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RESUMEN 

 

 El cáncer cervical es una de las mayores causas de muerte en las mujeres 

principalmente en países en desarrollo. Mientras que el cáncer hepatocelular es la 

quinta causa de muerte por cáncer alrededor del mundo. Por lo anterior es importante 

mejorar los métodos de diagnóstico y encontrar nuevos blancos terapéuticos para 

estas enfermedades.  

 El astemizol, un fármaco antihistamínico, se ha propuesto como un nuevo 

agente anti-cancerígeno, el cual tiene como blanco varias proteínas implicadas en el 

cáncer incluyendo el canal de potasio Eag1. Eag1 se ha sugerido como un marcador 

tumoral temprano y blanco terapéutico antineoplásico en varios tipos de cáncer, sin 

embargo; el efecto del astemizol en las células del cáncer cervical, del cáncer hepático 

y en modelos in vivo de carcinoma hepatocelular (CHC) es desconocido. En este 

trabajo se investigó el efecto  del astemizol en la viabilidad celular y la apoptosis de las 

células del cáncer cervical y cáncer hepático, así como en un modelo de 

hepatocarcinogénesis química en rata. 

El efecto citotóxico del astemizol se estudió en las líneas celulares de cáncer 

cervical (HeLa, SiHa, CaSki, INBL y C-33A), así como de cáncer hepático (HepG2). Se 

determinó la viabilidad celular mediante el método MTT y la apoptosis se determinó 
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mediante citometría de flujo (por el método de anexinaV). El astemizol provocó la 

disminución de la viabilidad celular y el aumento de la apoptosis en todas las líneas 

celulares estudiadas con significatncia estadística (p <0,05). 

También se evaluó el efecto del astemizol en un modelo de CHC inducido con 

dietilnitrosamina (DEN) en rata. Este protocolo tiene la caracterísitica de inducir 

cirrosis a las 12 semanas y el desarrollo de CHC multifocal en 18 semanas. El 

astemizol previno el desarrollo de tumores. El mRNA de Eag1 se incrementó en la 

mayoría de los grupos tratados con DEN, pero disminuyó después del tratamiento con 

astemizol. La proteína de Eag1 se detectó en los hígados cirróticos y con displasia. 

Nuestros resultados proponen al astemizol como una posible terapia para el cáncer 

cervical, además de sugerir el uso del mismo para la prevención y el tratamiento de 

CHC, así como también, al canal Eag1 como posible marcador temprano  de CHC. 
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ABSTRACT 

 

 Cervical cancer is a major cause of mortality among women in developing 

countries and hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth most common cancer and 

the third leading cause of cancer mortality in the world. Thus, new cancer treatments 

are necessary. 

 Astemizole has been proposed as a novel anticancer agent targeting several 

proteins involved in cancer including Eag1 potassium channels. Eag1 has been 

suggested as a tumor marker and antineoplastic therapeutic target. However, the 

effect of astemizole on cervical, liver cancer cells and HCC model in vivo is unknown. 

Therefore, we investigated the effect of astemizole on the proliferation and apoptosis 

of cervical and liver cancer cells as well as on an HCC in vivo model. 

 Cervical cancer cell lines (HeLa, SiHa, CaSki, INBL and C-33A) and the liver 

cancer cell line HepG2 were cultured. Cell proliferation was assayed with the MTT 

method, and apoptosis was investigated by flow cytometry. Astemizole significantly (P 

< 0.05) decreased cell proliferation and increased apoptosis in all the cell lines 

studied. 

 In the HCC rat model induced with diethylnitrosamine (DEN), that model 

causes cirrhosis in 12 weeks and multifocal HCC in 18 weeks, astemizole clearly 
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prevented tumor development. Eag1 mRNA was increased in most 

diethylnitrosamine-treated groups, but decreased after astemizole treatment.  

Channel protein was detected in cirrhotic and dysplastic livers. 

 Our results suggest astemizole as a potential therapy for cervical cancer. In 

addition, we suggest astemizole for HCC prevention and treatment, and Eag1 channels 

as potential early HCC markers. 
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1. INTRODUCCIÓN. 

 

El cáncer es una enfermedad caracterizada por la proliferación descontrolada 

de las células; existen factores de nuestro estilo de vida que aumentan el riesgo de 

varios tipos de cáncer. En general el cáncer no es hereditario, aunque existen factores 

genéticos que hacen susceptibles a las personas a padecerlo (Xu et. al., 2013), es 

provocado por diversos factores medioambientales, los cuales ocasionan mutaciones 

en algunos genes, lo que lleva a la transformación maligna de las células. En los 

últimos años, se han llevado a cabo diversos estudios respecto al tema con la finalidad 

de conocer mejor los genes, las proteínas y los procesos que controlan el ciclo celular, 

la apoptosis y la diferenciación celular, lo que permite entender mejor esta patología y 

obtener nuevas estrategias para combatirla (Gariglio, 2003). 

 

1.2 Cáncer Cervical. 

                   

El cáncer cervino-uterino (CaCu) es un gran problema de salud y se sabe que el 

principal factor de riesgo para el desarrollo de esta patología es la infección por virus 

del papiloma humano de alto riesgo (HR-HPV por sus siglas en inglés) (Gariglio, 

2003).  
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Los HR-HPV favorecen la proliferación celular e inhiben los mecanismos de 

apoptosis. El virus es capaz de integrar su genoma al de la célula y favorecer así la 

expresión de las oncoproteínas E6 y E7, las cuales, por medio de la inactivación de 

proteínas supresoras de tumores como son p53 y Rb (además de interaccionar con 

otros blancos independientes de p53 y Rb), son capaces de inmortalizar cultivos 

primarios de queratinocitos humanos y transformarlos con la ayuda del oncogén ras 

(Zur-Hausen, 2002). Sin embargo, se necesitan otros factores para que se desarrolle 

un tumor maligno además de la infección viral entre los que se encuentran los 

estrógenos. Es importante señalar que en mujeres no infectadas con HR-HPV los 

estrógenos no son factor de riesgo para el desarrollo de cáncer cervical (Brake y 

Lambert, 2005). 

Los estrógenos juegan un papel muy importante en el desarrollo y el 

mantenimiento de las funciones sexuales y reproductivas, ya que tanto en los hombres 

como en las mujeres ejercen una gran variedad de efectos biológicos (Brake y 

Lambert, 2005). 

Se han descrito principalmente dos tipos de receptores de estrógenos, el ERα y 

el ERβ. Estos receptores pertenecen a la familia de los receptores nucleares que 

funcionan como factores de transcripción. Se ha descrito que los ERα y ERβ pueden 

tener acciones opuestas en los promotores de algunos genes, particularmente 

aquellos involucrados en la proliferación celular, lo que sugiere que la respuesta 

proliferativa al estradiol es el resultado de un balance entre la señalización del ERα y 

el ERβ. Con el fin de modular farmacológicamente las actividades de los ERα y ERβ se 
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han obtenido diversos antagonistas de estos receptores, sin embargo, se ha observado 

que algunos de estos antiestrógenos tienen funciones contrarias, dependiendo del 

tejido sobre el que actúen, es decir, en un tejido pueden actuar como antagonistas, 

pero en otro como agonistas (Heldring et. al., 2007). 

El cáncer cervical es curable siempre y cuando sea detectado a tiempo. Para 

estadios tempranos, el tratamiento de elección es la cirugía, con una alta probabilidad 

de éxito. En etapas avanzadas de la enfermedad, desafortunadamente hay poco que 

hacer, los tratamientos consisten de quimio y radioterapias, las cuales la mayoría del 

tiempo solo funcionan de manera paliativa (Denny, 2012).  

El cáncer cervical es una de las principales causas de muerte por cáncer entre 

las mujeres, especialmente en los países en desarrollo (Franco et. al., 2001, WHO), 

esto se debe principalmente a la detección tardía de la enfermedad pero sobre todo a 

las terapias poco efectivas en los estadios avanzados, por lo que son necesarias nuevas 

alternativas terapéuticas. 

 

1.3 Cáncer Hepático. 

 

Existen varios tipos de cáncer hepático dependiendo del tipo celular, como los 

colangiocarcinomas, los angiosarcomas, el hepatoblastoma y el cáncer hepatocelular 

(El-Serag y Rudolph, 2007). 
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De los cánceres primarios de hígado, del 85 al 95% corresponden al cáncer 

hepatocelular (HCC) (El-Serag y Rudolph, 2007); que ocupa el quinto lugar en todo el 

mundo (Globocan, 2008) y además, es la tercera causa de mortalidad por cáncer 

(Globocan, 2008, Parkin, 2000).  

Existen numerosos factores de riesgo para el desarrollo de HCC, entre los 

cuales se encuentran la raza, siendo más susceptibles las personas asiáticas, la edad ya 

que las personas con más riesgo son las que sobrepasan los 65 años, el género debido 

a que los hombres presentan una mayor incidencia con respecto a las mujeres, los 

factores alimenticios como el abuso en el alcohol y el consumo de alimentos 

contaminados con aflatoxinas, y la obesidad, entre otros. Sin embargo, los factores de 

riesgo más contundentes son la infección crónica con el virus de la hepatitis B o C y 

por lo general cualquier factor que lleve al desarrollo de la cirrosis, debido a que éste  

es el principal factor de riesgo para el desarrollo del cáncer hepático (El-Serag y 

Rudolph, 2007, Altekruse et. al., 2009).  

Por lo general, el cáncer hepatocelular tiene un mal pronóstico debido a que  no 

responde a los tratamientos existentes, ya que cuando éste es detectado se encuentra 

en una fase muy avanzada de la enfermedad y lo único que se administra son 

tratamientos paliativos (El-Serag y Rudolph, 2007, Schiffer et. al., 2005, Befeler y 

Bisceglie, 2002). Por lo anterior, es necesario el desarrollo de nuevos métodos de 

detección temprana para esta enfermedad, así como nuevos blancos terapéuticos 

efectivos para etapas tanto tempranas como avanzadas del cáncer hepatocelular.  
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1.4 Canales Iónicos. 

 

Los canales iónicos representan una nueva alternativa como elementos de 

diagnóstico temprano y blancos terapéuticos para diversos tipos de cáncer. 

Los canales iónicos son proteínas transmembranales que controlan el paso de 

los iones y ayudan a mantener el gradiente electroquímico a través de la membrana 

de toda célula viva (Figura 1). Estos canales actúan como compuertas que se cierran o 

se abren en función de los estímulos externos y además, son capaces de diferenciar 

qué iones pasan a través de ellos, es decir, presentan selectividad iónica. Existen 

canales de potasio, calcio, sodio y  cloruro, los cuales se encuentran implicados en una 

amplia gama de procesos fisiológicos como la excitación nerviosa y muscular, la 

transducción sensorial, la proliferación y el metabolismo celular, entre otros  (Hille, 

2001). Por lo anterior, se ha observado que alteraciones en estos canales pueden 

llevar al desarrollo de múltiples enfermedades conocidas como  canalopatías 

(Martínez, 2004). 
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Figura 1. Canales iónicos. Esquema de la estructura y ubicación en la membrana 

celular (Hille, 2001). 

Los canales iónicos pueden presentar una de las tres diferentes 

conformaciones, abierto (conductora), cerrado  ó inactivado (no conductora) (Figura 

2). De esta manera, dependiendo del estímulo que provoca la apertura del canal, se 

pueden clasificar en diferentes tipos: canales dependientes de voltaje, canales 

activados por ligando, canales mecanosensibles y canales activados por temperatura 

(Hille, 2001, Tamargo, 2004).   

Existe una gran variedad de canales dependientes de voltaje entre los cuales 

tenemos a los de potasio (Kv). 
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Figura 2. Estados conformacionales de los canales iónicos. Cuando la célula está en 

reposo el canal se encuentra cerrado (izquierda), frente a un estimulo el canal se abre 

(centro) y finalmente una de las 4 esferas de inactivación lo inactiva (derecha). 

(Armstrong y Hille 1998). 

  

1.5 Canales de Potasio. 

 

 Los canales de potasio dependientes de voltaje están formados por cuatro 

subunidades α, cada subunidad consta de seis segmentos transmembranales (S1-S6), 

además, de una región N-terminal y C-terminal localizadas citoplásmicamente; poseen 

también una región de poro que se encuentra entre el segmento S5 y S6 el cual es 

altamente selectivo para potasio. Al segmento S4 se le ha considerado como el sensor 

de voltaje gracias a que contiene una gran densidad de aminoácidos cargados 

positivamente (Figura  3a); de esta manera, cuando se da un cambio en el potencial de 

la membrana, éste es sensado por el segmento S4, provocando su translocación, lo que 
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lleva a un cambio conformacional en el canal y con esto, a la apertura del mismo 

permitiendo el paso de potasio a través del mismo (Figura 3b) (Heinemann y Solveig, 

2001). 

 

 

Figura 3. Subunidad α de los canales de potasio activados por voltaje. a) Cada 

subunidad posee 6 segmentos transmembranales, un sensor de voltaje (S4), una 

región de poro selectiva para potasio (entre S5 y S6) y regiones amino y carboxilo 

terminal hacia la región del citoplasma. b) Arreglo de las subunidades y apertura del 

canal, poro (en verde), sensor de voltaje (en rosa) que al translocarse provoca la 

apertura del canal y el flujo de potasio (Heinemann y Solveig, 2001). 
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 Existe una gran variedad de familias de canales de potasio y dentro de todas 

ellas encontramos a la familia de canales de potasio Eag1 (Éter à go-go), la cual ha 

tomado mucha importancia debido a su participación en la proliferación celular y a su 

elevada expresión en diferentes tipos de cáncer (Pardo, 2004). 

 

1.6 Canales de Potasio Éter à go-go (Eag). 

 

La familia de canales de potasio Eag se llama así debido a que a finales de la 

década de 1960 se estaba experimentando con mutantes de la mosca de la fruta  

Drosophila melanogaster, y se descubrió que con cierta mutación y posterior anestesia 

con éter las moscas presentaban un fenotipo característico, el cual era un movimiento 

pausado y rítmico de sus patas, lo que asemejaba un baile à-go-go, de aquí que se 

nombrara  Éter à go-go al locus mutado responsable de este fenotipo (Kaplan et. al., 

1969). Años  más tarde, se descubrió que dicho locus codificaba para una familia de 

canales de potasio. Este descubrimiento fue seguido de la identificación de tres 

diferentes subfamilias: Eag, Erg (gene relacionado con Eag) y Elk (canal de K+ parecido 

a Eag); años más tarde fueron clonados todos los miembros de las subfamilias 

identificando dos para Eag (Eag1 y Eag2), tres para Erg (Erg1, Erg2 y Erg3) y tres para 

Elk (Elk1, Elk2 y Elk3) (Bauer y Schwarz, 2001) (Figura 4b). 
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Como para otros canales de potasio activados por voltaje,  se ha propuesto que 

los canales Eag  están formados por el ensamble de cuatro subunidades α, cada una de 

ellas consta de seis segmentos transmembranales (S1-S6); al segmento S4 se le ha 

considerado como el sensor de voltaje y la región del poro se localiza entre los 

segmentos S5 y S6, el cual es altamente selectivo para potasio. Cada subunidad α 

posee un extremo amino y un carboxilo terminal hacia el interior de la célula, en 

donde se han encontrado características de suma importancia como un dominio PAS  

(Per-Arnt-Sim) en la región amino, el cual es un sensor de oxígeno en varias proteínas; 

así también, se ha encontrado en la región carboxilo un dominio de unión a 

nucleótidos cíclicos (cNBD), una secuencia de unión a calcio-calmodulina (CaM), una 

secuencia de tetramerización para la unión de las cuatro subunidades α (TCC) y algo 

muy interesante, es que se ha encontrado una secuencia de localización nuclear (NLS) 

(Figura 4a) (Bauer y Schwarz, 2001, Napp, 2003). Además de estos dominios, se ha 

encontrado un dominio de unión a la proteína epsina, la cual se sabe que está 

involucrada en la internalización de receptores para factores de crecimiento. 

Una de las características electrofisiológicas importantes de los canales Eag1 es 

que tienen una corriente de activación lenta y que ésta no se inactiva frente a una 

despolarización sostenida (Figura 4c); además, a pre-pulsos más negativos, el canal 

presenta una corriente de activación más lenta; a este fenómeno se le conoce como 

efecto Cole-More (también lo presenta Eag2), el cual se acentúa aún más con 

concentraciones crecientes de magnesio (Figura 5) (Bauer y Schwarz, 2001). 
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Figura 4. Familia Eag. a) Subunidad α, las letras representan los segmentos 

transmembranales, P es la región del poro, y en colores se representan los dominios. 

b) miembros de la familia Eag. c) corrientes características de los canales de la familia 

Eag (Napp, 2003, Bauer y Schwarz, 2001). 

 

a 

b 

c 
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La expresión del canal Eag1  (principal miembro de la familia Eag implicado en 

cáncer) se ha encontrado muy limitada en el tejido sano, y de manera muy interesante 

se ha encontrado una alta expresión en los diferentes tipos de cáncer y líneas 

tumorales, por lo que se le ha sugerido un importante papel en la proliferación celular 

y la transformación maligna de las células (Hemmerlein et. al., 2006, Pardo et. al., 

1999). 

 

 

Figura 5. Efecto Cole-More de los canales Eag1. A prepulsos más negativos y a mayor 

concentración de magnesio, la activación de los canales se vuelve más lenta (Bauer y 

Schwarz, 2001). 
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1.7 Canales Eag1 y el Cáncer. 

 

La expresión de Eag1 en tejido sano se encuentra limitada casi exclusivamente 

al cerebro aunque también se ha encontrado (en menor cantidad) expresado en 

testículo, glándula adrenal y transitoriamente en mioblastos (Pardo et. al., 1999, 

Occhiodoro et. al., 1998, Hemmerlein et. al., 2006); de manera muy importante se ha 

encontrado una fuerte expresión en la placenta y en las células del  endotelio vascular 

(Díaz et. al.,  2009) (Figura 6). 

 

a 
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Figura 6. Expresión de Eag1 en tejido sano. En a) se observa el nivel de expresión de 

Eag1 por PCR en tiempo real en diferentes tejidos (En el inserto se observa el nivel de 

expresión del gen endógeno). b) Inmunolocalización de Eag1 en membrana de  

sinciciotrofoblasto  y en el núcleo de células del endotelio vascular (Hemmerlein et. al., 

2006, Díaz et.al., 2009). 

Si bien la expresión de Eag1 en tejido sano es limitada, la expresión del mismo 

es muy elevada en las líneas celulares cancerosas incluyendo cáncer de mama, cáncer 

de pulmón, cáncer cervical, cáncer de ovario, queratinocitos transfectados con los 

oncogenes del virus del papiloma humana E6/E7, neuroblastoma, melanoma, cáncer 

gástrico y leucemia  (Díaz et. al., 2009, Pardo et. al., 1999, García-Becerra et. al., 2010, 

Asher et. al., 2010, Meyer et. al., 1999, Gavrilova-Ruch et. al., 2002, Agarwal et. al., 

2010). De igual manera, se ha encontrado una alta expresión en diferentes  biopsias de 

los pacientes con diversos tipos de cáncer como hígado, cérvix, pulmón, mama, colon y 

próstata entre otros (Hemmerlein et. al., 2006, Farías et. al., 2004, Ousingsawat et. al., 

2007). 

b 
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Eag1 participa en la proliferación celular y la progresión tumoral. Se ha 

encontrado que las células CHO (ovario de hámster chino) que son transfectadas con 

el canal, proliferan más (aún en condiciones de bajas concentraciones de suero) y 

pierden su capacidad de inhibición por contacto comparadas con las células silvestres. 

Eag1 favorece la progresión de tumores ya que cuando se implantan células 

transfectadas con el canal en ratones inmunodeprimidos, éstas forman tumores más 

grandes y más agresivos que las células transfectadas con otro canal de potasio (Pardo 

et. al., 1999) (Figura 7A y B). 

 

 

Figura 7. Actividad transformante de Eag1.  A) Células transfectadas con Eag1 pierden 

su capacidad de inhibición por contacto y forman tumores  agresivos y necróticos en 

ratones inmunodeprimidos B) (Pardo et. al., 1999). 

 

A B 
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Aunado a esto, estudios recientes han demostrado que Eag1 podría funcionar 

no solo como marcador de cáncer sino también como marcador tumoral temprano. 

 

1.8 Eag1 como Marcador Tumoral Temprano. 

 

Eag1 podría funcionar como marcador tumoral temprano, ya que se ha 

encontrado la expresión del mismo en biopsias de cérvix normales por papanicolau 

que presentan diversos tipos de alteraciones como son la infección por virus del 

papiloma humano de alto riesgo (HR-HPV), la hiperplasia adenomatosa atípica de 

endometrio y el tumor benigno en ovario, lesiones que si bien no son cáncer, son 

factores que podrían llevar al desarrollo del mismo (Figura 8a) (Farías et. al., 2004). 

De igual manera, se ha encontrado la expresión de Eag1 en muestras de diverticulitis, 

un grado de lesión temprana que en algunos casos puede llevar al desarrollo de cáncer 

de colon (Ousingsawat et. al., 2007). Además, se ha encontrado la expresión del 

mensajero de Eag1 en muestras de tejido que aparentan ser normales cuando se 

analizan histológicamente pero que se encuentran circundantes al desarrollo de 

tumores de glándula mamaria (Figura 8b) (Hemmerlein et. al., 2006). Otro trabajo 

importante que permite postular la posibilidad de marcador temprano del cáncer es la 

determinación de la expresión de Eag1 mediante inmunocitoquímica en muestras de 

displasias cervicales con lesiones intraepiteliales de bajo o alto grado las  cuales 

muestran la expresión a nivel de membrana celular y nuclear. Se ha reportado que las 
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células que morfológicamente no se muestran transformadas, pero que provienen de 

displasias cervicales, expresan también el canal Eag1 (Figura 8c) (Ortiz et. al., 2011). 

 

     

 

 

a 

b 

c 
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Figura 8. Eag1 como marcador tumoral temprano de lesiones cervicales. a) Expresión 

de Eag1 por Southern blot en biopsias cervicales negativas a papanicolau. b) 

Citologías de displasia cervical, expresión de Eag1 (en café) en células normales y 

transformadas. c) Mensajero de Eag1  en tejido circundante al tumor de mama 

estudiado por PCR en tiempo real (Farías et. al., 2004, Hemmerlein et. al., 2006, Ortiz 

et. al., 2011). 

 

Los datos anteriores sugieren a Eag1 como un marcador tumoral potencial, por 

lo que podría servir como una herramienta de suma utilidad para el diagnóstico 

oportuno de algunos otros  tipos de cáncer. 

Además de lo anterior, de manera muy interesante se ha encontrado que Eag1 

puede funcionar como blanco terapéutico para el tratamiento del cáncer, como se 

describe a continuación.  

 

1.9 Eag1 como  Blanco Terapéutico en Cáncer.   

 

Eag1 ha tomado mucha importancia como blanco terapéutico potencial debido 

a que se ha encontrado que su inhibición tanto a nivel de expresión de genica con 

oligonucleótidos antisentido y RNA de interferencia o bien del bloqueo de  su 

actividad con anticuerpos monoclonales o fármacos bloqueadores inespecíficos del 
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canal (astemizol e imipramina), reduce la proliferación celular tumoral in vitro e in 

vivo  (Figura 9) (Ouadid-Ahidouch et. al., 2011, Díaz et. al., 2009, Pardo y Stuhmer, 

2008, Weber et. al., 2006, Pardo et. al., 1999, García-Becerra et. al., 2010, Gavrilova-

Ruch et. al., 2002, Gómez-Varela et. al., 2007, García-Ferreiro et. al., 2004). El 

astemizol un antihistamínico de segunda generación, inhibe al canal Eag1 y disminuye 

la proliferación de las células tumorales que lo expresan, dicho efecto antiproliferativo 

podría ser consecuencia del bloqueo de Eag1 por el astemizol (Ouadid-Ahidouch et. 

al., 2001, Díaz et. al., 2009, Downie et. al., 2008). También se ha observado efectos in 

vivo del astemizol sobre el crecimiento tumoral; la administración diaria del astemizol 

reduce el crecimiento de los tumores implantados en ratones (Downie et. al., 2008). 

Los datos anteriores reflejan la importancia del canal Eag1 como potencial blanco 

para la terapia anticáncer y del uso del astemizol como fármaco anti-tumoral (García-

Quiroz y Camacho, 2011, Pardo y Stuhmer, 2008, Wulff et. al., 2009). 

 

                           

Figura 9. Efecto del bloqueo de Eag1 sobre la viabilidad celular y el volumen tumoral. a) 

Inhibición de la viabilidad celular en queratinocitos transformados tratados con 

a b 
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astemizol. b) Disminución del volumen tumoral en ratones bajo tratamiento con 

astemizol (Díaz et. al., 2009, Downie et. al., 2008).  

 

1.10 Astemizol. 

 

El astemizol es un antihistamínico de segunda generación que no atraviesa la 

barrera hematoencefalica, y compite con la histamina por los sitios de unión a los 

receptores H1 (Figura 10). 

 Existen cuatro tipos de receptores a histamina (H1-H4) (Parsons y Ganellin, 

2006). De manera muy interesante se ha observado que la activación de los 

receptores H1 y H2 conducen a la proliferación celular en tejidos normales o malignos 

dependiendo del tipo celular y de la concentración de la histamina (García-Quiroz y 

Camacho, 2011), además, algunos tipos de antihistamínicos inhiben el efecto 

proliferativo de la histamina en las células malignas (Reynolds et. al., 1996). 

Interesantemente, el astemizol se ha sugerido como un agente terapéutico para tratar 

diferentes tipos de cáncer; sin embargo, sus efectos anticáncer han sido atribuidos no 

sólo al bloqueo de los receptores H1 (García-Quiroz y Camacho, 2011) si no que 

también se han encontrado diferentes blancos del astemizol: los receptores H1, la 

glicoproteína-p, y los canales de potasio Eag (blancos que se han visto involucrados en 

cáncer) (Parsons y Ganellin, 2006, García-Quiroz y Camacho, 2011, Ouadid-Ahidouch 
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et. al., 2001, Díaz et. al., 2009, Downie et. al., 2008, Pardo y Stuhmer, 2008, Weber et. 

al., 2006, Wulff et. al., 2009, Ishikawa et. al., 2000). Se ha demostrado que el astemizol  

potencía el efecto inhibitorio de la doxorubicina en las células de leucemia resistentes 

a doxorubicina por inhibir la glicoproteína-p, una proteína de resistencia a 

multidrogas codificada en el gen ABCB1 (Ishikawa et. al., 2000). Más recientemente, el 

efecto inhibitorio del astemizol sobre las células cancerosas ha sido atribuido al efecto 

del bloqueo de los canales de potasio, principalmente el canal Eag1 (García-Quiroz y 

Camacho, 2011, García-Ferreiro et. al., 2004, Downie et. al., 2008, Wulff et. al., 2009).  

Por lo anterior, el reposicionamiento de algunos viejos fármacos con nuevos efectos 

anticáncer es una buena alternativa para la lucha contra el cáncer. Un ejemplo de esto 

es el nuevo  uso de la talidomida para el tratamiento contra el mieloma múltiple 

(Suzuki, 2013).  

 

Figura 10. Estructura química del antihistamínico astemizol (García-Quiroz y 

Camacho, 2011). 
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Por todo lo antes mencionado resulta urgente encontrar nuevos blancos 

terapéuticos y marcadores tumorales para el diagnóstico oportuno y el tratamiento 

efectivo tanto del cáncer cervical como del cáncer hepático. El canal de potasio Eag1 

ha demostrado ser un prometedor blanco terapéutico y marcador tumoral para 

diversos tipos de cáncer, por lo que el bloqueo de éste podría funcionar en el 

tratamiento del cáncer cervical y hepático, además podría funcionar como un 

marcador tumoral para el cáncer hepático. El astemizol cuando es utilizado en células 

que expresan el canal Eag1 ha mostrado efectos sobre la disminución de la 

proliferación celular y el volumen tumoral, por lo que el uso de éste para el 

tratamiento del cáncer augura resultados prometedores. 

 

2. JUSTIFICACIÓN. 

 

 Los tratamientos para el cáncer en la práctica médica actual no son efectivos en 

el cáncer avanzado, además cuando se usan en el cáncer detectado en etapas 

tempranas no presentan garantía de cura y producen efectos adversos a los pacientes. 

Por lo anterior es de suma importancia encontrar nuevos marcadores 

tempranos pero sobre todo, tratamientos efectivos para las diversas etapas de la 

enfermedad. 
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3. HIPÓTESIS. 

 

El tratamiento con astemizol disminuirá la proliferación y aumentará la 

apoptosis en las células de cáncer cervical y hepático. Además, disminuirá el tamaño 

de los tumores o la aparición  de los mismos en un modelo in vivo de cáncer hepático. 

Habrá una expresión diferencial de  Eag1 en las diferentes etapas de desarrollo del 

cáncer hepático. 

 

4. OBJETIVOS. 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL. 

 

Investigar el efecto del astemizol sobre la proliferación y la apoptosis de las 

líneas celulares de cáncer cervical y hepático, así como sobre el desarrollo tumoral en 

un modelo de cáncer hepático, y también investigar si tales efectos se asocian a 

cambios en la expresión de Eag1. 
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4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

 Investigar el efecto del astemizol y la imipramina (bloqueador inespecífico de 

Eag1, el cual ha mostrado menor efecto que el astemizol) sobre la proliferación 

y la apoptosis de las líneas celulares de cáncer cervical y de cáncer hepático. 

 Desarrollar el modelo de cáncer hepático en ratas Wistar  y estudiar el efecto 

del astemizol sobre el desarrollo tumoral.  

 Realizar estudios histopatológicos, así como estudios de la expresión génica y 

de proteína para Eag1 por medio de RT-PCR en tiempo real e 

inmunohistoquímica, respectivamente.  

 Investigar el desarrollo tumoral por medio de la medición de la actividad de la 

enzima GGT, la cual es un marcador de daño hepático comúnmente utilizado. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

5.1 Líneas Celulares y Reactivos. 

 

Las líneas celulares de cáncer cervical HeLa, SiHa, CaSki, INBL, y C-33A, así 

como la línea celular de cáncer hepático HepG2, todas provenientes de seres humanos, 

se obtuvieron de la  American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA),  y 

cultivadas de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El astemizol fue amablemente 

donado por los laboratorios Liomont (México) y la imipramina, así como el DMSO se 

compraron a la empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, USA). El anticuerpo 

monoclonal anti-Eag1 de obtuvo de Novus International (Littleton CO, USA).  

 

5.2 Inmunocitoquímica.  

 

Las líneas celulares se crecieron sobre laminillas cargadas y se sometieron al 

calor para la recuperación antigénica, posteriormente se realizó el bloqueo de la 

peroxidasa endógena por 10 minutos (Bio SB, Santa Barbara, CA, USA), después las 

laminillas se incubaron en presencia del anticuerpo para Eag1 (1:500) por toda la 

noche (Novus International). Al día siguiente, las laminillas se incubaron con el 
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anticuerpo secundario comercial de Bio SB por 15 minutos y posteriormente, se 

incubaron con estreptavidina por 15 minutos más (Bio SB). La reacción se terminó 

incubando las laminillas en presencia de diaminobencidina. La presencia de la 

proteína se observa como una tinción café (BioSB). Las laminillas se contra-tiñeron 

con hematoxilina (Dako, Glostrup, Denmark) y observadas en el microscopio Olympus 

IX51; las imágenes se tomaron con una cámara DP70 Olympus.    

 

5.3 Actividad metabólica (ensayo MTT). 

 

La proliferación celular se estudió por medio del método MTT de medición de 

la actividad metabólica. Las células se sembraron en placas de 96 pozos y la 

proliferación celular se ensayó por el método colorimétrico basado en la conversión  

de las sales de tetrazolium a cristales de formazán, por la actividad de la enzima 

deshidrogenasa en la mitocondria [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide] (MTT). Para la cual se uso el “cell proliferation kit I”, 

obtenido de Boehringer Mannheim GmbH. Las células se incubaron durante 96 horas 

en el medio de cultivo solo o en presencia del astemizol (2 μmol/L and 5 μmol/L), 

imipramina (10 μmol/L), o vehículo  (DMSO). El MTT (0.5 mg/mL) fue adicionado 4 

horas antes del término del tratamiento. Una vez finalizado el tiempo de tratamiento, 

se agregó SDS (al 10% en HCl) para disolver los cristales. Finalmente, los valores de 

absorbancia fueron obtenidos mediante un fotómetro de microplaca (Sunrise 

Touchscreen). 
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5.4 Apoptosis. 

 

En las células normales la distribución de los fosfolípidos de la membrana es 

asimétrica, la membrana interna contiene fosfolípidos aniónicos como la 

fosfatidilserina (PS) y la externa fosfolípidos neutros. En la célula apoptótica se 

produce la translocación de restos de PS de la membrana interna a la externa, esto 

ocurre durante la apoptosis temprana donde se mantiene la integridad de la 

membrana. La anexina-V es una proteína con gran afinidad a los restos de PS, por lo 

tanto la anexina se puede unir a las células apoptóticas por exponer los restos de PS al 

exterior, discriminando así las células apoptóticas de las normales. Dado que la 

membrana de las células necróticas se permeabiliza estas pueden unir también 

anexina por lo que para distinguirlas de las células apoptóticas se usa el ioduro de 

propidio (IP) el cual se une al DNA por lo tanto solo las células necróticas podrán 

capturar el IP. 

Viables: No unen anexina ni IP 

Apoptosis temprana: Unen anexina-V 

Apoptosis tardía: Unen anexina e IP 

Necrosis: Unen IP mayormente  

 

 

 



EEffeeccttoo  ddeell  AAsstteemmiizzooll  eenn  CCéélluullaass  ddee  CCáánncceerr  CCeerrvviiccaall  yy  eenn  MMooddeellooss  ddee  CCáánncceerr  HHeeppááttiiccoo..  
M. en C. María de Guadalupe Chávez López 

36 

 

 

Las células se sembraron en cajas de cultivo de 60 mm y se incubaron durante 

96 horas con el medio de cultivo solo o en presencia del astemizol (2 μmol/L y 5 

μmol/L), imipramina (10 μmol/L), o vehículo (DMSO). Camptotecina (inductor de 

apoptosis) y metanol (inductor de la necrosis) se usaron como controles positivos, los 

cuales fueron adicionados 24 horas antes del término del tratamiento. La apoptosis se 

determinó mediante la unión de la anexina V-FITC a la fosfatidilserina y a la tinción 

del DNA con yoduro de propidio (PI) [Annexin V-FITC kit (Invitrogen Co.)]. Los 

experimentos se llevaron a cabo por medio de citometría de flujo [cytometer CYAN 

ADP (Dako, Glostrup, Denmark)]. El porcentaje de células viables (FITC y PI 

negativas), de células apoptóticas (FITC positivas y PI negativas), y de células en 

apoptosis tardía (FITC y PI positivas) se obtuvieron por medio del análisis de 

cuadrantes usando el Software Summit 4.3. 

 

5.5 Animales y tratamiento. 

 

En el presente trabajo se utilizó el modelo de la hepatocarcinogénesis en la rata 

mediante N-dietilnitrosamina (DEN) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), el cual 

recapitula la formación secuencial de cirrosis-HCC como suele suceder en los 

humanos (Schiffer et. al., 2005).  El protocolo de experimentación se aprobó por el 

Comité correspondiente del Cinvestav (CICUAL). Las ratas se alimentaron con la dieta 

Purina Chow y agua ad libitum. La Figura 11 muestra un esquema de los diferentes 
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grupos y los tratamientos. Las ratas Wistar macho de 200g de peso (UPEAL-Cinvestav, 

México) recibieron inyecciones intraperitoneales de DEN (50 mg/kg) una vez a la 

semana por 12 o 16 semanas siguiendo el procedimiento descrito por Schiffer et. al., 

2005. El astemizol se administró oralmente a una dosis de 50 mg/kg diariamente 

durante 4, 12, o 18 semanas dependiendo del grupo. El grupo control fue tratado con 

PBS por 18 semanas. Los animales se pesaron semanalmente y al término del 

tratamiento se sacrificaron por decapitación. Los hígados se disectaron rápidamente, 

se pesaron y fotografiaron; posteriormente se cortaron y una sección fue congelada y 

almacenada a -80°C, otra sección fue homogeneizada con TRIzol para la posterior 

obtención de RNA y una última sección se fijó en formaldehído al 4% para posteriores 

estudios de inmunohistoquímica.  

 

 

Figura 11. Régimen de dosificación y grupos estudiados en el modelo de CHC. El grupo A 

recibió únicamente vehículo (PBS). El DEN se administró durante 12 (Grupos B y C) o 16 
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semanas (Grupos D-I). El astemizol se administró desde el inicio (Grupos C y F), desde las 12 

semanas (Grupo G), o después del tratamiento con DEN (Grupo I).  

 

5.6 Histología e inmunohistoquímica. 

 

Histoquímica GGT: Cortes representativos de 15 µm de grosor de los hígados 

congelados se tiñeron para detectar la actividad de la enzima GGT de la siguiente 

manera: los cortes se montaron en las laminillas y estas se fijaron por 10 minutos con 

etanol al 96% y posteriormente, incubadas 30 minutos con solución de GMNA (125 

µg/ml de γ-glutamil-4-metoxi-2-naftilamina (GMNA), 500 µg/ml glicilglicina, 500 

µg/ml de sal Fast blue BB en Tris 100 mM, pH 7.4). Posteriormente, las laminillas se 

incubaron por 5 minutos con una solución de CuSO4 0.1M, finalmente las laminillas se 

dejaron secar y se escanearon en alta resolución. El análisis del porcentaje de las áreas 

GGT positivas (precipitado rojo) se llevó a cabo mediante el Software ImageJ 1.45g  

(NIH, USA).  

Inmunohistoquímicas: los hígados fijados en formaldehído se embebieron en 

parafina y se realizaron cortes de 4 µm de grosor, los cuales se montaron en laminillas 

cargadas (con silano); posteriormente los tejidos se desparafinaron mediante xileno y 

series decrecientes de etanol. Las laminillas se sumergieron en buffer de EDTA (0.01 

mol/L (pH 8.0) y se realizó la recuperación antigénica mediante calor. 

Posteriormente, se realizó el bloqueo de la peroxidasa endógena por 10 minutos (Bio 

SB, Santa Barbara, CA, USA); después, las laminillas se incubaron en presencia del 
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anticuerpo para Eag1 (1:500) por toda la noche (Novus International). Al día 

siguiente, las laminillas se incubaron con el anticuerpo secundario por 15 minutos 

(Bio SB) y posteriormente, se incubaron con estreptavidina por 15 minutos más (Bio 

SB). La reacción se completó incubando las laminillas en presencia de 

diaminobencidina (BioSB).  La presencia de la proteína se observa como una tinción 

café. Las laminillas se contra-tiñeron con hematoxilina (Dako, Glostrup, Denmark) y se 

observaron en el microscopio Olympus IX51; las imágenes se capturaron con una 

cámara DP70 Olympus.    

 

5.7 PCR en tiempo real. 

 

El RNA total se extrajo de los hígados mediante el homogeneizado con TRIzol. 

Se tomaron cinco µg del RNA total para la reacción de la reverso-transcripción usando 

la Moloney Murine Leukemia Virus Reverso-Transcriptasa (M-MuLV) (BioLabs Inc.). 

Los experimentos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo con 2 µl de cDNA usando el 

sistema de detección TaqManTM (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) y el kit de 

reactivos Universal PCR Master Mix (Life Technologies). Las secuencias de primers 

empleadas fueron las siguientes: GATCTTCGCCGTAGCCATCAT (forward), 

TCCCAAAGATGGTGGCATACAG (reverse), sonda: AAGGGAGCCAATCATC para Eag1 de 

rata, y GTCCATTCCTATGACTGTAGATTTTATCAGA (forward), AATAACTTTTA 

TGTCCCCCGTTGACT (reverse), sonda: CTGAAGAGCTACTGTAATGAC para 

hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HPRT) de rata, la cual fue usada como 
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gen constitutivo.  El protocolo de reacción empleado fue 95 °C por 10 minutos, 95 °C 

por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto (40 ciclos). Los datos fueron analizados por 

medio del método de la  2-∆∆Ct que permite la cuantificación relativa de la expresión 

genética. Esta técnica consiste en restar el valor de Ct del gen problema al Ct del gen 

endógeno, y de este modo se obtiene la primera delta (1ª Δ). Una vez realizado este 

paso tanto para el control como para los tratamientos, se obtiene la segunda Δ al 

restar el valor de la 1ª delta de un tratamiento al valor de la 1ª Δ del control. Cuando 

el gen problema es menos abundante que el gen endógeno la segunda delta deberá ser 

de un valor negativo por lo que se multiplica por -1, esto aún si el valor de la 2ª Δ fuera 

positivo y es elevado como exponente de la base 2, resultando así el valor del 

incremento en el número de veces en la expresión del gen de interés, corregido por el 

gen endógeno en el mismo tratamiento y por la expresión génica del control. Para 

obtener el valor del control como 1, se resta a sí mismo la 1ª Δ, lo que da un valor de 

cero, y este elevado como exponente de base 2 origina el valor de 1. 

 

5.8 Análisis Estadístico. 

 

Los datos se analizaron por medio del programa GraphPad Prism 5.0 aplicando 

ANOVA de una vía seguida de la prueba de Tukey-Kramer. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas cuando el valor de p<0.05. 
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6. RESULTADOS.  

 

6.1 El Astemizol Disminuye la Viabilidad Celular en Células de 

Cáncer Cervical. 

 

Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo, ya se había demostrado la 

expresión del canal Eag1 en las líneas de cáncer cervical aquí estudiadas, así que se 

decidió estudiar el efecto de los dos bloqueadores no selectivos para el canal, 

astemizol e imipramina sobre la viabilidad de estas líneas. Mientras que la imipramina 

prácticamente no mostró efecto sobre la viabilidad, el astemizol fue capaz de reducirla 

en las 5 líneas celulares de cáncer cervical aquí estudiadas, especialmente a la 

concentración de 5 µM (Figura 12). 
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Figura 12. Efecto del astemizol sobre la viabilidad celular en las líneas de cáncer 

cervical. Ensayo de viabilidad celular mediante la técnica de MTT. Se probaron 3 

cultivos diferentes con 6 réplicas técnicas cada uno. *P<0.05 vs control.  

 

 

6.2 El Astemizol Induce Apoptosis en Células de Cáncer Cervical. 

 

Algo similar a lo anterior sucedió en el caso de la apoptosis. La imipramina no 

produjo ningun efecto sobre las líneas estudiadas, mientras que el astemizol (a la 

concentración de 5 µM) fue capaz de inducir apoptosis en un 20-70% del total de la 

población, dependiendo de la línea celular (Figura 13). Tomando los dos resultados 

anteriores podemos sugerir al astemizol como un agente terapéutico potencial para el 

cáncer cervical.   
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Figura 13. Efecto pro-apoptótico del astemizol en líneas celulares de cáncer cervical. 

Las celulas se trataron por 96 hrs con los farmacos y ensayadas para apoptosis 

mediante el método de la anexina V. Se probaron tres cultivos independientes con 3 

repeticiones técnicas cada uno. *P<0.05 vs vehículo.  

 

 

6.3 El Astemizol Disminuye la Viabilidad Celular e Induce Apoptosis 

en las Celulas de Cáncer Hepático que Expresan Eag1. 

 

Primeramente se investigó la expresión de Eag1 en la línea celular de cáncer 

hepático HepG2 de seres humanos. Estudios anteriores de nuestro grupo de trabajo 
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demostraron la expresión génica del mRNA de Eag1 en la línea celular HepG2; es por 

esto que se decidió buscar la expresión del canal a nivel de proteína. Los experimentos 

de inmunocitoquímica demostraron la expresión del canal en núcleo / citoplasma en 

todas las células (marca café) (Figura 14A). Posteriormente determinamos si los 

bloqueadores inespecíficos de Eag1, imipramina y el astemizol afectan la viabilidad 

celular y apoptosis de esta línea celular. Observamos que el astemizol fue capaz de 

disminuir la viabilidad celular alrededor del 50% (Figura 14B), mientras que la 

imipramina mostró sólo una leve tendencia a inhibirla. Además, tanto el astemizol 

como la imipramina fueron capaces de inducir apoptosis en la línea HepG2 (Figura 

14C). El efecto citotóxico del astemizol in vitro nos impulsó a estudiar sus efectos en 

un modelo de carcinogénesis in vivo. 
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Figura 14. El astemizol disminuye la proliferación e induce apoptosis en células de CHC. 

A) Inmunocitoquimica de Eag1 en células HepG2, la inmunodetección fue revelada por 
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la actividad peroxidasa usando DAB como sustrato (izquierda, marca café); no se 

observó marca en HepG2 cuando se realizó la técnica en ausencia del anticuerpo 

primario (Control Negativo derecha). B) Viabilidad celular en las células HepG2 bajo 

tratamiento con astemizol e imipramina por 96 hrs (% actividad metabólica). Se 

probaron 3 cultivos diferentes con 6 réplicas técnicas cada uno. *P<0.05 vs control. C) 

Ensayo de apoptosis en las células HepG2, las células se trataron por 96 hrs con los 

fármacos. Se probaron tres cultivos independientes con 3 repeticiones técnicas cada 

uno. *P<0.05 vs control.  

 

 

6.4 Efecto Preventivo y Terapéutico del Astemizol en un Modelo in 

vivo de CHC. 

 

Se estudió el efecto preventivo y terapéutico del astemizol en un modelo de 

cáncer hepatocelular (CHC) en rata.  El desarrollo tumoral se monitoreó mediante 

histopatología en secciones teñidas con H&E y por la determinación histológica de 

nódulos de hepatocitos con actividad de la enzima GGT, la cual es comúnmente usada 

como marcador de hepatocarcinogénesis (Cameron et. al., 1978).  Los cambios 

histopatológicos observados en cada grupo se resumen en la Tabla I. De manera 

macroscópica se observó lo siguiente: El grupo tratado únicamente con vehículo no 

mostró nódulos en el hígado de las ratas (Figura 15A), mientras que el tratamiento 

con el carcinógeno (DEN) claramente indujo la aparición de cirrosis micronodular y 
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nódulos hepáticos consistentes con cambios displásicos y hepatocarcinomas (Figuras 

15B, D, E, H y Tabla I). El efecto preventivo del astemizol fue estudiado mediante la 

administración del mismo a las ratas tratadas con DEN desde el inicio del tratamiento 

o desde la semana 12 de tratamiento con DEN. El astemizol mejoró la apariencia del 

hígado y redujo la presencia de nódulos que se observan a simple vista. A nivel 

microscópico se observó fibrosis incipiente en la semana 12 y cambios histológicos 

benignos. (Figuras 15C, F, G y Tabla I). El efecto preventivo del astemizol más claro se 

observó cuando el grupo tratado con DEN por 16 semanas más 2 semanas sin DEN fue 

tratado con astemizol desde el inicio. La Figura 15E muestra un hígado representativo, 

con coloración amarilla (posible colestasis hepática), en el que se observan numerosos 

nódulos displásicos y regiones necróticas, notablemente el astemizol administrado 

desde el inicio fue capaz de preservar casi por completo la apariencia normal del 

hígado con menor una presencia de nódulos (Figura 15F). El astemizol también 

mostró un importante efecto protector cuando fue administrado a partir de las 12 

semanas (Figura 15G).   

Para estudiar el potencial efecto antineoplásico del astemizol, un grupo de 

ratas fue tratado con DEN por 16 semanas y se dividió en dos subgrupos, uno donde 

se dejó 6 semanas más sin carcinógeno (Figura 15H) y el otro donde el astemizol fue 

administrado durante 4 semanas después del tratamiento con el carcinógeno (DEN 16 

semanas más 6 semanas sin DEN), de esta manera ambos grupos fueron estudiados 

durante 22 semanas. Las ratas que no recibieron tratamiento con astemizol 

desarrollaron tumores muy grandes (3-6 mm), el tratamiento con astemizol 

claramente evitó la aparición de tumores grandes (Figura 15H y 15I respectivamente).  
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Las observaciones cualitativas macroscópicas y microscópicas fueron 

confirmadas   con mediciones cuantitativas como la determinación del porcentaje de 

tejido nodular que es positivo a la actividad de la enzima GGT. Las lesiones nodulares 

GGT+ incrementaron  durante el desarrollo del CHC en ratas tratadas con DEN, 

notablemente el tratamiento con astemizol disminuyó significativamente la cantidad 

de nódulos con actividad de GGT, especialmente en el grupo DEN 16 semanas más 2 

semanas sin DEN más astemizol desde el inicio (Figura 15J). Es importante mencionar 

que en el grupo que recibió astemizol por 4 semanas al final del tratamiento con 

carcinógeno (Figuras 15I y J), la actividad de GGT fue incluso menor que en el grupo 

tratado con DEN 16 semanas más 2 semanas sin DEN pero sin tratamiento con 

astemizol (Figuras 15E y J). Por lo anterior sugerimos que el astemizol podría ser 

empleado para evitar el crecimiento de los tumores hepáticos ya establecidos. 
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Figura 15. Efecto preventivo y antitumoral del astemizol en CHC. Se muestran hígados 

representativos de cada grupo (A-I). J) Porcentaje de tejido GGT positivo en los 

hígados de las ratas tratadas con DEN y astemizol. Ast=Astemizol, sem=semanas. 

*P<0.05 vs vehículo (A), **P<0.05 vs DEN 16 semanas + 2 semanas sin DEN (E). n=4-8 

ratas por grupo. 

 

J 



EEffeeccttoo  ddeell  AAsstteemmiizzooll  eenn  CCéélluullaass  ddee  CCáánncceerr  CCeerrvviiccaall  yy  eenn  MMooddeellooss  ddee  CCáánncceerr  HHeeppááttiiccoo..  
M. en C. María de Guadalupe Chávez López 

49 

 

Tabla I. Hallazgos histológicos hepáticos en el modelo de CHC. 

Grupos Dx. Histopatológico

Vehículo Hepatocitos normales, compatible con hígado

normal.

DEN 12 semanas Cambios displásicos leve-moderado y cirrosis

micronodular.

DEN12 sem + Astemizol al inicio Arquitectura hepática preservada compatible

con hígado normal y solo dos casos

mostraron fibrosis incipiente.

DEN 16 semanas Cambios displásicos moderado-alto grado y

cirrosis micronodular.

DEN 16 sem + 2 sem sin DEN Cambios consistentes con adenoma

hepatocelular y cirrosis micronodular.

DEN 16 sem + 2 sem sin DEN + Astemizol 

a las12 sem

Cambios histológicos benignos no

específicos.

DEN 16 sem + 6 sem sin DEN Cambios consistentes con hepatocarcinoma.

DEN 16 sem + 2 sem sin DEN + Astemizole 

4 sem

Cambios histológicos benignos consistentes

con cirrosis y un caso compatible con

hepatocarcinoma.

 

 

 

6.5 Eag1 como Potencial Marcador Temprano de CHC.  

 

Debido al efecto significativo del astemizol como quimiopreventivo del CHC, se 

pensó si la expresión de Eag1 podría ser modulada por el fármaco y si se expresa en 

las etapas tempranas del desarrollo del CHC y así servir como marcador temprano 

para esta enfermedad. El nivel de expresión de Eag1 se incrementó durante el 

desarrollo del CHC en la mayoría de los grupos tratados con DEN (Figura 16A), éste 

alcanzó su nivel máximo en el grupo tratado con DEN por 16 semanas más 2 semanas 

sin DEN.  Interesantemente, el nivel de expresión de Eag1 fue más bajo en el grupo 
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correspondiente tratado con astemizol desde la semana 12 (DEN 16 semanas + 2 

semanas sin DEN + astemizol desde la semana 12) (Figura 16A). La presencia de Eag1 

a nivel de proteína fue estudiada en el tejido hepático de los grupos experimentales 

por inmunohistoquímica (Fig 16 B-H). Una débil expresión citoplasmática de Eag1 se 

observó en el grupo tratado con vehículo (Figura 16B), mientras que se encontró una 

fuerte expresión nucleo-citoplasma de Eag1 en los hígados con lesiones nodulares y  

cirrosis (Figuras 16C, E y Tabla II); por otra parte, la expresión de Eag1 fue baja en los 

grupos tratados con astemizol (Figura 16D, F y Tabla II). También de interés fue la 

localización celular de Eag1 en el grupo tratado con vehículo la cual, se observó 

únicamente en la membrana plasmática y en el citoplasma, mientras que la expresión 

en los grupos tratados con DEN se encontró adicionalmente en el núcleo. 

Curiosamente, la expresión de Eag1 en los hígados que mostraron CHC (DEN 16 

semanas + 6 semanas sin DEN) fue débil, además, ésta resultó ligeramente mayor en 

el grupo correspondiente tratado con astemizol (DEN 16 semanas + 2 semanas sin 

DEN + astemizol 4 semanas) (Figura 16G, H y Tabla II). Los resultados anteriores 

sugieren que el canal Eag1 podría funcionar como marcador temprano de lesiones 

nodulares hepáticas.  
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Figura 16. Eag1 como marcador temprano para CHC. Se realizaron estudios de RT-

PCR en tiempo real y de inmunohistoquímica para estudiar la expresión de Eag1 a 

nivel de mensajero y proteína respectivamente. A) Expresión relativa de Eag1 en los 

higados de las ratas tratadas con DEN y astemizol.  Inmunohistoquímica para Eag1 (B-

H), la inmunodetección fue revelada por la actividad peroxidasa usando DAB como 
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sustrato (marca café). *P<0.05 vs vehículo, **P<0.05 vs DEN 16 semanas + 2 semanas sin 

DEN. n = 4-8 ratas por grupo.  

 

Tabla II. Expresión de Eag1 a nivel de proteína en los hígados del modelo de CHC. 

Grupos # de ratas

positivas/total

de ratas

Localización de la Marca en 

los Hepatocitos

Intensidad

+

Intensidad

++

Intensidad

+++

A 6/8 Membrana-citoplasma 6 - -

B 5/5 Membrana-citoplasma-núcleo - - 5

C 6/7 Membrana-citoplasma-núcleo 4 2 -

E 5/7 Membrana-citoplasma-núcleo - - 5

G 6/6 Membrana-citoplasma-núcleo - 6 -

H 0/4 Negativo - - -

I 2/4 Membrana-citoplasma-núcleo - 2 -

A = Vehículo; B = DEN 12 semanas; C = DEN 12 semanas+Astemizol desde el inicio; E = DEN 16 semanas+2 semanas sin DEN; 
G = DEN 16 semanas+2 semanas sin DEN+Astemizol a las 12 semanas; H = DEN 16 semanas+6 semanas sin DEN; I = DEN 16 
semanas+2 semanas sin DEN+Astemizol 4 semanas.  

 

 

7. DISCUSIÓN. 

 

El cáncer cervical es una de las mayores causas de muerte por cáncer entre las 

mujeres en nuestro país, mientras que la mortalidad por cáncer de hígado está en los 

primeros 5 causas de muerte por tumores malignos en nuestro pais. Además es la 

tercer causa de muerte por cáncer en el mundo (Franco et. al., 2001, WHO, El-Serag y 
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Rudolph, 2007, Globocan, 2008). La elevada mortalidad por estos cánceres justifica la 

investigación y la búsqueda de nuevos métodos diagnósticos pero sobre todo nuevos 

blancos terapéuticos para mejorar las terapias de estas enfermedades. 

  En el presente trabajo se mostró como el astemizol, un fármaco 

antihistaminico con capacidad de inhibir canales del tipo Eag1 fue capaz de disminuir 

la viabilidad celular e inducir la apoptosis en las células de cáncer cervical que 

expresan Eag1.  

Los trabajos de nuestro grupo han  propuesto la expresión de Eag1 como 

marcador de  displasia y cáncer cervical (Farías et. al., 2004, Díaz et. al., 2009, Ortiz et. 

al., 2011); además se ha  detectado la actividad del canal en cultivos primarios de 

cáncer cervical sugiriendo a Eag1 como un potencial blanco terapéutico (Farías et. al., 

2004). Debido al papel de Eag1 en la proliferación celular, el canal ha ganado gran 

interés en oncología (Pardo y Stuhmer, 2008, Pardo et. al., 1999, Hemmerlein et. al., 

2006, Rodríguez-Rasgado et. al., 2012). Por otra parte, el astemizol se ha sugerido 

como un nuevo fármaco anticáncer (Wulff et. al., 2009, Pardo y Stuhmer, 2008, García-

Quiroz y Camacho, 2011), el cual ha probado sus efectos anti-proliferativos en células 

que expresan Eag1 como son las de mama y las de melanoma (Ouadid-Ahidouch et. al., 

2001, Gavrilova-Ruch et. al., 2002). El conocimiento previo de la expresión del 

mensajero de Eag1, la proteína, así como la actividad en las células de cáncer cervical, 

motivó el estudio del efecto del astemizol sobre la viabilidad celular y la apoptosis el 

cual permanecía desconocido. En el presente trabajo se estudió el efecto del astemizol 

en 5 líneas celulares de cáncer cervical, donde se encontró una disminución en la 

viabilidad así como una inducción de la apoptosis. Interesantemente, la imipramina 
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(otro bloqueador inespecífico de Eag1) afectó la viabilidad celular pero en menor 

nivel que el astemizol, lo cual sugiere que el efecto del astemizol sobre las células de 

cáncer cervical podría ser mediado no solamente por el bloqueo de los canales Eag1. 

En este mismo sentido se ha encontrado que el astemizol tiene como blanco también a 

la glicoproteína-p (Ishikawa et. al., 2000), ésta confiere resistencia a varios tipos de 

cáncer (Breier et. al., 2013), además, se ha encontrado que también es capaz de 

bloquear al canal de potasio Erg que le confiere ventajas a las células cancerosas 

(Bianchi et. al., 1998). Debido a que el tratamiento antihistamínico afecta la 

proliferación celular (García-Quiroz y Camacho, 2011, Reynolds et. al., 1996), el efecto 

antiproliferativo del astemizol podría ser el resultado de la afectación de varias 

proteínas involucradas en el cáncer incluyendo el receptor a histamina H1, la 

glicoproteína-P y los canales de potasio Eag1 y Erg.  

 El cáncer cervical es una enfermedad multifactorial y el mayor factor de riesgo 

para el desarrollo de ésta, es la infección con el virus del papiloma humano (VPH) 

(Franco et. al., 2001). Las oncoproteínas de VPH E6 y E7, son capaces de inactivar a las 

proteínas supresoras de tumores p53 y Rb  (zur-Hausen, 2002), interesantemente, se 

ha encontrado que la expresión de Eag1 es regulada por los oncogenes del VPH y por 

p53 (Díaz et. al., 2009, Lin et. al., 2011).  Estudios de nuestro grupo de trabajo han 

demostrado que el astemizol disminuye la proliferación celular de queratinocitos 

transformados con los oncogenes E6 y E7 (Díaz et. al., 2009). En el presente estudio se 

observó los efectos antiproliferativos y proapoptóticos del astemizol sobre cinco 

líneas de cáncer cervical con diferentes estatus de VPH (CaSki y SiHa expresan el 

VPH16, mientras que HeLa e INBL expresan el VPH18, las células C-33A no expresan 
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el virus del VPH). Por todo lo anterior, el astemizol podría ser usado para el 

tratamiento contra el cáncer cervical independientemente del estatus de VPH, 

además, nuestros resultados sugieren que el astemizol podría servir como una 

alternativa terapéutica para el cáncer cervical.  

 Por otra parte, nuestros resultados sugieren que el antihistamínico astemizol 

podría ser utilizado con un nuevo enfoque terapéutico para el tratamiento y la 

prevención de CHC, además, los resultados en los tejidos del hígado de rata, sugieren a 

Eag1 como posibles marcadores tempranos del CHC. El reposicionamiento de viejos 

fármacos con nuevas propiedades antitumorales ofrece una alternativa viable y 

rentable para combatir el cáncer. Por ejemplo, la talidomida fue retirada del mercado 

debido a sus efectos teratogénicos, pero ha adquirido gran relevancia en los últimos 

años debido a su potencial efecto anticancerígeno en el mieloma múltiple (Suzuki, 

2013). Del mismo modo, el astemizol fue retirado del mercado en algunos países 

debido a sus efectos adversos sobre la función cardiaca, pero ha ganado mucho interés 

como un nuevo fármaco contra el cáncer (Parsons y Ganellin, 2006, García-Quiroz y 

Camacho, 2011, Reynolds et. al., 1996, García-Ferreiro et. al., 2004, Ouadid-Ahidouch 

et. al., 2001, Díaz et. al., 2009, Downie et. al., 2008, Pardo y Stuhmer, 2008, Weber et. 

al., 2006, Wulff et al., 2009). El astemizol es muy atractivo como una molécula 

potencial anticáncer, ya que tiene como blanco varias proteínas implicadas en el 

cáncer como son, los receptores de histamina H1, glicoproteína-P y los canales de 

potasio Eag1 y Erg (Parsons y Ganellin, 2006, Gracía-Quiroz y Camacho, 2011, Ouadid-

Ahidouch et. al., 2001, Díaz et. al., 2009, Downie et. al., 2008, Pardo y Stuhmer, 2008, 

Weber et. al., 2006, Wulff et. al., 2009, Ishikawa et. al., 2000). 
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En el presente trabajo, se muestra que el astemizol inhibe la viabilidad celular y 

aumenta la apoptosis de las células del carcinoma hepatocelular humano HepG2. A 

pesar de que el astemizol puede actuar a través de diferentes blancos, el bloqueo de la 

actividad transportadora del canal Eag1 por astemizol es un posible mecanismo del 

efecto anti-proliferativo y pro-apoptótico del astemizol en células de CHC ya que las 

células estudiadas expresan la proteína Eag1. Debido a que la expresión de Eag1 ha 

sido reportada en biopsias humanas de tumores hepáticos (Hemmerlein et. al., 2006), 

el astemizol puede también ser utilizado como una terapia anti-cáncer en pacientes 

con cáncer de hígado. 

También se observó que el astemizol impide el desarrollo del CHC in vivo; esto 

fue evidente en evaluaciones cualitativas como los cambios histopatológicos y el 

aspecto macroscópico del hígado y mediante la evaluación cuantitativa de lesiones 

con actividad de la enzima GGT, un marcador tumoral comúnmente usado en 

hepatocarcinogénesis experimental y en diversos tumores epiteliales (Cameron et. al., 

1978). Se utilizó el modelo de hepatocarcinogénesis inducida con DEN porque 

recapitula la formación secuencial de cirrosis y CHC multifocal, como suele ocurrir en 

un 80-90 % en los seres humanos (Schiffer et. al., 2005). El astemizol fue capaz de 

prevenir la formación de tumores cuando se administra ya sea desde el comienzo del 

tratamiento con  DEN o desde la semana 12 cuando la cirrosis ya está presente. Estos 

resultados sugieren que el astemizol puede ser utilizado como un agente 

quimiopreventivo en pacientes en riesgo de desarrollar cáncer de hígado, por ejemplo, 

los pacientes con cirrosis hepática o infección por virus de la hepatitis. Este último 

caso, se mantiene para ser estudiado en el correspondiente modelo in vivo. 
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El efecto antineoplásico del astemizol se estudió posterior al establecimiento 

de hepatocarcinomas en ratas tratadas con DEN durante 16 semanas más 2  ó 6 

semanas sin DEN. Las ratas tratadas con astemizol muestran una menor cantidad de 

nódulos con actividad de la enzima GGT, así como una mejoría de las características 

histológicas y el aspecto del hígado. Vale la pena mencionar que la actividad de la GGT 

fue incluso menor en el grupo tratado con astemizol por 4 semanas al final del 

tratamiento con DEN (tratamiento total de 22 semanas) que en el grupo tratado 

durante 16 semanas con DEN + 2 semanas  sin DEN, por lo tanto, el astemizol también 

puede ser utilizado para evitar el crecimiento de los tumores en el hígado ya 

establecidos y disminuir la actividad de los marcadores tumorales del hígado. Debido 

a que en algunos casos los tumores hepáticos no son operables debido a su tamaño, el 

tratamiento con astemizol representa una alternativa potencial para disminuir el 

tamaño del tumor y hacer que los tumores del hígado sean operables. 

Como se mencionó anteriormente, el astemizol tiene como blanco varias 

proteínas implicadas en el cáncer como la glicoproteína-P, la cual confiere resistencia 

a la quimioterápia en varios tipos de cáncer, incluyendo el CHC (Ishikawa et. al., 2000, 

Breier et. al., 2013). Por lo tanto, es concebible pensar en mejorar la terapia contra el 

cáncer con tratamientos combinados, un sensibilizador de células resistentes y el 

fármaco antitumoral. Así, si los fármacos anti-cáncer que son expulsados por la 

glicoproteína-P de la célula tumoral se utilizan en combinación con el astemizol, este 

podría hacer eficiente la actividad antitumoral. Esta idea ha sido evaluada 

previamente, el astemizol potencia la actividad inhibidora del crecimiento de la 

doxorubicina en las células de leucemia resistente a doxorubicina (Ishikawa et. al., 
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2000). Se sugirió que este efecto es mediado a través de la inhibición de la actividad 

de la glicoproteína-P por el astemizol. Por lo tanto, el uso combinado del astemizol con 

fármacos quimioterapéuticos para mejorar los efectos anticáncer es también un 

enfoque potencial para el tratamiento del CHC. 

En este estudio no se observó pérdida de peso o del apetito en los animales 

tratados con astemizol. Otro trabajo in vivo usando astemizol a la misma dosis (50 

mg/kg/día) mostró que el astemizol inhibe el crecimiento tumoral de las células del 

cáncer de mama implantadas en los ratones sin producir efectos secundarios 

evidentes (Downie et. al., 2008). Esta dosis está muy por debajo de la dosis letal 50 del 

astemizol que es de 2052 mg/kg (DL50) indicada por el Drug Bank (García-Quiroz y 

Camacho, 2011). Debido a que los graves efectos adversos del astemizol se 

presentaban en casos de sobredosis (García-Quiroz y Camacho, 2011), el uso del 

astemizol podría ser seguro si se administran las dosis recomendadas y si la función 

cardíaca se monitorea durante el tratamiento. 

Los canales Eag1 se han sugerido como posibles marcadores tumorales y 

dianas terapéuticas para diferentes tipos de cáncer (Pardo y Stuhmer, 2008, Wulff et. 

al., 2009, Pardo et. al., 1999, Rodríguez-Rasgado et. al., 2012), además, Eag1 se ha 

propuesto como un potencial marcador temprano de cáncer cervical, de cáncer de 

mama y de cáncer de colon (Hemmerlein et. al., 2006, Farías et. al., 2004, Ousingsawat 

et. al., 2007). En este mismo sentido, se ha encontrado que la expresión de Eag1 está 

regulada por oncogenes del VPH y el estradiol, y se ha detectado en lesiones cervicales 

pre-malignas (Díaz et. al., 2009, Ortiz et. al., 2011). En el presente trabajo se 

determinó la expresión de Eag1 en el modelo in vivo de CHC. Se observó una alta 
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expresión del mRNA de Eag1 en la mayoría de los grupos tratados con DEN así como 

el inmunomarcaje de Eag1 en las etapas tempranas del desarrollo del CHC. Por lo 

tanto, nuestros resultados sugieren a Eag1 como un potencial marcador temprano 

para el CHC.  La expresión de la proteína de Eag1 en el hígado de humanos podría ser 

seguida por técnicas de imagen, mediante el uso de anticuerpos marcados 

fluorescentemente y las técnicas de imágenes en el intervalo espectral del infrarrojo 

cercano. La expresión de la proteína de Eag1 ya se ha detectado in vivo en tumores no 

palpables mediante esta técnica (Pardo et. al., 2005). Este tipo de técnica podría 

también ser utilizada para buscar la expresión de Eag1 en el hígado de los pacientes 

en riesgo de desarrollar CHC e in vivo en el modelo utilizado aquí. De manera 

inesperada, no se encontró una elevada expresión de Eag1 en los hígados que 

presentaron CHC avanzado a las 22 semanas del inicio con el carcinógeno DEN, 

además, la expresión de Eag1 en el grupo tratado con astemizol fue ligeramente 

superior. Con el conjunto de datos obtenidos en el modelo animal es factible 

considerar que la expresión de Eag1 está más relacionada con los eventos tempranos 

del desarrollo de CHC. El papel exacto de Eag1 en el desarrollo de CHC queda por 

esclarecerse, esto podría llevarse a cabo de diferentes maneras. Recientemente, se han 

generado ratones knock-out para Eag1 (los animales no mostraron ninguna 

anormalidad importante a nivel del sistema nervioso central (Ufartes et. al., 2013)), 

sería muy interesante investigar si estos ratones knock-out son capaces de desarrollar 

cirrosis hepática y carcinoma hepatocelular bajo inducción con hepatotóxicos. 

Debido al mal pronóstico del CHC avanzado, se necesita con urgencia nuevas 

alternativas terapéuticas. Nuestros resultados sugieren que el tratamiento con 
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astemizol puede ser una opción prometedora preventiva para los pacientes con riesgo 

de desarrollar CHC tales como los pacientes con cirrosis, así como una opción 

terapéutica esperanzadora. También se propone a Eag1 como posible marcador 

temprano de CHC. La detección temprana de los tumores hepáticos y una terapia y 

prevención con astemizol exitosa, podrían  contribuir a reducir la mortalidad por esta 

enfermedad.  

 

 

8. RESUMEN DE RESULTADOS. 

 

 El astemizol disminuye la proliferación de líneas celulares de CaCu y de CHC, la 

imipramina no mostró efecto. 

 El astemizol aumenta la apoptosis en líneas celulares de CaCu y CHC. 

 El tratamiento con astemizol disminuye el desarrollo tumoral de manera 

preventiva administrado desde el inicio, como de manera terapéutica 

administrado en tumores establecidos.  

 La expresión de Eag1 se encontró en el hígado con características de cirrosis y 

de lesiones nodulares tempranas, sin embargo, dicha expresión disminuye en 

las ratas con hepatocarcinoma avanzado. 
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9. CONCLUSIONES. 

 

 El astemizol podría servir como una alternativa terapéutica para el cáncer 

cervical. 

 Nuestros resultados sugieren que el astemizol podría funcionar como una 

opción prometedora preventiva para pacientes con riesgo de desarrollar CHC, 

así como el uso del mismo como tratamiento para los pacientes con CHC.  

 Se propone a Eag1 como un potencial  marcador temprano para CHC.  

 La prevención y la terapia basada en el astemizol y la detección temprana de 

Eag1 podría ayudar a reducir la mortalidad por esta  enfermedad. 
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