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RESUMEN

El cancer es la primera causa de muerte en todo el mundo segun la OMS y la tercera en México
conforme al INEGI. No obstante, tanto a nivel mundial como a nivel nacional, el cancer
cervicouterino es la segunda causa de mortalidad femenina por cancer. Para su tratamiento,
generalmente se utiliza radio y quimioterapia; sin embargo, debido a su limitada selectividad, estos
procedimientos provocan molestos efectos secundarios que deterioran la calidad de vida del
paciente; ademas de que resultan ineficientes en estados avanzados de la enfermedad. Es por tales
motivos, que la bisqueda de nuevas alternativas terapéuticas menos agresivas se lleva a cabo.
Muchos compuestos esteroidales de origen vegetal han sido objeto de investigacion cientifica para
cumplir con este fin. La diosgenina y la dioscina, algunos de tantos, han exhibido actividad
antiproliferativa y apoptdtica en varias lineas celulares de cancer, entre ellas, células HelLa. Sin
embargo, no se ha reportado su efecto en lineas no tumorales ni en otras lineas de cancer
cervicouterino, asi como tampoco se han publicado datos acerca de una posible citotoxicidad. En
este trabajo se ha investigado el efecto antiproliferativo, necrdtico y apoptotico de la dioscina, asi
como su efecto en el ciclo celular; especificamente, en las lineas de cancer cervicouterino CaSki,
HelLa y ViBo, al igual que la selectividad de su efecto antiproliferativo y citotéxico en linfocitos
normales de sangre periférica de individuos sanos. Después del tratamiento se observaron cambios
morfoldgicos en las células cancerosas, los cuales estan asociados con el proceso de apoptosis. Los
resultados mostraron una susceptibilidad antiproliferativa al esteroide similar en las tres lineas
celulares; no asi, el efecto en el ciclo celular de éstas. La saponina mostré un efecto citotoxico leve

en comparacion con el control y el vehiculo empleado (DMSQO). En las células sanguineas no se

observd efecto citotoxico ni antiproliferativo.
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INTRODUCCION
LA CELULA

La teoria celular, propuesta en 1839 por Matthias Jakob Schleiden y Theodor Schwann, postula que
todos los organismos estdn compuestos por células, y que todas las células derivan de otras
precedentes. De este modo, todas las funciones vitales emanan de la maquinaria celular y de la
interaccion entre células adyacentes; ademas, la tenencia de la informacion genética, base de la
herencia, en su ADN permite la transmision de aquélla de generacion en generacion. Es por esta

razon que la célula es considerada la unidad fundamental de la vida.
CicLo CELULAR

Segun el tercer principio de la teoria celular, sdlo se originan nuevas células a partir de otras células
vivientes; este proceso se denomina division celular. Las etapas a través de las cuales pasa la célula

desde una division celular a la siguiente constituyen el ciclo celular.

El ciclo celular se divide en dos fases principales, éstas son la fase M y la interfase. La
interfase se compone de tres fases: G1, Sy G2. En G1, la célula duplica su tamafio y aumenta la
cantidad de organelos, enzimas y otras moléculas. En S, duplica su material genético para pasarle
una copia completa del genoma a cada una de sus células hijas. Entre la fase Sy M, la célula esta
muy activa metabolicamente, lo cual le permite incrementar su tamafio (aumentando el nimero de
proteinas y organelos) durante la fase G2. La fase M incluye: 1) mitosis, durante la cual los
cromosomas duplicados se reparten entre dos ndcleos, y 2) citocinesis, durante la cual toda la célula
se divide fisicamente en dos células hijas. La fase M de ordinario solo dura de 30 min a una hora,
pero la interfase puede prolongarse horas, dias, semanas 0 mayor tiempo segun el tipo de célula
(Karp, 1998).

PUNTOS DE CONTROL
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El funcionamiento correcto de los procesos del ciclo celular requiere de la participacion de
complejos enzimaticos, entre los que se encuentran las ciclinas, las cinasas dependientes de ciclinas
y los complejos que se forman entre ambas. Los complejos cinasas dependientes de ciclinas (cyclin-
dependent kinases, CDK) dirigen a la célula de una fase a otra del ciclo celular. Cuando existe algun
dafio geneético, los mecanismos de control transcripcional de los complejos CDK-ciclina inducen la

interrupcion del ciclo celular hasta que el dafio se corrige.

Los puntos de control del ciclo celular tienen una funcion importante en el mantenimiento
de la fidelidad e integridad de la replicacion y reparacion del genoma. Se conocen dos estadios
donde operan puntos de control en el ciclo celular: uno al final de la fase G1 y la entrada a la fase S,
y el otro, en la transicion de la fase G2 a la fase M (Fig. 1). De manera general, en la mayoria de los
casos, la interrupcion de la proliferacion celular ocurre cuando la integridad del genoma ha sido
comprometida. Las alteraciones en el proceso de interrupcion del ciclo celular permiten que células

con genomas inestables evolucionen a células cancerosas. (Peralta et al., 1997)

La célula duplica su
tamano y aumenta
la cantidad de

orgdnulos, enzZimas __
y otras moléculas  / \
Elcitoplasma G ﬁ“ E @

e ... CK 0( ol _ Duplicacion del DNA

y proteinas asociadas;
existen ahora dos copias
de L informacion gendtica
de la célula

. ,v

Se separan YR
\/

las dos cromatidas \

/"
Las estructuras necesarias para la division ._;//
empiezan a ensamblarse; los cromosomas '.
empiezan a condensarse

Figura 1. Fases del ciclo celular (G1, S, G2, M) y sus puntos de control (R, G2/M, M) sefalados en verde.
Después del punto R, que controla el tamafio celular adecuado y las condiciones ambientales favorables, se
inicia la sintesis de ADN (fase S). Antes de la entrada en mitosis (fase M), el punto G2/M controla también el
tamafio celular adecuado, las condiciones ambientales favorables y la replicacion completa y correcta del
ADN. Tras el correcto alineamiento de los cromosomas (punto de control M), finaliza la division celular.
Imagen tomada de Montuenga, 2009.
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citoesqueleto, como actina, plectrina, ROCKL1 y gelsolina, conlleva a la compactacion celular y la
formacion de cuerpos apoptéticos (Krammer et al, 2007). Actualmente se conocen dos vias de

activacion de las caspasas: la via intrinseca y la extrinseca (Fig. 3).

Bcl-x
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Figura 3. La via del receptor de muerte (izquierda) es desencadenada por miembros de la superfamilia del
receptor de muerte (como CD95 y el factor de necrois tumoral 1) La union del ligando de CD95 a CD95 induce el
apifiamiento y formacion del receptor de un complejo de sefializacion de induccion de muerte. Este complejo
recluta multiples moléculas de procaspasa -8 via la molécula adaptadora FADD (Fas-associated death domain
protein), lo cual resulta en la activacion de la caspasa -8 a través de la proximidad inducida. La activacion de la
caspasa -8 puede blockearse mediante el reclutamiento de la caspasa degradadora homologa c-FLIP. La via
mitocondrial (derecha) es usada extensivamente en respuesta a salidas extracelulares y problemas internos
como dafio en el ADN. Ambas vias convergen en la mitocondria, con frecuencia a través de la activacion de un
miembro proapoptotico de la familia Bcl-2. Los miembros de la familia Bcl-2 pro- y anti-apoptéticas se
encuentran en la superficie de la mitocondria, donde se encargan de regular la salida del citocromo c, el cual se
asocia con Apaf-1y luego con la procaspasa -9 para formar el apoptosoma. Las vias del receptor de muerte y
mitocondrial convergen al nivel de la activacion de la caspasa -3. La activacion de la caspasa -3 es antagonizada
por proteinas 1APS, las cuales son reguladas por la liberacion mitocondrial de Smac/DIABLO. Con la activacion
de la caspasa -3, el programa apoptético se ramifica en una multitud de subprogramas, la cuenta de los cuales
resulta en el ordenado desmantelamiento y eliminacion de la célula. El cruce y la integracion entre las vias del
receptor de muerte y mitocondrial es provisto por Bid, un miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2. El clivaje
de Bid, mediado por la caspasa -8 incrementa grandemente su atividad promotora de muerte, y resulta en la
translocacion a la mitocondria, donde promueve la salida del citocromo c. Imagen tomada de Hengartner, 2000.

—
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Cuando existe un error durante la replicacion celular, la célula puede detener su division
para repararlo y continuar mas tarde, pero si el error no puede ser reparado, la célula iniciara un

proceso de autodestruccion conocido como muerte celular programada o apoptosis.

El primer punto de control, se encuentra justo después del punto de restriccion, ain en G1.
En general podriamos decir que el primer control se encarga de: 1) revisar las condiciones del
medio, buscando factores externos que induzcan el progreso del ciclo celular; 2) revisar que la
célula haya crecido lo suficiente y 3) que el material genético esté intacto. La busqueda de factores
externos es muy importante, pues éstos estimulan la sintesis de proteinas como algunas cdk’s y

ciclinas, y sin éstas, la continuacion y el control del ciclo celular serian imposibles.

Participan en este punto, el complejo cdk2-ciclina E, que como los implicados en el punto
de restriccion, también se encarga de inactivar a la proteina supresora de tumores Rb (retinoblastoma
protein) y de favorecer el trabajo del factor de transcripcion E2F para que estén listas las enzimas

necesarias para comenzar la sintesis de ADN en la fase S.

Los encargados de la inhibicion en este punto de control son un factor de transcripcion y una
CIP (proteinas inhibidoras de cdk’s): p53 y p21, en ese orden. La p53 es uno de los mas conocidos
supresores de tumores, usualmente se encuentra en la célula pero es muy inestable en condiciones
normales porque se encuentra unido a otra proteina llamada Mdmz2, que funciona como un
“marcador” para que la p53 se degrade. Pero, si existe una lesion en el ADN, se activan distintas
enzimas, éstas ayudan a “separar” p53 de su “marcador”, una mayor concentracion de p53 estimula
la sintesis de p21 (CIP) que se une a cdk? y ciclina E, inhibiendo la accion del complejo. La célula

entonces no puede entrar a la fase S.

La fase S no tiene como tal un punto de control, aun cuando algunos autores los consideran
(Alberts et al., 2002); sin embargo es indispensable la presencia del complejo cdk2-ciclina A para

que la sintesis de ADN se lleve a cabo. Como se explico antes, durante la fase S el ADN se replica,

para ello es necesario que se arme la “maquinaria” especifica. Dentro de ellas hay un conjunto de



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

proteinas conocido como complejo de reconocimiento del origen u ORC que reconocen secuencias

bien definidas de bases en el ADN llamadas origenes de replicacion.

Durante la fase G1, se forma el ORC, tras el cual otras proteinas (como cdc6 y mcm) se
unen para formar el complejo de pre-replicacion (pre-RC). EI complejo cdk2-ciclina A se encarga
de deshacerse de las proteinas del pre-RC y de unir las enzimas necesarias para la replicacion (como
la ADN polimerasa). Asi se asegura que la “maquinaria” de replicacion no vuelva a armarse hasta

que se haya terminado el ciclo y la replicacion solo ocurra una sola vez.

El segundo punto de control se encuentra al final de G2. Los complejos cdk1-ciclina Ay
ciclina B permiten el paso a través de este punto. En conjunto la actividad de estos dos complejos se
denomino Factor Promotor de la Mitosis (MPF). A grandes rasgos, el segundo punto de control se
encarga de revisar: 1) que el material genético se haya duplicado completamente, 2) que el material

genético no tenga errores y 3) que el medio extracelular sea adecuado.

Se sabe que una vez activado el complejo cdk-ciclina, éste se encarga de llevar a cabo tareas
indispensables durante las primeras subfases de la mitosis. Los complejos cdkl1-ciclina Ay ciclina B,
se encargan de inducir el ensamble del huso mitético y en parte de asegurarse que los cromosomas
se unan a éste. Se encarga ademas de iniciar la condensacion del material genético, activando un
grupo de proteinas conocidas como condensinas, de desensamblar la envoltura nuclear fosforilando
las Iaminas nucleares, de armar nuevamente el citoesqueleto celular y de la reorganizacion del
aparato de Golgi y el reticulo endoplasmatico. En este punto actla también la p53, que como ya
vimos detecta alteraciones en el ADN y desencadena a la activacion de la CIP p21 encargada de la

inhibicion de cualquier complejo cdk 1,2, 4 y 6-ciclina.

Las cohesinas son proteinas requeridas para mantener unidas a las cromatidas hermanas. Es
durante la anafase cuando las cromatidas se separan. Para que esto suceda es necesaria la actividad
de varios complejos proteicos. El principal de éstos es el complejo promotor de la anafase (APC).

Este complejo es activado por la union de una proteina semejante a una cdk, Ilamada cdc20 (cdc,
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ciclo de division celular). Una vez activado, el APC se encarga de marcar a diversas proteinas para
que se degraden, una de ellas es la securina, que inactiva a la separasa. Esta separasa es la proteina

encargada de inactivar a las cohesinas eliminando las uniones entre las cromatidas hermanas.

El ultimo punto de control se encuentra en la fase M, entre la metafase y la anafase. Se
encarga de revisar que todos los cromosomas se hayan unido al huso mitotico. Si detecta que uno de
los cinetdcoros no se encuentra unido, manda una sefial negativa al sistema de control bloqueando
la activacion de proteinas implicadas en la separacion de las cromatidas hermanas. Especificamente
inactiva al conjunto APC-cdc20, lo que inhibe la liberacion de la separasa, impidiendo que las
cromatidas hermanas se separen hasta que la sefial desaparezca.

MUERTE CELULAR: NECROSIS Y APOPTOSIS

Los organismos multicelulares estan constituidos por un nimero predeterminado de células, que es
caracteristico para cada especie. Ese nimero depende de: (a) la multiplicacion celular y (b) la
muerte y eliminacion de un nimero igual de células redundantes. El desequilibrio de esos procesos
determina efectos que pueden ser letales, como atrofia de tejidos y dérganos por destruccion
defectuosa, hiperplasias o neoplasias (Dubin y Stoppani, 2000).

El término necrosis se refiere al proceso de degeneracion celular sin un requerimiento de
energia en forma de ATP. Aparece frecuentemente como consecuencia de un dafio traumatico o
por la exposicion a toxinas. Durante la necrosis hay una pérdida aguda de la regulacion y de la
funcidn celular que conlleva un proceso osmético desmesurado, el proceso finaliza con la lisis de la
membrana celular liberando el contenido intracelular hacia los espacios extracelulares. Este
fendomeno provoca que las células vecinas también mueran, atrayendo, al mismo tiempo, a las
células inflamatorias, lo que hace que en las areas donde se observan celulas necrdticas sea frecuente
encontrar nuevas células que desarrollan este tipo de muerte celular, ademas de originar una

reaccion de inflamacion y una cicatriz fibrosa que deforma el tejido y el 6rgano afectado.
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A diferencia de la necrosis, en el proceso apoptdtico las células se autodestruyen sin
desencadenar reacciones de inflamacion ni dejar cicatrices en los tejidos, por lo tanto, es
considerada como una muerte natural fisioldgica, resultando en un mecanismo de eliminacion de
células no deseadas, dafiadas o desconocidas y que desempefia un papel protector frente a posibles
enfermedades (Jordan, 2003).
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Figura 2. Diferencias en los cambios morfol6gicos necréticos y apoptoticos.
Imagen tomada de Goodlett y Horn, 2001.

La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es la forma de muerte
celular que se caracteriza por condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y formacion de
cuerpos apoptdticos que son eliminados por fagocitos adyacentes, por lo que no provoca respuesta
inflamatoria (Hengartner, 2000). Es un mecanismo que permite la eliminacion ordenada de células
y, por tanto, participa en la morfogénesis, ontogenia y fisiologia de las células, asi como en la

homeostasis de los aparatos y sistemas del organismo.

Las caracteristicas morfoldgicas (Fig. 2) de la apoptosis incluyen: la formacion de ampollas
(blebbing) en la membrana citoplasmatica, el encogimiento celular, la compactacion de la cromatina
como consecuencia del rompimiento de la doble cadena del ADN vy finalmente, la formacion de

cuerpos apoptdticos. La apoptosis es un proceso de eliminacion celular en el cual participan las
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proteasas denominadas caspasas. La apoptosis puede ser activada por dos rutas: la extrinseca que es
mediada por un receptor a nivel de la membrana celular y la intrinseca, en la cual participa la
mitocondria y la liberacion del citocromo-C por parte de ésta; ambas rutas activaran a las caspasas

cuya actividad proteolitica da origen a las diferentes caracteristicas morfoldgicas del proceso.

La apoptosis es un proceso complejo en el que participan en cascada un grupo de cisteina
proteasas, con especificidad sobre residuos de aspartato, conocidas como caspasas. Todas las
caspasas se sintetizan como zimdgenos y experimentan un procesamiento proteolitico durante su
activacion, contienen un prodominio seguido de una subunidad pequefia (p10) y otra larga (p20)
(Jin'y EI-Deiry, 2005). Estas enzimas se pueden dividir en tres categorias; las caspasas inflamatorias
4,5, 11, 12, 13), las caspasas iniciadoras (8, 9, 10) y el tercer grupo las caspasas efectoras (3, 6,
7), cuyas preformas inactivas se encuentran como dimeros principalmente en el citosol y para ser
activas requieren cortarse por las iniciadoras o por la granzima B, serin-proteasa presente solo en

linfocitos T citotoxicos.

Las caspasas iniciadoras se encuentran como mondmeros y requieren de dimerizacion
mediada por la interaccién con proteinas adaptadoras y con los dominios intracitoplasmicos
especificos de proteinas transmembranales que funcionan como receptores. Estos dominios se
caracterizan por la presencia de una secuencia de aminoacidos, denominados Dominios de Muerte
(Death Domain, DD), a su vez se divide en la subfamilia Death Effector Domain (DED) y Caspase
Recruitment Domain (CARD), la cual media la interaccion con proteinas adaptadoras (Jin y EI-Deiry,
2005).

La activacion de la cascada de caspasas da como resultado el procesamiento de un nimero
importante de proteinas celulares conocidas como sustratos celulares de muerte (cell-death substrate,
CDS), estas proteinas incluyen actina, la cual mantiene la integridad de la célula, al degradarse
resulta en la condensacion de la cromatina y fragmentacion nuclear. EI procesamiento del inhibidor

de ADNasa activada por caspasa (inhibitor of the caspase-activated DNase, ICAD) produce la liberacion

de endonucleasas, que se traslocan al nicleo para fragmentar el ADN. La ruptura de proteinas del
—_ 13 —_
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Via Extrinseca

La via extrinseca depende de receptores celulares de la familia de Factor de Necrosis Tumoral
(Tumor Necrosis Factor Receptor, TNF), entre los que se incluyen el TNFR1 (CD120a), DR3/TNF
(death receptor 3/TNF) y Fas (CD95). Estos receptores forman trimeros y contienen dominios
intracitoplasmicos, llamados dominios de muerte (death domains, DD). Cuando estos ligandos se
unen a sus receptores en el exterior de la célula, los DD se unen a proteinas adaptadoras como el
dominio de muerte asociado a Fas (Fas associated Death Domain, FADD), con excepcion del TNFR1
(CD120a) que primero se une al dominio de muerte asociado a TRAIL (TRAIL associated Death
Domain, TRADD). FADD tiene un domino efector (death efector domain, DED) que a su vez se une a
las caspasas iniciadoras 10 y 8, formando el “complejo inductor de la sefializacion de muerte” que es

capaz de dimerizar a las caspasas efectoras (Krammer et al., 2000).
Via Intrinseca

La via intrinseca implica permeabilizacion de la membrana mitocondrial por alteraciones celulares
como la hipoxia o disminucidn en el transporte de glucosa. En esta via se libera el citocromo C de la
mitocondria y se une a Apaf-1 en presencia de ATP. La interaccion entre estas proteinas ocasiona
un cambio conformacional de Apaf-1, y deja expuesto un sitio CARD, ocurre una oligomerizacion
de Apaf-1 por la interaccion CARD/CARD, resultando en una estructura “tipo rueda”, conocida
como apoptosoma. La caspasa-9 tiene un dominio CARD el cual media la interaccion especifica con

Apaf-1, y al procesarse la pro-caspasa-9, ésta activa a la caspasa-3 (Kukhta et al., 2003).

En condiciones normales Apaf-1 se encuentra separado del citocromo C por la membrana
mitocondrial. Sin embargo, cuando esta membrana se permeabiliza se libera al citosol y se inicia la
cascada de evento que lleva a la apoptosis. EI proceso de permeabilizacion de la membrana
mitocondrial (MOMP) se encuentra regulado por proteinas pertenecientes a la familia de Bcl-2 (B
cell leukemia/lymphoma). Estas proteinas pueden dividirse en dos grupos, antiapoptdticas y

proapoptaticas. Las proteinas antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-x, Bel-xL, Al, Bcl-w y Mcl-1) previenen
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la permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la liberacion de citocromo C, en tanto que las
proteinas proapoptaticas, que se clasifican de acuerdo a el nimero de dominios BH que poseen (Bcl-
2 homology domanis), pueden mediar la permeabilizacion de la membrana mitocondrial por si solas
(Bax, Bak y Bok), o pueden activarse por otro subgrupo de proteinas proapoptoticas de la familia
Bcl-2, denominadas solo dominio BH3 (Bim, Bid, Bad, Bmf, BNIP-3, Puma y Noxa) (Hengartner,
2000).

Existen otras proteinas que pueden promover la muerte o la sobrevivencia celular. Se liberan
cuando la membrana mitocondrial se permeabiliza. Entre ellas, se encuentran el factor inductor de
apoptosis (apoptosis-inducing factor, AIF), que pueden promover muerte celular de manera
independiente a la activacion de caspasas y otras proteinas, como Smac/DIABLO, que promueve
apoptosis porque interfieren con la actividad de las proteinas inhibidores de apoptosis (Inhibitor of
Apoptosis Protein, 1AP"s) (Kukhta et al., 2003), las cuales se unen a las pro-caspasas impidiendo su

activacion.
CANCER CERVICOUTERINO

El cancer es una enfermedad producida por cambios en la conducta de las células provocada por
modificaciones en la informacion genética subyacente de las mismas. Debido a estas alteraciones, las
células cancerosas proliferan sin control formando tumores malignos que tienden a crecer de
manera invasiva, destruyendo tejidos y 6rganos normales. En tanto el crecimiento del tumor
permanezca localizado, la enfermedad se puede tratar y curar por extirpacion quirurgica del tumor
y del tejido que lo rodea. Sin embargo, una de las caracteristicas prominentes de los tumores
malignos es su tendencia a formar metastasis, es decir, células que se desprenden de la masa original
que entran a la circulacion linfatica o sanguinea y se propagan a sitios distantes en el cuerpo donde

establecen tumores secundarios que ya no son susceptibles de extirpacion quirargica (Karp, 1998).

El cancer cervicouterino (CaCu) es una alteracion celular que se origina en el epitelio del

cuello del Gtero y que se manifiesta inicialmente a través de lesiones precursoras, de lenta y
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progresiva evolucion, que se suceden en etapas de displasia leve, moderada y severa. Estas
alteraciones evolucionan a cancer in situ en grado variable (Fig. 4), cuando ésta se circunscribe a la
superficie epitelial y posteriormente, se clasifica como cancer invasor cuando el dafio traspasa la

membrana bhasal.

Figura 4. Progresion del carcinoma mediado por VPH. El VPH infecta a las células del cuello uterino, dentro
de las cuales se replica, para madurar y liberar el virus cuando las células epiteliales sufren una
diferenciacion terminal. La estimulacion del crecimiento de las células basales da origen a una verruga. En
algunas células el genoma circular se integra en los cromosomas del anfitrién inactivando el gen E2. La
expresion de los otros genes sin produccion de virus estimula el crecimiento de las células y la posible
progresidn a una neoplasia. Imagen tomada de Murray, 2009.

El 99,8% de los casos de cancer de cuello uterino se deben a tipos especificos de un virus
ADN tumoral transmitido por via sexual, que se denomina virus del papiloma humano (VPH). Los
virus del papiloma son un género de virus agrupados juntos por su tumorigenicidad y
homogeneidad de ADN, que afectan a vertebrados. Actualmente se conocen més de 70 tipos del
virus del papiloma humanos (HPV), mostrando cada tipo un tropismo particular por sitios
anatomicos especificos, siendo comunes las infecciones de piel y de mucosas del tracto oral,
respiratorio y anogenital. La International Agency for Research on Cancer (IARC) de la OMS los clasifica
como "carcinogénicos” (tipos 16 y 18), "probablemente carcinogénicos” (tipos 31 y 33), y
"posiblemente carcinogénicos™ (otros excepto 6 y 11) (Serman, 2002).
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Los tipos de VPH méas comunes en México son el 16 y el 18, altamente asociados a la
presencia de cancer cervicouterino (en un 54.38% y 11.27% respectivamente) (Doorbar, 2006) La
infeccion es mas comun en mujeres jovenes sexualmente activas, de 18 a 30 afios de edad, después
de los 30 afios decrece la prevalencia. EI CaCu es mas comun después de los 35 afios, lo que sugiere

infeccion a temprana edad y progresion lenta a cancer (Lopez y Lizano, 2006).

Histoldgicamente se va desarrollando a través de un proceso progresivo de alteraciones que
van desde la displasia grave pasando por el carcinoma in situ hasta llegar a carcinoma invasor. Se

puede presentar a cualquier edad, pero es mas frecuente entre los 40 y 80 afios de edad.

La sintomatologia, aunque no es especifica, consiste en metrorragias espontaneas o
secundarias a traumatismo leve (sinusiorragia), leucorrea serosa, inicialmente fétida y sucia, después
el dolor aparece en la fase terminal. Estos sintomas son mas frecuentes y de mayor intensidad

mientras mas avanzado es el proceso.
Entre los factores de riesgo asociados al desarrollo de cancer cervicouterino se encuentran:

ITS (infeccion por Clamidia trachomatis y por herpes virus tipo 2)
Edad temprana del primer coito

Uso prolongado de anticonceptivos orales

Tabaquismo

Multiparidad

>

>

>

>

>

> Tener multiples parejas sexuales

» Estado nutricional e inmunoldgico
> Laceraciones y traumatismos durante el parto
> Cervicitis

> Predisposicion genética

>

Pareja sexual con carcinoma de pene
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TRATAMIENTOS

Existen tres tratamientos para el CaCu, cuya seleccién depende principalmente del tamafio del

tumor, de los deseos de tener hijos de la paciente, asi como de si el cancer se ha diseminado.
Cirugia

La cirugia es una opcion para las mujeres con estadio | o Il de cancer cervical. Consiste en extirpar

el tejido que pueda contener células cancerosas.

- Cervicectomia uterina radical: Se extirpa el cérvix, parte de la vagina y los ganglios linfaticos en
la pelvis. Esta opcion es para pocas mujeres que tienen pequefios tumores y que quieren
intentar quedar embarazadas més adelante.

- Histerectomia total: Se extirpa el cérvix y el Utero.

- Histerectomia radical: Se extrae el cérvix, parte del tejido alrededor del cérvix, el utero y
parte de la vagina. Ya sea con la histerectomia total o con la radical, el cirujano puede
extirpar otros tejidos.

- Trompas de Falopio y ovarios: El cirujano puede extirpar tanto las trompas de Falopio como los
ovarios. (Salpingooforectomia).

- Ganglios linfaticos: El cirujano puede extirpar los ganglios linfaticos cercanos al tumor para
ver si tienen cancer. Si las células cancerosas se diseminaron a los ganglios linfaticos, esto
significa que la enfermedad puede haberse diseminado a otras partes del cuerpo.

- 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.

Radioterapia
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Los médicos usan dos tipos de radioterapia para tratar el cancer cervical. Algunas mujeres reciben

ambos tipos de terapia.

- Radioterapia externa: Radiacion gamma dirigida hacia la pelvis u otros tejidos donde se ha
diseminado el cancer.
- Radioterapia interna: Dentro de la vagina se coloca un tubo delgado que contiene un material

radiactivo.

El tratamiento por radioterapia consiste en someter al paciente a una serie de radiaciones
ionizantes. Al atravesar la célula, la radiacion induce modificaciones en las moléculas presentes.
Cuando el impacto tiene lugar en el ADN puede impedir la division celular, y por tanto morira por
bloqueo de su capacidad de proliferacion. Las lesiones producidas en enzimas o lipidos, son
facilmente reemplazables y la célula se repara. Las células tienen una mayor radio-sensibilidad
mientras su actividad reproductiva sea elevada; cuantas mas divisiones tenga en el futuro y cuanto
menos diferenciadas esten desarrolladas sus funciones. Son estas razones las que permiten utilizar la
radioterapia en el tratamiento contra el cancer; sin embargo, todas las células poseen cierto grado
de radiosensibilidad, algunas son mas radiosensibles que otras, lo cual provoca el padecimiento de
efectos secundarios como: fatiga, nauseas, vomitos, diarrea, problemas urinarios, caida del cabello,
debilitamiento del sistema inmune, asi como enrojecimiento, resequedad, sensibilidad, comezon y
ardor de la parte tratada (Tubiana, 1971).

Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células cancerosas. Los farmacos para el
cancer cervical se suelen aplicar por via intravenosa. Generalmente se combina con radioterapia

para el tratamiento del cancer de cérvix. Cuando el cancer se ha diseminado a otros Organos, se

puede usar sdlo la quimioterapia.
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Dependiendo del medicamento elegido, la quimioterapia afecta a las células en una de tres

formas (Sen'y D’Incalci, 1992):

> Dafiando el ADN de las células de tal modo que éstas ya no puedan reproducirse. Esto
sucede por la alteracion de la estructura del ADN en el ndcleo de la célula, evitando asi la
replicacion.

> Durante la fase S del ciclo celular, inhibiendo la sintesis de ADN nuevo, de tal manera que
no sea posible la replicacion celular alguna. Esto ocurre cuando los farmacos bloquean la
formacion de los nucledtidos necesarios para la creacion de nuevo ADN.

> Deteniendo el proceso mitdtico de tal manera que la célula cancerosa no pueda dividirse. La
formacion de husos mitéticos es indispensable para desplazar el ADN original y el ADN
replicado hacia lados contrarios de la célula y ésta pueda dividirse en dos células, por lo que

alteraciones a esta estructura provoca que se inhiba el proceso de division celular.

La quimioterapia destruye células cancerosas que crecen con rapidez, pero los farmacos
pueden también dafar las células normales que se dividen al mismo ritmo. Los efectos secundarios
dependen principalmente de los farmacos que se usan y de la dosis. Pueden incluir debilitamiento
del sistema inmune, debilidad, cansancio, pérdida del cabello, falta de apetito, nauseas, vomitos,
diarrea, llagas en la boca y labios, salpullido en la piel, hormigueo o adormecimiento de las manos y
pies, problemas auditivos, pérdida del equilibrio, dolor en las articulaciones e hinchazon de piernas
y pies. Estos efectos colaterales y la escasa accion selectiva de los farmacos generan la necesidad de
buscar nuevas alternativas terapeuticas para esta enfermedad. Actualmente ha surgido un fuerte
interés en la blsqueda de compuestos con actividad antitumoral y especificamente los de origen
vegetal. Al respecto, se ha descrito que las saponinas esteroideas presentan actividad antitumoral,
mostrando una actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis probada en diferentes lineas

tumorales.
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LAS SAPONINAS Y LA DIOSCINA

Muchos productos naturales tienen aplicaciones farmacoldgicas, particularmente ha llamado la
atencion el potencial para su uso en quimioprevencion del cancer. Los productos vegetales, en
especial, son ampliamente usados en pruebas cientificas debido a su baja toxicidad y gran valor
medicinal. Es por ello que muchas investigaciones se han concentrado en la capacidad de diferentes

extractos vegetales para inducir apoptosis de células cancerosas. (Cai et al., 2002).

Junto con los cuidados paliativos, muchos pacientes con cancer usan medicinas alternativas,
incluidas terapias con plantas. Entre estas terapias, la medicina tradicional China es probablemente
la mejor establecida y codificada, con una historia de miles de afios. Tradicionalmente, las hierbas
chinas son usadas en combinaciones de plantas solas o prescripciones, llamadas formulas.
Especificamente extractos vegetales y combinaciones, han sido disefiados para tratar enfermedades

especificas incluyendo el cancer. (Yan et al., 2009).

En China, el total de saponinas de dioscorea (TSD) ha sido usado como componente
principal en medicinas herbales para varios tratamientos. Los ingredientes de TSD incluyen
Dioscina, pseudoprotoDioscina, protoDioscina y metil protoDioscina. EI TSD es comUnmente
usado en el tratamiento de diversas enfermedades como anticancerigeno, inmunomodulador,

antidiabético y para mejorar la isquemia miocardial. (Ren et al., 2008).

Las saponinas son glicosidos de esteroides y triterpenoides que estdn ampliamente
distribuidos en las plantas terrestres y en algunos organismos marinos. En afios recientes, las
saponinas han recibido considerable atencion debido a sus varias actividades bioldgicas. (Kaskiw et
al., 2009).



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Diosgenina B h//s
18 /20 1

NI AN
(ale]
RN
OH
0
HO
HO O o
HO HO Dioscina
OH HO
OH

Figura 5. Estructura quimica de la Dioscina y su aglicona (Diosgenina). Imégenes tomadas de
Trouillas et al., 2005; y de Kaskiew et al., 2008.

Estructuralmente estan comprendidas por una aglicona liposoluble que consiste en un esterol
0 mas comunmente en un triterpenoide y residuos de azlcar solubles en agua, diferentes en tipo y
cantidad. Debido a su naturaleza anfifilica, tienen una fuerte actividad bioldgica aparente. Su
actividad bioldgica se encuentra fuertemente relacionada a las estructuras quimicas que poseen, las
cuales determinan su polaridad, hidrofobicidad y acidez de cada compuesto. Las saponinas de
diversos origenes poseen un sabor amargo, ademas, a causa de su baja capacidad nutricional y su

poca actividad enzimatica, contribuyen al efecto retardante del crecimiento en animales.

La presencia de las saponinas ha sido reportada en mas de 100 familias de plantas de las
cuales al menos en 150 tipos de saponinas naturales se han encontrado propiedades anticancerigenas
significativas (Man et al., 2010); exhiben propiedades permeabilizadoras de membrana, por lo que

se ha investigado su potencial terapeutico (Yan et al., 2009).

La actividad bioldgica de las saponinas es diversa y depende del origen y tipo de saponina.
Algunos estudios han indicado que las saponinas poseen propiedades anticarcinogénicas a través de
diferentes mecanismos. No obstante, a causa de la heterogeneidad de sus estructuras quimicas, €s

dificil generalizar su actividad bioldgica. Aunque se considera que el efecto anticarcinogénico de las
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saponinas proviene de diferentes mecanismos, €stos no pueden ser completamente separados entre
si. A pesar de ello se cree que las caracteristicas anfifilicas de las saponinas influencian su actividad
bioldgica (Rao y Sung, 1995).

Algunos estudios han revelado que las diferencias entre las estructuras de las saponinas,
incluidos el tipo y nimero de azlcares adheridos por una cadena glicosidica a C-3 influencian la
respuesta biologica. Wang et al. han comparado la Dioscina (Fig. 5) y la metil protoDioscina con
26-O-glicopiranosido. Estos autores mostraron que solo la Dioscina induce apoptosis aunque los

compuestos son estructuralmente muy cercanos.

Otros estudios, ademas de atribuir la actividad bioldgica a la presencia de azucares, también
le confieren importancia al doble enlace 5,6. En estos estudios se han comparado las estructuras
moleculares de diversos derivados de la diosgenina (Fig. 5) y se ha encontrado que la ausencia del
doble enlace puede ser compensado por otras caracteristicas estructurales referente a la induccion

de apoptosis, sin embargo, no asi con la detencién del ciclo celular (Trouillas et al., 2005).

Como un esteroide vegetal producido por el metabolismo secundario, la diosgenina
(aglicano de la Dioscina) muestra muchas funciones bioldgicas importantes en plantas y animales,
actuando como un regulador de procesos fisiolégicos y del desarrollo en el sistema animal. También
ha sido ampliamente usada para sintetizar nuevas drogas esteroides. Recientemente, algunos
estudios han sido dirigidos a su utilizacién en la terapia contra el cancer (Lie et al., 2005). Estudios
previos han demostrado que la Dioscina y la diosgenina, ambos pertenecientes a saponinas de
espirostanol, tienen notables actividades antitumorales (Tabla 1). Pueden inducir diferenciacion
megacariocitica, inmunomodulacién, citotoxicidad directa, detencion del ciclo celular y apoptosis
(Wang et al., 2006). Se ha reportado que la Dioscina presenta bioactividad antitumoral, antifungica
y antiviral (Li et al., 2005). Recientemente se reportd que la Dioscina induce diferenciacion y
apoptosis en la linea celular HL60 de leucemia humana (Wang et al., 2001). En 2002 se publico un

reporte sobre la actividad antiproliferativa y pro-apoptotica inducida por la Dioscina en células

HelLa (Cai et al., 2002), en ese estudio se observd induccion de actividad apoptdtica con
..._24..._
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incremento en la actividad de las caspasas -3 y -9, aumento en la region sub-G1 y reduccion de Bcl-

2 a una concentracion de 2 a 8 uM. Sin embargo, hasta el momento no se han hecho estudios

orientados a investigar su actividad bioldgica selectiva, ni existen reportes de su efecto en células
normales.

Tabla 1. Antecedentes del compuesto

Parametros de

Compuesto Linea celular  Tipo de cancer 1Cso(uM) C'Ckégﬁ;u'ar muerte celular Referencia
(positivos 0 aumentados)
Dioscina aic Leucemia 7.5 - Apoptosis Wang et al, 2001
Dioscina MDA-MB-435  Melanoma/Seno 26 - - Wang et al, 2001
Dioscina Hela Cérvix i - - Wang et al, 2001
Dioscina H14 Embrion 0.8 - - Wang et al, 2001
Dioscina Hela Cérvix 4.4 SubG1 aumenta Caspasa 3y 9 Cai et al, 2002
Diosgenina HelLa Cérvix - SubG1 aumenta Fragmentacion de ADN Huo et al, 2004
Caspasa 3
Dioscina HL60 Leucemia - - Caspasa 3y 9 Liuetal, 2004
Dioscina K562 Leucemia - GZ/M_aumenta Apoptosis Liuetal, 2004
Sy Gldisminuyen
Diosgenina 1547 Osteosarcoma - Gl_aumenta Fragmentacion de ADN Trouillas et al, 2005
S disminuye
. L . G2/M aumenta . Wang et al, 2006
Metil-protoDioscina HepG2 Higado 20 Gdisminuye Apoptosis
Dioscina A549 Pulmon 4.2 - - Zhu et al, 2006
Dioscina BGC-823 Estomago 2.0 - - Zhu et al, 2006
Dioscina HGC-27 Estomago r 5.9 - - Zhu et al, 2006
Dioscina SW1990 Pancreasr 0.50 - - Wang et al, 2009
Dioscina BxPC3 Pancreas r 0.70 - - Wang et al, 2009
Dioscina Capan2 Pancreas 0.05 - - Wang et al, 2009
Dioscina PANC1 Pancreas 0.81 - - Wang et al, 2009
Dioscina A549 Pulmon 0.70 - - Wang et al, 2009
Dioscina Bel7402 Higado 0.23 - - Wang et al, 2009
Dioscina A2780 Ovario 4.46 - - Wang et al, 2009
Dioscina HCT-8 Intestino 0.56 - - Wang et al, 2009
Dioscina MCF-7 Seno 1.03 - - Wang et al, 2009
Diosgenina LA795 Pulmén r 149.75 + 10.43 - TUNEL. Yan et al, 2009
Apoptosis
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La radioterapia y la quimioterapia, los tratamientos existentes contra el cancer cervicouterino,
producen efectos secundarios indeseables y su accion es poco selectiva, ademas de ser ineficientes
en estadios avanzados de la enfermedad. Por ello, surge la necesidad de buscar nuevas terapias
basadas en compuestos que presenten una actividad antiproliferativa y de accion selectiva. Dentro
de las nuevas alternativas con posibles fines terapéuticos que presentan un fuerte interés por sus
multiples actividades bioldgicas, se encuentran las saponinas y sus derivados, los cuales han
demostrado una diversa actividad bioldgica, como antifungicas, antiinflamatorias e inclusive
antitumorales. Sin embargo, son pocos los estudios que se han realizado sobre el cancer
cervicouterino, por lo que resulta de interés investigar la actividad antiproliferativa y selectiva de la

saponina Dioscina en lineas de cancer cervical.
JUSTIFICACION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es la primera causa de mortalidad a
nivel mundial; en 2008 se le atribuyeron 7,6 millones de las defunciones ocurridas
(aproximadamente un 13% del total). Mientras que en México, los tumores malignos fueron la
tercera causa de muerte en 2007, provocando el fallecimiento de 68,128 personas, el volumen
representa el 12.9% del total de las defunciones registradas. Las defunciones por tumores malignos

representaron 11.8% del total de fallecimientos en los varones y 15.4% en las mujeres.

El cancer cervicouterino es la segunda causa de mortalidad femenina por cancer tanto a nivel
mundial como a nivel nacional. Segun las cifras reportadas por el INEGI, en 2007 el 15.7% de las
defunciones a causa de cancer en mujeres fueron debido a cancer cervicouterino. Dentro de las
nuevas alternativas terapéuticas con fines orientados hacia la quimioprevencion y/o tratamiento del
cancer, esta el uso de compuestos vegetales, entre los cuales podemos mencionar a las saponinas
esteroidales, las cuales poseen actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en diferentes

lineas tumorales, sin embargo, su actividad selectiva no ha sido probada, por lo que se espera hacer
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alguna aportacion sobre su accion selectiva al estudiar a la saponina Dioscina, evaluada en cultivos

de células provenientes de cancer cervicouterino.
OBJETIVOS
Objetivo General

> Evaluar el efecto de la Dioscina en el potencial proliferativo, ciclo celular e induccion de

apoptosis en las lineas celulares de cancer cervicouterino HelLa, CaSki y ViBo.

Objetivos Particulares

> Obtener las concentraciones a las cuales el compuesto produce una disminucion del 50%
(IC;,) en el numero celular de las lineas Hela, CaSki y ViBo, a través de la tecnica de

incorporacion del colorante cristal violeta.

» Determinar si las IC,,’s obtenidas ejercen un efecto citotoxico en las lineas CaSki, ViBo y
HelLa, asi como en células linfociticas provenientes de sangre periférica humana, por medio
de la cuantificacion de la actividad de la LDH presente en los sobrenadantes de los cultivos

celulares.

> Evaluar si la saponina afecta la distribucion del ADN en el ciclo celular de las lineas celulares

HeLa, CaSki y ViBo, por citometria de flujo.

» Comprobar si la Dioscina induce apoptosis, evaluando la presencia de ADN fragmentado por
medio de la técnica de Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling

(TUNEL), asi como de Caspasa-3 activa por inmunocitoquimica.
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> Evaluar el efecto de las IC.,’s sobre la proliferacion celular de cultivos de células no

tumorales (linfocitos de sangre periferica humana).

HIPOTESIS

Se ha reportado que la Dioscina induce actividad antiproliferativa y pro-apoptotica en células HelLa
(Cai et al., 2002) y otras lineas tumorales (Wang et al., 2006) por lo que se espera observar

actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en las lineas celulares de CaCu CaSki y ViBo.
METODO
Cultivo de células tumorales

Las células provenientes de cancer cervicouterino de cada linea se sembraron en cajas Petri con
medio de cultivo RPMI-1640 con 5% de suero neonato de ternera (SNC) y rojo fenol,
suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina. Fueron mantenidas en una atmosfera himeda a

saturacion, con 5% de CO, y a 37°C en una incubadora (Nuaire US Autoflow).

Para el proceso de sembrado, las células se despegaron con verseno (para CaSki y Hela) y

tripsina al 0.05% en PBS (para ViBo); el conteo celular se realizd con un hemocitometro.

Preparacion del compuesto

Se prepard una solucion stock con 1 mg de Dioscina disuelto en 100 ul de dimetil sulfoxido
(DMSO). Las soluciones de trabajo se obtuvieron por medio de diluciones de la solucion stock, por

ejemplo: 10 ul de solucion stock en 100 ul para obtener una concentracion final de 10 ug/10 pl.

Obtencion de la IC., de cada linea celular, por medio de la tincion con cristal violeta

En cajas de cultivo de 96 pozos (Corning Inc) fueron sembradas 7 500 células por pozo, en 100 pl

de medio con 5% de SNC. Transcurridas 24 h fueron estimuladas con diferentes concentraciones
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del compuesto disuelto en medio con 5% de SNC. En la misma caja se contempld células en
condiciones normales de cultivo (control) y un control para el vehiculo (DMSQO). Las células con el
vehiculo fueron incubadas con las concentraciones de DMSO que se utilizaron para disolver el
compuesto. El efecto se evalud 24 h después de realizar el estimulo; para ello se utilizo el método
de incorporacion del colorante cristal violeta; éste consiste en retirar el medio de cultivo y fijar las
células inmediatamente con glutaraldehido al 1.1% durante 10 min. Posteriormente se retira el
fijador y se lava con agua desionizada, después se les afiade el colorante cristal violeta al 0.1% en
acido formico durante 20 min en agitacion. El exceso de colorante es retirado con lavados de agua,
evitando que el chorro de agua caiga directamente sobre las células. El colorante retenido en las
células, se solubiliza con &cido acético al 10% durante 20 min en agitacion. Finalmente, se mide la

absorbancia a 590 nm en un espectrofotometro o lector de placas para ELISA.

Primero se probd con una dilucion seriada para identificar el rango en el que se ubicaba la
IC, y posteriormente a partir de los datos obtenidos se realizaron nuevos ensayos con rangos cada
vez mas pequefos. Con los resultados obtenidos de cada ensayo se realizd una curva para obtener la

IC,, matematica a corroborar.
Observacion de cambios en la morfologia celular

Los cambios en la morfologia celular fueron evaluados por medio de un microscopio invertido, en
el que los cultivos fueron fotografiados con una camara SONY Super SteadyShot DSC-W90, con un
zoom de 1.5 después de 24 h de induccion. Los cultivos también fueron observados con un
microscopio dptico, utilizando el contraste de fases. Se observaron las células estimuladas con la
IC., obtenida para cada linea, asi como los dos controles (medio al 5% y DMSO) con objetivos de
10y 20X.

Evaluacion del efecto en el ciclo celular por citometria de flujo.

En cuatro cajas de cultivo Petri de 50 mm, se sembraron 500 000 células por caja. A las 24 h se

lavaron con medio al 5% de SNC. Las células fueron incubadas con la IC., establecida previamente,
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con DMSO vy se incluyé un control que no tenia ninguno de los anteriores. Luego de 24 h, se
despegaron las células de cada caja y fueron colocadas en tubos cdnicos de plastico de 15 mly se
centrifugaron durante 5 min. Se lavaron los botones celulares con solucidn salina amortiguadora de
fosfatos (PBS) pH=7.2 y se fijaron con 1ml de metanol al 50 % en PBS por 15 min. Posteriormente
se centrifugaron y se lavaron con PBS. Los botones se resuspendieron en 1 ml de ARNasa (2.5

ug/ml) y se incubaron a 37 °C durante 20 min. Después se agregaron 15 ul de una solucion de

yoduro de propidio (0.2 pg/ml) y la distribucion del DNA en las diferentes fases del ciclo celular

fue evaluada por citometria de flujo.

Deteccion especifica DNA fragmentado por medio de la técnica de Terminal deoxynucleotidyl Transferase
Biotin-dUTP Nick End Labeling (TUNEL)

Las células fueron sembradas en cubreobjetos y fueron tratadas con y sin la Dioscina a la
concentracion de IC, obtenida segun la linea celular durante 24 h, posteriormente, las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS durante 20 min. Las células se lavaron 3 veces
con PBS y fueron permeadas con Triton X-100 al 0.5% en PBS durante 5 min a 4° C. Se realizaron
3 lavados con PBS. Una vez permeadas las células se inicio el desarrollo de la técnica de TUNEL
colocando las preparaciones en una camara himeda y protegida de la luz. Primero se adiciond el
buffer de equilibrio durante 15 min a temperatura ambiente, después se incubaron con enzima TdT
durante 1 h. a 37°C. La reaccion se detuvo con buffer de paro por 10 min en agitacion. Las células
se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con anti-digoxigenina acoplada a Rhodamina durante 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron con
diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 10ug/ml) para contrastar la cromatina, se
realizaron nuevamente 3 lavados y finalmente se montaron con medio de montaje para
fluorescencia (Vectashield USA). Las preparaciones fueron evaluadas en un microscopio de

epifluorescencia.

Deteccion especifica de caspasa-3 activa por inmunocitoquimica
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Las células fueron sembradas en cubreobjetos y fueron tratadas con y sin la dioscina a la
concentracion de IC, obtenida segun la linea celular durante 24 h, posteriormente, las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS durante 20 min. Las células se lavaron 3 veces
con PBS y fueron permeadas con Triton X-100 al 0.5% en PBS durante 5 min a 4° C. Se realizaron
3 lavados con PBS. A continuacion, las células se bloquearon con PBS-BSA-Tween 20 durante 1 h a
temperatura ambiente en cdmara hdimeda. Se retird el exceso de solucién de bloqueo y se
incubaron con el anticuerpo primario (anti-caspasa-3 activa desarrollado en conejo, SIGMA) en una
concentracién 1:50 en PBS durante toda la noche a 4 °C en cadmara himeda. Enseguida, se
realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a FITC (Cabra
anti-conejo, SIGMA) en una concentracion 1:100 en PBS en oscuridad durante 2 h. Las
preparaciones se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con DAPI para evidenciar a la cromatina,
posteriormente se lavaron 3 veces con PBS. Las preparaciones se montaron con medio de montaje
para fluorescencia (Vectashield USA). Las preparaciones fueron evaluadas en un microscopio de

epifluorescencia.

Evaluacion de citotoxicidad mediante la cuantificacion de lactato deshidrogenasa (LDH)

En una caja de 96 pozos (Corningn Inc) se sembraron 7500 células con 100 pl de medio RPMI al 5
% de SNC. Después de 24 h se retird el medio de cultivo y se adiciond la concentracion
correspondiente a la IC,, en RPMI fresco al 5 % de SNC. Se considerd un control sin estimulo al
cual se le hizo cambio de medio de cultivo fresco y un control del vehiculo correspondiente a la

cantidad de DMSO en el que se solubilizo la ICq,.

Cumplidas 24 h se retird Unicamente el medio de cultivo del control que contiene solo
RPMI al 5 % de SNC y las células fueron permeadas con 100 ul de Triton 1X-100 al 0.5% en PBS e
incubadas por 1 h a 36°C en atmosfera himeda (estas células fueron el control positivo de
citotoxicidad). Después se extrajo el medio de cada uno de los pozos y se centrifugaron a 2000 rpm

durante 10 min (con el fin de eliminar residuos celulares). Se recuper6 el sobrenadante y se coloc6
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en una caja nueva de 96 pozos para asi agregar 100 pl de la mezcla de reaccion (250 ml de
catalizador y 11.25 ml de solucion colorante (Kit BioVision K-311 400; 400 assays), se incubaron
durante 30 min y se midio la absorbancia a 490-500nm en un espectrofotdmetro. Los valores de

absorbancia de los controles fueron comparados con los de los tratamientos.

Evaluacion del efecto de la Dioscina sobre la proliferacion de linfocitos humanos a través de la proporcion de

carboxifluoresceina (CSFE).

Para el cultivo de linfocitos humanos: Por medio de tubos Vacutainer™ se colectaron 20 ml de
sangre periférica de un voluntario sano. Se colocaron 5ml de sangre en tubos conicos de vidrio
(Pirex, USA) con 5 ml de Histopaque (Sigma-Aldrich) y se centrifugaron con una centrifuga clinica
(Dinac, USA). La velocidad de centrifugado se fue incrementando de forma gradual hasta llegar a
1500 rpm y a esa velocidad se mantuvo durante 25 min. Tras la centrifugacion, se formaron cuatro
fases facilmente distinguibles: A) fase con células eritrociticas; B) ficoll; C) anillo de células
leucociticas; D) plasma. El plasma se retird mediante una micropipeta y fue etiquetado y
almacenado a -70°C. El anillo de leucocitos contenido en cada tubo fue transferido a un tubo esteril
y resuspendido con 10 ml de RPMI-1640 y centrifugado a 1500 rpm durante 5 min, el
sobrenadante fue eliminado para resuspender el boton celular en 4 ml de RPMI-1640 suplementado
con 10% de SFB. Las células se sembraron en una caja Petri de 100 mm de didmetro (Pirex, USA),
en un volumen final de 10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20% de SFB. Después de 1 h de
incubacion las células en suspension fueron extraidas y colocadas en tubos y centrifugadas a 1500
rpm durante 5 min. Las células se lavaron en 5 ml de RPMI-1640 sin suero. EI nimero celular fue

determinado con una camara de Neubauer.

Para el ensayo de carboxifluoresceina (Zigma-Aldrich, USA), 1X10° células por ml de medio
RPMI-1640, se resuspendieron en 4 ml de PBS con 10 pl de una solucion de

Carboxifluoresceina (200 uM) y se incubaron durante 15 min protegidos de la luz a temperatura

ambiente. Se realizaron dos lavados con PBS, se centrifugaron a 1500 rpm y se resuspendieron en 4
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ml de RPMI al 20% de SFB. Para la activacion con fitohemaglutinina, los linfocitos fueron
transferidos a tubos eppendorf a una densidad de 1X10° células por ml de RPMI suplementado con
20% de SFB y 25ul de fitohemaglutinina (10 ug/ml por millon de células) (Micro Lab S.A., Méx.).
Para el tratamiento con dioscina se trataron las células con la IC, respectiva obtenida para cada
linea celular. Las células contenidas en cada tubo eppendorf fueron sembradas en una placa de
cultivo de 96 pozos a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 pl y se
dejaron incubar durante 72 h. Para la evaluacion, se retird el sobrenadante y se resuspendid el
botén en 1 ml de verseno frio durante 5 min, luego se centrifugod y se retir6 el verseno, el botdn
fue resuspendido con 500 ul de PBS y 500 pl de paraformaldehido al 2%. Finalmente la

fluorescencia en cada célula fue evaluada en un citdmetro de flujo (Becton Dickinson FACSAria Il).
Analisis estadistico

Todos los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico de varianza ANDEVA, con una

significancia del 0.05, seguido de una prueba de Tukey, realizado en el SPSS Statistics 17.0 para

Windows.
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RESULTADOS
ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA EN CELULAS TUMORALES

Con el proposito de establecer el efecto antiproliferativo de la Dioscina, la concentracion de
Dioscina requerida para inducir un decremento del 50% en la densidad celular (1Cs,) de los cultivos
de células HeLa, CaSki y ViBo fue determinada. Para ello, cultivos de células HeLa, CaSki y ViBo
se trataron con 1.25 a 3 pg/ml, dependiendo de la linea celular del esteroide y el nimero celular
fue evaluado por medio de la técnica de tincion con cristal violeta (Fig. 6). Los resultados fueron

linealizados y los valores para la IC, fueron calculados conforme a la ecuacion de la linea recta.
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Figura 6. Efecto del esteroide Dioscina en el potencial proliferativo de células tumorales HelLa, CaSki y ViBo
y determinacién de la ICs,. El nUmero celular fue determinado mediante la técnica de cristal violeta.

Los resultados obtenidos indican que la Dioscina ejerce una actividad antiproliferativa en las
tres lineas tumorales cuyo efecto es dosis-dependiente, es decir, conforme se incrementa la
concentracion disminuye el namero celular. Este efecto antiproliferativo fue observado en las tres
lineas tumorales y los valores de la IC,, fueron muy parecidos en las tres lineas celulares. La IC., de
HelLa y CaSki resulto ser 1.75ug/mly 2.5ug/ml la de ViBo, indicando que las tres lineas celulares

presentan una sensibilidad al esteroide muy similar.

EFECTO EN LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS
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Para determinar si el compuesto induce un efecto selectivo, se establecieron cultivos de linfocitos
humanos, los cuales fueron tratados con la IC., més alta obtenida y posteriormente se evaluo el
efecto del compuesto en la proliferacion celular por medio de la técnica de carboxifluoresceina,
para calcular el porcentaje de proliferacion en los cultivos inducidos con Dioscina, se tom6 como
100% el porcentaje obtenido en el control (Fig. 7). Los resultados muestran que la Dioscina no

afecta la proliferacion de los linfocitos.
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Figura 7. Efecto de la Dioscina en el potencial proliferativo de células linfociticas provenientes de sangre
periférica humana.

EFECTO DE LA DIOSCINA EN LA MORFOLOGIA DE CELULAS TUMORALES

Con la intencion de evaluar el efecto de la Dioscina en la morfologia celular de cada una de las

lineas tumorales, cultivos de células HeLa y CaSki fueron estimulados con 1.75 ug/ml y 2.5 ug/mi
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de Dioscina para las células ViBo durante 24 h. Posteriormente, los cultivos celulares fueron
fotografiados con una camara SONY a un zoom de 1.5 y el efecto de los cultivos tratados con la
Dioscina fueron comparados con los cultivos no tratados. La morfologia de las células tratadas con
el esteroide se vio alterada en comparacion con las células del control y del vehiculo. Mientras que
los controles mantienen su citoplasma extendido y una forma poliédrica, las células tratadas con la
Dioscina tienen una forma redondeada y el citoplasma reducido, observando células de menor

tamanio (Fig. 8).

Control DMSO Dioscina

Figura 8. Efecto de la Dioscina en la morfologia celular de cultivos de las lineas tumorales Hela, CaSkiy ViBo.
Las células fueron tratadas con Dioscina (3.5 g/ml para células HelLa y CaSkiy con 3.4 g/ml para células ViBo)
por 24 h. Las fotografias fueron tomadas en un microscopio invertido, con una camara SONY a un zoom de
15.
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EFECTO DE LA DIOSCINA EN EL CICLO CELULAR DE CELULAS TUMORALES

Para determinar si la disminucion del numero celular observado en los cultivos tratados con
Dioscina es dependiente o independiente del ciclo celular, los cultivos celulares de las lineas HeLa,
CaSki y ViBo fueron tratados con Dioscina a las concentraciones correspondientes a las respectivas

IC;,’s. Posteriormente la distribucion del DNA en las diferentes fases del ciclo celular fue

determinada por citometria de flujo (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de la Dioscina en la distribucion de la cantidad de ADN en las fases del ciclo celular de HeLa
(A), CaSki (B) y ViBo (C) evaluado mediante citometria de flujo. Los datos obtenidos fueron sometidos a la
prueba ANDEVA seguida de la prueba de Tukey (P>0.05). Los datos estadisticamente significativos con

respecto a los controles se marcan con un asterisco.

Los resultados obtenidos en la figura 9 establecen que la Dioscina no afecta la distribucion del DNA
en las lineas tumorales Hela y ViBo, indicando que la accion del esteroide en estas células es
independiente del ciclo celular. Sin embargo, en células CaSki la Dioscina induce un decremento en
el porcentaje de células que se encuentran en G1 y un incremento en las células que se encuentran
en G2/M, indicando que el efecto del esteroide es dependiente de ciclo.

EFECTO CITOTOXICO EN CELULAS TUMORALES
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Con el propdsito de descartar un posible efecto citotoxico por parte del compuesto, los cultivos de
células HeLa, CaSki y ViBo se trataron con sus respectivas IC.,’s de Dioscina y se midio la cantidad
de LDH liberada en el sobrenadante del cultivo como un indicador de necrosis. Para establecer el
porcentaje de citotoxicidad, se utilizd un control positivo en donde las células fueron tratadas con

Triton X-100. El control positivo fue tomado como el 100% de citotoxicidad (Fig. 10).
mHeLa = CaSki m=ViBo

120 .
100 -
80 -
60 -
40 +
20 +o

0 -+
220

*

*

*

ol

Control Triton DMSO Dioscina
Tratamiento

%C Citotoxicidad

Figura 10. Evaluacion del efecto citotdxico en las lineas de CaCu Hela, CaSkiy ViBo a través de la
cuantificacion de LDH. Los asteriscos muestran la significancia de los datos con respecto al DMSO.

El porcentaje de citotoxicidad causado por la Dioscina en las lineas de CaCu fue de 4.8% en
ViBo, 16.8% en CaSki y 6.1% en Hela. El efecto citotoxico del compuesto no fue significativo en
las celulas Hela con respecto al tratado con el vehiculo, mientras que en CaSki y ViBo si fue

significativo (Fig. 10).
EFECTO CITOTOXICO EN LINFOCITOS

A continuacion, se evalud la liberacion de LDH en células linfociticas normales tratadas con la

concentracion mas alta de las 1C.,’s obtenidas (Fig. 11).
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Figura 11. Cuantificacion de LDH en linfocitos. En este gréafico se observa que
no existe un efecto citotoxico del compuesto en las células.

Después del tratamiento con Dioscina, los datos indican que el compuesto no es citotoxico

para los linfocitos.
INDUCCION DE APOPTOSIS

Posteriormente, a razdn de determinar si la Dioscina induce muerte por apoptosis en las células de

CaCu, los cultivos de HelLa, CaSki y ViBo se trataron con las IC’s del compuesto y

consecutivamente se inmunodetecto a la caspasa-3 activa (Fig. 12-14), asi como la fragmentacion de
ADN por medio de la técnica de TUNEL (Fig. 15-17).
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Figura 12. Inmunodeteccion de caspasa-3 activa en células HelLa. El contraste de fases permite apreciar los
cambios morfologicos que sufren las células tras el tratamiento con la Dioscina en comparacion con las
células control y del vehiculo. Las células redondeadas corresponden a una fuerte compactacion de la
cromatina como puede observarse con la tincion de DAPI (azul). Las células con caracteristicas de apoptosis
son positivas a la caspasa-3 activa (verde).

10SCIna

D



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Contraste de DAPI Caspasa-3
Fases Activa

108Cina

D

Figura 13. Inmunolocalizacion de caspasa-3 activa en células CaSki. Después del tratamiento con la Dioscina
las células se ven alteradas en su morfologia (contraste de fases). Las células con fuerte compactacion de la
cromatina son positivas a la inmunodeteccion de la caspasa-3 activa.
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Figura 14. Inmunolocalizacion de caspasa-3 activa en células ViBo. Las células tratadas con la Dioscina
muestran alteraciéon en la morfologia lo que se evidencia en la imagen de contraste de fases; éstas son
positivas a la inmunodeteccion de la proteasa.
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Figurra 15. Técnica de TUNEL en células Hela, las células tratadas con Dioscina muestran una fuerte
compactacion de la cromatina y positividad a la técnica de TUNEL.
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Figura 16. Técnica de TUNEL en células CaSki. Las células tratadas con la Dioscina muestran una fuerte
compactacion de la cromatina (evidenciada con DAPI), asi mismo, estas células son positivas a la técnica de
TUNEL (rojo).
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Figura 17. Técnica de TUNEL en células ViBo. El contraste de fases muestra los cambios morfolégicos de las
células tras el tratamiento con la Dioscina. Las células con fuerte compactacion de la cromatina (azul) son
positivas a la técnica (rojo).

Los resultados muestran que la Dioscina induce condensacion de la cromatina (Fig. 9-14),
activacion de caspasa-3 (Fig. 12-14) y fragmentacion de ADN (Fig. 15-17) en las tres lineas

celulares.
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DiSCUSION

Debido a la baja efectividad de los tratamientos tradicionales aplicados al cancer cervicouterino en
casos avanzados, asi como a causa de los efectos secundarios que estos tratamientos generan, ha
surgido la necesidad de buscar nuevas alternativas. Actualmente existe especial interes en la
busqueda de compuestos de origen vegetal que presenten actividad antiproliferativa, inductora de
apoptosis y de accion selectiva. En el caso particular de la Dioscina, los resultados mostraron que
ésta presenta una actividad antiproliferativa en las lineas tumorales de cancer cervicouterino Hela,
CaSki y ViBo, cuyo efecto es dosis-dependiente, es decir, conforme se incrementa la

concentracion, el namero celular disminuye.

Con respecto a los valores obtenidos para las IC., en cada una de las lineas tumorales, se
aprecia que éstos son muy similares entre si (2.01 uM para células HeLa y CaSki y 2.88uM para
células ViBo), y considerando que las células HeLa y CaSki estan infectadas con el papiloma virus y
las células ViBo son negativas a éste, posiblemente su accion antiproliferativa es independiente de la
presencia del virus. Por otro lado, los valores de las IC., obtenidos son cercanos a los resultados
reportados por Cai y colaboradores quienes obtuvieron una IC., de 4.4uM para Hela (Cai et al.,
2002) y con los de Wang y colaboradores, quienes obtuvieron una de 4.5uM para la misma linea
(Wang et al., 2001). Asi mismo, el ciclo celular de HelLa no se vio afectado después del
tratamiento, sin embargo, se observd un incremento significativo en la region subG1, lo cual se
ajusta con los resultados publicados (Cai et al., 2002). A diferencia de lo que ocurre con el efecto
antiproliferativo, el efecto en el ciclo celular inducido por el compuesto no fue parecido en las tres
lineas de cancer cérvicouterino. Mientras que en HeLa y en ViBo no se observo efecto en el ciclo, la

region G1 se vio disminuida en CaSki y se incrementd la region G2/M.

Se encontrd que la Dioscina afecta la morfologia de las células tumorales, después del
tratamiento las células se observaron de menor tamafo y de forma redondeada, mientras que las no

tratadas conservaron su forma poliédrica y con citoplasma extendido, como se aprecia en las células
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HeLa y CaSki. Estos cambios morfoldgicos son caracteristicos de la apoptosis (Strasser, 2000), un
tipo de muerte celular programada en la que debido a que las células no liberan su contenido celular
a los tejidos intersticiales de los alrededores y a que son rapidamente fagocitadas por macrdfagos o
células adyacentes normales, esencialmente no hay reaccion inflamatoria (Savill y Fadok, 2000;
Kurosaka et al., 2003).

Las dos rutas apoptdticas descritas para mamiferos, convergen en la via de ejecucion
terminal iniciada por la activacion de la caspasa-3 y que resulta en la fragmentacion de ADN, con la
posterior degradacion del citoesqueleto y proteinas nucleares, formacion de cuerpos apoptoticos,
expresion de ligandos por receptores de células fagociticas y finalmente la realizacion de la
fagocitosis (Elmore, 2007). Los resultados del presente trabajo muestran que la Dioscina induce
muerte apoptotica en las lineas tumorales de CaCu, ya que por medio de inmunolocalizacion se

observo la presencia de la caspasa-3 activa y la fragmentacion de ADN después del tratamiento.

La necrosis es un tipo de muerte celular, consecuencia de algunos tipos de estimulos
externos a la célula, la cual sigue una muerte independiente de energia en la que la pérdida de la
integridad de la membrana resulta en la liberacion del contenido citoplasmatico a los tejidos
circundantes, enviando sefiales quimicas con el eventual reclutamiento de células inflamatorias
(EImore, 2007). En el presente trabajo, se evalud también el posible efecto necrdtico inducido por
el compuesto por medio de la cuantificacion de la liberacion de LDH. Tanto en las células CaSki
como en las células ViBo esta prueba resultd ser significativa, siendo la citotoxicidad mas alta la
obtenida con las células CaSki. Con respecto a esto, es sabido que la apoptosis y la necrosis pueden
ocurrir simultaneamente en una poblacion celular dependiendo de factores tales como la intensidad
y la duracion del estimulo, el consumo del ATP existente y la disponibilidad de las caspasas (Zeiss,
2003).

En el tratamiento tradicional contra el cancer, el sistema inmunoldgico se ve fuertemente

afectado. Se sabe que tanto la radioterapia como la quimioterapia pueden causar profundos efectos

colaterales de inmunosupresion (Penn, 1981; Ferreiro et al., 2003), incluso se ha observado que el
—~ 47 —~
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numero de linfocitos en pacientes con cancer sometidos a tratamiento puede disminuir hasta en un
50% (Dillman et al., 1984). Por esta razon, se investigo el efecto de la Dioscina sobre cultivos de
linfocitos de sangre periférica humana, no se observo un efecto citotdxico significativo después del
tratamiento, ademas, los ensayos con carboxifluoresceina tampoco mostraron que el compuesto
indujera una inhibicidn en la proliferacion de los linfocitos. Esto abre las perspectivas para el posible
uso terapéutico de esta saponina, ya que en el tratamiento tradicional del cancer, las radiaciones y

los medicamentos anticancerosos rompen el equilibrio del sistema inmune (Martinez, 2005).

Actualmente, la mayoria de las sustancias, ya sea usadas en aplicaciones clinicas o en
experimentacion, ejercen efectos adversos en células normales debido a su falta de especificidad
(Neuzil et al., 2001). En este trabajo, la Dioscina demostro ejercer un efecto selectivo en lo que
respecta a proliferacion celular, puesto que mientras las células tumorales mostraron un
decremento del 50% en el nimero celular, los linfocitos tratados con la misma concentracion de

Dioscina no disminuyeron su proliferacion.

En la medicina tradicional china, la Dioscina forma parte de los extractos de dioscorea que
ya son usados en el tratamiento de diversas enfermedades entre las que se encuentra el cancer (Ren
et al., 2008). En este estudio se mostrd que la Dioscina induce efecto antiproliferativo y apopt6tico
en las tres lineas celulares de cancer cervicouterino evaluadas, asi como efecto en el ciclo celular de
CaSki, positivas a VPH tipo 16 y no mostro efecto en la proliferacion celular de linfocitos. Estas
caracteristicas sitGlan a este compuesto como candidato para que se sigan investigando sus

propiedades anticancerosas; y posiblemente, después de mas pruebas, pueda plantearse seriamente

su introduccién en la medicina formal.
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CONCLUSIONES

> La Dioscina induce una disminucion de la proliferacion celular de manera dosis-

dependiente en las tres lineas de cancer cervicouterino.

» El compuesto Dioscina tiene una IC., de 2.01 uM para HeLa y CaSki, mientras que para las

células ViBo es de 2.88 uM.

> La Dioscina afecta la morfologia celular de las tres lineas de cancer cervicouterino.

> El compuesto no tiene efecto en el ciclo celular de HelLa ni de ViBo pero aumenta la region
SubG1 en Hela y detiene las células CaSki en la fase G2/M, mismas en las que disminuye
Gl.

> El esteroide induce muerte apoptoética: hay activacion de caspasa-3 activa, condensacion de

la cromatina y fragmentacion de ADN en las tres lineas tumorales.

> Lasaponina induce muerte necratica en 4.8% en ViBo, 16.8% en CaSki y 6.1% en HelLa.

> El esteroide no es citotdxico para los linfocitos.

> La Dioscina no afecta el porcentaje de proliferacion de linfocitos
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APENDICE
Reactivos

Medio de cultivo

RPMI-1640 (Gibco BRL, EUA.) 10.42 g
NaHCO3 (Sigma Chem. USA) 29

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCI 1IN y se
afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de filtrado en vacio a través
de una membrana con poro de 0.47 um. Se almacena a 4 °C. El medio de cultivo se complementa
con suero fetal bovino o con suero de ternera neonato, en la proporcion requerida y

posteriormente es nuevamente filtrado en vacio a través de una membrana con poro de 0.47 pum.

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:

EDTA (Sigma Chem. USA) 0.49
NaCl (Sigma Chem. USA) 8¢
KCI (Sigma Chem. USA) 0.49
Tris (Sigma Chem. USA) 3.04¢

Los reactivos se disuelven en 800 ml. de agua bidestilada, que ajusta al pH a 7.7 con HCI 1 Ny se

afora a 1000 ml. de agua bidestilada. La solucion se esteriliza en autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
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Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables durante periodos cortos. La
capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los componentes se diluyen en

un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.

Cloruro de magnesio (Sigma Chem. USA) 0.10¢
Cloruro de calcio (Sigma Chem. USA) 0.10¢
Cloruro de sodio (Sigma Chem. USA) 8.00 ¢
Cloruro de potasio (Sigma Chem. USA) 0.20 ¢
Fosfato monodcido de sodio (Sigma Chem. USA) 2.16 ¢
Fosfato didcido de potasio (Sigma Chem. USA) 0.20 ¢

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 2000ml. Esta solucidn 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.

PBS para citometria de flujo (FACSFlow)

Agua destilada 11
NaCl 8¢
Na2HPO4 2.16 ¢
KH2PO4 0.2¢
KCI 0.2¢
EDTA 0.8¢
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Solucion cristal violeta (0.1 %)
Para prepara 500 ml de cristal violeta en una concentracion 0.1 % se requiere previamente prepara
una solucion amortiguadora de &cido formico 200 mM con un pH = 6. Posteriormente se adiciona

el cristal violeta, se diluye y se filtra usando papel Whatman nim. 2. Se almacena a temperatura

ambiente.
NaOH (Sigma Chem. USA) 3.96 ¢
Acido fémico (Sigma Chem. USA) 4.28 ml
Cristal violeta (Sigma Chem. USA) 1g

Colorante Cristal Violeta
La solucion de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucion amortiguadora de acido formico
200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g de NaOH y 4.28 ml. de éacido 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.
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Paraformaldehido (2%)
Paraformaldehido al 2% en PBS, se disuelve a bafio Maria sin que la temperatura rebase los 60°C.

Se almacena a 4°C.
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