif et al., 2010) o la vitamina D (Díaz et al., 2010). En este trabajo 

nos hemos centrado en la identificación de compuestos naturales capaces de estabilizar o activar 

las variantes TAP73 y/o de regular negativamente las variantes ΔTAP73 en cáncer de colon.  

 En los últimos años, varios trabajos han estudiado el potencial terapéutico de compuestos 

naturales derivados de la dieta para el tratamiento del cáncer de colon (Kuppusamy et al., 2014). 

De hecho, como ya se comentó en la introducción, se han descrito propiedades antitumorales in 

vitro y en modelos animales de cáncer de colon de metabolitos secundarios contenidos en frutas, 

verduras y otros vegetales como los flavonoides (Hogan et al., 2007; Kim et al., 2010; Kumazoe et 

al., 2013; Larsen y Dashwood, 2010; Leonardi et al., 2010; Park et al., 2005; Velmurugan et al., 
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2008; Yun et al., 2009), otros polifenoles (Sánchez-Fidalgo et al., 2010; Su et al., 2006; H. Wu et al., 

2008), carotenoides (Nagendraprabhu y Sudhandiran, 2011; Palozza et al., 2010), isotiocianatos 

(Cheung et al., 2008; Lai et al., 2010; Rudolf et al., 2009; Shen et al., 2007) y terpenoides (Dillard y 

Lane, 2008; Park et al., 2008). En la búsqueda de compuestos naturales que pudieran modificar  

los niveles de las distintas isoformas de TP73, nos centramos en el carotenoide β-criptoxantina, 

puesto que Nishino et al., 2000 (comunicación oral), habían sugerido que este carotenoide podría 

regular TP73. En este trabajo los autores se refirieron a los niveles totales de expresión de TP73, 

sin analizar qué isoformas específicas estaban siendo reguladas por β-criptoxantina. Nosotros 

decidimos estudiar si este carotenoide regulaba diferencialmente la expresión de las isoformas de 

TP73 activando la expresión de las variantes supresoras tumorales y/o inhibiendo la expresión de 

las variantes oncogénicas, y si esta regulación se podría traducir en un efecto terapéutico.  

5.2. Papel preventivo de β-criptoxantina en cáncer 

El papel preventivo de β-criptoxantina en cáncer de colon (MüHlhöFer, 2003; Park et al., 

2009) y en otros tipos de cáncer (mama, ovario, pulmón, próstata, hígado y vejiga entre otros) ha 

sido descrito en numerosos estudios epidemiológicos (Comstock et al., 2008; Hung et al., 2006; 

Klarod et al., 2011; Mignone et al., 2009; Nishino et al., 2009; Siegel et al., 2010; Stram et al., 2007; 

Tamimi et al., 2012; Tung et al., 2005). Además, se ha demostrado el papel protector de este 

carotenoide en modelos de carcinogénesis inducida por agentes químicos en piel (Nishino et al., 

2000), pulmón (Kohno et al., 2001), vejiga (Miyazawa et al., 2007), hígado y lengua (Tanaka et al., 

2012) y sobretodo en modelos animales de cáncer de colon inducido por los agentes azoximetano 

y/o nitrosourea (Narisawa et al., 1999; Tanaka et al., 2000, 2012). En el estudio más reciente 

llevado a cabo por Tanaka et al., 2012, propusieron que β-criptoxantina podría inhibir el desarrollo 

de neoplasias de colon inducidas químicamente a través de la reducción de los niveles de algunas 

citoquinas inflamatorias como TNFα, IL1-β, IL-6, COX-2 e iNOS y a través de la inducción de las 

enzimas destoxificadoras glutatión-S-transferasa y quinona reductasa así como del factor de 

transcripción Nrf2, que regula la expresión inducible de las mismas. Además, en todos ellos se ha 

asociado el efecto protector de β-criptoxantina con una disminución de los niveles del antígeno 

nuclear de células en proliferación (PCNA). En nuestro estudio hemos mostrado que β-

criptoxantina regula negativamente los niveles de ΔNP73, isoforma oncogénica de TP73 implicada 

en procesos de proliferación (Soldevilla et al., 2011) y cuyos niveles aumentan en paralelo con el 

estadio tumoral en cáncer de colon y otros (Gemma Domínguez et al., 2006a). Por ello, es posible 

que la regulación negativa de ΔNP73 por β-criptoxantina también se asocie al papel protector 

descrito en los estudios mencionados previamente.  



 

 

5.3. Papel terapéutico de β-criptoxantina en cáncer 

Aunque el efecto protector de β-criptoxantina en el desarrollo de cáncer ha sido 

ampliamente descrito, son pocos los trabajos que han abordado su  potencial terapéutico. Hasta la 

fecha, tan solo se han publicado tres estudios que han demostrado el efecto antitumoral de este 

carotenoide en modelos celulares de cáncer de pulmón no microcítico, cáncer de estómago y 

melanoma (Baudelet et al., 2013; Lian et al., 2006; Wu et al., 2013). 

5.3.1. Efecto antiproliferativo 

En nuestro estudio hemos observado que β-criptoxantina inhibe la proliferación celular a 

partir de los de seis días de tratamiento in vitro y a partir de los diez días de tratamiento en 

nuestro modelo animal, lo que se asoció con una disminución en el número de células en fase S  y 

del marcador de proliferación Ki67, respectivamente. Dado que no detectamos inducción de 

apoptosis en respuesta al tratamiento con el carotenoide, sugerimos que el efecto antitumoral de 

β-criptoxantina per se se debe en gran parte a su actividad antiproliferativa. En los tres estudios 

que hemos mencionado previamente se describen resultados similares en células de cáncer de 

pulmón no microcítico (Lian et al., 2006), en células de cáncer de estómago (Wu et al., 2013), y en 

células de melanoma (Baudelet et al., 2013) que apoyan el papel antiproliferativo pero no pro-

apoptótico de β-criptoxantina. La reproducibiliad de estos resultados en diferentes modelos 

celulares, sugiere que la actividad antiproliferativa de β-criptoxantina podría extenderse a otros 

tipos tumorales. Tanto el estudio en células de cáncer de pulmón (Lian et al., 2006) como el 

estudio en células de cáncer de estómago (Wu et al., 2013) sugieren que β-criptoxantina inhibe la 

proliferación celular regulando la expresión de genes implicados en ciclo celular, activando la 

expresión de p21 e inhibiendo la expresión de la ciclina D1 y de la ciclina E.  En este aspecto, los 

resultados de nuestro PCR array también muestran la regulación de genes clave en el ciclo celular, 

en concreto, la regulación negativa de la ciclina H después del tratamiento con β-criptoxantina. 

Además, en este estudio demostramos que la sobreexpresión ectópica de ΔNP73β anula 

parcialmente el efecto antiproliferativo de β-criptoxantina, lo que apoya la hipótesis de que la 

regulación negativa de esta variante podría ser uno de los mecanismos por los que este 

carotenoide ejerce su actividad antiproliferativa. Las concentraciones de β-criptoxantina utilizadas 

se encuentran dentro del rango de las descritas previamente para este carotenoide en varios tipos 

de cáncer en modelos celulares (1-20 μM) (Lian et al., 2006; Wu et al., 2013) y en los modelos 

animales de carcinogénesis inducida (1-25 ppm) (Narisawa et al., 1999; Tanaka et al., 2000, 2012). 

Como ya hemos comentado, los estudios previos de β-criptoxantina en animales mostraron el 

potencial quimiopreventivo de este carotenoide in vivo. Sin embargo, este es el primer estudio 
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que evalúa su efecto como agente inhibidor de la progresión tumoral, sugiriendo la utilidad 

antitumoral de β-criptoxantina en el tratamiento del cáncer de colon. 

5.3.2. Sensibilización a la terapia 

En este trabajo, además de testar la actividad antitumoral de β-criptoxantina administrada 

de forma aislada, quisimos estudiar su efecto en combinación con oxaliplatino, droga antitumoral 

de primera línea de elección en el tratamiento del CCR, para evaluar así su posible utilización como 

un agente complementario de utilidad en pacientes con cáncer de colon.  Oxaliplatino muestra 

actividad aditiva o sinérgica en combinación con varios agentes antitumorales en modelos 

preclínicos. Sin embargo, en algunos casos sólo se ha demostrado el efecto sinérgico in vitro como 

por ejemplo con el fármaco antiangiogénico endostar (Jin et al., 2012), con el inhibidor de 

metiltransferasas decitabina (Flis et al., 2009), o con el inhibidor de COX, sulfuro de sulindaco (Flis 

y Spłwiński, 2009). En otros casos, como el del inhibidor de la familia Src, desatinib, los resultados 

parecen no ser reproducibles ya que sólo se observa el efecto sinérgico en algunas de las líneas 

celulares analizadas (Kopetz et al., 2009). Nuestros resultados fueron reproducibles en las cuatro 

líneas celulares de cáncer de colon en estudio y  mostraron que β-criptoxantina potencia de forma 

sinérgica la actividad antitumoral de oxaliplatino tanto in vitro como in vivo. Este aumento de la 

sensibilidad a oxaliplatino se correlaciona con la regulación negativa de ΔNP73 en las células y en 

los xenotransplantes de los ratones tratados con β-criptoxantina (administrada de forma aislada o 

en combinación con oxaliplatino). De nuevo, la sobreexpresión ectópica de ΔNP73β suprimió este 

efecto, lo que apoya el papel de ΔNP73 en quimiorresistencia, descrito previamente por nuestro 

grupo (Soldevilla et al., 2011) y otros grupos (Vilgelm et al., 2008). Estos resultados sugieren que la 

regulación negativa de ΔNP73 es una de las vías de señalización por la que β-criptoxantina 

sensibiliza las células de cáncer de colon a oxaliplatino. Además, como la sobreexpresión de ΔNP73 

ha sido descrita en numerosos tipos de cáncer (Casciano et al., 2002; Concin et al., 2005; Gemma 

Domínguez et al., 2006b; Guan y Chen, 2005; Ito et al., 2006; Müller et al., 2005; Rizzo et al., 2004; 

Uramoto et al., 2004; Vilgelm et al., 2010; Zitterbart et al., 2007), no podemos descartar que el 

potencial terapéutico de β-criptoxantina, administrado de forma aislada o en combinación con 

otras drogas en uso, pueda extenderse al tratamiento de otras neoplasias. Asimismo, 

demostramos que el efecto sinérgico de β-criptoxantina y oxaliplatino es independiente del 

estatus de P53, aspecto importante si tenemos en cuenta que se ha descrito que P53, que está 

mutado en el 50% de los casos de cáncer colorectal (Vogelstein et al., 2000), juega un papel 

determinante en la sensibilidad celular a diferentes terapias, incluyendo 5-FU (Arango et al., 2001), 

cisplatino (Magrini et al., 2002) y oxaliplatino (Toscano et al., 2007). 



 

 

En nuestro caso, a tiempos cortos y largos de pre-tratamiento con β-criptoxantina, el 

carotenoide potencia el efecto apoptótico de oxaliplatino en un porcentaje similar. Sin embargo, 

cuando el pre-tratamiento con β-criptoxantina se prolonga seis días, el porcentaje de reducción de 

viabilidad en el tratamiento combinado respecto a oxaliplatino es mayor que cuando los tiempos 

de pretratamiento son más cortos. Estos resultados sugieren que a tiempos largos de pre-

tratamiento con β-criptoxantina se debe sumar su capacidad de sensibilizar las células de cáncer 

de colon a la apoptosis inducida por oxaliplatino que ya observamos a tiempos cortos, con el 

efecto antiproliferativo que hemos descrito que  presenta el carotenoide per se, resultando una 

estrategia de tratamiento más efectiva.  

Nuestros resultados muestran que β-criptoxantina administrada de forma aislada no 

induce apoptosis pero sí potencia la apoptosis inducida por oxaliplatino. Dado que oxaliplatino 

actúa induciendo entrecruzamientos intra o inter-catenarios en el ADN (Alcindor y Beauger, 2011) 

y que se ha descrito que el efecto sinérgico de algunas drogas con oxaliplatino resulta en una 

mayor formación de aductos y en una reducción de los niveles de la proteína de reparación  ERCC1 

(Balin-Gauthier et al., 2008, p. -; Nannizzi et al., 2010), hemos estudiado si en nuestro diseño 

experimental β-criptoxantina potencia la actividad de oxaliplatino incrementando la formación de 

aductos y/o alterando los niveles de ERCC1 y/o de otras proteínas de reparación. En nuestras 

aproximaciones in vitro observamos que β-criptoxantina no tiene efecto sobre la formación de 

aductos ni sobre los niveles de ERCC1, ATM o P53 en el tratamiento combinado respecto al 

oxaliplatino. Estos resultados sugieren que el efecto sinérgico de β-criptoxantina con oxaliplatino 

no tiene lugar mediante el incremento de la formación de aductos, sino que posiblemente esté 

mediado en parte por mecanismos moleculares específicos desencadenados por la regulación 

negativa de ΔNP73. Probablemente, la reducción de los niveles de ΔNP73 en las células tumorales 

pueda favorecer la señalización del daño en el ADN que se ve afectada cuando se sobreexpresa 

ΔNP73 (Wilhelm et al., 2010) y/o modificar otros mecanismos aún no descritos a través de los 

cuales la inhibición de ΔNP73 puede traducirse en una sensibilización a la terapia. Sería necesario 

profundizar en este aspecto para dilucidar el mecanismo por el que la reducción de ΔNP73 por β-

criptoxantina potencia la actividad de oxaliplatino, así como el significado de la regulación negativa 

de ΔNP73 en los linfocitos y otros tejidos que hemos observado en nuestro estudio de 

intervención y en el abordaje en ratones.  

A día de hoy el tratamiento con oxaliplatino tiene un impacto positivo en el pronóstico de 

los pacientes con CCR, pero puede inducir efectos mielotóxicos, formación de aductos en los 

leucocitos, neutropenia, trombocitopenia, anemia y molestias gastrointestinales. Uno de los 

efectos secundarios más limitantes en el uso del oxaliplatino es la inducción de neurotoxicidad 
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(Stein y Arnold, 2012). Se ha planteado el uso de infusiones de calcio y magnesio para reducir esta 

neurotoxicidad (Hochster et al., 2007; Wen et al., 2013; Xu et al., 2013), sin embargo algunos 

estudios han demostrado que la efectividad no es la deseada (Gamelin et al., 2008; Han et al., 

2013). Nosotros hemos mostrado que las concentraciones de oxaliplatino necesarias para lograr el 

mismo porcentaje de reducción de viabilidad celular disminuyen significativamente en presencia 

de β-criptoxantina. En vista de estos resultados, la administración de β-criptoxantina podría 

reducir la dosis acumulada efectiva de oxaliplatino, moderando así los efectos secundarios que 

normalmente conducen a la interrupción del tratamiento. Al mismo tiempo, cuando evaluamos la 

toxicidad de los diferentes tratamientos, los resultados del ensayo Cometa revelaron que el daño 

genómico en las células mononucleares de la sangre periférica de los ratones fue menor en los que 

recibieron el régimen combinado que en los tratados con oxaliplatino, lo que sugiere que β-

criptoxantina podría reducir la toxicidad sistémica. Asimismo, se comprobaron los perfiles 

bioquímicos indicadores de la actividad renal y hepática y estaban dentro de los rangos de 

referencia aceptados en los ratones de todos los grupos de tratamiento. Si estos efectos se 

confirmaran en ensayos clínicos, la adición de un suplemento de β-criptoxantina al tratamiento de 

los pacientes con CCR podría suponer un aumento  de la eficacia de la terapia, o el mantenimiento 

del efecto del fármaco antitumoral con la administración de una dosis menor, lo que se traduciría 

también en una menor toxicidad. En este contexto, otros compuestos naturales en combinación 

con agentes quimioterapéuticos convencionales han demostrado eficacia para disminuir la 

concentración tóxica de estos últimos en el tratamiento del cáncer de colon. Algunos ejemplos son 

la curcumina con el oxaliplatino (Howells et al., 2011), el extracto de romero con el 5-fluouracilo 

(González-Vallinas et al., 2013) o la mahanina con el oxaliplatino (Das et al., 2014). Sería 

interesante confirmar en un estudio más extenso si el tratamiento combinado que aquí se 

propone disminuye la genotoxicidad sistémica y otros efectos secundarios del oxaliplatino.  

En nuestras aproximaciones in vitro, la concentración de oxaliplatino utilizada para 

alcanzar el LC50 fue más alta de la esperada y de la utilizada en muchos estudios (Samuel et al., 

2014; Zeng et al., 2014), pero similar a la utilizada en otros (Arango et al., 2004; Cross-Knorr et al., 

2013). Por otro lado, los resultados en el modelo animal se han obtenido siguiendo los patrones 

estandarizados (pauta de tratamiento y dosis acumulada de oxaliplatino) utilizados en otros 

estudios llevados a cabo en ratones (Ding et al., 2011; Fichtner et al., 2004; Massicot et al., 2013; 

Moser et al., 2007; Ta et al., 2009). En conjunto, los resultados obtenidos en el modelo animal, 

apoyan el traslado de nuestros resultados al paciente. Sin embargo, para relacionar nuestros 

resultados in vitro e in vivo con la posible aplicación clínica de β-criptoxantina y poder, entre otras 

determinaciones, extrapolar la dosis efectiva de este carotenoide en los pacientes, es esencial 



 

 

profundizar en el estudio de su metabolismo así como de sus propiedades farmacocinéticas y 

farmacodinámicas en el organismo (Arts y Hollman, 2005). 

5.4. Consideraciones finales 

Los avances en el conocimiento de la biología del cáncer muestran que el crecimiento y 

progresión del tumor dependen de la alteración de una compleja red de diferentes vías de 

señalización. Desarrollar estrategias terapéuticas que actúen sobre estas vías podría tener un 

impacto positivo en la evolución de los pacientes. En los últimos años, se han dedicado grandes 

esfuerzos al desarrollo de terapias dirigidas para el tratamiento del cáncer. Cada vez parece más 

claro que se van a necesitar pautas terapéuticas que combinen varios compuestos con el fin de 

inhibir simultáneamente diferentes rutas de señalización alteradas en cáncer, manteniendo la 

toxicidad dentro de los límites aceptables (Hanahan y Weinberg, 2011). En este contexto, los 

compuestos naturales se presentan como una opción prometedora ya que además de su actividad 

anti-tumoral, es probable que tengan efectos protectores sistémicos inherentes. Varias moléculas 

de origen vegetal o sus análogos se han aprobado en las últimas décadas para uso clínico en los 

Estados Unidos y / o en Europa, como placlitaxel, camptotecina, etopósido y vincristina (Ma y 

Wang, 2009). Actualmente, más de 30 compuestos de origen natural se encuentran en diferentes 

fases de ensayos clínicos para el tratamiento de diferentes tipos de cáncer (Gordaliza, 2007). 

Asimismo, en los últimos años, se ha evaluado el uso de numerosos compuestos naturales 

administrados de forma aislada o en combinación con las terapias convencionales  en 

aproximaciones in vitro y en modelos animales y se han tratado de identificar sus dianas 

moleculares, tanto en cáncer de colon (Das et al., 2014; González-Vallinas et al., 2013; Guo et al., 

2014; Howells et al., 2011) como en otros tipos tumorales (Banerjee et al., 2009; Farrand et al., 

2013; Ko et al., 2010; Stearns y Wang, 2011; Tiwary et al., 2011). Estos diseños y el presentado en 

este trabajo, podrían ser los precursores de estudios preclínicos.  

Este estudio sienta las bases para el uso una nueva estrategia terapéutica para el 

tratamiento de cáncer de colon, que se basa en la combinación de β-criptoxantina con un agente 

quimioterapéutico convencional, oxaliplatino. Hemos demostrado que el régimen combinado 

tiene un efecto antitumoral más potente que cualquier tratamiento individual, sin aumentar los 

efectos secundarios, por lo que la concentración de oxaliplatino y por tanto los efectos 

secundarios se podrían reducir en presencia del carotenoide. En un futuro, sería necesario el 

estudio de esta estrategia en pacientes con cáncer de colon con el fin de validar su aplicación 

clínica de forma controlada e integrada en el tratamiento habitual del paciente.
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6. Conclusiones 
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1. β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las isoformas de TP73 en células 

de cáncer colon, modulando positivamente la expresión de la variante supresora tumoral 

TAP73 e inhibiendo  la expresión de la variante oncogénica ΔNP73.  

2. β-criptoxantina regula diferencialmente la expresión de las isoformas de TP73 en células 

mononucleares de sangre periférica de sujetos que han ingerido el carotenoide durante un 

mes, resultando la regulación negativa de ΔNP73 estadísticamente significativa. Estos 

datos sugieren que concentraciones no tóxicas de β-criptoxantina pueden regular 

negativamente los niveles de la variante oncogénica en humanos.  

3. β-criptoxantina tiene efecto antiproliferativo aunque no apoptótico en modelos celulares 

de cáncer de colon in vitro y en animales de experimentación, lo que apoya su utilidad 

como agente antitumoral. 

4. La sobre-expresión ectópica estable de ΔNP73 en células tumorales de colon suprime 

parcialmente el efecto antiproliferativo de β-criptoxantina, lo que sugiere que su actividad 

antiproliferativa se debe, al menos en parte, a la regulación negativa de ΔNP73. 

5. β-criptoxantina potencia el efecto antitumoral de oxaliplatino en modelos celulares de 

cáncer de colon in vitro e in vivo, siendo la interacción entre ambos compuestos  sinérgica. 

Estos resultados apoyan el potencial uso de β-criptoxantina en estrategias de terapia 

combinada con oxaliplatino para el tratamiento del cáncer colorrectal. 

6. El tratamiento combinado de β-criptoxantina y oxaliplatino reduce la viabilidad celular en 

un porcentaje similar a dosis dobles de oxaliplatino, lo que apunta a que la administración 

de β-criptoxantina podría reducir la dosis acumulada efectiva de oxaliplatino, moderando 

así sus efectos secundarios. 

7. La sobreexpresión ectópica de ΔNP73 en células de cáncer de colon anula el efecto 

sinérgico observado en el tratamiento combinado de β-criptoxantina y oxaliplatino, lo que 

apoya que una de las vías de señalización por las que el carotenoide sensibiliza las células 

de cáncer de colon a oxaliplatino es la regulación negativa de ΔNP73.  

8. β-criptoxantina sensibiliza al tratamiento con oxaliplatino tanto a las células HCT116-P53 

nativo como en las células HCT116-P53 mutado, lo que sugiere que este carotenoide 

potencia el efecto antitumoral de oxaliplatino independientemente del estatus del 

supresor tumoral. 



 

 

9. El efecto sinérgico de β-criptoxantina con oxaliplatino en células de cáncer de colon no 

tiene lugar mediante el incremento de la formación de aductos, sino que posiblemente 

esté mediado, al menos en parte, por mecanismos desencadenados por la regulación 

negativa de ΔNP73. 

10. β-criptoxantina reduce la formación de aductos inducida por oxaliplatino en las células 

polimorfonucleares de sangre periférica en animales de experimentación, lo que reduce la 

genotoxicidad sistémica inducida por el quimioterápico y apoya el papel protector 

inherente del carotenoide.   
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