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Resumen

El céancer cérvico-uterino (CaCu) es una tumoracién maligna que se presenta en el
cuello de la matriz. En los paises en vias de desarrollo el CaCu esta todavia asociado a
una alta mortalidad y en la actualidad ocupa en México el segundo lugar entre los
tumores malignos en la poblacién femenina. Debido a que los tratamientos para el
cancer son poco selectivos e ineficientes en estados avanzados de esta enfermedad,
surge la necesidad de buscar compuestos de origen vegetal que ofrezcan una alternativa
al tratamiento contra el CaCu y permitan disminuir los efectos secundarios que se
presentan por la radioterapia y quimioterapia. Este es el caso de la Diosgenina y
Hecogenina, que son saponinas esteroides, que han mostrado tener un efecto
antiproliferativo in vitro en lineas de cancer humano como osteosarcoma 1547,
laringocarcinoma HEp-2, melanoma M4Beu, en cé€lulas HeLa, entre otras. También, se
ha observado que la modificacion en su estructura puede potencializar sus efectos
bioldgicos. Asi en el presente estudio se evalud la actividad antitumoral de los
esteroides 26-OH-DI y 26-OH-HE obtenidos a partir de modificaciones quimicas de la
Diosgenina y Hecogenina respectivamente, sobre la proliferacion de las lineas de CaCu,
CaSki y de células fibroblasticas de cérvix humano. Los resultados obtenidos establecen
que se requiere de una concentracion de 24 pg/ml del compuesto 26-OH-DI para
disminuir en un 50% la densidad celular (ICsp) en cultivos de la linea celular CaSki,
mientras que para el 26-OH-HE se requiere de 100 pg/ml. La distribucion del DNA en
las diferentes fase del ciclo celular evaluada por citometria de flujo indica que el efecto
antiproliferativo del 26-OH-DI es independiente del ciclo celular, mientras que la
actividad antiproliferativa del 26-OH-HE es dependiente del ciclo, induciendo a las
células a salir de las fases G1 y G2/M. La observacion de cuerpos apoptoticos, el
incremento de la expresion de la procaspasa 3 y la conversion de ésta a caspasa 3 activa
en tiempos distintos asi como la induccion de la fragmentacion del DNA, sugiere que
ambos esteroides inducen a las células CaSki a una muerte por apoptosis. Sin embargo,
el 26-OH-DI a una concentracion de 24 pg/ml no afecta la proliferacion de las células
fibroblasticas, mientras que el 26-OH-HE a 100 pg/ml, afecta el potencial proliferativo
tan solo en un 18 %, generando en estos compuestos una accion selectiva que podria
ser utilizada para darles un fuerte potencial antitumoral con posibles aplicaciones

terapéuticas en el CaCu.
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Introduccion.

La Organizacion Mundial de la Salud, establece que el Cancer cérvico-uterino (CaCu)
es la segunda causa de mortalidad femenina por cancer en el mundo. El 80% de los
casos corresponden a los paises en vias de desarrollo y cerca de 500 000 casos nuevos
se presentan cada afio. Tan solo en el afio 2002 se presentaron 493 243 casos y de éstos,
273 505 fueron decesos. En México, en el ano 2002, se presentaron 12 512 nuevos
casos de CaCu, de los cuales 5 777, el 46% de los casos, fueron decesos. Esta
enfermedad fue la primera causa de muerte entre las mujeres mexicanas con cancer,
ocupando un 16.6% de otros canceres (Lopez y Lizano, 2006).

En el 2007 la base de datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI, 2009), los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte en México; 63
888 personas fallecieron por éstos, por lo que este volumen representa 12.9 % del total
de las defunciones registradas. En las mujeres, 12.1 % de las defunciones por tumores
malignos corresponden al del cuello del utero (cérvico-uterino) y 13.8 % al de mama; el
de higado y vias biliares intrahepaticas ocasiono6 7.6 % de las muertes.

En México se han realizado diversos estudios sobre CaCu, algunos de tipo
descriptivo y otros de casos y controles. Estos ultimos se han enfocado al estudio de los
factores de riesgo asociados a CaCu o a las lesiones premalignas. Otros mas han
evaluado las variantes y subvariantes del virus de papiloma humano (VPH) en
poblacion mexicana (Tirado-Gomez et al., 2005). Estos estudios han ampliado el
conocimiento en el drea, pero hasta el momento no se han presentado suficientes
trabajos sobres posibles terapéuticos para combatir el CaCu y mucho menos trabajos
donde se tenga un modelo de comparacion de células normales contra células de cancer.

En el presente trabajo se evaluaron a los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE
sobre la linea tumoral de CaCu CaSki y a células fibroblasticas provenientes de cérvix
humano, estos compuestos son derivados de la Diosgenina y Hecogenina pero analogos
a OSW-1, los cuales son saponinas esteroides de origen vegetal,

Algunas de las saponinas esteroides aisladas recientemente han mostrado ser
antidiabéticos y antitumorales en asociacion con la modificacion del sistema inmune

entre otros.

La Diosgenina y la Hecogenina tienen actividad antiproliferativa in vitro en varias
lineas de céancer humano como; osteosarcoma 1547, laringocarcinoma HEp-2,

melanoma M4Beu y en la linea celular HeLa, entre otras (Raju y Bird, 2007; Camoutsis
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et al, 2005; Trouillas et al, 2005). Mientras que para la molécula OSW-1, se ha
encontrado que tiene una potente actividad antiproliferativa en diferentes lineas

celulares de cancer humano (Deng et al, 2004).
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Marco tedrico
El organismo se caracteriza por tener una marcada estabilidad en el medio interno, el
cual depende de una adecuada regulaciéon en la proliferacion de las diferentes
poblaciones celulares que tienen lugar en sus tejidos y organos. Por ejemplo, en la
sangre el numero de células de cada tipo se mantiene por el reemplazo de las que
mueren o se deterioran: en otras palabras, la produccion celular (salvo en situaciones
patologicas) compensa las pérdidas. La sangre posee un ciclo activo de proliferacion,
donde las células mueren y son sustituidas ininterrumpidamente, gracias a un amplio
sistema de regulacion que permite un balance apropiado entre la pérdida, renovacion y
diferenciacion celular. La mayoria de los drganos necesita mantener su tamafio, para
desempefar una funcidn especifica. S6lo una coordinada maquinaria reguladora, donde
interviene un gran numero de factores, puede mantener el equilibrio necesario entre los
procesos que entraiia la proliferacion de las poblaciones celulares, definida como el
incremento del nimero de células, resultado del comportamiento del ciclo celular y del

equilibrio entre crecimiento, division y muerte celular (Sdnchez - Socarras V., 2001).

Ciclo celular

El ciclo celular regula la division celular y es fundamental tanto para generar nuevas
células en el desarrollo embrionario como para reemplazar las células dafiadas en un
organo adulto. Se distinguen varias fases: en la fase Gy o de reposo las células
permanecen sin dividirse, pero conservan la capacidad de reiniciar el ciclo para repoblar
un tejido; en la fase G1 (gap 1) de pre sintesis, las células producen ARN y proteinas;
en la fase S se replica el ADN; en la fase G2 (gap 2) o de post-sintesis el nticleo se
organiza para la division celular, que se produce en la fase M o mitosis. El ciclo
completo dura desde 12 horas hasta meses o afos. Mientras la mitosis tiene una
duracion constante de 1 hora, las células pueden permanecer “detenidas” en Gy durante
afios (Figura 1) (Burgués et al, 2005).

Durante los intervalos G1 y G2, la célula monitorea los ambientes intracelulares y
extracelulares para asegurar que las condiciones sean las apropiadas. En puntos
determinados de G1 y G2 la célula debe decidir si pasa a la siguiente fase o efectiia
una pausa que permita ganar tiempo y reparar dafios o completar la preparacion. La
proliferacion celular depende de nutrientes y de moléculas de sefializacion especifica

del medio extracelular, si las condiciones son desfavorables la célula puede retardar el
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proceso a través de G1 e incluso puede ingresar a Gy. El punto de control G2 garantiza
que las células no ingresen en la fase de mitosis hasta que no se haya reparado el ADN y
se complete su replicacion (Alberts et al, 2002).

En la fase M se reparte a las células hijas el material genético duplicado, a través
de la segregacion de los cromosomas. La fase M, para su estudio se divide en: 1)
Profase: en esta etapa los cromosomas (constituidos de dos cromatidas hermanas) se
condensan en el nucleo, mientras en el citoplasma se comienza a ensamblar el huso
mitotico entre los centrosomas; 2) Metafase: Comienza con el rompimiento de la
membrana nuclear, de esta manera los cromosomas se pueden unir al huso mitotico
(mediante los cinetocoros). Una vez unidos los cromosomas éstos se alinean en el
ecuador de la célula; 3) Anafase: Se produce la separacion de las cromatidas hermanas,
las cuales dan lugar a dos cromosomas hijos, que migran hacia polos opuestos de la
célula; 4) Telofase: Aqui ambos juegos de cromosomas llegan a los polos de la célula y
adoptan una estructura menos densa, posteriormente se forma nuevamente la envoltura
nuclear. Al finalizar esta fase, la division del citoplasma y sus contenidos comienza con
la formacion de un anillo contréctil; 5) Citocinesis: Finalmente se divide la célula
mediante el anillo contractil de actina y miosina, produciendo dos células hijas cada una
con un juego completo de cromosomas (Alberts et al, 2002).

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un orden y
supervision estricta. Sefales provenientes del medio y algunos controladores dentro de
la célula, se encargan de dirigir el progreso de ésta a través de las distintas fases del
ciclo celular. Primariamente el ciclo celular est4 catalizado por complejos que contienen
cinasas dependientes de ciclinas (cdks, del ingles; cyclin-dependent kinases) y ciclinas.
Las cdks son proteinas de cinasas con treonina/serina que son activadas en puntos
especificos del ciclo celular, al menos son siete cdks en células de mamiferos y son
criticas para la progresion a través del ciclo celular porque éstas también actian en su
inhibicion. Las cdks son reguladas por varios procesos, uno de ellos es la fosforilacion
en residuos de treonina y tirosina. Las ciclinas realizan multiples funciones de
regulacion y son necesarias para la activacion de las cdks; algunas cdks se unen a mas
de una ciclina y éstas estan ligadas a las cdks y probablemente les provee especificidad
a los sustratos (Schafer K., 1998). Estas proteinas actuan en diferentes espacios de
tiempo, permitiendo o inhibiendo el progreso adecuado del ciclo celular. Esta capacidad

de orden, se debe principalmente, a que las proteinas (p.e.las ciclinas), que no se
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utilizan, son eliminadas por un complejo de degradacion Illamado ubiquitina-
proteosoma.

Asi el ciclo avanza por G1 con un incremento en la expresion de las ciclinas D,
que se asocian con cdk4 y cdk6, resultando en su fosforilacion y activacion; éstos ya
activados, fosforilan a la proteina RB (Retinoblastoma) que tiene un papel critico en la
regulacion de la progresion del punto de restriccion de G1. Los miembros de la familia
RB son proteinas que retienen a las proteinas de transcripcion E2F, evitando que formen
complejos con el ADN. En estado hipofosforilado, RB puede capturar a E2F evitando
su actividad transcripcional. Cuando RB es fosforilado por cdk4/6 se disocia de E2F y
el ciclo continta. Cuando la célula avanza por G1 tardia, hay también un aumento en la
expresion de la ciclina E que es requerida acomplejada con cdk2 para la transicion de
G a S; en esta transicion, aumenta la expresion de la ciclina A y persiste durante S. La
ciclina A es capturada por cdk2 y procede a la sintesis del ADN (Peralta et al, 1997,
Israels y Israels, 2000).

En el punto de control G2, se monitorea que no exista dano en el ADN o que no
se haya copiado completamente, en cuyo caso el ciclo es detenido hasta que el dafio sea
reparado o el ciclo sea abortado, en caso de que el dafio exceda la capacidad de la célula
para repararlo. Al final de G2, los complejos cdk1-ciclina A y ciclina B, se encargan de
inducir el ensamble del huso mitdtico, ademés de asegurarse que los cromosomas se
unan a éste. Se encarga ademads: de iniciar la condensacién del material genético,
activando un grupo de proteinas conocidas como condensinas, las cuales participan en
el mecanismo que permite desensamblar la envoltura nuclear, la fosforilacion de las
laminas nucleares, el rearmado del citoesqueleto celular y de la reorganizacion del

aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico (Lodish et al., 2000).

En condiciones fisiologicas, la homeostasis celular mantiene el estado de diferenciacion
de cada célula y regula estrictamente su tasa de proliferacion, su tiempo de
supervivencia y su territorialidad, de acuerdo con las necesidades del organismo, asi,
las células mueren y son sustituidas ininterrumpidamente, gracias a un amplio sistema

de regulacion donde la muerte celular toma un papel fundamental (Schafer K., 1998).

9|Pagina



Figural. Ciclo celular de una célula eucariota, esquema que permite ilustrar el proceso y las moléculas
que intervienen en cada una de las fases del ciclo celular. Tomado de www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar

Muerte celular

Durante el desarrollo y también en el estado adulto, hay numerosas células que
degeneran y mueren. La muerte celular es un proceso fisiologico 6 patologico que
conduce a la eliminacion celular y que tiene una funcién esencial en la homeostasis de
los tejidos y en los estados patoldgicos. Existen diferentes tipos de muerte celular,
siendo las mds habituales la necrosis y apoptosis (Raff M., 1998). Estos dos tipos de
muerte presentan diferencias basadas en su morfologia, bioquimica e incidencia. Si bien
ambos tipos son ordenados, la apoptosis presenta una mayor relevancia por ser un

proceso natural a diferencia de la necrosis.

Apoptosis.

Tan importante como la division celular y migracion celular, la muerte celular
programada permite que el organismo tenga un control estricto en el nimero de células
y por lo tanto en el tamafio de un tejido (Hengartner et al, 2000). En los organismos
pluricelulares, la muerte celular ocurre como un proceso necesario de su desarrollo.
Existen ejemplos clasicos de muerte celular como parte del desarrollo, muerte celular en
el embrion como mecanismo de embriogénesis, para formar diferentes estructuras,
muerte de neuronas incapaces de establecer una conexion intersticial adecuada (Sénchez
— Socarras V., 2001) y a menudo la necesidad de deshacerse de las células que estan en

exceso, 0 potencialmente peligrosas.
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Las células se autodestruyen sin desencadenar reacciones de inflamacion, ni dejar
cicatrices en los tejidos. La apoptosis es por tanto, considerada como una muerte natural
fisioloégica, que actia de manera “silenciosa”, resultando en un mecanismo de
eliminacion de células no deseadas, danadas o desconocidas y que desempeia un papel
protector frente a posibles enfermedades (Cohen et al, 1997; Jordan J., 2003).

La apoptosis estd caracterizada por una serie de distintas alteraciones
morfologicas y bioquimicas, y ocurre en dos fases: la primera es un compromiso de
muerte celular seguida de una fase caracterizada por dramaticos cambios morfologicos
estereotipados en la estructura de la célula (Figura 3); asi ocurre una condensacion y
fragmentacion de la cromatina nuclear, compactacion de los organelos, dilatacion del
reticulo endoplasmico, un decremento en el volumen celular, formacion de vesiculas y
fusion con la membrana plasmatica, y alteracion en la membrana plasmatica donde hay
una translocacion de grupos glicanos a la superficie celular que van a actuar como senal
de reconocimiento, permitiendo la union de fagocitos y, de esta manera, evitando la
liberacion del contenido celular y la posible reaccion de inflamacion (Solary et al,

1996).

La maquinaria intracelular responsable de la apoptosis parece ser similar para
todas las células animales. Esta maquinaria depende de una familia de proteasas que
tienen en su sitio activo cisteina y se ancla a su proteina blanco con un 4cido aspartico.
Estas son llamadas caspasas. Las caspasas son sintetizadas en la célula como
precursores inactivos, o procaspasas, que son usualmente activadas por el anclaje de
acido aspartico por otras caspasas. Una vez activada, la caspasa se ancla y asi activa otra
procaspasa, resultando en una amplificacion de una cascada proteolitica, algunas de las
caspasas activas se unen a proteinas claves por ejemplo a la laminina, causando el
irreversible desglose de la membrana nuclear; otras se unen a proteinas que
normalmente tienen una enzima que degrada el ADN (ADNasa) en forma inactiva, que
se libera y corta el ADN dentro del nicleo de la célula, en este camino, la célula se
desmantela asi misma rapido y limpiamente, y los cuerpos son rapidamente fagocitados
y digeridos por otras células (Alberts et al, 2002).

Para el estudio de las caspasas, €stas se clasifican en base al tamafo del
predominio. Las caspasas con grandes predominios, como las caspasas-2, 8§ y 9
funcionan como iniciadores de sefiales que se encuentran al principio de cascadas

proteoliticas, mientras que las que presentan un predominio pequeilo, como las
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caspasas-3, 6, y 7, se localizan debajo de las caspasas iniciadoras y funcionan como
proteasas efectoras que rompen principalmente sustratos proteicos en nucleo y
citoesqueleto (Caballero et al, 2002).

Las caspasas en las células vivas existen como zimogenos inactivos que se

activan por ruptura proteolitica mediante dos vias alternativas:

1.- Via del receptor de muerte celular: los receptores de muerte pertenecen a la
superfamilia génica de receptores del TNF (TNFR). Los mejor caracterizados son los
receptores Fas, también conocido como CD95 (del ingles; cytotoxicity-dependent
proteina 95) o APO-1(del ingles; apoptosis-1 protein), y el receptor del TNF (TNFR).
Tienen en comun una secuencia homodloga denominada “dominio de muerte”, capaz de
iniciar la cascada de eventos que lleva a la apoptosis.

El receptor Fas activado recluta moléculas adaptadoras como el FADD/ MORT-1 (del
ingles; Fas-associated death domain/ mediator of receptor-induced toxicity-1), que
contiene también un “dominio de muerte” (DD) que se une al analogo del receptor Fas
y un “dominio efector de muerte” que se une a un dominio analogo a la procaspasa 8,
que sufre una activacioén auto-catalitica al unirse al FADD convirtiéndose en la caspasa

8 activa. La caspasa 8 rompe y activa otras caspasas efectoras comola3,la6yla7.

2.- La via mitocondrial: Se trata de una via independiente de los receptores de muerte y
es la que inducen los agentes quimioterapéuticos, la radiacion ultravioleta o las
moléculas del estrés (especies reactivas del oxigeno o nitrogeno). Las mitocondrias son
organelos con dos compartimentos: la matriz, rodeada por la membrana interna (MI), y
el espacio intermembranal, entre las membranas interna y externa (ME). En la MI esta
la ATP sintetasa y la cadena respiratoria y en el espacio intermembranal esta el
citocromo ¢, que al ser liberado al exterior de la mitocondria induce apoptosis, las
proteinas de la familia Bcl-2 regulan esta liberacion; los miembros anti-apoptoticos de
esta familia (Bcl-2 y Bcl-xL) bloquean la liberacion del citocromo ¢, mientras que los
miembros pro-apoptéticos (Bax, Bim, Bid, Bad y Bak) la inducen. Cuando el citocromo
¢ se libera, provoca el ensamble de apaf-1 (del ingles; apoptotic protease-activating
factor) con la procaspasa 9, formandose el complejo denominado apoptosoma. El apaf-1
tiene un dominio reclutador de caspasas denominado CARD (del ingles; caspase
recruiting domain), que requiere ATP para la induccion de la ruptura auto catalitica de

la procaspasa 9 en caspasa 9 activa. Esta tltima se libera del apoptosoma para activar a
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las caspasas 3, 6 y 7, que provocan la ruptura de diversos sustratos y la apoptosis
(Figura 2) (Burgués et al, 2005).

En especial la caspasa -3, es crucial en la apoptosis porque se ancla y rompe o
modifica la funcion de cientos de sustratos de proteinas y es un importante punto de
convergencia de las rutas de apoptosis extrinseca (iniciado por receptores de muerte) e

intrinseca (mitocondrial) (Figura. 2) (Porter G., 20006).

Figura.2 Vias de activacion de las caspasas; en azul la via extrinseca y en rojo la via mitocondrial las
cuales convergen en la caspasa 3. ( Porter G., 2006)

Necrosis.

La necrosis es un tipo de muerte celular, se asocia con la pérdida temprana en la
integridad de las membranas, lo que resulta en la salida del contenido citoplasmatico a
la matriz extracelular. Al igual que ocurre en la apoptosis, en las células necroticas se

suman cambios morfoldgicos que siguen a la muerte celular.

A diferencia de la apoptosis, las células necréticas sufren autolisis, con liberacion
de enzimas, y desencadenan asi una reaccion inflamatoria que atrae leucocitos y
proteinas plasmaticas. Finalmente tiene lugar la degradacion de las células muertas

(Figura. 3).
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La muerte celular por necrosis se concreta en 2 etapas:
1. Autolisis.
Incluye todos los cambios que dependen de alteraciones en los componentes celulares,
proceso que ocurre con un patréon morfoldgico en cierta medida caracteristico y que
consiste en cambios en el nicleo (disolucidon progresiva de la cromatina o cariolisis);
cambios en el citoplasma (pérdida de la basofilia por esparcimiento de las
ribonucleoproteinas); aspecto homogéneo del citoplasma (por pérdida de los

compartimientos celulares); tumefaccion de las mitocondrias.

2. Fagocitosis de los restos celulares por los macrofagos tisulares.

Todos estos cambios condenan a la célula a perder su funcion especifica, y solamente
forma parte de restos celulares que seran fagocitados por los macrofagos. La muerte de
las células no siempre va seguida de la disolucidon inmediata de su armazon, puede
seguir distintos caminos que originan distintos tipos morfolégicos de necrosis,
(Sanchez- Socarras V, 2001).

Es asi que el término necrosis retne los procesos violentos y catastroficos, donde
la degeneracidn celular es pasiva sin un requerimiento de energia en forma de ATP.
Aparece frecuentemente como consecuencia de un dafio traumatico o por la exposicion
a toxinas. En ella tiene lugar la pérdida aguda de la regulacion y de la funcion celular
que conlleva un proceso osmético desmesurado y finaliza con la lisis de la membrana
celular, liberando el contenido intracelular. Este fendomeno conduce a las células vecinas
también hacia la muerte, atrayendo, al mismo tiempo, a las células inflamatorias, lo que
hace que en las areas donde se observan células necréticas sea frecuente encontrar
nuevas células que desarrollan este tipo de muerte celular, ademas de originar una
reaccion de inflamacidn y una cicatriz fibrosa que deforma el tejido y el 6rgano afectado

(Jordan J, 2003).

l4|Pagina



Niicleo Célula

\
(A ™y normal
Organelos Ly - J
==
N T
e | = -
Hinchazon || .' ®.. l." '-. c R Arrugamiento
g, Tl | I
\\_- "\\_.r"r
Fai -
Ruptura de la ! i."\ ['T_—.j.:l\ Y
membrana . -_:I' 'r: [~ Vesiculacién
y difusion del '\u,.-—u‘_/) (% _'__:
citoplasma S
Y=ol e T .
Restos celulares /;*.‘ :\ L.-:j '\‘-'!.r Formacion
diseminados (_ ‘- J @ de cuerpos
— L T2 .!'D apoptoticos

Cuerpos apoptoticos
Inflamacién  fagocitados por células
vecinas. No inflamacién

Figura 3. Muerte por necrosis a la izquierda, en la cual se puede observar como la célula vierte su
contenido hacia el exterior, provocando respuesta inflamatoria; a la derecha, se presenta la muerte por
apoptosis en la cual se observan la vesiculacién (cuerpos apoptoticos) que finalmente son fagocitados.
Tomado de http://anatomy.iupui.edu

Morfolégicamente, la diferencia con la necrosis es que en la apoptosis se produce
la fragmentacion de ADN mientras se mantiene la integridad de la membrana hasta
estadios tardios en la muerte celular. Bioquimicamente, la caracteristica diferencial es
que se trata de un proceso dependiente de energia y de la sintesis de nuevas proteinas,
mientras que en la necrosis falla el aporte de energia y la sintesis de proteinas se
interrumpe (De Toro G, 1996; Burgues et. al, 2005).

Asi el desarrollo de una apoptosis inapropiada estd implicada en muchas
enfermedades humanas, como el Alzheimer, Huntington, dafio isquémico, desérdenes

autoinmunes y varias formas de cancer (Burgues et. al, 2005).

Cancer

Los controles que regulan la multiplicacion celular en raras ocasiones se alteran. La
célula en la que esto ocurre comienza a dividirse en forma descontrolada, al margen de
las necesidades del organismo de mas células de este tipo. Cuando esta célula tiene
descendencia propensa a proliferar sin responder a la regulacion, el resultado es un clon

capaz de expandirse en forma indefinida, por ultimo, este clon de células no deseadas
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forma una masa, denominado tumor. Asi el cancer es una enfermedad en la cual clones
de células mutantes empiezan a prosperar a expensas de sus vecinas, destruyendo
finalmente toda la sociedad celular y se produce a una escala temporal de meses o afios
en una poblacion de células del organismo (Figura 4) (Schmitt et al, 2002).

Existen factores bioldgicos, quimicos y fisicos que contribuyen al desarrollo del
cancer. Dentro de los bioldgicos se encuentran los virus, en los quimicos se puede
mencionar sustancias cancerigenas como el benceno y dentro de los fisicos se encuentra
los rayos UV, todos muestran una propiedad comun, provocan cambios en el genoma,
sin embargo la mayoria de los canceres requiere de multiples mutaciones para que se
desarrollen. Existen dos diferencias claves entre el céncer y otras enfermedades
genéticas. La primera es que las mutaciones que se observan en el cancer se producen,
sobre todo en células somaticas, mientras que otras enfermedades genéticas s6lo son
causadas por mutaciones en la linea germinativa; la segunda es que el cancer no es
consecuencia de una mutacion aislada, sino, mas bien, de la acumulacién de entre 3 y
20 mutaciones, en genes que regulan la multiplicacion celular normal. Las células
cancerosas se caracterizan por dos propiedades hereditarias: ella y su progenie (1) se
reproducen a pesar de las restricciones normales e (2) invaden y colonizan territorios
normalmente reservados a otras células. La combinacion de estas caracteristicas es lo
que hace que el cancer sea especialmente peligroso (Alberst et al, 2002).

Las células cancerosas difieren de las células normales en muchas caracteristicas,
incluyendo la pérdida de la capacidad de diferenciacion, el aumento de invasividad y la
disminucion de la sensibilidad a las drogas citotoxicas. Estas caracteristicas son
resultado de la proliferacion celular descontrolada y del proceso de evolucion de la
célula normal hacia una célula con potencial tumorugénico (Evan et al, 2001).

Las alteraciones mdas notables después de la transformacion ocurren en los
cromosomas. En general las células normales conservan su dotaciéon cromosomica
diploide normal conforme crecen y se dividen. Mientras que las células cancerosas con
frecuencia presentan dotacion cromosomica muy aberrante, alteracion denominada
aneuploidia. Los cambios morfoldgicos mas notables ocurren en el citoplasma, casi
siempre afectan al citoesqueleto. La célula normal por lo general tiene una red bien
organizada de microtiibulos, microfilamentos y filamentos intermedios, el citoesqueleto
de la célula cancerosa a menudo estda reducido, desorganizado o ambas cosas. Las
células cancerosas tienen una capacidad disminuida para responder a los estimulos que

desencadenan la apoptosis. La mayoria de las células normales desarrollan una
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dependencia de factores ambientales especificos para mantener su viabilidad, por su
parte las células tumorales desarrollan cierto grado de independencia de estos factores
ambientales, aparentemente son inmortales en el sentido de que continua dividiéndose
de manera indefinida mientras las condiciones de nutrientes y de cultivo sean adecuadas
para su sobrevivencia (Karp G., 2006).

Asi, si la proliferacion celular estd fuera de control, producird un tumor o
neoplasma, una masa de células que crece de manera inexorable. Mientras las células
neopldsicas permanezcan agrupadas en una masa Unica y encapsulada, se dice que el
tumor es benigno, segun el Instituto Nacional de Cancerologia, usualmente se pueden
remover y en la mayoria de los casos no reincide. En la mayoria de los tumores
benignos no se considera como una amenaza de muerte, sin embargo deben de ser
observados y tratados adecuadamente. Un tumor se considera canceroso solo si las
células tienen capacidad de propagarse a otras regiones del organismo, lo cual se logra a
través de dos mecanismos; la invasion y la metéstasis. La invasion es la migracion y la
penetracion directa por las células del cancer en los tejidos vecinos. La metastasis es la
capacidad de las células del cancer de penetrar en los vasos sanguineos y linfaticos,
circular a través de la circulacion sanguinea, y después crecer en un nuevo foco

(metastasis) en tejidos normales de otra parte del cuerpo.(Alberst et al, 2002).
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Figura. 4 Esquema de la proliferacion descontrolada de una célula cancerosa, con pérdida total de los
controles de proliferacion (Derecha). Células con una divisidn normal y controlada (Izquierda) (Becker
W. et al, 2007).

Tipos de cancer
Los canceres se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo de célula a partir del
cual se originan (Alberts et al, 2002).

En el primer grupo se encuentran las leucemias y linfomas que incluyen los
canceres de los tejidos formadores de las células sanguineas. Producen inflamacion de
los ganglios linfaticos, invasion del bazo y médula 6sea, y sobreproduccion de células
blancas inmaduras.

El segundo grupo lo forman los sarcomas, los que proceden del tejido conectivo
tales como el hueso, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.

El tercer grupo son los carcinomas, que proceden de tejidos epiteliales como la
piel o de los epitelios que revisten las cavidades y 6rganos, y los tejidos glandulares de
la mama y prostata. Los carcinomas de estructura parecida a la piel se denominan como
carcinomas de células escamosas, los que tienen una estructura glandular se denominan
adenocarcinomas; los carcinomas incluyen algunos de los cdnceres mas frecuentes

(Pardo F, 1998).
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Cancer cérvico-uterino (CaCu).

El tutero es el 6rgano hueco, en forma de pera invertida, donde se desarrolla el feto. El
cuello 6 cérvix uterino es una abertura que conecta el ttero con la vagina 6 canal de

nacimiento (Figura 5a).

El CaCu es un tipo frecuente de cancer en mujeres y consiste en una enfermedad

en la cual se encuentran células cancerosas en los tejidos del cuello uterino.

Las lesiones malignas del cuello uterino pueden ser intraepiteliales, pre invasivas,
o invasoras. Los carcinomas invasores se pueden originar en el epitelio escamoso del
exo-cérvix o en el epitelio glandular del endo-cérvix. Segun el lugar de origen se
denominan carcinomas escamosos o adenocarcinomas, respectivamente (Pagani et al,
1999).

En los paises en vias de desarrollo el CaCu estd todavia asociado a una alta
mortalidad, a diferencia de lo que sucede en los paises desarrollados, donde la
mortalidad ha disminuido de manera considerable. (Tirado-Gomez et al. 2005). En
Meéxico, en las mujeres, el 13.9% de las defunciones por tumores malignos
corresponden al del cuello del atero (cérvico-uterino) y 15% al de mama; el de higado y
vias biliares intrahepaticas ocasiond 9.2% de las muertes (INEGI 2008).

Se han determinado diversos factores de riesgo asociados al desarrollo del CaCu,
como el nimero de parejas sexuales, el inicio temprano de vida sexual activa, la
multiparidad, etc. Sin embargo, el factor etiolégico mas importante para el desarrollo
del CaCu es la infeccidon con el virus de papiloma humano (VPH) que esta asociado en
un 97.7 % (Véazquez-Ortiz et al., 2005) de los casos. Entre los VPHs mas incidentes se
tienen principalmente a los tipos de 16 y 18 con un 50.8 % y 15.5% respectivamente
(Berumen-Campos J, 2003). El VPH, es un virus de doble cadenas circular de ADN y
de tamafio pequeiio (aproximadamente de 8000 pares de bases); los VPHs han
convivido con la especie humana durante decenas de miles de afios y sufren
relativamente pocos cambios en su composicion genética. Se ha identificado més de 100

tipos diferentes de VPH (Figura 5b) (Castellsagué X., 2008).
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Figura 5. a) Vista de un cuello uterino con principios de cancer asi como su localizacién anatoémica. b)
Estructura del virus del papiloma humano (VPH). Tomado de http://i.esmas.com y http://el-nacional.com
respectivamente. ¢) mapa genético del VPH. Tomado de www.respyn.uanl.mx.

Dependiendo del riesgo de malignidad los VPHs son agrupados como de bajo
riesgo o de alto riesgo. Los de alto riesgo como lo son el VPH-8, -16, -18 y 31 causan
una progresion maligna de lesiones como el cancer cervical o anal (Ganguly y Parihar,
2009), mientras que los de bajo riesgo como el VPH -6 y -11 producen verrugas

benignas y lesiones que no se desarrollan a malignidad (Zur Hausen H, 2002).

La infeccion de VPH es basicamente una enfermedad de transmision sexual,

tanto para hombres como para mujeres y es capaz de ser por algin tiempo asintomatico.

Todo los VPH tienen una organizacién gendmica comun y codifican 8 proteinas, de las
cuales estan las de expresion temprana: E1, E2, E4, E5, E6, E7; y las proteinas de
expresion tardia L1 y L2. E1 y E2 son factores de replicacion y estan también
involucrados en el control de transcripcion; E4 y ES se cree que regulan las funciones
tardias del virus; E6 y E7 son oncoproteinas; y L1 y L2 son proteinas de estructura. Las
proteinas E6 y E7 del grupo de VPH de alto riesgo son los que contribuyen a la

transformacion maligna. Se cree que la combinacion de la persistencia de la infeccion
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del VPH junto con la inhabilidad del sistema inmune para eliminarlo son los factores
centrales que contribuyen a la integracion del genoma del VPH al ADN de la célula
hospedera, que es un paso critico para la tumorugénesis (Garnett y Duerksen-Hughes,

2000).

El ciclo de proliferacion del VPH difiere de otras familias de virus: la infeccion
requiere de la habilidad de las células epidérmicas o mucosas epiteliales que tienen la
capacidad de proliferar (capa de células basales). En estas células, la expresion de los
genes virales es baja en gran parte, la replicacion del ADN viral se mantiene en un
nimero de copias bajo (30-50 copias por célula infectada), en forma extracromosémica,
llamados episomas que se estructuran en base a histonas y material genético. Se postula
que durante esta etapa se asegura que el ADN viral se distribuya difusamente por las
células basales proliferantes y que al mantener un niimero reducido de copias se
impediria la activacion de la respuesta inmune (Rivera et al, 2006; Zur Hausen H.,
2002).

A pesar de la limitada expresion especifica de los genes virales tempranos (ES,
E6 y E7), existe el aumento de la proliferacion de las células infectadas y de su
expansion lateral. Cuando las células basales proliferantes migran a los estratos
superiores se amplifica la expresion de genes virales tempranos, los cuales permiten
producir ADN a cientos de copias por célula. Una vez que el virus entra a la capa
suprabasal, inicia la expresion de los genes virales tardios; el genoma viral comienza a
replicarse y a formarse las proteinas estructurales. En las capas superiores de la
epidermis o mucosa, la particula viral son ensambladas y liberadas (Figura 6) (Zur

Hausen H., 2002).

21|Pagina



Figura 5. Ciclo de replicacion del virus del papiloma humano (modificado de Frazer , 2004)

La deteccion temprana y el tratamiento oportuno del VPH en lesiones
precancerosas pueden prevenir la progresion a cancer. Aunque recientemente se ha
introducido los métodos moleculares para detectar VPH en muestras clinicas, los
métodos principales de diagnostico han sido la histopatologia y métodos citoldgicos
como el Papanicolaou, que busca cambios en las células de la zona de transformacion.
El sistema actual de reporte para clasificar la citologia cervical es el de Bethesda 2001,
la cual es una nomenclatura creada para incorporar los conceptos citoldgicos y unificar
la terminologia y cuyo fin principal es comunicar la mayor informacion posible para ser
utilizada en el manejo de la paciente, a través de un informe descriptivo en el que se
incluyan todos los aspectos citolégicos (a nivel hormonal, morfoldgico y

microbioldgico) (Lacruz C., 2003).
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Tratamientos contra el cancer.

Los tres tratamientos principales del cancer son: cirugia, radioterapia y quimioterapia y
se aplican de forma separada o conjunta. Estas técnicas se usan para curar 6 prevenir

que el tumor crezca y/o paliar los sintomas cuando la enfermedad estd muy avanzada.

La cirugia:

Este tratamiento implica una operacion quirurgica para quitar el tumor o los tumores.

Sin embargo si hay metastasis este tratamiento es ineficaz.

La cirugia es la forma mas antigua de tratamiento del cancer. Ademas, la biopsia
quirurgica tiene una participacion importante en el diagnostico de la mayor parte de los
procesos malignos. El desarrollo de modalidades terapéuticas mas modernas, como la
quimioterapia y la radioterapia, ha llevado a reducir la indicacién de procedimientos
quirtrgicos radicales, pero la cirugia continia siendo el TUnico tratamiento

potencialmente curativo para muchos pacientes con cancer (Cameron R., 1995).
Radiacion:

El tratamiento con radiacion utiliza rayos X o particulas de alta energia para destruir

células cancerosas o aminorar su crecimiento.

La potencia y la precision de las radiaciones emitida por los aparatos de alta

energia obligan a un rigor extremo en la conducta del tratamiento, por ello es necesario:

e Definir muy bien el area especifica que representa la zona enferma que debe

irradiarse.

o Elegir las condiciones de irradiacion que permiten proporcionar una dosis

maxima a nivel del tumor y minima a nivel de los tejidos sanos de la vecindad.

e Controlar las constantes fisicas del aparato (cantidad y calidad de las radiaciones

emitidas).

Al irradiar las células con enormes cantidades de particulas de energia, provocan
modificaciones profundas, fundamentalmente a nivel del ntcleo de la célula. De ello

resultan perturbaciones que pueden destruirlas o hacerlas incapaces de reproducirse.
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Su mecanismo de accidn se basa en el dafio directo e indirecto del ADN a través
de radicales libres (Cameron R., 1995), es por ello que se tiene que las células son mas

sensibles en la fase S del ciclo celular, asi como en la mitosis.

El problema de la radioterapia como tratamiento es que se lesionan todas las
células que se encuentren en el haz, sin distincién entre células normales o malignas.
Por otra parte, cualesquiera que sean las precauciones tomadas durante la radioterapia,
no puede evitarse la irradiacion de los tejidos sanos al mismo tiempo que se realiza la

irradiacion del cancer (Khoury y Dasmin, 1981; Johns y Cunningham, 1981).
Quimioterapia.

La quimioterapia utiliza medicamentos para reducir los tumores y minimizar el riesgo
de que el cancer se extienda a otras partes del organismo y el riesgo de que el cancer
vuelva a desarrollarse. De esta manera la apoptosis ocurre en muchos tipos de células
del cancer cuando se expone a una variedad de drogas quimioterapéuticas, que incluyen
a los antimetabolitos, inhibidores de la sintesis de deoxynucleétidos, los inhibidores de
la topoisomerasa de ADN, agentes que interfieren con los microtiubulos, y agentes
alquilantes entre otros.( Miyashita et al, 1993).

En cualquier tejido y también en los tumores existe un equilibrio entre las células
que se encuentran en fase G1 con las que estan en reposo en Gy. Las células en Gy son
relativamente inactivas con respecto a la sintesis de macromoléculas y en consecuencia,
insensibles a muchos de los antineopldsicos, particularmente a los que afectan a esta
sintesis. Los agentes quimioterapéuticos que actiian sobre las células en division mas
que sobre las células en Gy se denominan “especificos del ciclo celular”, mientras que
aquellos que actian también sobre las células en Gy reciben el nombre de “no
especificos del ciclo celular”. A su vez, los especificos del ciclo celular pueden ser “fase
especificos” si actian solo sobre alguna de las fases, o “no fase especificos” si actian en
cualquier fase del ciclo celular (Burgués et al, 2005).

A pesar de los indudables beneficios que cualquiera de estos dos tratamientos
aportan en la lucha contra el cancer, sus efectos secundarios son de consideracion, caida
del pelo, mucositis, disfagia, vomito o nauseas, por lo cual la calidad de vida del
paciente se ve disminuida drasticamente. Esta problematica genera la necesidad de
buscar nuevos compuestos con potencial terapéutico. Actualmente existe un fuerte

interés en probar compuestos de origen vegetal y en particular en esteroides, a los
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cuales se les han atribuido diferentes actividades biologicas, entre las que se destaca la

actividad antitumoral.

Saponinas esteroides

Los esteroides junto con los terpenoides son derivados del hidrocarburo tetraciclico
saturado perhidrociclopentanofenantreno, y son conocidos genéricamente como
isoprenoides. Los esteroides no son verdaderos triterpenos, en el sentido de que su
estructura no se apega al patron C30; poseen esqueletos C27-C29 (o mas pequeiio), pero
estd correctamente clasificado dentro del grupo de los triterpeno verdaderos, ya que
todos derivan del mismo precursor; el escualeno, molécula que puede ciclarse de
manera diversa o bien, epoxidarse, dando origen a una gran variedad de estructuras
esteroidales (Anaya L. 2003).

Los esteroides difieren entre si, en el nimero y la posiciéon de sus dobles enlaces,
en el tipo, localizacion y numero de sus grupos funcionales sustituyentes, en la
configuracion (oo o ) de los enlaces entre los grupos sustituyentes y la configuracion
que adoptan los anillos entre si, ya que el hidrocarburo original posee seis centros de
asimetria. Los principales puntos de sustitucion son el carbono 3 del anillo A, el
carbono 11 del anillo C y el carbono 17 del anillo D. El primer producto esteroide
importante es el lanosterol que es el precurso del colesterol en los tejidos animales, el
colesterol y el lanosterol son miembros de un gran subgrupo de esteroides llamados
esteroles; son alcoholes esteroides que contienen un grupo hidroxilo en el carbono 3 del
anillo A. El colesterol aparece muy raramente en las plantas superiores las cuales
contienen otros tipos de esteroles conocidos colectivamente como fitosteroles. Entre
éstos se halla el estigmasterol y el citosterol (Nelson y Cox , 2005).

Los derivados esteroideos se han manejado como agentes citotdxicos que mejoran
la especificidad en el tratamiento del cancer. El descubrimiento de estos nuevos agentes
con propiedades anticancerigenas es en base a sustancias con estructura y citotoxicidad

conocidas (Camoutsis et al, 2005).

Las saponinas son compuestos naturales caracterizados desde el punto de vista
estructural por presentar enlaces glicdsidos y/o éster entre una genina poco polar y
restos glucosidos, con una estructura esteroidal (C27) o triterpénica (C30). La remocion

del sacarido por hidrdlisis acida produce lo que es una sapogenina (Omoruyi F., 2008).
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Las saponinas reducen la tension superficial de las soluciones acuosas y, como los
jabones, causan la formacion de espuma, por esto se han utilizado ampliamente por sus
propiedades detergentes. Esta misma propiedad, incrementa la permeabilidad de las
membranas celulares; tienen propiedades hemoliticas, son toxicas si se inyectan, sin

embargo por via oral son practicamente inactivas (Anaya L. 2003).

Las saponinas esteroidales no estan tan ampliamente distribuidas en la naturaleza,
como las triterpenoides; las saponinas esteroidales abundan especialmente en las
monocotiledoneas: Dioscoraceae, Amarylidaceas, Agacaceae y Liliaceae. También

existen saponinas esteroidales en algunos equinodermos.

Sin duda la mas 1til de todas las sapogeninas esteroides es la diosgenina, que se
encuentra en diversas especies de Dioscorea; este metabolito estd disponible en grandes
cantidades (5 a 10%) en los rizomas de estas plantas y es utilizado como materia prima
en el proceso industrial de fabricacion de cortisona y hormonas sexuales como la
progesterona. Otra sapogenina de gran importancia para la generacion de hormonas
esteroides es la hecogenina que se encuentra en el Agave sisalana. (Anaya L. 2003).

Las saponinas esteroides son metabolitos secundarios biosintéticos cuyos
precursores son los esteroles, especialmente el colesterol, éstos constituyen
estructuralmente una clase diversa de productos naturales y son uno de los mejores
componentes en la medicina tradicional china (Ming-Jie et al, 2005).

Algunas de las saponinas esteroides aisladas recientemente han mostrado ser
antidiabéticos y antitumorales en asociacion con la modificacion del sistema inmune
entre otros.

Se ha reportado que la actividad de las saponinas esta relacionada con la
estructura para un efecto antihepatitis, usando una combinacion de diferentes azucares
y agliconas, derivadas sintéticamente (Hong-Ji et al, 2006). Sin embargo, ¢l encontrar
los compuestos adecuados con propiedades antitumorales es dificil ya que dicha
actividad debe estar basada en el efecto diferencial que debe tener el compuesto entre
las células tumorales y las normales. Este es el caso de los compuestos Diacetato de
(25R)-26-hidroxi-22-oxocolest-5-en-3f3,16p3-diilo (26-OH-DI) y Diacetato de (25R)-
26-hidroxi-12,22-dioxo-5a-colestan-33-diilo (26-OH-HE), compuestos esteroides
derivados de la Diosgenina y Hecogenina respectivamente, pero que fueron generados
como analogos a la saponina OSW-1 (Figura 7). Se ha reportado que la Diosgenina

suprime la absorcion del colesterol, incrementa la secrecion de éste a través de la
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excrecion biliar, induce diferenciacion de la linea celular eritroleucémica humana por
cambios de las actividades de la lipoxigenasa y también induce apoptosis y paro en el
ciclo celular en la linea tumoral de osteosarcoma humana 1547 (Son et al, 2007).
Mientras que la Hecogeina es conocida por su efecto antitumoral; inhibicion de la
proliferacion e induccidon de apoptosis en células sinoviales de artritis reumatoide
humana (Liagre et al, 2007), y se ha encontrado que ésta inhibe la proliferacion celular

en cultivos celulares cancerigenos HelLa (Camoutsis C., 2005).

La molécula de OSW-1 fue aislada de Ornithoagalum saundersiae; tiene una
estructura esteroidal con un azcar y un residuo p-metoxibenzoil en el carbono 16
(Tamura et al, 1997), se ha encontrado que tiene una potente actividad antiproliferatia
en lineas celulares humanas, El Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos
probd a OSW-1 contra 60 lineas celulares de cancer encontrando en promedio una IC50
de 0.78 nM, siendo asi 10 a 100 veces mas potente comparado con agentes
anticancerigenos con aplicacion clinica, como por ejemplo el cisplatino, camptotecina y
taxol (Deng et al, 2004; Tang et al, 2007), sin embargo, el OSW-1 es un compuesto que
se extrae en cantidades minimas (Xu et al, 2009), es por ello que surge la necesidad en

tratar de hacer la sintesis total del compuesto 6 sintetizar andlogos a su estructura.
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Figura7. Estructura molecular de la Diosgenina, Hecogenina y OSW-1 y sus derivados 26-OH-DI y 26-
OH-HE respectivamente.
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Justificacion.

El CaCu es uno de los mas incidentes en nuestro pais en mujeres de 35 a 65 afos de
edad y representa la segunda causa de mortalidad con respecto al cancer (INEGI, 2008).
Ademads, el numero creciente de resultados en investigacion basica que emplean
compuestos de origen vegetal y que han sido propuesto en terapias alternativas, estan
orientadas hacia la prevencién y tratamiento del cancer, dentro de este grupo de
compuestos encontramos a las saponinas esteroides, a las cuales se les han encontrado
efecto citotoxicos, entre otros (Chan P., 2007); sin embargo se tienen pocos estudios
sobre la actividad biologica de éstos sobre el CaCu , por lo que es necesario generar
informacion acerca de la actividad de las saponinas esteroides como agente terapéutico

contra el cancer.
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Planteamiento del problema.

El céncer cérvico-uterino en la actualidad se encuentra como una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, mientras que en México Durante 2007, los tres
principales tipos de cancer que causaron defunciones en las mujeres fueron el de mama
(13.8%), cuello del utero (12.1%) e higado (7.6%) (INEGI 2008). Para combatir esta
enfermedad, existen diversas alternativas de tratamientos, sin embargo, éstos son muy
agresivos, poco selectivos y sin efecto en pacientes en fases avanzadas o terminales de
la enfermedad, generando la necesidad de buscar nuevas alternativas para el tratamiento
de esta patologia. En la actualidad existe un fuerte interés en la busqueda de
compuestos de origen vegetal, con actividad antitumoral y con accion selectiva. Dentro
de las nuevas alternativas con posibles fines terapéuticos, que presentan un fuerte
interés por sus multiples actividades bioldgicas, se encuentran las saponinas y sus
derivados, las cuales han demostrado una diversa actividad bioldgica, como
antifiingicas, antiinflamatorias e inclusive antitumorales. Sin embargo, son pocos los
estudios que se han realizado sobre el cancer cérvico-uterino, por lo que resulta de
interés, determinar la actividad antiproliferativa de los derivados de la saponina
Diosgenina y Hecogenina 26-OH-DI y 26-OH-HE respectivamente, en lineas de cancer
cervical, con el fin de aportar informacién que permita establecer si este derivado

saponinico tiene potencial antitumoral.
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Hipotesis:

Actualmente se ha encontrado que las saponinas como la Diosgenina y la Hecogenina,
compuestos de origen vegetal, presentan propiedades farmacoldgicas tales como
antifungicas,  hipocolesterolemicas,  antidiabéticas,  actividad  antioxidante,
anticancerigenas e inductoras de apoptosis. En especial, se ha reportado que la
Diosgenina y la Hecogenina presentan actividad antiproliferativa en la linea de
osteosarcoma 1547 y la linea de CaCu HeLa, ademas, algunos estudios revelaron que la
diferencia en sus estructuras de las saponinas, incluyendo el tipo y el numero de
azlcares, el doble anillo, entre otros, influye en la respuesta bioldgica, por lo que se
espera que sus derivados el 26-OH-DI y 26-OH-HE obtenidas por una modificacion
quimica de la Diosgenina y Hecogenina respectivamente, presenten una actividad
antiproliferativa asi como una inducciéon de muerte por apoptosis en células de CaCu

CaSki.
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Objetivos:

» General.
Evaluar el efecto antiproliferativo y apoptético de los derivado de la Diosgenina y
Hecogenina, 26-OH-DI y 26-OH-HE respectivamente, asi como su efecto en el ciclo

celular e inductor de apoptosis sobre la linea celular proveniente de CaCu CaSki.

» Particulares

1.- Establecer las condiciones que permitan generar cultivos de células fibroblasticas
no tumorales provenientes de cérvix humano.

2.- Desarrollar cultivos de la linea tumoral CaSki, proveniente de CaCu.

3.- Determinar la concentracion de 26-OH-DI y 26-OH-HE en la que se disminuye
el 50% del ntimero celular (ICs), en cultivos de células CaSki.

4.- Evaluar el efecto del 26-OH-DI y 26-OH-HE sobre el ciclo celular de la linea
tumoral CaSki.

5.- Determinar la presencia de cuerpos apoptéticos en las células de CaCu CaSki
después del tratamiento con 26-OH-DI y 26-OH-HE

6.- Determinar mediante inmunocitoquimica, si los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-
HE inducen el incremento de la expresion de procaspasa-3 asi como la expresion de
caspasa- 3 activa como parametros de induccién de muerte por apoptosis.
7.-Determinar si los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE inducen fragmentacion del
ADN en las células tumorales como un pardmetro de muerte por apoptosis, a través
de la técnica de TUNEL.

8.-Evaluar el efecto antiproliferativo del 26-OH-DI y 26-OH-HE sobre células

fibroblasticas no tumorales provenientes de cérvix humano.

32|Pagina



Material y Método.

Cultivo de la linea tumoral CaSki.

La linea celular de carcinoma epidermoide de cérvix (CaCu) CaSki, positivo al VPH
tipo 16 (American Type Culture Collection), es sembrada en cajas petri de cristal de 100
mm (Pirex USA), con 10 ml de medio 1640 del Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640; Gibco, USA) con rojo fenol suplementado con bencilpenicilina
(Griinenthal, Mex) y al 5 % de suero neonato de ternera (NCS, Gibco, USA)
desactivado previamente. Los cultivos son mantenidos a 37 °C, 5 % de CO;, y una
atmoésfera himeda a saturacion en incubadora (Nuaire USA). Para la realizacion de los
ensayos se utilizaron cultivos de células tumorales a un 70 % de saturacion (fase de
crecimiento exponencial) (Morgan y Darling, 1993).

Para la realizacion de los ensayos con cultivos de células CaSki, se utilizdo un
control (Células en RPMI-1640 con 5% de NCS), un vehiculo (Células en RPMI-1640
con 5 % de NCS y 1% de acetato de etilo) y los tratamientos (Células en RPMI-1640
con 5 % de NCS, 1% de acetato de etilo y la concentracion de 26-OH-DI y / o 26-OH-
HE). Basicamente se dejaron adherir las células CaSki en una caja petri (Pirex USA),
placa de 96 pozos (Corning, USA) o cubre objeto por 24 horas con medio de cultivo
RPMI-1640 con rojo fenol suplementado con NCS al 5 % (Gibco, USA),
posteriormente se les cambio el medio de cultivo por; RPMI-1460 al 5 % de NCS
(control); RPMI-1640 al 5 % de NCS y adicionando el 1 % de acetato de etilo (Ac-Et.;
vehiculo); y RPMI-1640 al 5 % de NCS con las concentraciones de 26-OH-DI 6 26-
OH-HE (tratamiento) por 24 horas, finalmente los cultivos fueron utilizados para la
determinacion de la IC50, la expresion de pro caspasa 3 y caspasa 3 activa, asi como

para los ensayos de ciclo celular y fragmentacion de DNA.

Preparacion del compuesto 26-OH-DI y 26-OH-HE

Los derivados de la Diosgenina y Hecogenina 26-OH-DI y 26-OH-HE respectivamente,
fueron sintetizados en el Laboratorio de Sintesis y Modificacion de compuestos
Naturales de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, a cargo del Dr. Jesus

Sandoval Ramirez.
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Para la evaluacion de los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE se prepard un stock
con 1 mg de cada uno de los compuestos, los cuales fueron solubilizados en 50 pl de

acetato de etilo con una concentracion final de 20 pg/ul.

Determinacion del nimero celular a través de la técnica de incorporacion del
colorante cristal violeta.

Se sembraron 7500 células de la linea celular CaSki, en cajas de 96 pozos (Corning.
USA), con 100 pl de medio RPMI-1640 al 5% de NCS, en las cuales se colocaron
concentraciones de hasta 100 pg/ml. La determinacion del nlimero celular se realizo por
la técnica de incorporacion del colorante cristal violeta de acuerdo a Kueng et al
(1989), para ello, se retir6 el medio de cultivo de la placa de 96 pozos, se dejo secar al
aire e inmediatamente las células fueron fijadas con glutaraldehido al 1.1 % (Sigma-
Aldrich. USA) por 15 minutos, al cabo del tiempo, se retir6 el fijador y se dejo secar
muy bien al aire, posteriormente se procedio a teiiir a las células con el colorante cristal
violeta al 0.1 % (Sigma- Aldrich. USA) por 20 minutos, al cabo de los cuales se retiro6 el
exceso de colorante a través de lavados con agua desionizada. Nuevamente, se dejo
secar al aire. Por ultimo, el colorante es solubilizado en acido acético (J.T.Baker, Mex)
al 10 % en agitacion por 20 minutos, para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en
un lector de ELISA (Image Tecan Spectra, USA). Los resultados de los grupos tratados

son comparados con el respectivo control y se grafican.

Efecto del 26-OH-DI y 26-OH-HE en el ciclo celular

Se sembraron 1 000,000 de células de la linea celular CaSki en cajas de cultivo de 50
mm de plastico (Corning inc. USA), para los tratamientos se contemplaron las ICsy de
los compuestos esteroides 26-OH-DI y 26-OH-HE. Para la evaluacion por citometria de
flujo, las células fueron despegadas de las cajas de cultivo con Verseno, se
centrifugaron y lavaron con solucion buffer de fosfatos (PBS), pH 7.3. El botén celular
fue fijado y resuspendido con 1ml de metanol al 50% en PBS, pasando 20 minutos se
centrifugd y se lavé con PBS. El boton fue resuspendido con 500 ul de ARNasa (2.5
U/ml) y se incub6 a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente se adicion6 10 pl de yoduro
de propidio (0.2 pg/ml), se mezclo y se protegié de la luz. Para finalizar se analizaron

las muestras en un citometro de flujo (Coulter, USA).
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Determinacion de la expresion de procaspasa 3 y caspasa 3 activa por

inmunocitoquimica.

Para determinar si los derivados esteroides 26-OH-DI y 26-OH-HE inducen un
incremento en la concentracion de la procaspasa 3 y caspasa 3 activa, como parametros
para inducir apoptosis, 50 000 células fueron sembradas en cubreobjetos de 1 x 1 cm en
un volumen de 300 pl de RPMI-1640 al 5 % de NCS en camara himeda por 24 horas.
El tratamiento consistio en las ICso de los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE
respectivamente. se procedio a realizar la deteccion de la procaspasa 3 y caspasa 3, en
ensayos separados por inmunocitoquimica, brevemente: las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2 % de PBS durante 15 minutos, al término de el tiempo se
procedid a lavar cuidadosamente 3 veces con PBS, posteriormente se permed con triton
X-100 0.5% (Gibco, USA) durante 5 minutos a 4 °C, y nuevamente las muestras fueron
lavadas 3 veces con PBS, después se adiciono el anticuerpo primario, diferente para
cada determinacion, para pro-caspasa 3 fue anticaspasa 3 CPP32 Ab4, Rabbit
polyclonal antibody 1:100 en PBS (Lab Vision , USA), mientras que para caspasa 3
activa antes de adicionar el anticuerpo primario ( Anti-caspase 3, active antibody
produced in Rabbit 1:50 en PBS; SIGMA-Aldrich,. USA) se realizé6 un bloqueo por
una hora con PBS-BSA (Albumina Sérica de Bovina)-tween-20 durante un periodo de
2'> horas en camara humeda, al término del tiempo, las muestras fueron lavadas con
PBS y se aplico el anticuerpo secundario con fluorocromo para ambas pruebas (goat
anti-rabit con FITC 1:200 en PBS. Neomarker Fremont, USA) en camara humeda en
oscuridad durante 1’2 horas, posteriormente se lavd la muestra 3 veces con PBS para
después aplicar el flourocromo DAPI (Sigma- Aldrich, USA) de manera muy
cuidadosa durante 30 segundos e inmediatamente se lavd 3 veces con PBS para
finalmente proceder a montar las muestra con medio de montaje VECTASHIELD
Mounting Medium (VECTOR LABORATORIES, USA). Las preparaciones, fueron

observadas y fotografiadas en un microscopio de epifluorescencia (Nikon, JAP).

Evaluacion de la fragmentacion de DNA a través de la técnica de TUNEL.

Gavrieli et al, desarrollaron la técnica de marcaje in situ denominada TUNEL (Transfer
Uridin Nick-End Labelling). TUNEL consiste en la incorporacion de nucleodtidos

marcados con biotina en los grupos hidroxilos (3’'OH) terminales que han quedado
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expuestos durante el proceso de fragmentacion de la doble cadena de ADN por
activacion de la endonucleasa enddgena. Los  nucle6tidos biotinilados, son
incorporados por la enzima TDT al extremo 3’OH del DNA fragmentado. Los nucleos
positivos al marcaje TUNEL se observan con una fluorescencia roja.

Para determinar si el efecto antiproliferativo de los derivados esteroidales 26-OH-DI y
26-OH-HE inducen fragmentacion del ADN, como un pardmetro que determine la
induccion de muerte apoptoética, 50 000 células fueron sembradas en cubreobjetos en las
mismas condiciones que se hizo para la determinacion de la procaspasa3. Al término del
cultivo, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS preparado al
momento. La fragmentacion del DNA fue determinada mediante el kit Apoptag Red in
situ apoptosis detection Kit (Chemicals, USA), siguiendo las indicaciones del
proveedor. Las preparaciones fueron montadas en portaobjetos con medio de montaje
VECTASHIELD Mounting Medium (VECTOR LABORATORIES, USA), se
guardaron en oscuridad a -20 ° C hasta su observacion en un microscopio de

epifluorescencia (Nikon, JAP).

Procesamiento y obtencion de células fibroblasticas de cérvix humano.

Las células fibroblasticas no tumorales fueron obtenidas de una muestra de tejido del
cérvix, de pacientes sometidas a histerectomia por causas diferentes a cancer cérvico-
uterino (CaCu). Una vez que se obtuvo la pieza quirtrgica, una porcion de tejido fue
transportada en medio de cultivo RPMI al 20 % de suero fetal bovino (SFB) a 4 °C y
fue procesada en las siguientes dos a tres horas. El procesamiento consistié en la
separacion por diseccion de la capa epitelial del tejido conjuntivo donde se encuentran
los fibroblastos, ambas partes fueron cortadas por separado en trozos pequeios (1-2
mm), y sometidos a una disgregacion enzimatica con tripsina al 0.05 %. Esto consistio
en colocar los trozos de tejido en un matraz Erlen Meyer de 50 ml, con 10 ml de tripsina
a 37°C en un bafio con agitacion durante 15 minutos. Una vez concluido el tiempo, la
mezcla se vertio a través de una malla de nylon, dejando el tejido no disgregado en la
malla, la solucion de tripsina se colectd en un tubo de centrifuga de 15 ml que contenia
1 ml de SFB y fue centrifugado a 2000 rpm en una centrifuga clinica. El paquete celular
obtenido de la disgregacion fue resuspendido en RPMI al 10 % de SFB, de tal manera
que las células del paquete fueron sembradas en cajas de cultivo de 5 ml (Corning inc.
USA). Por otro lado, se afiadi6 nuevamente a la muestra de tejido remanente 10 ml de

tripsina y se continu6 durante 15 minutos mas con agitacion suave a 37 °C. La mezcla
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se vertio a través de una malla de nylon que permitié solo el paso de la tripsina con el
material disgregado, dejando el tejido no disgregado en la malla. Las células obtenidas
del disgregado fueron cultivadas en cajas de cultivo de 5 ml y se mantuvieron en una
incubadora (Scientific) al 5 % de CO, y una atmédsfera de humedad a punto de rocio,
durante 24 horas méaximo, después de este tiempo de incubacidn, se realiz6 el cambio
de medio (totalmente), de tal manera que fueron removidas las células no adheridas,
afladiéndose medio fresco suplementado con SFB al 10 %. En este momento se
obtienen poblaciones fibroblasticas o epiteliales, las cuales fueron utilizadas para llevar
a cabo resiembras, que permitieron mantener poblaciones de un solo tipo celular. La
resiembra consistid en separar las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo
que se encuentra a un 70 % de saturacion, con ayuda de la proteasa tripsina al 0.05 %
por 1 a 3 minutos. Las células obtenidas fueron lavadas por centrifugacion (2000 rpm)
dos veces y posteriormente fueron contadas con la ayuda de un hemocitometro y

sembradas nuevamente con la densidad celular requerida para cada ensayo (Freshney R.

1994; Griffiths B. 1988)..

Cuantificacion de la procaspasa-3 y caspasa 3 activa, mediante el programa
Adobe Photoshop CS2.

El porcentaje de fluorescencia fue obtenido a través del Programa Adobe Photoshop
CS2, para ello, todas las imagenes correspondientes a procaspasa- 3 y caspasa 3 activa,
se trasladaron a una hoja de Photoshop donde se cuantifica la luminiscencia de un
minimo de 100 células por condicion en la ventana de Histograma, posteriormente, se

analizaron los valores.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos experimentales fueron sometidos a un analisis
estadistico de analisis de varianzas (ANDEVA) con una significancia del 0.05% seguida
de una prueba de Tukey, todos los resultados se compararon contra el vehiculo (Acetato

de etilo). Esto se realizo en el paquete SPSS 10.0 para Windows.
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Resultados.

Con el propodsito de evaluar los efectos del 26-OH-DI y 26-OH-HE sobre numero
celular de las células provenientes de CaCu CaSki asi como el de determinar la ICs,
células CaSki fueron tratadas con diferentes concentraciones de los esteroides 26-OH-

DI y 26-OH-HE (Figura 8).

Figura 8. Efecto del esteroide 26-OH-DI y 26-OH-HE sobre el potencial proliferativo de células CaSki.
* p<0.05 vs Ac-Et (ANDEVA). Ac-Et: Acetato de Etilo

Los resultados obtenidos indican que la accidén de los derivados diosgeninico y
hecogeninico 26-OH-DI y 26-OH-HE, son dependientes de la dosis, es decir, el nimero
celular se disminuye conforme se incrementa la concentracion del compuesto (Figura
8), afectando directamente el potencial proliferativo de las células tumorales CaSki e
implicando que ambos esteroides presentan una actividad biologica sobre esta linea
celular. Sin embargo, el calculo de la concentracion que disminuye en un 50% el
numero celular (ICsp) fue de 24.34 ng/ml y 100 pg/ml para 26-OH-DI y 26-OH-HE
respectivamente, sugiriendo que las células CaSki son mas sensibles a la accion del 26-
OH-DI ya que requiere de una concentracion cuatro veces menor que la requerida con el
26-OH-HE. Simultaneamente, cultivos de células CaSki fueron tratados con la ICsq
calculadas para ambos esteroides y los cultivos fueron fotografiados, con la intencion de

evaluar el efecto de ambos compuestos en la morfologia de estas células (Figura 9).
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Figura 9. Efecto a las 24 horas de tratamiento de los compuesto 26-OH-DI y 26-OH-HE sobre la forma de
células CaSki. A: células sin tratar; B: células tratadas con acetato de etilo; C: células tratadas con la IC50
(24.34 ng/ml) del compuesto 26-OH-DI; D: células tratadas con la IC50 (100 pg/ml) del compuesto 26-
OH-HE.

Las fotografias indican que los esteroides 26-OH-DI y 26-OH-HE afectan la
forma de las células CaSki, sin embargo, se observa que las células CaSki tratadas con
26-OH-DI (Figura 9 C) pierden su forma poligonal, presentando una forma redonda que
implica una posible disminucion en la adherencia celular, mientras que para las células
CaSki tratadas con el compuesto 26-OH-HE, las células se aprecian con un volumen
mayor que sugieren un hinchamiento asi como pequefios cuerpos compactos con poca
refringencia, que sugieren la presencia de nucleos celulares provenientes de células

rotas, que de manera global indican un proceso necrotico. (Figura 9 D).

Estos resultados sugieren que el 26-OH-DI y 26-OH-HE inducen un decremento

en el namero celular en cultivos de células CaSki, sin embargo, este decremento
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observado, puede ser causado por diferentes eventos celulares, tales como la muerte
celular por citotoxicidad (necrosis), muerte celular por apoptosis, o la detencion en
alguna fase del ciclo celular, o una combinacién de estos procesos. Para aclarar este
punto, cultivos de células CaSki fueron inducidos con 24 pg/ml y 100 pg/ml del
compuesto 26-OH-DI y 26-OH-HE respectivamente y la distribucién del ADN en las
diferentes fases del ciclo celular fue evaluada por citometria de flujo, con la intencion

de establecer si estos esteroides detienen a las células CaSki en alguna fase del ciclo

52,1745,11  52,4143,01 37,68+7,81

celular (tabla 1 y Figura 10).

Control Ac-Et 26-OH-DI

% de ADN % de ADN % de ADN

S 18,7042,73  19,92+1,45 16,92+2,02
G2M  14,8742,62 16,2643,07 10,03+2,32

SubGl 4,96+2,09  4,06+2,68  30,52+9,37

Tabla 1. Efecto de los esteroides 26-OH-DI (24 pg/ml) y 26-OH-HE (100 pg/ml) sobre las fases del ciclo
celular de células CaSki a las 24 horas de tratamiento. Los valores son expresados en porcentaje y

representan el promedio de diez ensayos independientes. La distribucion del ADN en las diferentes fases
del ciclo celular fue evaluada por citometria de flujo.
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Los resultados mostrados en la Figura 10 y Tabla 1, sugieren que el 26-OH-DI no
ejerce un efecto significativo sobre el ciclo celular de las células CaSki, indicando que
su efecto es independiente del ciclo celular. Sin embargo, para el compuesto 26-OH-
HE, se muestra una disminucién en la fase G1 y G2/M, que sugiere que el compuesto
induce a las células a salir de ciclo. Ademas, el incremento observado en la fase subGl,

la cual se caracteriza por presentar una menor cantidad de ADN que la basal (2 n) de las
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células somaticas, sugiere una posible fragmentacion de los nucleos, implicando una

posible induccién de muerte.

Para determinar si el 26-OH-DI y 26-OH-HE inducen a las células CaSki a una
muerte celular y especificamente a una muerte por apoptosis, en la cual una de sus
caracteristicas es la formacion de cuerpos apoptoticos que indican una condensacion de
la cromatina, cultivos de células CaSki fueron tratados con el compuesto 26-OH-DI y
26-OH-HE y la formacion de cuerpos apoptoéticos fue determinada a través del marcaje
de la cromatina con el fluorocromo DAPI, que emite un color azul, apreciando los

nucleos completos o fragmentados (Figura 11).

A

100um

Figura 11. Compactacion de la cromatina y formacion de cuerpos apoptoticos en cultivos de células
CaSki. Las células fueron tratadas con los esteroides 26-OH-Di y 26-OH-HE, marcadas con el
fluorocromo DAPI y evaluadas a las 24 horas de tratamiento. A: control; B: Acetato de etilo; C: 26-OH-

Di (24 pg/ml); D: 26-OH-He (100 pg/ml); Las flechas blancas indican los cuerpos apoptoticos y
compactacion de cromatina.

Como se observa en las fotografia de la Figurall C, para el caso del compuesto
26-OH-DI se puede apreciar niicleos mas compactos que indican una condensacion de
la cromatina, mientras que en el caso del compuesto 26-OH-HE (figura 11 D) también

pueden observarse cuerpos apoptoticos, lo que sugiere que los esteroides 26-OH-DI y
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26-OH-HE inducen a las células CaSki a una muerte por apoptosis. Sin embargo, la
condensacion de la cromatina asi como la formacién de cuerpos apoptoticos no es
suficiente para concluir que ambos esteroides inducen a las células CaSki a una muerte
por apoptosis, ya que la condensaciéon de la cromatina también se presenta en una
muerte por necrosis, mientras que los cuerpos apoptoticos no sugieren que se llegue a
concretar el proceso apoptotico debido a que su presencia puede ser consecuencia de
cuestiones técnicas, o como parte del proceso de obtencion.

Por lo que nuevamente cultivos de células CaSki fueron tratadas con los
esteroides 26-OH-HE y 26-OH-DI y la expresion de procaspasa 3 fue determinada por
inmunocitoquimica y cuantificada a través de su diferencia en la luminiscencia emitida,

mediante el programa ADOBE PHOTOSHOP CS2 (Figura 12 A).
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A)

B)

26-OH-HE

Figura 12. Expresion de procaspasa 3 en cultivos de células CaSki. A) Expresion de la procaspasa 3. Las
células fueron tratadas con el esteroide 26-OH-DI  y 26-OH-HE por 24 horas, determinadas por
inmunocitoquimica y observadas en un microscopio de epifluorescencia Nikon.; a: Control, b; Acetato de
etilo, ¢; 26-OH-Di (24 pg/ml), d; 26-OH-He (100 pg/ml). B) Cuantificacion de la expresion de la
procaspasa 3 en cultivos tratados con el esteroide 26-OH-DI (24 pg/ml) y 26-OH-He 100 pg/ml), a través
de la cuantificacion de la luminiscencia emitida, evaluada con el programa Adobe PhotoShop CS2. *
p<0.05 vs Ac-Et (ANDEVA). Ac-Et: Acetato de Etilo.

Las imagenes indican que el 26-OH-DI y el 26-OH-HE inducen un incremento en

la expresion de procaspasa 3 en las células CaSki, indicando que la caspasa 3 esta
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implicada en la induccidon de muerte por apoptosis, como lo muestra la formacion de
cuerpos apoptoticos (Figura 11 C y D), asi como el incremento (60%) en la expresion
de la procaspasa 3 determinada por inmunocitoquimica (Figura 12 ¢ y d) y cuantificada
por la emision de fluorescencia a través del procesador de imagenes Adobe Photoshop
CS2 (Figura 12 B).

No obstante el incremento en la expresion de la procaspasa 3 y la formacion de
cuerpos apoptoticos que indican que ambos esteroides inducen a las células CaSki a una
muerte por apoptosis, es necesario evaluar un paso critico en la ruta de la apoptosis, que
junto con el ensayo de procaspasa 3 asi como la formacion de cuerpos apoptoticos deja
sin lugar a dudas que se induce a una muerte apoptotica. Este paso o evento es la
fragmentacion de ADN, por lo que cultivos de células CasKi fueron tratadas con ambos
esteroides y la fragmentacion del ADN fue evaluada por la técnica de TUNEL (Figura
13).
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Figural3. Fragmentacion de ADN en cultivos de células CaSki a las 24horas de tratamiento. a: Control, b;
Acetato de etilo, c; 26-OH-DI (24 pg/ml), d; 26-OH-HE (100 pg/ml). E1 ADN fue evaluado mediante la
técnica de TUNEL observada por epifluorescencia.

Como se puede observar en la Figura 13, la fragmentacién de ADN en las células
CaSki solo estd inducida por el compuesto 26-OH-HE (Figura 13 d), sin embargo, el
compuesto 26-OH-DI no induce fragmentacion del ADN, a pesar del incremento
observado de la procaspasa 3 y la condensacion de la cromatina. Para determinar si el
incremento observado, en la expresion de la procaspasa 3 es un indicativo de que ésta
sea convertida a caspasa 3 activa y que es cuestion de tiempo para observar la
fragmentacion del DNA, se evalu6 la expresion de la caspasa 3 activa, como una
consecuencia del incremento en la procaspasa 3, por lo tanto, cultivos de células CaSki
fueron tratadas con 24 pg/ml y 100 pg/ml de los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE
respectivamente y se evalud la presencia de la caspasa 3 activa , la cual nos permite

deducir que la cascada apoptoética se esta llevando a cabo (Figura 14).
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A)

B)

Control Ac-Et 26-OH-DI 26-OH-HE

Figura 14. Expresion de la caspasa 3 activa en cultivos de células CaSki a las 30 horas después del
tratamiento. A) Observacion de la expresion de la caspasa 3 activa . a: control, b; Acetato de etilo, c; 26-
OH-DI (24 pg/ml), d; 26-OH-HE (100 pg/ml). Las flechas blancas indican la expresion de caspasa 3. B)
Cuantificacion de la expresion y activacion de la caspasa 3 en cultivos tratados con el esteroide 26-OH-DI
(24 pg/ml) y 26-OH-HE (100 ug/ml) a través de la cuantificacion de la luminiscencia emitida, evaluada
con el programa Adobe PhotoShop CS2. * p<0.05 vs Ac-Et (ANDEVA). Ac-Et: Acetato de Etilo.

Como se observa en la Figura 14, el esteroide 26-OH-HE induce un incremento
en la expresion de la caspasa 3 activa en las células CaSki a las 24 horas de induccion,

sin embargo, con el 26-OH-DI la induccion de la caspasa 3 activa se observo hasta las
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30 horas de induccion y en menor magnitud, sugiriendo que la inducciéon de muerte
apoptotica por el 26-OH-DI lleva mas tiempo y a la vez explica el no observar
fragmentacion del DNA. En concreto, la activacion de la procaspasa 3, la induccion en
la expresion de la caspasa 3 activa asi como la condensacion de la cromatina inducida
por ambos esteroides, indican que los dos compuestos inducen apoptosis en las células
CaSki.

No obstante lo anterior, se desconoce si las concentraciones utilizadas de ambos
esteroides afectan el potencial proliferativo de células no tumorales. Para dar respuesta a
esta incognita, cultivos de fibroblastos no tumorales provenientes de cérvix humano
fueron inducidos con el 26-OH-DI y 26-OH-HE y el niimero celular fue evaluado por la
técnica de cristal violeta, con el propdsito de determinar si los esteroides afectan el
potencial proliferativo de las células fibroblasticas, asi como el determinar si su accion

antiproliferativa es selectiva (Figura 15).

Control Ac-Et

Figura 15. Efecto de los esteroides 26-OH-DI (24 pg/ml) y 26-OH-HE (100 pg/ml) sobre el potencial
proliferativo de fibroblastos no tumorales provenientes del cérvix humano. * p<0.05 vs Ac-Et

(ANDEVA). Ac-Et: Acetato de etilo.

Los resultados sugieren que el 26-OH-DI no afecta significativamente la
proliferacion de las células fibroblasticas, mientras que el 26-OH-HE afecta el
potencial proliferativo tan solo en un 18 %, generando en estos compuestos una accion
selectiva que podria ser utilizada para darles un fuerte potencial antitumoral con

posibles aplicaciones terapéuticas en el CaCu.
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Discusion de resultados.

Las saponinas han generado un fuerte interés cientifico, debido a su diversidad
estructural y a su actividad bioldgica, especialmente como antitumorales. Algunos
estudios revelaron que la diferencia en las estructuras de las saponinas, incluyendo el
tipo y el numero de azucares, el doble anillo, entre otros, influye en la respuesta
biologica (Trouillas, et al. 2005). Wang, et al. 2001, compardé a la dioscina, un
espirostenol contra el metil protodiocina un furostanol con 26-O- glicopiranosida,
demostrando que unicamente la dioscina induce apoptosis, a pesar de que estos dos
compuestos son estructuralmente parecidos, sugiriendo que la estructura o el cambio de
estructura de un compuesto juegan un papel importante en la actividad biologica. En los
resultados obtenidos en este trabajo con la linea de cancer cérvico-uterino CaSki, se
encontrd una IC50 para el 26-OH-DI de 24 pug/ml, mientras que para el 26-OH-HE fue
de 100 pg/ml, a pesar de que la estructura entre ambos compuestos solo se diferencia en
un hidrégeno y una doble ligadura en el carbono 5, asi como un grupo cetona en el
carbono 12. Aparentemente estas pequenas diferencias le dan al 26-OH-DI una
actividad biologica cuatro veces mayor que la observada para el 26-OH-HE, implicando
una relacion directa entre la estructura de la molécula y su actividad bioldgica. Seria
interesante determinar que parte de la estructura es la que da el incremento en la
actividad biologica. Por otro lado, se ha reportado que las saponinas esteroides como la
Diosgenina inducen un decremento en el nimero celular a través de la detencion en la
fase G1 del ciclo celular (Raju, et al 2007), sin embargo, también se ha descrito que la
accion antiproliferativa puede ser independiente de ciclo. En el caso particular del 26-
OH-DI, su accion antiproliferativa fue independiente de ciclo, mientras que para el 26-
OH-HE fue dependiente de ciclo, lo cual nuevamente resulta interesante, ya que las
diferencias entre estas moléculas son muy especificas, generando la posibilidad de
establecer que parte de la estructura de la molécula es la responsable de afectar el ciclo
celular de estas células CaSki. También es importante resaltar que la accion
antiproliferativa dependiente de ciclo podria darle a este compuesto una accion
selectiva, como se ha reportado para otros compuestos, donde el compuesto detiene a
las células en la fase de G2/M, que en algunos estudios se ha establecido que la
detencion en esta fase, confiere una mayor sensibilidad a las radiaciones (Rudoltz et al,

1996).

49 |Pagina



No obstante que el 26-OH-DI y el 26-OH-HE actuan de manera diferente, en
nuestros resultados ambos indujeron muerte por apoptosis. Esto es, ambos indujeron un
incremento de la caspasa 3 activa y solo en el 26-OH-HE se observo fragmentacion de
ADN vy formacion de cuerpos apoptoticos. Sin embargo, cabe resaltar que el incremento
en la expresion de la caspasa 3 activa en las células CaSki tratadas con el 26 OH-DI se
observo a las 30 horas, mientras que en el 26-OH-HE se observo desde las 24 horas y es
posible que se observe en un tiempo menor. Esta diferencia en el tiempo, refleja
nuevamente su accion diferente entre ambos compuestos e implica que en la ruta
apoptética el 26-OH-DI actia de una manera mas lenta que el 26-OH-HE. Es
conveniente que en un futuro, se estudie la relacion del efecto inductor de apoptosis en
ambos esteroides, con respecto al tiempo, con la intencion de encontrar diferencias
especificas en los componentes que intervienen en esta ruta de muerte, con el propdsito
de explicar como un compuesto puede inducir muerte por apoptosis mas rapido que
otro. La inducciéon de muerte por apoptosis en ambos esteroides concuerda con lo
descrito en la literatura, donde se ha establecido que la Diosgenina y la Hecogenina
inducen muerte por apoptosis en diferentes lineas celulares. La Diosgenina y
Hecogenina, ambas saponinas esteroides, han demostrado tener actividad bioldgica en
diferentes lineas celulares de cancer humano, tales como en la linea de osteosarcoma
humano 1547, en la lineca leucémica K562, en la linea de cancer de mama AUS516, en la
linea de cancer cérvico-uterino Hela, entre otras, ya que estos compuestos presentan un
efecto antiproliferativo, puesto que producen una detencion en alguna de las fases del
ciclo celular y/o producen una muerte celular por apoptosis (Raju, et al 2007; Corbiere,
et al. 2003; Trouillas, et al. 2005; Huo, et al. 2004). No obstante estos datos, la
Diosgenina y Hecogenina son poco utiles para ser aplicadas, ya que su estructura les
confiere un baja solubilidad en sistemas acuosos y presentan una actividad hemolitica
de manera natural, generando la necesidad de generar andlogos o derivados de estas
moléculas.

Es por ello que los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE, surgieron de una
modificacion de la Diosgenina y Hecogenina respectivamente, donde se les hizo una
acetolisis a ambos, catalizadas con un acido de Lewis, con lo cual se abrio el
espirocetal, que es la cadena lateral y se formaron estructuras colestanicas, que
contienen un grupo cetona en el carbono 22 y un acetato en el carbono 16 lo cual
estabiliza las moléculas e impiden que no se cierre de nuevo. Estas modificaciones se

hicieron pensando en la molécula OSW-1, una saponina esteroide, que se extrae en
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cantidades minimas (Morzycki, et al. 2002) la cual ha demostrado tener una actividad
anti cancerigena en diferentes lineas celulares de cancer humano, capaz de inducir
apoptosis, siendo ésta, mas potente que otras moléculas que ya son utilizadas
clinicamente como la mitomicina C, adriamicina, cis-platino, camptotecina, y taxol,
ademas de ser poco citotoxico en células normales de pulmon (Qi-hai, et al. 2003; Tang,
et al. 2007), es por ello que hay un fuerte interés en encontrar un método para obtener
una sintesis total o crear analogos.

En la mayoria de los trabajos enfocados en compuestos descritos con propiedades
antitumorales, carecen de controles normales, o algunos comparan el efecto en lineas
celulares normales, las cuales presentan una caracteristica comuin con las células
tumorales, ambas proliferan sin control, por lo que los resultados no son muy claros.
Otro control utilizado es el uso de células provenientes de ratdon, sin embargo, éstas
pueden responder de manera diferente a como lo haria una célula humana, por lo que
también el efecto observado no es concluyente. Por ello, se recomienda el uso de células
humanas, de preferencia del mismo origen o del mismo o6rgano.

En el caso del 26-OH-DI y 26-OH-HE, el efecto antitumoral fue evaluado en
células fibroblasticas no tumorales proveniente del cérvix humano, ya que estas células
forman parte del microambiente del cérvix normal asi como del microambiente tumoral,
ademads de presentar un fuerte potencial proliferativo que aunque lo idéneo sea utilizar
células epiteliales de cérvix, la célula fibroblastica permite mantenerla proliferando
mientras que las células epiteliales del cérvix hasta el momento no se ha podido lograr
mantenerlas en division. Sorprendentemente el 26-OH-DI a una concentracion de 24
ng/ml no afecta el potencial proliferativo de las células fibroblasticas, mientras que el
26-OH-HE (100 pg/ml) s6lo afectd en un 18 % el potencial proliferativo, confiriendo en
ambos esteroides una accion selectiva, que permite proponer a estos compuestos como
agentes con un fuerte potencial anticancerigeno.

A pesar de demostrar que los compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE presentan una
actividad antiproliferativa y anticancerigena en la linea celular CaSki proveniente de
cancer cérvico-uterino, seria conveniente repetir este trabajo con otras lineas de CaCu
infectadas con el VPH tipo 16, asi mismo como con otros tipos de VPH y lineas
celulares no infectadas con este virus, con el proposito de confirmar y de ser el caso de
generalizar la accion antiproliferativa de estos compuestos.

Por otro lado también seria conveniente realizar el analisis del efecto de los
compuestos 26-OH-DI y 26-OH-HE sobre otras lineas celulares de cancer diferente a la
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de CaCu (pulmén, mama, prostata... etc.) con la intencion de determinar si su efecto
antitumoral es independiente del tipo del tumor, o es especifico de tumores de CaCu.
También es importante determinar la molécula o moléculas que estan implicadas
en la accion antiproliferativa o anticancerigena, de tal forma que se pueda aportar mas
informacion sobre el mecanismo de accion de ambos compuestos, con el propdsito de

valorar su potencial quimioterapéutico.
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Conclusiones

Los esteroides 26-OH-DI y 26-OH-HE disminuyen el nimero celular en cultivos
de la linea de CaCu CaSki.

La concentracion a la cual se disminuye la densidad celular en un 50 % para las
células provenientes de CaCu CaSki es de 24 pg/ml para el 26-OH-DI y de 100
ng/ml para el compuesto 26-OH-HE.

El efecto del esteroide 26-OH-DI sobre la linea celular CaSki es independiente
del ciclo celular, mientras que para el 26-OH-HE su accion es dependiente de
ciclo.

El 26-OH-HE disminuye el porcentaje de células CaSki en las fases G1 y G2-M
del ciclo celular.

El 26-OH-He y 26-OH-Di1 inducen muerte por apoptosis en la linea celular
CaSki,

El potencial proliferativo de células fibroblasticas provenientes del cérvix
humano no es afectada por el 26-OH-Di a la concentracion de 24 pg/ml.

El 26-OH-HE induce un decremento en el potencial proliferativo de células
fibroblasticas provenientes del cérvix humano en un 18%, a la concentracion de

100 pg/ml.
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APENDICE

¢ Composicion del RPMI-1640 (Sigma Chemical Co .U.S.A).

Sales inorganicas

Nitrato de Calcio « 4H20

Sulfato de magnesio (anhidro)
Cloruro de potasio

Bicarbonato de Sodio

Cloruro de sodio

Fosfato dibésico de sodio (anhidro)

Aminoacidos

L-alanil-L-glutamina
L-Arginina
L-asparagina (anhidro)
L-4cido aspartico
L-Cistina « 2HCI
L-4cido glutamico
L-glutamina

Glicina

L-Histidina
Hidroxi-L-prolina
L-isoleucina
L-leucina

L-Lisina « HCI
L-Metionina
L-fenilalanina
L-prolina

L-serina

L-treonina
L-triptofano
L-Tirosina ¢ 2Na « 2H20
L-valina

Vitaminas

D-Biotina

Cloruro de colina

Acido félico

myo-inositol

Niacinamida

acido p-aminobenzoico

D-acido pantoténico (hemicalcium)
Piridoxina « HCI

Riboflavina

g/l

0.1
0.04884
0.4

6

0.8

g/l

0.2
0.05
0.02
0.0652
0.02
0.3
0.01
0.015
0.02
0.05
0.05
0.04
0.015
0.015
0.02
0.03
0.02
0.005
0.02883
0.02

g/l

0.0002
0.003
0.001
0.035
0.001
0.001
0.00025
0.001
0.0002
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tiamina ¢ HCI 0.001

Vitamina B12 0.000005
Otros g/l
D-glucosa —
Glutation (reducido) 0.001
Rojo de fenol * Na 0.0053
Adicionar g/l
Bicarbonato de Sodio 2

% Verseno
Esta solucion se emplea para despegar las células tumorales adherentes y funciona
como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones celulares.

Para su preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

Tris base 3.04 g (sigma chemical Co.U.S.A)
Cloruro de sodio 8.00 g (sigma chemical Co.U.S.A)
Cloruro de potasio 0.04 g (sigma chemical Co.U.S.A)

Etilen —diamen-tetra-acético(EDTA) 0.40 g (sigma chemical Co.U.S.A)
Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada, que ajusta al pH a 7.7 con

HCL 1M y se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por medio

de autoclave a 20 Ibs durante 20 min.
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% Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato.

Los componentes se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.

Cloruro de magnesio 0.10 g(sigma chemical Co.U.S.A)
Cloruro de calcio 0.10 g (sigma chemical Co.U.S.A)
Cloruro de sodio 8.00 g (sigma chemical Co.U.S.A)
Cloruro de potasio 0.20 g (sigma chemical Co.U.S.A)
Fosfato monoacido de sodio 2.16 g(sigma chemical Co.U.S.A)
Fosfato diacido de potasio 0.20 g (sigma chemical Co.U.S.A)

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 ml de agua bidestilada y
después se adicionan los 100 ml que contengan el cloruro de magnesio y de calcio. Se
ajustael pH a 7.2 -7.4 utilizando HCL 8N y se afora finalmente a un volumen final
de 1000ml Esta solucion se esteriliza por medio de filtros de membrana (Millipore) con

didmetro de poro de 22 micras, la solucion se almacena a 4°C hasta el momento del uso.

% Colorante Cristal Violeta
La solucion de cristal violeta se prepara al 0.1% en una solucién amortiguadora de
acido foérmico 200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g. de NaOH y 4.28 ml de
acido formico aforados a 500ml con agua bidestilada. Una vez preparada la solucion se

filtra y posteriormente se usa.

% Desactivacion del suero
Una botella de Suero Fetal Bovino (Hyclone,U.S.A.) se coloca en bafio de agua a
temperatura ambiente para ser descongelado, posteriormente se pasa a un bafio maria
57°C durante 30 min. Posteriormente es trasvasado en alicuotas de 50 ml para su mejor

uso y manipulacion.
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