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RESUMEN

El cancer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por neoplasias
malignas en la mujer a nivel mundial. En México, en las mujeres, el 13.9 % de
las defunciones por tumores malignos corresponden al del cuello del uUtero
(CaCu). Hoy en dia, se cuenta con diferentes terapias aplicadas a esta
patologia, sin embargo, éstas son eficientes en tumores unicos, en fase
temprana y de facil localizacién, por lo que los pacientes con tumores en una
fase avanzada y con mas de un tumor (metastasis), resultan inadecuadas. Este
hecho genera la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas para
esta enfermedad, sobre todo aquellas que estan basadas en compuestos de
origen vegetal con actividad antiproliferativa. Actualmente existe un interés
especial en saponinas esteroidales debido a sus diferentes actividades
biolégicas reportadas y en algunos elementos como el selenio, que también se
le ha adjudicado una actividad anticancerigena. Con el propdsito de evaluar el
efecto antiproliferativo de un derivado de la hecogenina asi como la actividad
del selenio juntos, en el presente trabajo se evalué la actividad antiproliferativa
e inductora de apoptosis del compuesto diacetato de (25R)-12,22-dioxo-26-
selenociano-5a-colestan-33-163-diillo (SeCN-H) en las lineas HelLa, CaSki y
ViBo provenientes de cancer cervicouterino. Al respecto se obtuvo que el
SeCN-H indujo un decremento del 50 % en el numero celular a una
concentracion de 59 ug/ml para las células HelLa, mientras que para las células
CaSki y ViBo fue de 60 pug/ml. La disminucion del nUmero celular observada en
las células HelLa y ViBo fue debida en parte al efecto citotoxico del esteroide,
como lo indica la prueba de citotoxicidad determinada por la liberacion de la
enzima LDH. Sin embargo, en las células CaSki no se observo efecto
citotoxico. Estos resultados indican que el SeCN-H induce muerte por necrosis
en las células HelLa y ViBo (40 y 38 % respectivamente), mientras que las
células CaSki son resistentes a este efecto. Sorprendentemente en cultivos de
células linfociticas tratadas con 60 ug/ml no se observo efecto citotdxico,
sugiriendo que el efecto citotéxico presente en el SeCN-H es de accion
selectiva.



El analisis de la distribucion del ADN en cada una de las fases del ciclo celular,
evaluado por citometria de flujo para cada una de las lineas tumorales, indica
que la actividad antiproliferativa del SeCN-H no altera la distribucion del ADN,
sugiriendo que tal actividad es independiente de ciclo. Sin embargo, el
incremento en la expresion de la caspasa 3 activa, asi como la fragmentacion
del ADN inducida por el esteroide SeCN-H en las células HelLa, CaSki y ViBo,
sugieren que el compuesto induce a las células tumorales a una muerte por
apoptosis. De manera paralela, cultivos de células no tumorales (fibroblastos
humanos provenientes del cérvix y linfocitos de sangre periférica) fueron
tratados con 60 pg/ml del esteroide con la intencion de determinar si el SeCN-H
afecta el potencial proliferativo de células no tumorales. Al respecto se obtuvo
gue el SeCN-H no afecta el potencial proliferativo de células no tumorales.

INTRODUCCION

La Organizaciéon Mundial de la Salud establece que el cancer cervicouterino
(CaCu) es la segunda causa de mortalidad femenina por cancer en todo el
mundo. En México, en las mujeres, el 13.9 % de las defunciones por tumores
malignos corresponden al del cuello del dtero, 15 % al de mama, mientras que
el de higado y vias biliares intrahepaticas presentan el 9.2 % de las muertes
(INEGI 2011).

El CaCu es una enfermedad en la cual se encuentran células cancerosas en
los tejidos del cuello uterino. Antes de que se localicen dichas células en el
cuello uterino, sus tejidos experimentan cambios y empiezan a generar células
anormales. Existen varios factores de riesgo que incrementan el desarrollo del
cancer cervical como lo es tener multiples parejas sexuales, actividad sexual a
temprana edad, tener historial en enfermedades de transmision sexual,
tabaquismo, uso prolongado de anticonceptivos hormonales y bajo nivel
socioecondémico. Se ha detectado el virus del papiloma humano (VPH) hasta en
un 99 % de las pacientes que presentaron cancer cervical, particularmente los
virus de alto poder oncogénico (VPH-16 y VPH-18), mismos que se relacionan
con las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado y que pueden
progresar en un carcinoma.



Entre las estrategias para combatir el CaCu, dependiendo del grado de la
lesion, se realizan terapias como la cirugia, radioterapia y quimioterapia, las
cuales son costosas, ineficientes en etapas avanzadas de la enfermedad y con
accion poco selectiva. Este hecho ha provocado la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas para el tratamiento de esta patologia. Entre las
alternativas para combatir el cancer, hoy en dia, hay un nidmero creciente de
resultados en investigacion que emplean compuestos de origen vegetal, que
han sido propuestos en terapias alternativas y que estan orientados hacia la
quimioprevencion del cancer.

Dentro de este grupo de compuestos se encuentran las saponinas esteroidales,
compuestos que poseen una estructura compleja formada por un nucleo
esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica constituida por unidades de
monosacaridos. Estas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal y
aunque en mayor o menor medida se encuentran en una gran cantidad de
plantas, son especialmente abundantes en algunas familias, como la
Agavaceae.

A dichas saponinas se le han atribuido efectos inhibidores de la proliferacion de
células tumorales, por lo cual este trabajo tiene el proposito de evaluar el efecto
antiproliferativo de la saponina esteroide SeCN-H (diacetato de (25R)-12,22-
dioxo-26-selenociano-5a-colestan-3B-16B-diilo), en células provenientes de
CaCu. Por otro lado, dicho compuesto tiene en su estructura al selenio,
elemento al que recientemente se le ha atribuido una actividad antioxidante en
células provenientes de diferentes tipos de cancer como son, el de higado,
pecho, estobmago, pulmon, tiroides, prostata y colon (Tapiero et al., 2003).
Ademas en estudios con animales, se ha demostrado que la nutricion mejorada
con selenio puede reducir el riesgo de cancer (Hernandez, 2005).

MARCO TEORICO

La célula es una unidad minima de un organismo capaz de actuar de manera
auténoma. Todos los organismos vivos estan formados por células, y en
general se acepta que ningln organismo es un ser vivo Si no consta al menos
de una célula (Alberts et al., 2004).

La vida de una célula se inicia con su formacion a través de la division de una
célula madre y termina con la formacion de sus células hijas o con su muerte.
Las etapas a traves de las cuales pasa la célula desde una division celular a la
siguiente constituyen el ciclo de la célula.


http://www.monografias.com/trabajos14/plantas/plantas.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/lacelul/lacelul.shtml

PROLIFERACION CELULAR

La proliferacion celular es el incremento del niumero de células por division
celular, es mas activa durante la embriogénesis y el desarrollo de un
organismo, y es fundamental para la regeneracion de tejidos dafiados o viejos.

Es caracteristica en cada tipo celular por lo que esta controlado de forma muy
especifica. EI genoma codifica un conjunto complejo de proteinas que regulan
la division celular y por lo tanto la proliferacion de las células. La proliferacion
celular estd sometida en primer término a la presencia de factores externos
como son los factores de crecimiento, interacciones con otras células y
nutrientes.

El proceso de diferenciacion hace que cada tipo celular exprese un perfil de
genes caracteristicos. Este perfil de expresion marca la capacidad proliferativa
de cada tipo celular y su forma de responder a cada tipo de estimulo.

Hay células como las epiteliales o las hematopoyéticas con una alta capacidad
proliferativa que estan en constante renovacion y otras, como las neuronas,
que tienen una capacidad proliferativa muy baja.

El control de la proliferacion celular es esencial para el correcto funcionamiento
del organismo. La pérdida de esta regulacion es la causa de enfermedades
como el cancer, donde una célula forma una linea celular con capacidad de
proliferacion ilimitada e incontrolada debido a mutaciones genéticas. Por el
contrario, una pérdida en la capacidad de divisién celular es uno de los factores
gue originan el envejecimiento.

CICLO CELULAR

Una célula se reproduce llevando a cabo una secuencia ordenada de
acontecimientos en los cuales duplica su contenido y luego se divide en dos.
Este ciclo de duplicacion y division, conocido como ciclo celular, es el
mecanismo esencial mediante el cual todos los seres vivos se reproducen. La
funcibn mas importante del ciclo celular es duplicar con exactitud la gran
cantidad de ADN de los cromosomas y luego segregar las copias con precision
en dos células hijas idénticas (Alberts et al., 2004).

La mayoria de las células tardan mucho mas en crecer que en duplicar su
masa de proteinas y organulos que el gue necesitan para replicar su ADN y
dividirse.



El ciclo de la célula se divide en dos fases principales segun las actividades
celulares facilmente visibles; éstas son la fase M (M= mitética); que incluye: 1)
cariocinesis, durante la cual los cromosomas duplicados se reparten entre dos
ndcleos, y 2) citocinesis, en donde toda la célula se divide fisicamente en dos
células hijas; y la interfase, en donde no se manifiestan fendmenos de division,
por lo tanto, el ADN no esta compactado (Burgués et al., 2005).

En la mayoria de los ciclos celulares, se intercalan fases de descanso que les
permiten disponer de mas tiempo para crecer; la fase G1 entre la fase M y la
fase Sy la fase G2 entre la fase S y la mitosis. Asi, el ciclo celular eucariota se
divide tradicionalmente en cuatro fases secuenciales G1, S, G2 y M (Figura 1).

Las fases G1 y G2 son mucho mas que meros periodos de espera que
permiten crecer a la célula. Proporcionan tiempo para que la célula compruebe
el medio interno y externo para asi asegurarse de que las condiciones son
adecuadas y que se han completado los preparativos antes de la fase Sy de la
mitosis (Baynes y Dominiczak, 2008).
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Figura 1. Fases del ciclo celular. La célula crece continuamente durante la interfase, la cual
consta de tres fases: en la fase G1 la célula activa los genes necesarios para la progresion del
ciclo celular, durante la fase S se duplica la totalidad de ADN nuclear y durante la fase G2 se
verifica la correcta duplicacion de ADN asi como su integridad. Tomada de
www.fisicanet.com.ar.



http://www.fisicanet.com.ar/

La progresion del ciclo de division celular esta controlada por un grupo de
genes que pueden dividirse en dos grandes grupos (Paniagua y Nistal, 2007).

1.- Los genes que codifican proteinas necesarias para la progresion del ciclo,
como las enzimas y precursores de la sintesis de ADN.

2.- Los genes que codifican proteinas que regulan positiva 0 negativamente el
ciclo celular, que a su vez se dividen en

— Genes que regulan positivamente el ciclo: son los denominados
protooncogenes, y sus productos activan la proliferacién celular,
consiguiendo que células en GO salgan de este estado, pasen a la fase
S y entren en division.

— Genes que regulan negativamente el ciclo: se les denomina genes
supresores tumorales.

La secuencia de acontecimientos en el ciclo celular estd regulada por un
sistema de control que vigila cada uno de los pasos que realiza la célula para
completar el ciclo, de modo que si no se cumplen las condiciones para pasar a
la siguiente etapa, el ciclo se detiene.

En el ndcleo del sistema de control del ciclo celular se halla una familia de
proteinas cinasas denominadas cinasas dependientes de ciclina (Cdk, de
cyclin-dependent kinases) (Peralta et al, 1997). Su actividad aumenta y
disminuye a medida que la célula progresa a través del ciclo Las Cdk actuan
fosforilando serinas y treoninas de proteinas diana para desencadenar
procesos celulares. Los reguladores mas importantes de las Cdk son las
proteinas denominadas ciclinas, éstas son proteinas de vida muy corta y se
destruyen tras su unién a las Cdk (Wayne et al., 2007), (Figura 2).

Existen diferentes tipos de ciclinas, cada una de ellas definida por la etapa del
ciclo celular en la que se une a las Cdk y acttua. En todos los ciclos celulares se
necesitan tres de estas clases:

o Las ciclinas G1/S se unen a las Cdk al final de G1 y determinan que la
célula replique el ADN.

o Lasciclinas S se unen a las Cdk durante la fase S y son necesarias para
iniciar la replicacion del ADN.

o Las ciclinas M estimulan los acontecimientos de la mitosis.

En la mayoria de las células, una cuarta clase de ciclinas, las ciclinas G1,
ayudan a realizar el paso a través del inicio o del punto de restriccién en las
postrimerias de G1.
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Figura 2. Ciclo celular que muestra la intervencién de las proteinas Cdks (cinasas dependientes
de ciclinas). Tomada de Alberts et al., 2002.

En condiciones fisiolégicas, la homeostasis celular mantiene el estado de
diferenciacion de cada célula y regula estrictamente su tasa de proliferacién, su
tiempo de supervivencia y su ubicacion especifica anatémica, de acuerdo con
las necesidades del organismo, asi las células mueren y son sustituidas
ininterrumpidamente, debido a un sistema de regulacion donde la muerte
celular toma un papel fundamental (Schafer, 1998).

MUERTE CELULAR

En los organismos multicelulares, la homeostasis es mantenida a través de un
balance entre la proliferacion y la muerte celular (Sanchez-Torres y Vargas,
2003).

Los mecanismos que regulan la muerte celular son esenciales para el normal
desarrollo y mantenimiento de la homeostasia. Las células crecen
controladamente gracias a la expresion de nuevos genes que inducen sefiales
de muerte en estadios definidos de diferenciacion y en respuesta a estimulos
fisiol6égicos determinados (Arango et al., 1997).



Los dos tipos, mas estudiados, de muerte celular que se reconocen en
organismos son la necrosis y la apoptosis (Figura 3). La primera tiene un
caracter patolégico y se desencadena tras un dafio celular extremo (por
ejemplo por falta de oxigeno o envenenamiento), que dafia irreversiblemente el
funcionamiento de la célula. Por el contrario, la apoptosis es un proceso
fisiolégico que ocurre de forma habitual en los organismos eucariotas
pluricelulares, tanto en el desarrollo embrionario como en le etapa adulta
(Paniagua, 2007).

Este mecanismo lo induce el propio organismo para la eliminacién de células
no deseadas, bien por necesidad del desarrollo embrionario, para el
mantenimiento fisiolégico en la etapa adulta, o bien porque, debido a
mutaciones o lesiones, esas células son dafiinas para el propio organismo.

NECROSIS

Desde el punto de vista morfologico, la necrosis se caracteriza por una
dilataciéon del reticulo endoplasmatico, una entrada de agua que acaba por
provocar la ruptura osmotica de la célula y la salida al exterior del contenido
celular. La permeabilidad de la membrana plasmatica se altera y se establece
un flujo anormal de iones hacia el interior, principalmente de calcio, que va
acompafiado de la entrada pasiva de agua. El volumen celular aumenta
(tumefaccion) y algunas rutas metabdlicas se alteran por las nuevas
concentraciones ionicas que se establecen. Asi la mayor concentracion
intracelular de calcio inhibe la produccion de ATP, a la vez que estimula la
sintesis de algunas enzimas proteoliticas. Algunos organulos membranosos,
como el reticulo endoplasmético o la mitocondria, se dilatan por la entrada de
agua, los ribosomas se desorganizan y los lisosomas se rompen. Como etapa
final, los organulos estallan, la membrana plasmaética y la envoltura nuclear se
fragmentan y el contenido intracelular se vierte al exterior promoviendo una
respuesta inflamatoria (Kroemer et al, 2008).

Las células fagociticas que acuden al tejido ingieren y degradan estos restos.
Esta salida del contenido celular sera la responsable de la extensién del
fenbmeno necrético, ya que las células adyacentes seran afectadas, bien
directamente, o bien de modo indirecto por la reaccion inflamatoria (Paniagua y
Nistal, 2007).
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Figura 3. Comparacion entre necrosis y apoptosis y los diferentes cambios morfolégicos que
conllevan. Tomada de www.retina.umh.es.

APOPTOSIS

La apoptosis es un evento natural que tiene lugar durante el desarrollo
embrionario y es parte de un proceso de eliminacion de células en
organismos maduros. La necesidad de que ocurra la apoptosis se debe a
dos circunstancias a las que se enfrenta habitualmente el organismo
(Robbins et al., 1993).

1) A lo largo del desarrollo, cualquier organismo necesita deshacerse de
ciertas estructuras y crear otras, por ejemplo, durante un proceso de
metamorfosis. Durante la vida del individuo es también necesario
reconstruir estructuras en los tejidos u oOrganos, por ejemplo el
endometrio.

2) Cuando es necesario eliminar células porgue son una amenaza para el
organismo, por ejemplo cuando estan infectadas por virus, o que su
ADN ha sufrido dafios importantes.

La célula inicia una serie de acontecimientos ordenados por lo que también se
denomina muerte celular programada. La caracteristica principal de la
apoptosis es que es silenciosa debido a que las células apoptéticas son
reconocidas por macrofagos, de esta forma no se produce el derrame del
contenido celular por tanto no existe inflamacion ni lesion del tejido.


http://www.retina.umh.es/

Uno de los eventos mas tempranos de la apoptosis es la deshidratacion celular.
La pérdida del agua intracelular conlleva la condensacion del citoplasma y
cambios en la forma y el tamafio celular. Las células que eran redondas
originalmente aparecen elongadas y generalmente mas pequefias.

Otro cambio, quiz& el mas caracteristico de la apoptosis, es la condensacion de
la cromatina nuclear. La condensacion comienza en la periferia nuclear, y la
cromatina condensada a menudo adquiere una forma concava que se asemeja
a una media luna. La envoltura nuclear se desintegra o fragmenta en vesiculas,
la lamina sufre degradacion proteolitica y, por udltimo, se produce la
fragmentacion nuclear. Algunos fragmentos nucleares, que parecen gotitas de
ADN de diferentes tamafios, estan dispersos en el citoplasma. Estos
fragmentos nucleares junto con los constituyentes del citoplasma incluyendo
organulos intactos, son empaquetados y envueltos por fragmentos de
membrana plasmatica (Paniagua y Nistal, 2007).

Estas estructuras, denominadas cuerpos apoptoticos, son emitidas por células
apoptoéticas. Estos cuerpos apoptoéticos se reconocen por la presencia de
fosfatidilserina en su superficie. La fosfatidilserina es un fosfolipido que sélo
suele encontrarse en la hoja interna de la membrana plasmatica. Cuando la
apoptosis sucede in vivo, los cuerpos apoptoticos son fagocitados por las
células vecinas como fibroblastos o células epiteliales y no necesariamente por
macrofagos profesionales sin desencadenar ninguna reaccion inflamatoria en el
tejido (Arango et al., 1997).

La muerte apoptdética es un proceso complejo que requiere la activacion de
varias sefiales y mecanismos de regulacién, los cuales involucran la
participacion de una serie de moléculas con accién proapoptética como en el
caso de la familia de las caspasas, asi como antiapoptéticas como los
miembros de la familia del Bcl-2 y las proteinas inhibidoras de apoptosis.

Las caspasas constituyen una familia de proteasas de cisteina, que fragmentan
proteinas en lugares especificos en los que hay acido aspartico. En su forma
nativa las caspasas constan de tres dominios; un prodominio N-terminal, un
dominio que genera una subunidad grande (p20) y un dominio que da lugar a
una subunidad enzimatica pequeia (pl10) (Sanchez-Torres y Vargas, 2003).

Dentro de las funciones de las caspasas destacan la inactivacion de proteinas
gue normalmente protegen a la célula de la muerte apoptotica, de aquellas
involucradas en la reparacion del ADN y de las encargadas de la organizacion
del citoesqueleto y participan en la destruccion de la lamina nuclear (Sanchez-
Torres y Vargas, 2003).



La apoptosis puede ser desencadenada por diferentes sefiales intra o
extracelulares. Las primeras son, en muchos casos, originadas por estrés
biolégico, el cual provoca la liberacion del citocromo C de la mitocondria, via
intrinseca, mientras que algunas de las sefiales extracelulares desencadenan
el proceso apoptotico al unirse a su ligando presente en la membrana
plasmatica de la célula blanco, via extrinseca. La naturaleza de los inductores
puede ser fisiolégica como hormonas y citocinas; biolégica como bacterias y
virus; quimica los farmacos o fisicas como radiaciones, pudiendo un mismo
estimulo generar efectos diferentes y hasta opuestos en distintos tipos
celulares, e incluso en células del mismo tipo pero que se encuentren en
diferente etapa de desarrollo (Sanchez-Torres y Vargas, 2003).

Via extrinseca de la apoptosis

Uno de los estimulos para la apoptosis lo porta una proteina mensajera
extracelular llamada factor de necrosis tumoral (TNF). Este se produce en
ciertas células del sistema inmunitario como respuesta a factores adversos,
como la exposicion a radiacion ionizante, temperatura elevada, infeccion viral o
sustancias toxicas (Paniagua, 2007).

Una de las sefiales mejor conocidas es la molécula denominada ligando del
Fas, también llamado CD95 (del inglés, Cytotoxicity-dependent protein 95) o
APO-1(apoptosis-1 protein) que es un miembro de la familia receptores del
factor de necrosis tumoral. Al ser estimulado, el Fas se une a unas proteinas
adaptadoras denominadas FADD (Fas-associated protein with death domain),
que a su vez se une a la procaspasa 8 favoreciendo su autoactivacion; la
caspasa 8 puede entonces activar a las caspasas efectoras 3,6y 7.

Sin embargo, hay factores como el FLIP y IAPSs (proteinas inhibidoras de
apoptosis) que tienen la capacidad de evitar la apoptosis. La caspasa 8 puede
también cortar a la proteina a Bid, miembro proapotético de la familia Bcl-2,
para dar lugar a la forma inhibida (tBid) que actia sobre la mitocondria, de este
modo se da la conexidon entra ambas vias (Figura 4) (Paniagua, 2007).

Via intrinseca 0 via mitocondrial de la apoptosis

Los estimulos internos, como el dafio genético irreparable, las concentraciones
demasiado elevadas de Ca®" en el citosol o el estrés oxidante grave esto es, la
produccion de grandes cantidades de radicales libres destructivos vy la falta de
seflales de supervivencia como ausencia de factores de crecimiento
desencadena la apoptosis por la via intrinseca.



Los miembros de la familia Bcl-2 son proteinas que regulan la activacion de la
apoptosis por esta via. Los integrantes de la familia Bcl-2 pueden subdividirse
en dos grupos, los miembros proapotéticos que promueven la apoptosis (Bad y
Bax) y los miembros antiapoptoticos que protegen a las células de la apoptosis
(Bcl-xl, Bcl-w y Bcl-2) (Caballero y Moran, 2002).

Los estimulos estresantes, como los descritos antes, provocan la translocacion
a la mitocondria de miembros proapotéticos de la familia Bcl-2, como Bax. Lo
anterior provoca la liberacion del citocromo C al citosol, lo cual se acompafia de
pérdida del potencial de la membrana mitocondrial y desestabilizacion de la
membrana externa de la mitocondria (Karp, 2005).

En el citosol, el citocromo C se una a Apaf-1 y una vez unido y en presencia de
dATP o ATP se forma el complejo conocido como apoptosoma, que recluta y
activa a la procaspasa 9, la cual puede a su vez activar a las caspasas 3,6y 7.

Las caspasas 3, 6 y 7 son las principales responsables de los cambios
morfologicos y bioquimicos que ocurren en las células apoptéticas ya que entre
sus sustratos se encuentran proteinas del citoesqueleto, de la membrana
nuclear y las encargadas de la reparacion del ADN (Sanchez-Torres y Vargas,
2003).
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Figura 4. Esquema ilustrativo de las diferentes rutas de muerte celular apoptética. La via
extrinseca es llevada por la uniéon de ligandos como FasL o TRAIL. La via intrinseca llevada
por fendmenos de stress celular. Tomada de Coto, 2007.

La apoptosis a diferencia de la necrosis es un proceso ordenado, la célula
muere “limpiamente” sin dafar a sus células vecinas con el contenido de su
citoplasma, la célula se condensa y reduce su tamafio, se colapsa el
citoesqueleto, la membrana nuclear se destruye, el ADN se fragmenta y
finalmente la superficie de la célula cambia de manera que puede ser
reconocida por células vecinas o macrofagos para ser fagocitada. Otra
diferencia entre la apoptosis y la necrosis, es que la necrosis no requiere
sintesis de nuevos ARNm o proteinas (Nistal, 2007).

Los trastornos en la regulacion de la apoptosis por diferentes vias, estan
presentes en la etiopatogenia de diversas enfermedades autoinmunes,
neurodegenerativas y en todos los tipos de cancer (Arango et al., 1997).
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CANCER

El hombre esta formado por miles de millones de células. Estas pueden variar
tanto en su forma, en su volumen o en sus funciones, de un érgano a otro, pero
guardan una misma estructura basica. Las células crecen y se dividen para
producir nuevas células conforme el cuerpo las necesita.

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 (Schmitt et al., 2002).

Los controles que regulan la multiplicacion celular en raras ocasiones se
alteran. La célula en la que esto ocurre comienza a crecer y a dividirse en
forma descontrolada, al margen de las necesidades del organismo y de las
demas células de este tipo, cuando esta célula tiene descendencia propensa a
proliferar sin responder a la regulacion, el resultado es una expansion clonal
capaz de proliferar en forma indefinida. Por ultimo, este clon de células no
deseadas forma una masa, denominado tumor (Schmitt et al., 2002).

Los tumores aparecen con gran frecuencia, en especial en seres humanos de
edad avanzada, pero la mayoria conlleva escaso riesgo para el hospedero,
porque son localizados y de tamafo pequefio. Estos tumores se denominan
benignos; un ejemplo son las verrugas. El caracter benigno suele ser aparente
a simple vista, porque contiene células muy similares a las normales y se
comportan como tales. Las moléculas de interaccion superficial que unen a las
células mantienen a los tumores benignos, al igual que a las células normales,
localizadas en tejidos adecuados. Las células que componen un tumor
maligno, o cancer, expresan algunas proteinas caracteristicas del tipo celular
que le dio origen y una fraccién importante de las células crece y se divide con
mayor frecuencia que las normales (Lodish et al., 2003).

Los canceres se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo celular a partir
del cual se originan. Los que derivan de las células epiteliales se denominan
carcinomas, los que derivan del tejido conjuntivo o de fibras musculares
sarcomas Yy leucemia, derivadas de células hematopoyéticas, asi como los
derivados del sistema nervioso (Alberts et al., 2004).

El desencadenamiento del proceso canceroso depende de numerosos factores,
gue pueden ser ordenados en dos grupos principales (Herndndez y Rios,
1999).



1. Factores externos.- son factores cancerigenos que provienen del
exterior del organismo y que se encuentran en nuestro medio ambiente.
Estan constituidos principalmente por:

e Las sustancias quimicas, se estima que hay aproximadamente un millar
de sustancias quimicas peligrosas, utilizadas en la vida cotidiana.

e Las radiaciones, que provienen de cuerpos radiactivos o de los rayos
ultravioleta del sol

e Los virus, que son responsables de ciertos canceres y leucemias en
diversas especies animales.

2. Factores internos los cuales actian desde el mismo interior del
organismo, como:

e Los factores genéticos, es decir, la constitucibn hereditaria del
organismo. Ciertas anomalias genéticas pueden representar un papel
esencial en determinados canceres.

e Las hormonas, que tienen un papel decisivo en la aparicion de ciertos
tipos de cancer, en particular el de préstata y el de cancer de mama en
la mujer.

e La inmunidad, una insuficiencia inmunitaria parece facilitar la aparicion
de ciertos tumores.

Los cénceres son capaces de propagarse por el cuerpo gracias a dos
mecanismos: invasion y metastasis. La invasidbn es la migracion y la
penetracién 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 Yy linfaticos, circular a través del torrente sanguineo y después
crecer en un nuevo sitio en tejidos normales de otra parte del cuerpo para
formar un tumor secundario . Se inicia con la ruptura de los limites naturales del
tejido, la lamina basal, en caso de carcinomas, mediante un proceso de
destruccion de la matriz extracelular.

A la invasion sigue la intravasacion, fendmeno por el que la célula tumoral se
introduce en un vaso sanguineo o linfatico y procede a su circulacion por el
organismo. Procesos inflamatorios y de restriccion de elasticidad determinan la
detencion de la célula tumoral en un capilar. Tras su detencion la célula tumoral
procede a su extravasacioén a la matriz conectiva perivascular, para proliferar
en su nuevo asentamiento y formar un tumor secundario (Figura 5).

Uno de los acontecimientos criticos requeridos para el crecimiento de los
tumores y la produccién de metastasis, es la generacién de una nueva red de
los vasos sanguineos.
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Este proceso de formar nuevos vasos sanguineos se llama angiogénesis; es la
proliferacion de una red de vasos sanguineos que penetra en el tumor, le
proporciona nutrientes, oxigeno y le retira los residuos; puede estar favorecida
por las propias células cancerosas, capaces de producir moléculas que envian
sefales al tejido normal circundante.

Estas sefiales activan ciertos genes en el tejido hospedero que responde con la
sintesis de proteinas que estimulan el crecimiento de nuevos vasos

sanguineos.
El proceso de metastasns en cancer

Los investigadores han
descrito cuatro genes que

intervienen en dos pasos clave
para la propagacion del tumor

1 Para que haya metastasis, Ia
célula tumoral debe romper las
uniones con las células vecinas

v llegar a los capilares /
___ 2 Lacélula tumoral viaja 4 A través de pequefios
- capilares, se establece

por el torrente sanguineo ;
en un nuevo organ:”/

Capilares

tumoral

3 Algunas de estas células
son eliminadas por el
sisterna inmune

|
|

Capilares
sanguineos

inmunitaria 5 Alli se forma un nuevo tumor.
Les vasos sanguineos crecen
para alimentarlo.

Figura 5. Etapas en el proceso de metastasis. Este ejemplo ilustra la expansion de un tumor
desde un d6rgano como el de mama hasta el  pulmdn. Tomada
www.loshinojosos.wordpress.com.

CANCER CERVICOUTERINO (CaCu)

De todos los tipos de cancer el cervicouterino (carcinoma) presenta una gran
relevancia por ser la segunda causa de muerte en mujeres a nivel mundial.

El CaCu es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas en la mujer a
nivel mundial. Hacia el afio 2002, se presentaron 12,512 nuevos casos de
CaCu de los cuales 5,777, el 46 % de los casos, fueron decesos; y para el
2007 se presentaron alrededor de 16,000 casos nuevos (LOpez y Lizano,
2007).
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En México, en las mujeres, el 13.9% de las defunciones por tumores malignos
corresponden al CaCu y 15 % al de mama, mientras que el de higado y vias
biliares intrahepaticas ocasion6 un 9.2 % de las muertes (INEGI 2011).

El CaCu fue la primera causa de muerte en el afio 2007, entre las mujeres
mexicanas de 40 y 50 afios de edad, representando 16.6% con respecto a otro
tipo de cancer. Sin embargo, cada vez es mas comun ver mujeres jovenes
infectadas, que a edades de 20 y 30 afios se les diagnostica cancer cervical.

El CaCu es una enfermedad en la cual se encuentran células cancerosas en
los tejidos del cuello uterino. Antes de que se localicen dichas células en el
cuello uterino, sus tejidos experimentan cambios y empiezan a generar células
anormales proceso conocido como displasia (Figura 6).

Existen varios factores de riesgo para el CaCu entre los cuales se encuentran
presencia del virus del papiloma humano (VPH), mdltiples parejas sexuales,
actividad sexual a temprana edad, tener historial de otras enfermedades de
transmision sexual, tabaquismo, uso prolongado de anticonceptivos
hormonales, y bajo nivel socioeconémico (Tirado et al, 2005).
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Figura 6. En A) Esquema del aparato reproductor femenino y en B) desarrollo de céncer
cervical. El cancer cervical inicialmente progresa en capas de tejido que se encuentran en la
superficie del cérvix, posteriormente invaden capas mas profundas del cérvix, del Utero, y
finalmente se extiende en el area pélvica y otras areas del cuerpo iniciando el proceso de
metastasis. Tomada de www.health.com.

Se ha detectado el VPH hasta en 99 % de las pacientes que presentaron
CaCu, particularmente virus de alto poder oncogénico, mismos que se
relacionan con las lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado y que
pueden progresar en un carcinoma (Garcia, 2007).
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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,
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, 2002).

Los tipos de VPHs de alto riesgo necesitan penetrar mas profundamente en el
recubrimiento del cérvix para establecer una infeccion crénica. Una ulcera
vaginal o las relaciones sexuales, las cuales pueden erosionar el recubrimiento,
pueden proporcionar un punto de entrada para el virus del papiloma.

Una vez dentro del recubrimiento cervical, el virus se adhiere a las células
epiteliales. A medida que estas células ingieren nutrientes y otras moléculas
gue estan normalmente presentes en su ambiente, ellas también ingieren al
virus (Figura 7). Mas de un 99 % de los casos de cancer cervical estan ligados
a infecciones de larga duracién con los virus del papiloma humano de alto
riesgo (Doorbar, 2006).
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Figura 7. El VPH necesita penetrar mas profundamente en el recubrimiento del cérvix para
establecer una infeccion crénica. Una Ulcera vaginal o las relaciones sexuales, las cuales
pueden erosionar el recubrimiento, pueden proporcionar un punto de entrada para el virus del
papiloma. Una vez dentro del recubrimiento cervical, el virus se adhiere a las células epiteliales.
Tomada de www.cancer.gov/espanol.
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El VPH se establece dentro de las células epiteliales alojado en la capside
constituida por una proteina viral conocida como L1 y L2. Después de que el
virus entra a la célula, el recubrimiento viral se degrada, conduciendo a la
liberacion del material genético del virus dentro de la célula y su ndcleo. Desde
el nucleo, los genes del virus se expresan, incluyendo dos genes conocidos
como E6 y E7, los cuales instruyen a la célula a que elabore proteinas virales
conocidas como E6 y E7 (Saavedra, 2006).

Las proteinas virales E6 y E7 entonces incapacitan las actividades normales de
los genes supresores de tumores propios de la mujer, los cuales elaboran
proteinas supresoras que realizan "vigilancia de dafo" en células normales.

Estas proteinas por lo general detienen el crecimiento celular cuando existe un
nivel grave de dafio genético no reparado. Aun después de que los supresores
son inactivados en las células cervicales de una mujer, por lo general toma mas
de 10 afos antes de que el tejido afectado se vuelva canceroso.

Los tipos virales relacionados con el cancer anogenital, y especificamente con
el de cérvix, son el 16 (en mas de 50 % de los casos), el 18 (15 %) y, en menor
proporcion, el 31y el 45.

Se ha encontrado con mayor frecuencia el tipo 16 en los carcinomas
escamosos, y el 18 en los adenocarcinomas. Inicialmente, durante la infeccién
cronica no se presentan sintomas; éstos suelen aparecer en etapas
avanzadas manifestdndose principalmente como sangrado inter menstrual o
sangrado por coito, y en algunos casos dolor pélvico (Garcia, 2007).

Las células alteradas, requieren entre 10 y 20 afios para generar un tumor, por
lo que es importante detectarlas en los estadios tempranos de esta
enfermedad. Una forma clinica de detectar a las células cancerosas, es a
través de la prueba de Papanicolaou.

Cuando se encuentran problemas cervicales durante un examen pélvico, o
cuando se encuentran células anormales a través de un Papanicolaou, se
podria realizar una biopsia cervical.

Hay varios tipos de biopsias cervicales que pueden usarse para diagnosticar el
CaCu, las cuales incluyen:

e Procedimiento de excisién electroquirdrgica.- Es un procedimiento en el
cual se usa un aro de alambre eléctrico delgado para obtener un pedazo
de tejido.

e Colposcopia.- En este procedimiento se utiliza un instrumento con lentes
de aumento, llamado colposcopio, para examinar si el cuello uterino
tiene anormalidades.



e Curetaje endocervical.- Procedimiento que consiste en raspar el
revestimiento del canal endocervical con un instrumento estrecho
llamado cureta. Este tipo de biopsia suele completarse con la biopsia
colposcopica.

e Biopsia en cono, también llamada conizacion.- Consiste en extraer una
porcion de tejido en forma de cono del cérvix usando el procedimiento
de excisién electroquirdrgica o el procedimiento de biopsia en cono.

TRATAMIENTO

El tratamiento del CaCu depende de la etapa o fase, es decir si se encuentra
en un estado temprano o avanzado de la enfermedad, del tamafio y forma del
tumor, la edad y la salud general de la mujer.

Cirugia.

Es el método mas empleado para aquellos tumores pequefios y localizados en
un lugar concreto. Para que sea completamente eficaz se precisa extirpar parte
del tejido que rodea el tumor para asegurar asi que todas las células
cancerosas han sido extirpadas. Se puede emplear uno de varios tipos de
cirugia disponibles con el fin de destruir el tejido canceroso.

Criocirugia.- Consiste en la eliminacion del cancer por congelamiento.

Cirugia con rayo laser.- Consiste en el uso de un haz de luz intensa para
eliminar células cancerosas.

Histerectomia.- Es una operacion en la cual se extrae el utero y el cuello
uterino ademas del cancer. Si el Utero se extrae a través de la vagina, la
operacion se llama histerectomia vaginal. Si se extrae mediante un corte
(incisién) en el abdomen, la operacion se llama histerectomia abdominal
total. A veces los ovarios y las trompas de Falopio también se extraen; a
este procedimiento se le llama salpingooforectomia bilateral (Mora, 1992).

Histerectomia radical.- Es una operacion en la cual se extrae el cuello
uterino, el Utero y parte de la vagina. También se extraen los ganglios
linfaticos de la region, a este procedimiento se le denomina diseccion de
los ganglios linfaticos.

Si el cancer se ha diseminado afuera del cuello uterino o los oOrganos
femeninos, el médico puede extraer el colon inferior, el recto o la vejiga
(dependiendo el lugar al que se haya diseminado el cancer) junto con el cuello
uterino, el Gtero y la vagina. Este procedimiento se llama exenteracion y
raramente se necesita.



Radioterapia.

Consiste en el uso de rayos X de alta energia para eliminar células cancerosas
y reducir tumores. La radiacidon puede provenir de una maquina fuera del
cuerpo (radioterapia externa) o se puede derivar de materiales que producen
radiacion (radiosétopos) a través de tubos de plasticos delgados que se aplican
al area donde se encuentran las células cancerosas (radiacion interna).

La radioterapia puede utilizarse como tratamiento Unico en aquellos casos en
gue los tumores sean especialmente sensibles a la radiacion y no haya sefiales
de que se haya extendido hacia ningan otro lugar. Puede emplearse como
tratamiento supletorio a la cirugia, para aplicarlo previamente a ésta, y
disminuir asi el tamafio del tumor y que sea mas facil su extirpacion.

El principal problema que produce este tratamiento viene derivado de que las
células cancerosas no son agentes o cuerpos extrafios al organismo sino que
son parecidas a las células que las rodean. Esto hace que actian sobre todo
contra las células del cancer, tengan también efectos sobre las células
normales.

Quimioterapia.

Consiste en el uso de medicamentos para eliminar células cancerosas. Puede
tomarse en forma de pildoras o se por via intravenosa. La quimioterapia se
considera un tratamiento sistémico ya que el medicamento es introducido al
torrente sanguineo, viaja a través del cuerpo y puede eliminar células
cancerosas fuera del cuello uterino.

Algunos de los medicamentos para destruir el cancer y de los que se usan
como quimioterapia para el CaCu son 5-FU, cisplatino, ifosfamida, paclitaxel y
ciclofosfamida. En algunas ocasiones, se utiliza radiacién y quimioterapia antes
o después de la cirugia.

La gran desventaja es que tanto los rayos de alta energia asi como los
medicamentos no son especificos, ya que atacan por igual a células normales y
células cancerosas, principalmente en las que se encuentran en constante
proliferacion, dafiando asi la funcion reproductora de ambas, asi como
inhibiendo su proliferacion. Esto trae graves consecuencias pues los tejidos
gue necesitan renovarse constantemente como lo son: las paredes del esofago
y del estobmago, el cabello, la piel; son dafiados y al inhibir su proliferacion se
desencadenan graves consecuencias para el paciente (Goldwein & Vachani,
2006).

El efecto secundario ha llevado al interés de generar nuevas terapias para
contrarrestar este padecimiento. Dentro de esta busqueda, se ha dado un muy
fuerte interés en aquellas que estan basadas en compuestos de origen natural.


http://elmundosalud.elmundo.es/elmundosalud/especiales/2003/11/terapias/radioterapia.html
http://elmundosalud.elmundo.es/elmundosalud/especiales/2003/11/terapias/quimioterapia.html

Hoy en dia, hay un numero creciente de resultados en investigacion que
emplean compuestos de origen vegetal, que han sido propuestos en terapias
alternativas y que estan orientados hacia la quimioprevencion del cancer.

Dentro de este grupo de compuestos se encuentran las saponinas esteroidales
a las se les han atribuido efectos inhibidores de la proliferacion de células
tumorales, por lo cual este trabajo tiene el propésito de evaluar el efecto
antiproliferativo de la saponina esteroidal diacetato de (25R)-12,22-diox0-26-
selenociano-5a-colestan-3B-16B-diilo (SeCN-H), en células provenientes de
CaCu.

SAPONINAS ESTEROIDALES

Los esteroides son derivados oxigenados de los esteroles; poseen el nucleo del
esterol pero carecen de la cadena alquilo unida al anillo D del colesterol y, por
ello, son mas polares que el colesterol. (Nelson y Michael, 2005).

Se derivan del nucleo del ciclopentano-perhidro-fenantreno que se compone de
carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, también de 4 anillos fusionados de
carbono que poseen diversos grupos funcionales y tienen partes hidrofilicas e
hidrofébicas (figura8).

Figura 8. Molécula de ciclopentano-perhidro-fenantreno.



Las saponinas pueden ser esteroides o triterpenoides vegetales que reducen la
tension superficial de las soluciones acuosas y, como los jabones, causan la
formaciébn de espumas estables. Esta misma propiedad, incrementa la
permeabilidad de las membranas celulares; tiene propiedades hemoliticas, son
venenosas si se inyectan, sin embargo por via oral son practicamente inactivas,
las saponinas tienen elevado peso molecular (Anaya, 2003).

Las saponinas esteroidales son derivados del espirostano cadena formada por
un anillo de furano y otro de pirano, con muchas posibilidades de isomeria,
llevan un grupo OH con configuraciéon beta por donde se une el azlcar.
Podemos tener variaciones estructurales que derivan de la presencia de OH en
otras posiciones.

Son compuestos que poseen una estructura compleja formada por un nucleo
esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica constituida por unidades de
monosacaridos. Estas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal y
aunque en mayor o menor medida se encuentran en una gran cantidad de
plantas, son especialmente abundantes en algunas familias, entre ellas la
Agavaceae.

Tienen un amplio rango de actividades biologicas tales como su accion
antimicotica, anticancerigenas, hipocolesterolémicas, hipoglucémica,
antitrombdtica, diurética, y antiinflamatoria (Rao et al., 2000; Sparg et al.,
2004).

La capacidad de las saponinas de combatir el cancer ha sido descrita en
estudios realizados por la Universidad de lllinois en 2005. La investigacion
reveld que la exposicion de algunas células cancerosas de colon humano a las
saponinas redujo el crecimiento de las células en un 27 a 68 % (Berhow, 2007).

Dentro del grupo de saponinas encontramos a la hecogenina, la cual es
conocida por presentar efecto antitumoral en células de osteosarcoma 1547
(Corbiere et al., 2003), produce inhibicion de la proliferacion e induccién de
apoptosis en células sinoviales de artritis reumatoide humana (Liagre, 2007),
asi como también se ha encontrado que inhibe la proliferacion celular en
células tumorales HelLa (Mimaki et al., 1996) y en cultivos de linfocitos
normales no presenta actividad citostatica (Camoutsis, 2005).

El selenio (Se) es un mineral que nuestro cuerpo ocupa para producir glutation
peroxidasa. El glutation peroxidasa es un tripéptido formado por los
aminoacidos cisteina, glicina y acido glutamico, ademas, es parte del sistema
de defensa antioxidante del cuerpo; éste funciona con la vitamina E para
proteger las membranas de las células del dafo causado por substancias
peligrosas que se presentan de forma natural conocidas como radicales libres.
Y en pacientes cuya sangre tiene un nivel bajo de glutation peroxidasa, la
incidencia de cancer es mucho mas alta (Darlow et al., 2000).
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Las principales fuentes del Se de los mexicanos, son la cebolla, el pescado y
los mariscos; aunque las tortillas y los frijoles contienen niveles relativamente
bajos de selenio, son también una importante fuente dietética de selenio
porque se comen en grandes cantidades.

Estudios en animales han demostrado que la nutricibn mejorada con Se puede
reducir el riesgo de cancer. En los ensayos, se agregaron cantidades
moderadas de este metal a las dietas normales de los animales que habian
sido tratados con sustancias cancerigenas. En casi todos los casos, la
complementacion con Se redujo substancialmente la incidencia de cancer
(Hernandez, 2005).

Por otro lado, también se observd que en pacientes con cancer de tiroides, el
Se se presenta en menores concentraciones que en pacientes que no
presentan cancer, para comprobar esto, se realiz0 un estudio donde se
administré selenio a un grupo de ratas y a otro grupo no se le administré dicho
elemento, después los dos grupos fueron sometidos a radiaciones, el grupo
tratado present6 una supervivencia mayor a las no tratadas (Fleites, 1999).Por
otro lado, también se ha reportado que €l Se tiene una actividad antioxidante
en células provenientes de céancer de higado, pecho, estémago, esoéfago,
pulmén, ovario, pancreas, tiroides, melanoma, préstata y colon (Tapiero et al,
2003).

La informacién antes mencionada, genera la posibilidad de crear una molécula
esteroidal conteniendo selenio, permitiendo evaluar la actividad antitumoral
descrita anteriormente para ambas moléculas en una sola. Al respecto, en el
laboratorio de Sintesis de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, se sintetizé un
derivado de la hecogenina conteniendo selenio, cuya formula de la IUPAC es
diacetato de (25R)-12,22-dioxo-26-selenociano-5a-colestan-33-16B-diilo
(SeCN-H).

Para la formacién del SeCN-H se abre la cadena lateral de la hecogenina con
anhidrido acético vy trifluoruro de boro, luego el OH que se formé en la cadena
lateral se protege con un grupo tosilo el cual se forma con cloruro de
paratoluensulfonilo y piridina, posteriormente se hace una sustitucion
nucleofilica con yoduro de sodio y se forma el compuesto yodado y al final se
hace otra sustitucién nucleofilica para desplazar al yodo y se forma el producto
final selenado utilizando selenocianato de potasio (Fernandez, 2010) (Figura 9).
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Figura 9. Sintesis del SeCN-H (diacetato de (25R)-12,22-dioxo-26-selenociano-5a-colestan-33-
16B-diilo) a partir de la hecogenina.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente el cancer es tratado mediante cirugia, radioterapia y
guimioterapia, las cuales son costosas y en pacientes con cancer terminal son
ineficientes. La radioterapia asi como la quimioterapia dafian tanto a células
tumorales como a células normales, es decir, solamente atacan a células en
division, caracterizandolas con un efecto poco selectivo, e ineficiente en
estados avanzados de la enfermedad. Este hecho, genera la necesidad de
buscar nuevas terapias que estén basadas en compuestos de origen biolégico
y en particular los de origen vegetal. En la actualidad hay un numero creciente
de resultados en investigacion que emplean compuestos de origen vegetal.
Dentro de dichos compuestos encontramos a las saponinas esteroidales, a
elementos quimicos como el selenio, entre otros, a las cuales recientemente se
les ha atribuido un efecto citotéxico y antiproliferativo; sin embargo se tienen
pocos estudios sobre el efecto de éstas sobre cancer de cérvix, por lo cual es
necesario generar informacion sobre la actividad de las saponinas esteroidales
sobre ceélulas de cancer cervical.
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JUSTIFICACION

El CaCu es la principal causa de muerte en las mujeres mexicanas siendo
responsable de 46% de las muertes por cancer en el 2007. En tanto el virus del
papiloma humano tipo 16 y 18 estan asociados a un 70 % de los casos. Pese a
los tratamientos que existen actualmente para combatir y erradicar este tipo de
cancer, la tasa de incidencia y mortalidad aun es considerable. Este hecho,
genera la necesidad de buscar alternativas terapéuticas adecuadas y de mayor
eficiencia para esta patologia. Dentro de las nuevas alternativas terapéuticas
con fines orientados hacia la quimioprevencion y cura del cancer, esta el uso
de compuestos vegetales y / o elementos quimicos, entre los cuales podemos
mencionar a las saponinas esteroidales, sus derivados y al selenio
respectivamente, los cuales presentan efectos citotoxicos, anticancerigenos,
entre otros; sin embargo se tienen pocos estudios sobre la actividad bioldgica
de éstos sobre el CaCu, por lo que es necesario generar informacion acerca de
la actividad de las saponinas esteroides sobre este tipo de enfermedad.

HIPOTESIS

Es conocido que las saponinas esteroidales, compuestos de origen vegetal,
presentan actividad antimicética, anticancerigena, hipoglucémica, diurética y
antiinflamatoria. En especial, se ha reportado que la hecogenina y el selenio
presentan un efecto antitumoral, antiproliferativo e inductor de apoptosis en
células sinoviales de artritis reumatoide humana y en la linea celular HelLa, por
lo que se espera que su derivado el SeCN-H, presente una actividad
antiproliferativa inducida por una muerte por apoptosis en lineas celulares de
CaCu.



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto antiproliferativo del derivado de la hecogenina diacetato de
(25R)-12,22-diox0-26-selenociano-5a-colestan-3B-16B-diilo (SeCN-H), asi
como su efecto en el ciclo celular y su capacidad de inducir apoptosis en lineas
celulares de CaCu.

PARTICULARES

Realizar cultivos de células tumorales HelLa, CaSki y ViBo, asi como, células
fibroblasticas no tumorales provenientes de cérvix humano y linfocitos humanos
de sangre periférica.

Determinar la concentracion de SeCN-H, requerida para disminuir en un 50 %
(Clsp) la densidad celular de cultivos de las lineas celulares de CaCu Hela,
CasSkiy ViBo.

Comprobar si el SeCN-H induce actividad citotoxica en cultivos de células
tumorales HelLa, CaSki y ViBo asi como de linfocitos humanos no tumorales,
mediante la deteccion de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

Establecer si el SeCN-H afecta la distribucién de ADN en las diferentes fases
del ciclo celular de cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo, determinadas por
citometria de flujo.

Evaluar si el SeCN-H, induce muerte por apoptosis en las lineas tumorales
HelLa, CaSki y ViBo mediante la deteccion de caspasa 3 activa asi como la
deteccion de fragmentacion de DNA, determinadas por inmunocitoquimica y la
técnica de TUNEL respectivamente.

Determinar si el compuesto SeCN-H afecta la proliferacion celular de
fibroblastos no tumorales provenientes de cérvix humano asi como la
proliferacion de células linfociticas provenientes de sangre periférica humana.



METODOLOGIA

Cultivo de células tumorales.

Células provenientes de CaCu son sembradas en cajas petri de cristal de 100
mm (Pirex EUA), con 10 ml de medio RPMI-1640 (Laboratorios Microlab)
suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Grinenthal, Lakeside) con
rojo fenol, al 10% de suero de neonato de ternera (SNC) desactivado a 56 °C
por 30 minutos (Gibco BRL) ver apéndice. Los cultivos son mantenidos a 37 °C,
5 % de CO; y una atmosfera hiumeda a saturacion en incubadora (NUAIRE,
EUA). Para la realizacion de los ensayos se utilizaron cultivos de células
tumorales a un 70 % de saturacion de acuerdo con Morgan y Darling (1995).

Obtencion de la saponina esteroidal SeCN-H.

Fueron proporcionados 250 mg del esteroide SeCN-H (C3,H47NOgSe) por el Dr.
Jesus Sandoval Ramirez, responsable del laboratorio de Quimica de Sintesis
de productos naturales de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, se
proporciono de forma solida el cual es soluble en acetato de etilo. Su nombre
determinado por la IUPAC es: diacetato de (25R)-12,22-diox0-26-selenociano-
5a-colestan-3p-16B-diilo.

Preparacién del SeCN-H.

Para evaluar el efecto de la saponina esteroidal SeCN-H se prepar6 una
solucion patrén que contiene 1mg del compuesto solubilizado en 50 pl de
acetato de etilo, del cual se tomg la cantidad correspondiente para estimular los
cultivos celulares, tanto de células tumorales asi como los cultivos de células
no tumorales.

Determinacion de Clsp.

Para establecer la Clsp, indice de concentracién en la cual se disminuye en un
50 % el numero celular, de las lineas tumorales provenientes de CaCu, fueron
sembradas 7,500 células/pozo en placas de 96 pozos (Corning, USA), en 100
ul de medio de cultivo RPMI-1640 al 5% de NCS, durante 24 h. Posteriormente
se retird el RPMI-1640 de cada pozo y se adicion6 RPMI-1640 al 5 % de NCS
con el compuesto SeCN-H, a concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.5y 6.25
pl/ml.



En el ensayo se utilizO como control negativo, células sin tratamiento y células
tratadas con 5 ul de etanol. A las 24 h se evalué el numero celular por la
técnica de cristal violeta Para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en
lector de placas de ELISA (SofMaxPro USA). Una vez obtenidos los datos de
absorbancia, se procedi6 a elaborar una curva de porcentaje de proliferacion
celular contra la concentracion del compuesto, obteniendo la ecuacion lineal y
su coeficiente de regresion para poder determinar la concentracion a la cual se
disminuye en un 50 % la poblacion celular de las lineas tumorales de CaCu.

Obtencion de la Clso matematica.

Para calcular las Clsp, los datos arrojados por el espectrofotdmetro fueron
procesados en el programa Microsoft Office Excel 2007, obteniendo las curvas
dependientes de la dosis, que muestran el efecto del compuesto sobre la
poblacién celular. A estas curvas se les aplico regresion lineal y se obtuvo la
ecuacion de la recta, de éste modo, en base a la ecuacion obtenida de la recta,
el valor de “Y” se sustituye por 50 y el valor de X = Cls. Obteniendo asi
finalmente el valor de la Cls respectiva.

Evaluacion de la proliferacién por incorporacion del colorante cristal violeta.

El colorante cristal violeta posee caracteristicas alcalinas que le permiten tefiir
la cromatina del nucleo celular. EI nimero de nucleos con tincibn aumenta o
disminuye conforme la proliferacién celular se ve estimulada o inhibida.

Células HelLa, CaSki y ViBo fueron sembradas (7500 por pozo) en cajas de
cultivo de 96 pozos (Corning Inc.), con un volumen por pozo de 100 ul de
RPMI-1640 al 5 % de suero fetal bovino (SFB), durante 24 h.

Posteriormente se retiré el medio de cultivo y se adicion6 compuesto (SeCN-H)
diluido en RPMI-1640 al 5 % de NCS a concentraciones desde 25 ug/ml hasta
200 pg/ml, y se permitio actuar al compuesto por 24 h.

Ademas se incluyo un ensayo control-vehiculo que contempld 5 ul de acetato
de etilo diluido en RPMI-1640 al 5 % de NCS. Al término del estimulo con las
diferentes concentraciones del compuesto se procedié a evaluar el nimero
celular de acuerdo a la técnica de incorporacion de cristal violeta descrita por
Kueng et al, 1989.



Para ello, a los cultivos tratados se les retird el medio de cultivo e
inmediatamente las células se fijaron con glutaraldehido al 1.1 % (Sigma-
Aldrich, EUA) por 15 minutos, al término de los cuales se retird el fijador para
posteriormente lavar las células con PBS (agua desionizada), con un pH de 7.3
durante tres minutos por lavado, posteriormente se dejaron secar al aire y se
afiadio el colorante cristal violeta al 0.1 % en &cido formico (Sigma-Aldrich,
EUA) por 20 minutos. Se retird el exceso de colorante a través de lavados con
agua destilada y nuevamente se dejo secar al aire. Por ultimo, el colorante fue
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
espectrofotometro (Imagine tecan spectra). En cada caso los resultados fueron
analizados por regresion lineal y se obtuvo la concentracion inhibitoria del 50 %
de la poblacion celular (Clsp).

Evaluacion del ciclo celular por citometria de flujo.

La cantidad de ADN presente en las células se determin6 marcando el DNA
con ioduro de propidio y la fluorescencia fue evaluada en un citbmetro de flujo.
500,000 células de las lineas celulares de CaCu fueron sembradas en cajas de
petri de 5 ml (Kimex, EUA) con 5 ml de RPMI al 5 % de NCS. Se incubaron por
24 horas para permitir su adherencia. Posteriormente fueron estimuladas con
las Clso obtenidas del SeCN-H para cada linea celular, y se permitié actuar al
compuesto por 24 horas.

Consecutivamente al estimulo, las células fueron despegadas de las cajas de
cultivo con verseno, se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y lavaron
con PBS. El botén celular fue fijado y resuspendido con 1 ml de una solucién
1:1 metanol/PBS, pasados 20 minutos se centrifugd y se lavo con PBS. El
botén fue resuspendido con 500 ul de ARNasa (2.5 U/ml) y se incub6 a 37 °C
por 30 minutos. Posteriormente se adicionaron 10 pl de yoduro de propidio (200
mg/l), se mezclé y se protegié de la luz, para ulteriormente analizar las
muestras en un citometro de flujo (Coulter, EUA).

Determinacién de la expresién de Caspasa 3 por inmunocitoquimica.

Para determinar si la saponina esteroide SeCN-H induce un incremento en la
expresion de la Caspasa 3, como un parametro para inducir apoptosis, 50,000
células fueron sembradas en cubreobjetos de 1 x 1 cm, en un volumen de 300
ul de RPMI al 5 % de SFB en camara humeda por 24 h. Al término se procedi6
a estimular a las células con concentracién de IC50 de la saponina esteroide
SeCN-H en medio de cultivo RPMI al 5 % de SFB por 24 h.



A continuacion se realizo la deteccion de la caspasa 3 por inmunocitoquimica,
esto es, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2 % de PBS durante
20 minutos, al término del tiempo las células fueron lavadas cuidadosamente 3
veces con PBS y a continuacion se permearon con tritobn X-100 al 0.5 % por 5
minutos a 4°C. Nuevamente las células fueron lavadas 3 veces con PBS y
sucesivamente se adicioné el anticuerpo primario (anticaspasa 3 CPP32 Ab4,
Rabbit polyclonal antibody Lab Vision) 1:50 en PBS durante toda la noche a
4°C en camara humeda , al término del tiempo, las muestras fueron lavadas
con PBS y se aplicé el anticuerpo secundario con fluorocromo (goat anti-rabbit
con FITC 1:100 en PBS) en camara humeda en oscuridad durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las muestras 3 veces con
PBS para después aplicar DAPI de manera muy cuidadosa durante 30
segundos e inmediatamente se lavo 3 veces con PBS para finalmente proceder
a montar las muestras con medio de montaje antifolding y selladas con resina
acrilica y nitrocelulosa. Una vez realizadas las preparaciones, se procedio a
analizarlas en un microscopio de epifluorescencia de alta definicion (Nikon,
Japodn).

Evaluacion de la fragmentacién de ADN 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 expuestos durante el proceso de fragmentacion de la doble
cadena de ADN por activacion de la endonucleasa enddgena. Los nucledtidos
biotinilados, son incorporados por la enzima TDT al extremo 3’'OH del ADN
fragmentado. Los nucleos positivos al marcaje TUNEL se observan con
fluorescencia roja.

Para llevar a cabo la técnica 50 000 células fueron sembradas en cubreobjetos
en las mismas condiciones que se hizo para la determinacion de la Caspasa 3.
Al término del cultivo las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2 % en
PBS el cual debe ser preparado al momento. Se lavo 3 veces con PBS y se
permed con tritdbn X-100 0.5 % en PBS, durante 5 minutos a 4°C.

Se lavo con PBS 3 veces. Se adiciono inmediatamente el buffer de equilibrio
(20-30 pl) en camara humeda durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se
escurrieron las preparaciones en un papel absorbente sin dejar secar. Se
incubo inmediatamente por 1 h con enzima Tdt (33ul de enzima mas 77 pl de
buffer de reaccion), en camara humeda. Se detuvo la reaccion con buffer de
paro (1 ml de buffer de paro en 34 ml de agua desionizada), 10 minutos en
agitacion suave, en camara humeda.



Se lavaron con PBS, se incubaron con anti-digoxigenina-rodamina (Chemicon
international, EUA) (68 ul de solucion de bloqueo mas 62 ul de anti-
digoxigenina) durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se
realizaron los respectivos lavados con PBS en camara humeda. Se incubd con
Dapi por 1 minuto. A continuacién, se lavaron las muestras con PBS en camara
hameda. Las preparaciones fueron montadas con medio de montaje y selladas
con resina acrilica y nitrocelulosa se etiquetaron y guardaron en oscuridad a -
20 °C hasta su observacion en un microscopio de epifluorescencia.

Procesamiento y obtencion de células fibroblasticas de cérvix humano.

Las células fibroblasticas no tumorales son obtenidas de una muestra de tejido
del cérvix uterino de pacientes sometidas a histerectomia por causas diferentes
a CaCu. Una vez obtenida la pieza quirdrgica es transportada en medio de
cultivo RPMI al 20 % SFB (Gibco, EUA) y procesada en las siguientes dos a
tres horas. El procesamiento consiste en escindir el tejido en trozos pequefios
(5 mm), y sometidos a una disgregacion enziméatica con tripsina al 0.1 %.

Se lleva a cabo colocando los trozos de tejido en un matraz Erlenmeyer (Pirex
EUA) de 50 ml, con 10 ml de tripsina a 37 °C en un bafio maria durante 15
minutos en agitacion constante.

Una vez concluido el tiempo, la mezcla se vierte a través de una malla de nylon
que permite soOlo el paso del material disgregado, dejando el tejido no
disgregado en la malla. El filtrado se centrifuga por 5 minutos a 1500 rpm, se
decanta el sobrenadante y el boton celular es cultivado en cajas petri de 5 ml
que se mantienen en una incubadora (Nuaire, EUA) al 5 % de CO, y una
atmoésfera de humedad a punto de rocio durante dos dias maximo. Después de
este tiempo de incubacion, se realiza el cambio de medio, de tal manera que
sean removidas las células no adheridas, afiadiéndose medio fresco
suplementado con SFB al 10 % y se continla asi hasta obtener un buen
namero de células proliferando. En este momento se obtienen poblaciones
fibroblasticas o epiteliales, las cuales son utilizadas para llevar a cabo
resiembras que permitan mantener poblaciones de un solo tipo celular.
Prospera a largo plazo el monocultivo de células fibroblasticas.



Proliferacion de linfocitos humanos con carboxifluoresceina (CSFE).

En tubos vacutainer con EDTA fueron obtenidos 20 ml de sangre periférica de
un voluntario sano y colocados (5ml) en tubos cénico de vidrio (Pirex, EUA),
con 5 ml de histopaque (un total de 4 tubos), se cubrieron con aluminio y
centrifugaron (centrifuga; Dinac, EUA), inicialmente a una velocidad de 300
rom y fue aumento gradualmente la velocidad (300 rpm cada 2 minutos) hasta
llegar a 1500 rpm después de lo cual se dejaron centrifugando por 25 minutos
mas.

Con ayuda de la pipeta de 1000 pl se retir6 el plasma y se colecto el anillo
leucocitos en un tubo cénico de vidrio de 15 ml, se centrifugé al500 rpm por 5
min, posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a
tubos limpios y resuspendié con 10 ml de PBS (por tubo), se centrifugd a 1500
rpm durante 5 minutos, se retiré el sobrenadante y se re suspendié en 1 ml de
RPMI-1640 suplementado con 10 % de SFB. El total de células queda
contenido en un solo tubo con un volumen total de 4 ml.

Se sembraron las células en una caja de petri de 100 mm (Pirex, EUA), en un
volumen total de 10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20% de SFB, e
incubaron durante 1h. Transcurrido el tiempo, se cosecharon todas las células
gue permanecen en suspension, en un tubo de vidrio de fondo cdénico. Se
centrifugd la suspension celular a 1500 rpm durante 5 minutos, se retird el
sobrenadante y resuspendié nuevamente el boton celular en 5 ml de RPMI-
1640 sin suero. Se tomo6 una alicuota de 20 pl, y se determind el numero
celular con ayuda de la camara de Neubauer.

Para el ensayo de carboxifluoresceina; se agregé en cada eppendorf la
concentracion del tratamiento a evaluar cuidando de mantener la concentracion
final de 1 000 000 de células/ml de medio total.

Para marcar con carboxifluresceina (Zigma-Aldrich, EUA) los linfocitos se
resuspendieron en 4 ml de PBS con 10 pl de carboxifluresceina (12 uM por
mililitro de solucion o por millon de células) y se incubaron 15 minutos protegido
de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron dos veces con
PBS y 5% SFB, se centrifugaron a 1500 rpm y se resuspendieron en 4 ml de
RPMI al 20% de SFB. Para activarlos con fitohemaglutinina los linfocitos fueron
transferidos a tubos cénicos de plastico de 1.5 ml a una densidad de 1 000 000
de células por ml de RPMI suplementado con 20 % de SFB y 25 ul de
fitohemaglutinina/ml (Micro Lab S.A., Méx.). Para el tratamiento con SeCN-H se
trataron las células con Clso (60ul/ml). Las células contenidas en cada tubo
fueron sembradas en la placa de cultivo de 96 pozos, a una concentracion de
200,000 células/pozo en un volumen de 200 ul e incubadas hasta su
evaluacion.



Para la evaluacion, se retird el sobrenadante y resuspendié en 1 ml de verseno
frio por 5 min, se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos y retiré el verseno,
posteriormente se resuspendio con 500 ul de PBS (dos veces) y 500 ul de
paraformaldehido al 2 %, para leerse en el citometro de flujo.

Determinacion de citotoxicidad (necrosis) por medio de la evaluacion de la
liberacion de LDH en medios de cultivo.

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que se encuentra en muchos
tejidos del cuerpo, pero su presencia es mayor en el corazon, higado, rifiones,
musculos, glébulos rojos, cerebro y pulmones. Corresponde a la categoria de
las oxidorreductasas, dado que cataliza una reaccion redox en la que el
piruvato es reducido a lactato. La LDH se encuentra en el citoplasma, y se
libera al romperse la membrana celular, al ser detectada se comprueba que la
célula murié por necrosis.

Se sembraron 7500 células por pozo de las lineas HelLa, CaSki y ViBo en
placas de 96 pozos (Corning, EUA), con 100 ul de medio RPMI al 5 % de SNC,
por 24 h. Pasado este tiempo se retird el medio y se agregaron los estimulos
indicados. Un control positivo, al cual solo se le cambia el medio de cultivo por
medio fresco. Un control basal o negativo al cual sélo se le cambia el medio de
cultivo por medio fresco. Un control que contempla la cantidad de acetato de
etilo maxima utilizada para solubilizar el compuesto SeCN-H en cada una de
las Clso. Un tratamiento con la Clsy para cada una de las lineas celulares. Una
hora antes de cumplir las 24 h de estimulo, se agrega Triton X-100 al 1% al
control positivo. Cumplidas las 24 h se recoge el medio de cultivo de cada uno
de los pozos en tubos conicos de plastico de 600 ul y se centrifuga a 2000 rpm.
El medio es colocado en una placa de 96 pozos, 100 pl por pozo, agregandole
100 pl de mezcla de reaccion del Kit de evaluacion de citotoxicidad por LDH
(Colorante 11.25 ml mas catalizador 250 pl. BioVision). Se dejé incubar 30 min
a temperatura ambiente en la obscuridad. El ensayo se evalu6 a 490 nm.

Andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos se muestran como la media de 3 experimentos
independientes, con al menos 6 repeticiones. A los que se les realizaron
analisis de varianza (ANDEVA) para comparaciéon entre medias, se utilizé el
programa SPSS 14.0 para Windows 7 seguida de la prueba de Tukey para
determinar la diferencia entre pares de medias con un nivel de significancia del
0.05.


http://www.ferato.com/wiki/index.php?title=Lactato_Deshidrogenasa&action=edit
http://www.ferato.com/wiki/index.php/Enzima
http://www.ferato.com/wiki/index.php/Coraz%C3%B3n
http://www.ferato.com/wiki/index.php/H%C3%ADgado
http://www.ferato.com/wiki/index.php/M%C3%BAsculo
http://www.ferato.com/wiki/index.php/Cerebro
http://www.ferato.com/wiki/index.php/Pulm%C3%B3n

RESULTADOS

Efecto antiproliferativo del esteroide SeCN-H en células de CaCu.

Con la finalidad de evaluar el efecto antiproliferativo del diacetato de (25R)-
12,22-dioxo-26-selenociano-5a-colestan-3B-16B-diilo (SeCN-H), asi como el
determinar la concentracion requerida del compuesto que induzca un
decremento del 50 % el crecimiento celular (Clsp), cultivos de células tumorales
provenientes de CaCu HelLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con diferentes
concentraciones del esteroide (Figura 10).
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Figura 10. Efecto antiproliferativo de la saponina esteroide SeCN-H sobre el potencial
proliferativo de las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo. Fueron cultivadas 7500 células en
cajas de 96 pozos por 24 h y posteriormente estimuladas con diferentes concentraciones del
compuesto por 24 h.

Los resultados obtenidos en la figura 10 indican que el efecto del SeCN-H
sobre el potencial proliferativo de las células tumorales HelLa, CaSki y ViBo es
dependiente de la concentracion, es decir, conforme se incrementa la
concentracion la densidad celular disminuye. La concentracién calculada de
SeCN-H requerida para disminuir en un 50% el namero celular (Clsp), obtenida
a través de la regresion lineal con la cual se realiza la interpolacion del 50 %
llegandose a la determinacion de la Clsg calculada en las células HelLa es de 59
ul/ml, mientras para las células CaSki y ViBo es de 60 pl/ml.



Efecto del SeCN-H en la morfologia de células de CaCu.

Con intencion de observar el efecto del compuesto en la morfologia de células
tumorales, cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo fueron estimuladas con las
Clso del compuesto SeCN-H por 24 h y los cultivos fueron observados al
microscopio invertido y fotografiados con una camara digital SONY (Figurall).

CONTROL AC-ET SeCN-H

Figura 11. Efecto de la saponina esteroide SeCN-H en la morfologia de células CaSki, HelLa, y
ViBo; cultivo de células tumorales en medio de RPMI al 5 % de SNC; células estimuladas con
1% de acetato de etilo con RPMI al 5 % de SNC; células CaSki, HeLa y ViBo estimuladas con
la Clsq para cada linea celular.

Como se observa en la Figura 10 la morfologia de las lineas celulares tratadas
con el compuesto SeCN-H se ve afectada. En los cultivos control asi como en
las estimuladas con acetato de etilo se muestran adheridas al plato de cultivo,
con un contorno regular, el citoplasma extendido, y guardando contacto con
células vecinas. A los cultivos tratados con el SeCN-H, las células HelLa y
CaSki presentan una reduccion del citoplasma, tamafio reducido, con un nucleo
pequefio, que indica la compactacién de la cromatina.



Efecto de la CI50 de SeCN-H en el potencial proliferativo de células no
tumorales.

Con el interés de determinar si la actividad antiproliferativa de este esteroide es
selectiva, se determind el efecto antiproliferativo del SeCN-H en células no
tumorales, por lo que células fibroblasticas obtenidas de biopsias de cérvix no
tumoral humano, asi como cultivos de células linfociticas provenientes de
sangre periférica humana, fueron estimuladas con 60 pl/ml del esteroide y la
densidad celular fue evaluada a través de la técnica de cristal violeta para las
células fibroblasticas y mediante la incorporacién de carboxifluoresceina para
las células linfociticas (Figura 12 y 13).
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Figura 12. Efecto de la saponina esteroide SeCN-H sobre el potencial proliferativo de células
fibroblasticas provenientes del cérvix humano no tumorales. Fueron sembradas 7500 células
de cérvix humano en placas de 96 pozos en RPMI al 10 % de SFB y estimuladas con el
compuesto SeCN-H (60 pl/ml) por 24 h. EI nimero celular fue evaluado por la técnica de cristal
violeta.
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Figura 13. Efecto de la saponina esteroide SeCN-H en la proliferacion de linfocitos humanos.
Cultivos de linfocitos humanos fueron marcados con carboxifluoresceina, el potencial
proliferativo fue evaluado con linfocitos tratados con la Clsg del SeCN-H y células sin
tratamiento. La proliferaciéon fue medida por marcaje con carboxifluresceina y evaluada por
citometria de flujo. M1: regién de células en proliferacién y M2: regién de células que no
proliferan. a) Linfocitos sin activar, b) linfocitos activados con fitohemaglutinina, c) tratados con

acetato de etilo y d) 60 ug/ml de SeCN-H.

Los resultados mostrados en las figuras 12 y 13, indican que el SeCN-H no
afecta el potencial proliferativo de las células fibroblasticas ni de las células
linfociticas, sugiriendo una accion selectiva de la saponina SeCN-H.

Actividad citotoxica del SeCN-H en células de CaCu.

Se sabe que el decremento en el nimero celular inducido por algin compuesto
puede ser causado por un efecto citotéxico que lleva a la célula a una muerte
por necrosis. Una caracteristica principal de la necrosis es el rompimiento de la
membrana citoplasmatica, liberando asi el contenido intracelular. Como es ya
conocido en el citoplasma existen enzimas como la LDH que no pueden salir
de la célula a menos que la membrana plasmatica se encuentre averiada, de
tal manera que su continuidad se vea pérdida, dejando salir el contenido
citoplasmatico, causando que las enzimas citoplasmicas fuera de la célula.




Con el interés de determinar si el compuesto SeCN-H ejerce un efecto
necrotico en lineas celulares, cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo fueron
tratados con 59 y 60 pl/ml de la saponina esteroidal SeCN-H y la actividad de la
LDH fue determinada en los sobrenadantes, mediante un el kit LDH-
Cytotoxicity Assay kit (Viobision; N° Cat. K311-400) (Figura 14).
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Figura 14. Efecto necrético del compuesto SeCN-H sobre lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo.
(*P<0.05 vs AcEt., con prueba ANDEVA seguida de Tukey).

Los resultados obtenidos muestran que la saponina SeCN-H ejerce una accion
citotoxica en las lineas tumorales HelLa y ViBo, sugiriendo que las induce a
morir por necrosis. Sin embargo en células CaSki, no se observd efecto
citotoxico, indicando que el efecto citotéxico del SeCN-H podria ser
dependiente de la linea celular. No obstante el efecto citotdxico observado en
las células tumorales HelLa y ViBo fue menor al 50 % (40 % en HeLay 20 % en
ViB0) con respecto al tritobn X100 el cual es un control positivo, sugiriendo que
el decremento observado en el numero celular en los cultivos de células CaSki,
HelLa y ViBo tratadas con el SeCN-H es causado ademas de la necrosis por
una via diferente a la necrotica.
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Efecto citotoxico del SeCN-H en células no tumorales.

Con el fin de determinar si el SeCN-H ejerce una actividad citotoxica sobre
células no tumorales, cultivos de linfocitos humanos fueron tratados con el
compuesto a una concentracion de 60 ul/ml y la actividad de la LDH fue
evaluada (Figural5).
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Figura 15. Efecto citotoxico del compuesto SeCN-H, a la concentracion de 60 pg/ml, sobre
cultivos de linfocitos humanos.

Los resultados obtenidos muestran que el SeCN-H no presenta actividad
citotoxica en los cultivos de células linfociticas humanas, indicando que no
induce muerte por necrosis en células no tumorales.

Efecto del SeCN-H en el ciclo celular de células de CaCu.

Es conocido que los compuestos que actualmente se usan para las
guimioterapias pueden actuar a través del ciclo celular, de tal manera que éstos
detienen a las células en alguna fase del ciclo. Sin embargo, también se ha
reportado que hay compuestos cuya accion antiproliferativa es independiente
del ciclo, esto es, actuan independientemente de la fase del ciclo celular en la
gue se encuentran las células. Con el interés de determinar si el SeCN-H actua
de manera dependiente o independiente del ciclo, cultivos de células CaSki,
ViBo y HelLa fueron estimulados con 60 y 59 ul/ml respectivamente y la
distribucion del ADN en las diferentes fases del ciclo celular fue evaluada
mediante citometria de flujo (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la saponina esteroide SeCN-H en las diferentes fases del ciclo celular de
células HelLa, CaSki y ViBo Los ensayos se realizaron con cultivos de 5X10° células en cajas
de petri con 5 ml de RPMI al 5 % de NCS y tratados a las 24 horas con las Clsy obtenida del
SeCN-H. La distribucién del ADN en las fases del ciclo celular fue evaluada a través de
citometria de flujo. La grafica representa el promedio de seis experimentos independientes.
(*P<0.05 vs AcEt., con prueba ANDEVA seguida de Tukey).

Como se muestra en la figura 16, no se observan diferencias significativas en
los valores de distribucion del ADN en las diferentes fases del ciclo celular en
las tres lineas celulares, sugiriendo que el efecto antiproliferativo del esteroide
SeCN-H es independiente del ciclo. Sin embargo, en dichas lineas celulares
tratadas con la saponina esteroide se observa un pequefio incremento en la
region sub-G1, que sugiere que el esteroide induce a las células tumorales a
algun tipo de muerte, ya que la region sub-G1 se caracteriza por presentar una
cantidad de ADN menor a las células que se encuentran en la fase G1,
implicando la presencia de nucleos fragmentados.
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SeCN-H e induccion de apoptosis en células tumorales.
Deteccidon de nucleos con cromatina condensada.

Con el afan de precisar si el decremento en el nimero celular inducido por la
saponina esteroide SeCN-H en las células tumorales se debe a una muerte por
apoptosis, cultivos de células HelLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con el
compuesto SeCN-H y la observacion de ndcleos con la cromatina condensada
fue determinada mediante la deteccion de nudcleos pequefios y compactos
como una caracteristica de la muerte por apoptosis (Fiural?).
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Figura 17. Observacion de nucleos de células tumorales HelLa, CaSki y ViBo, estimuladas con

la saponina esteroide SeCN-H. Los nuacleos fueron marcados con el fluorocromo DAPI y
observados en un microscopio de epifluorescencia de alta definicion (NIKON).

Como se observa en las imagenes de la figura 17 los cultivos tratados con el
SeCN-H, hay ndcleos méas pequefios y compactos que en los cultivos no
tratados, indicando que el SeCN-H induce en las células tumorales, una
compactacion o condensacion de la cromatina como resultado de una muerte
celular.



SeCN-H y deteccion de caspasa 3 activa y fragmentacion de ADN en
cultivos de células tumorales.

No obstante la deteccion de la condensacion de la cromatina en los cultivos de
células tumorales tratados con el esteroide, esto no es suficiente para concluir
que la saponina esteroidal SeCN-H induce a las células tumorales a una
muerte por apoptosis, ya que en la necrosis se generan fragmentos de nucleos
que podrian confundirse con nucleos pequenios.

Por consiguiente y con la intencion de concluir que el SeCN-H induce a una
muerte por apoptosis a las células tumorales, cultivos de células HelLa, CaSki y
ViBo fueron tratadas con el compuesto y la deteccién de la caspasa 3 activa asi
como la fragmentacion del ADN fue evaluada por inmunocitoquimica y la
técnica de TUNEL respectivamente (Figura 18 y 19).

CONTROL AC-ET SeCN-H

Figura 18 Expresion de la Caspasa 3 activa en cultivos de células tumorales Hela, CaSki y
ViBo estimuladas con 59 y 60 pg/ml de SeCN-H, respectivamente. Las células fueron
observadas en un microscopio de epifluorescencia de alta definicion (NIKON). Todas las
fotografias son representativas de por lo menos tres ensayos independientes. AC-ET, acetato
de etilo.
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Figura 19. Deteccién de fragmentos de ADN en cultivos de células tumorales HelLa, CaSki y
ViBo estimuladas con 59 y 60 pg/ml de SeCN-H, respectivamente. La deteccion de ADN
fragmentado en cultivos de células tumorales fue evaluado mediante la técnica de TUNEL. La
coloracion roja indica células con fragmentacién de ADN.

Las imagenes de la figura 18 y 19 muestran que el SeCN-H induce la
expresion de la caspasa 3 activa asi como la fragmentacién de DNA en las tres
lineas tumorales, concluyendo que el esteroide induce una muerte por
apoptosis.



DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente, la busqueda de compuestos antitumorales ha despertado un gran
interés, sobre todo, en aquellos que son de origen biologico y especificamente
los de origen vegetal como es el caso de las saponinas, las cuales se sabe que
presentan una actividad antibacteriana, antifingica y antitumoral, entre otras. El
efecto antiproliferativo de la hecogenina ha sido demostrado in vitro en células
sinoviales de artritis reumatoide humana (Liagre, 2007), presentando una
inhibicién de la proliferacion e induccion de apoptosis; asi como también se ha
encontrado que inhibe la proliferacion celular en cultivos de células tumorales
HelLa (Mimaki et al, 1996). No obstante su actividad antitumoral, la hecogenina
presenta una accién citotoxica y la falta de estudios en células no tumorales no
ha permitido concluir si este esteroide presenta accion selectiva. Por ello, se ha
generado un fuerte interés en la basqueda de derivados de la hecogenina que
presenten actividad antiproliferativa, inductora de apoptosis, sin generar
citotoxicidad y con accién selectiva.

Por otro lado también existe un fuerte interés en el Se, debido a su actividad
antiproliferativa e inductora de apoptosis presente en algunos compuestos que
contienen este elemento. Por ejemplo, recientemente se estudio que la
nutricion complementada con Se puede reducir el riesgo de cancer de tiroides,
mientras que en individuos que no presentan cancer él Se se encuentra en
menores concentraciones (Fleites, 1999). También se sabe que él Se, actla
como antioxidante, y se ha relacionado con la reduccion del cancer
gastrointestinal (Lugo, 2007). Sin embargo, los compuestos selenados han
presentado una fuerte actividad citotéxica.

Con respecto al compuesto diacetato de (25R)-12,22-dioxo-26-selenociano-
5a-colestan, 3B, 16B-diilo (SeCN-H), derivado de la hecogenina, el cual
contiene selenio en su estructura; se encontr6 que el compuesto afecta el
potencial proliferativo de las lineas celulares provenientes de cancer cervical
CaSki, HeLa y ViBo de manera dependiente de la dosis, es decir, conforme se
incrementa la concentracion el numero celular decrece. De igual manera, se
obtuvo que las Clsp obtenidas para las tres lineas celulares fue de
aproximadamente de 60 upg/ml, resultados que coinciden con las Clsg
reportadas para otros compuestos selenados (Fiala et al ,1998; Wael et al,
2008; Duffield-Lillico et al, 2004). Al igual que los compuestos selenados
descritos en otros trabajos (Facompre et al, 2010; Wael et al, 2008), el SeCN-H
también presentd una fuerte actividad citotoxica en células tumorales,
implicando que éstas son inducidas a morir por necrosis. Sin embargo, a la
misma concentracion, en células linfociticas normales no indujo muerte celular,
sugiriendo que este compuesto tiene una accion citotoxica selectiva.



Por otro lado, al igual que la hecogenina, el efecto antiproliferativo del SeCN-H
es independiente del ciclo celular (Corbiere et al, 2003; Liagre et al, 2007),
sugiriendo que su accion podria actuar en células proliferantes como en no
proliferantes y que la respuesta al compuesto dependera de la sensibilidad de
las células. Esto concuerda con el nulo efecto antiproliferativo observado en los
linfocitos provenientes de sangre periférica humana asi como en las células
fibroblasticas no tumorales provenientes del cérvix humano, implicando que la
accion antiproliferativa independiente de ciclo inducida en las células tumorales
es selectiva ya que en estas mismas condiciones no afecta a las células
normales. Este resultado obtenido para el SeCN-H, el cual es un derivado de la
hecogenina, sugiere que ésta podria presentar una actividad antiproliferativa de
accion selectiva.

Con respecto a la actividad inductora de apoptosis el SeCN-H al igual que lo
descrito para la hecogenina y los compuestos selenados (Facompre et al,
2010; Tapiero et al, 2003), indujo apoptosis en las tres lineas tumorales,
incrementando la expresion de la caspasa 3 activa asi como induciendo la
fragmentacién del DNA.

En hecho de que el SeCN-H induce muerte por necrosis asi como apoptosis en
las tres lineas tumorales, genera la necesidad de establecer cual de estos dos
tipos de muerte es la principal o si una es consecuencia de la otra, o si son dos
eventos independientes asi como el establecer por qué es necesario que una
célula muera por estos tipos de muerte.

Por otro lado, el haber utilizado tres lineas de CaCu, de las cuales una es
positiva al HPV16 (CaSki), otra al HPV 18 (HelLa) y una negativa al HPV (ViBo),
genera la necesidad de establecer si el efecto del SeCN-H presenta alguna
relacion con este virus, de tal manera que el efecto antiproliferativo y apoptotico
presente en el SeCN-H esté influenciado por la presencia o ausencia del HPV o
por el subtipo de virus. De igual manera es necesario establecer si el efecto
antiproliferativo e inductor de apoptosis es especifico para estas lineas
celulares o es independiente del tipo celular, lo que podria establecer si es
posible aplicarlo para cualquier tipo de cancer.

Los resultados obtenidos establecen que la actividad antiproliferativa, citotoxica
e inductora de apoptosis presente en el SeCN-H es selectiva ya que dichas
actividades solo se ejercieron en las tres lineas tumorales de CaCu sin afectar
a las células no tumorales, sugiriendo que el SeCN-H podria ser un excelente
candidato para evaluar su potencial terapéutico contra enfermedades como el
cancer.
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PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto del compuesto en mas lineas celulares, tanto de CaCu
como otros tipos de cancer.

Evaluar el efecto del compuesto SeCN-H en modelos in vivo.

Evaluar la posible ruta a través de la cual ejerce su efecto.

Evaluar en qué porcentaje se presenta la necrosis asi como la
apoptosis.

CONCLUSIONES

El compuesto SeCN-H reduce la densidad celular en 50% a la
concentracion de 59 pg/ml para las células HelLa, mientras que para las
células ViBo y CaSki es de 60 pg/ml.

El SeCN-H presenta un efecto citotdxico para las lineas de CaCu HelLay
ViBo, pero no para CaSki y linfocitos.

La progresion del ciclo celular no es afectada por la saponina esteroide
SeCN-H.

El incremento en la expresion de la caspasa 3 activa, en lineas celulares
de cancer cervical HeLa, CaSki y ViBo, asi como la fragmentacion de
ADN, indica la activacion de muerte por apoptosis.

El SeCN-H a una concentracién de 60 pg/ml no afecta la proliferacion de
células fibroblasticas no tumorales, provenientes de cérvix humano.

El SeCN-H a una concentracién de 60 pg/ml no afecta la proliferacion de
linfocitos humanos.
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APENDICE

Composicion del RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.EUA).

Nitrato de calcio tetrahidratado 0.100000
Sulfato de magnesio anhidrido 0.048840
Cloruro de sodio 6000000
Fosfato dibasico de sodio anhidro 0.800000
Aminoacidos
L- arginina 0.200000
L-aspargina 0.050000
L-4cido aspargico 0.200000
L-cisteina 2HCL 0.065200
L-acido glutamico 0.020000
L-glutamina 0.300000
Glicina 0.100000
L-histidina 0.015000
L-hidroxiprolina 0.020000
L-isoleucina 0.050000
L-leucina 0.050000
L-lisina HCL 0.040000
L-metionina 0.015000
L-fenilalanina 0.015000
L-prolina 0.020000
L-serina 0.030000
L-treonina 0.020000
L-triptofano 0.005000

L-tirosina 0.028830



L-valina 0.020000
Vitaminas
D-biotina 0.000200
Cloruro de colina 0.003000
Acido félico 0.001000
Myo-inostil 0.035000
Niacinamida 0.001000
Acido-p-Amino Benzoico 0.001000
Acido — D- pantoténico 0.000250
Piridoxina HCL 0.001000
Riboflavina 0.000200
Tianoma HCL 0.001000
Vitamina B-12 0.000005
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 U.S.A)
Cloruro de sodio 8.00 g (sigma chemical.U.S.A)
Cloruro de potasio 0.04 g (sigma chemical U.S.A)
Etilen —diamen-tetra-acético(EDTA) 0.40 g (sigma chemical U.S.A)

Los reactivos se disuelven en 800 ml. de agua bidestilada, que ajusta al pH a
7.7 con HClI 1 M y se afora a 1000 ml. de agua bidestilada. La solucion se
esteriliza por medio de autoclave a 20 Ibs durante 20 min.



Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisioldgicas 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 U.S.A)
Cloruro de calcio 0.10 g (sigma chemical U.S.A)
Cloruro de sodio 8.00 g (sigma chemical U.S.A)
Cloruro de potasio 0.20 g (sigma chemical U.S.A)
Fosfato monoacido de sodio 2.16 g (sigma chemical U.S.A)
Fosfato diacido de potasio 0.20 g (sigma chemical 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 ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCI 8 N 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 solucion
amortiguadora de acido férmico 200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96
g de NaOH y 4.28 ml. de acido formico aforados a 500 ml 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.

Glutaraldehido

A 1.57 ml de glutaraldehido (70 % v/v) se le agrega 98.43 ml de agua
bidestilada, Se almacena a 4 °C.



Solucion de &cido acético (10 %)

A 10 ml de acido acético glacial (J. T. Baker) se le agrega 90 ml de agua
bidestilada.

Paraformaldehido (2%)

Paraformaldehido al 2% de PBS, preparado al momento, para disolverlo se
calentd la solucién a temperatura no mayor a 60°C, si rebasa esta temperatura
el paraformaldehido polimeriza y la solucién no sirve para fijar.

Catalizador liofilizado
1 vial y solucion colorante 45 ml.

Reconstituir el catalizador en 1 ml de H,O mili Q estéril por 10 min y mezclar
completamente. Esta solucion es estable varias semanas a 4 °C.

Descongelar la solucion colorante, ésta es estable a 4 °C varias semanas.
Evitar ciclos de congelamiento y descongelamiento.

Preparacion de la mezcla de reaccion (Bio Vision, California): Para 100
ensayos mezclar 250 ul de la solucién del catalizador con 11.25 ml de la
solucién colorante. Esta mezcla debera prepararse inmediatamente antes de
ser utilizada.

Controles que se utilizan en la técnica de linfocitos con carboxifluoresceina.

Columna CSFE PHA

1 - - Control negativo

2 - + Activados sin carboxifluoresceina
3 + - Sin activar con carboxifluoresceina
4 + + Activados con carboxifluoresceina
5 + Tratamiento

6 + Vehiculo

Tabla 1. Condiciones del ensayo de linfocitos con carboxifluoresceina (CSFE) y fitohemaglutinina
(PHA).



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Marco Teórico
	Planteamiento del Problema
	Justificación   Hipótesis
	Objetivos
	Metodología
	Resultadios
	Discusión de Resultados
	Perspectivas   Conclusiones
	Bibliografía
	Apéndice

