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RESUMEN

En México el CaCU (cancer cervicouterino) es una de las principales causas de muerte en
mujeres, ocupando el segundo lugar. Los tratamientos actuales para esta enfermedad
afectan tanto a células tumorales como normales, ademéas de ser ineficientes en estados
avanzados de la enfermedad y con efectos secundarios graves. Este hecho genera la
necesidad de buscar nuevos compuestos con potencial antitumoral, que afecten células
tumorales y que no presenten actividad sobre células normales. Actualmente se tiene un
gran interés en alternativas basadas en compuestos de origen vegetal, tal es el caso de los
compuestos capsaicinoides (obtenidos de frutos del género Capsicum) a los que se les ha
determinado actividad citotoxica que abarca tanto, induccion de muerte celular necrética
como apoptoética; entre éstos, la capsaicina destaca por presentar efectos sobre lineas
celulares de cancer de pulmon, higado, préstata, glioma ademas de leucemias, sin embargo,
su alta pungencia y bajo rendimiento en el proceso de extraccion y purificacion, limitan su
uso en el estudio de un mayor nimero de canceres. La sintesis de nuevos capsaicinoides
busca eliminar esta capacidad pungente y potenciar las propiedades citotoxicas de la
capsaicina, entre tales compuestos recientemente sintetizados, rinvanil ha mostrado tener
nula actividad pungente. Al evaluar el efecto de rinvanil sobre el potencial proliferativo de
las células tumorales de CaCU, CaSki, HeLa y ViBo se determin6 que rinvanil abate el
namero celular de cultivos de estas tres lineas celulares en un 50 % a concentraciones de
90.87, 62.24 y 149.13 ug/ml respectivamente. Al analizar el ciclo celular en cultivos de
estas lineas celulares se encontr6é que las lineas CaSki y HelLa presentan una disminucion
en la poblacién que se encuentra en la fase G1 con el correspondiente aumento en la region
subG1; ViBo no presentd alteracion en la progresion del ciclo celular. Al evaluar si los
cultivos de estas lineas tumorales mueren por necrosis se encontré que solo la linea CaSki
presentd un 26 % de actividad de la enzima lactato deshidrogenasa en los sobrenadantes de
estos cultivos; las lineas celulares, HeLa y ViBo no mostraron diferencia significativa con
respecto a sus controles. Al evaluar muerte celular por apoptosis, las tres lineas celulares
fueron positivas a actividad de la enzima caspasa 3 en un 160%, 13% y 45 % para CaSki,
HelLa y ViBo respectivamente. Como consecuencia de la activacion de caspasa 3 la
fragmentacion de ADN nuclear es esperada y en efecto se encontré que rinvanil induce
fragmentacion de ADN en las tres lineas celulares. Al probar el efecto de rinvanil a las
concentraciones de 90.87, 62.24 y 149.13 ug/ml sobre cultivos de fibroblastos de cérvix se
determind que las concentraciones mas bajas no afectan el potencial proliferativo, sin
embargo la concentracion de 149.13 ug/ml indujo una disminucion de 17 % del nimero
celular. Por otro lado los cultivos de linfocitos de sangre periférica no fueron afectados en
su potencial proliferativo ni fueron inducidos a una muerte celular necrotica.

Los resultados indican una fuerte actividad citotoxica selectiva de rinvanil sobre las lineas
celulares tumorales de CaCU.
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INTRODUCCION.

A nivel mundial, el CaCU es la segunda causa de muerte por neoplasias malignas en la
mujer (WHO, 2008), sin embargo, gracias a la citologia y a la histopatologia se le puede
detectar y tratar oportunamente, reduciendo el impacto de esta enfermedad. Aunado a estas
medidas de diagndstico temprano, se cuenta con vacunas que prometen disminuir este
cancer, especialmente en paises en vias de desarrollo, donde no hay una cultura de
prevencion muy desarrollada. Es en paises subdesarrollados, como es el caso de México,
donde aln se encuentran un elevado nimero de casos de CaCU, en etapas avanzadas, y que
s6lo pueden ser tratados por cirugia, radioterapia o quimioterapia. Estos tratamientos son
muy agresivos y por lo tanto degradan la calidad de vida del paciente, ya que no
discriminan entre células normales y células cancerosas, llevando a una pérdida en la
homeostasis del organismo, puesto que se pierden células normales al igual que tumorales.
Es por ello que la basqueda de nuevos compuestos con una selectividad hacia este tipo de
celulas malignas es fundamental para buscar soluciones que no interfieran con la calidad de
vida del paciente. Una de las alternativas para encontrar compuestos con estas
caracteristicas son las plantas, y es la que mejores resultados esta arrojando. Dentro de ésta
se esta explorando la actividad de la capsaicina que es el compuesto que le da el efecto
picante a los frutos del género Capsicum. La capsaicina ha presentado efecto citotdxico en
diversas lineas tumorales humanas derivadas de epitelio branquial (BEAS-2B),
adenocarcinoma de epitelio alveolar (A549), hepatoma (HepG2) (Reilly et al, 2003) y en
células de glioma (C6) (Qiao et al, 2005). Ademas induce apoptosis en células de leucemia
(HTLV-1) (Zhang et al, 2003) y de prostata (PC3) (Sanchez et al, 2007) entre otras, sin
embargo, debido a sus propiedades irritantes y dificil obtencion, se ha optado por sintetizar
analogos de la capsaicina que conserven la actividad bioldgica, pero dejando de lado la alta
pungencia y el dificil manejo. Es por ello que el rinvanil, como un analogo de la capsaicina
es evaluado en este trabajo en cultivos de células tumorales provenientes de CaCU.
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MARCO TEORICO.

Cancer.

Céncer, del latin Karikinos que significa cangrejo, es el término adoptado para definir el
desequilibrio de la division y crecimiento celular, caracterizado por la pérdida de la
homeostasis entre la proliferacién y muerte celular; presenta interacciones complejas que
intervienen en la conducta de las células y en su informacidn genética, lo que modifica el
correcto funcionamiento de los mecanismos reguladores del ciclo celular, diferenciacion y
muerte (Hanahan et al, 2000), el cancer es una enfermedad que se puede manifestar en
cualquier tejido del organismo.

Los tumores o neoplasias surgen como consecuencia de la acumulacion de mutaciones en
células de cualquier 6rgano (Folkman et al, 2004), entre los cuales podemos destacar:
pulmon, préstata, piel, huesos, glandulas mamarias, CaCU e higado entre otros (Hanahan et
al, 2011),

El cancer es un proceso multifactorial, en el cual intervienen factores biol6gicos como
quimicos Yy fisicos, que contribuyen a su desarrollo; dentro de los biolégicos se encuentran
los agentes infecciosos, como virus y bacterias, en los quimicos se pueden mencionar
sustancias cancerigenas como el benceno, asi como la contaminacién en general y dentro de
los fisicos, se encuentran la radiacion ionizante, los rayos UV. Todos estos factores
muestran una caracteristica en comin, provocan cambios en el genoma, sin embargo, la
mayoria de los canceres requiere de multiples mutaciones para que se desarrollen
(Hernandez et al, 1999).

El cancer es una enfermedad degenerativa y muchas veces invasiva, en algunos casos las
células del tumor primario migran hacia otros sitios dentro del sistema donde se estan
desarrollando, a este proceso se le llama metastasis y es donde se producen tumores
secundarios. (Carmeliet, et al, 2000). El proceso de desarrollo de un tumor secundario es
por una via linfatica o sanguinea, en donde la célula maligna que se desprende del tumor
primario y coloniza un 6rgano donde se ancla, no lo hace de manera aleatoria, sino que
depende de la naturaleza del tejido invadido. La metastasis se facilita si las células
tumorales producen factores de crecimiento y de angiogénesis, (Ahmed et al, 2009) que es
la induccion del crecimiento de vasos sanguineos que provean de nutrientes al tumor
(Folkman, 2006). La malignidad o benignidad del tumor radica en que los tumores
clasificados como benignos se limitan o encapsulan, (Aguirre et al, 2007) y no invaden ni
producen metastasis. La mayoria de los cadnceres forman tumores sélidos, pero algunos por
el linaje celular de su origen no lo hacen, por ejemplo en la sangre que dan origen a las
leucemias. Esta transformacion celular se desarrolla por la interaccion de factores
ambientales, asi como inmunoldgicos y genéticos especificos de cada individuo (Kroemer
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et al, 2008), por lo que las anormalidades genéticas pueden variar entre los distintos tipos
de cancer (Lodish et al, 2005); algunos pueden ser una mutacién puntual, translocacion,
amplificacidn, delecién, ganancia y/o pérdida de un cromosoma.

Los cambios especificos en el ADN, o mutaciones, pueden ser heredados o adquiridos
(Hidalgo et al, 2001), dependiendo del caso muchas veces afectan genes especificos del
control sobre la vida y la muerte de la célula. Dependiendo de la funcién de sus proteinas
producto y de la naturaleza de las alteraciones genéticas sufridas, los genes implicados en el
desarrollo del cancer pueden agruparse en dos grupos fundamentales: oncogenes y genes
supresores de tumores (Weinberg, 1989). Puesto que los productos codificados por
protooncogenes ejercen efectos de control positivo sobre la proliferacion celular, éstos
promueven el crecimiento y division celular y codifican factores de transcripcién que
estimulan otros genes que regulan el ciclo celular, por ejemplo ras y las ciclinas. Los
productos de genes supresores de tumores ejercen un papel regulador negativo sobre los
procesos de proliferacion celular, como el gen Rb (Adams et al, 2007).

El cancer se pueden clasificar a partir del tejido y el tipo de célula del cual se originan
(Boticario, 2005).

Leucemias y linfomas: Son el cancer de los tejidos formadores de las células sanguineas,
producen inflamacion de los ganglios linfaticos, invasion del bazo y médula Osea, y
sobreproduccién de células blancas inmaduras.

Sarcomas: Se encuentran en tejido conectivo, como huesos, cartilago, nervios, vasos
sanguineos, musculo y tejido adiposo.

Carcinoma: Se encuentran en tejido epitelial, como la piel, o en los epitelios que revisten
cavidades y 6rganos.

Cancer y ciclo celular

El ciclo de division celular es el mecanismo a través del cual todos los seres vivos se
propagan y también es necesario en el cuerpo para reemplazar las células perdidas por
desgaste, mal funcionamiento o por muerte celular programada. (Darzynkiewicz, 2002).
Para que un nuevo proceso de division se lleve a cabo es necesario que la célula coordine
un conjunto complejo de procesos citoplasmaticos y nucleares, los cuales logran dividir
exactamente el material genético. Este conjunto de pasos para la division celular es llamado
ciclo celular, el cual esta dividido en dos estadios: mitosis e interfase, el cual puede durar
dependiendo de la estirpe celular. La duracion del ciclo celular presenta variaciones de un
tipo de célula a otra y entre las especies. Existen varios tipos de células en el organismo,
algunas con alta especializacion estructural, como las células nerviosas, las células
musculares y los eritrocitos que maduran y pierden su capacidad de division, mientras que
otras que normalmente no se dividen, pero que pueden iniciar un ciclo de division celular
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como respuesta a un estimulo apropiado; por ejemplo, los hepatocitos y linfocitos, y
algunas otras, con un alto nivel de division celular, tales como las células epiteliales
(Moeller, 2006).

Interfase:

Durante la Interface se reconocen tres fases que sirven de preparacion para que la célula
pueda entrar a un proceso de division celular.

Fase G1.

El inicio de un nuevo ciclo, es llamado la fase G1, en el cual la célula incrementa el
material enzimatico, sus organelos se replican, asi como otras moléculas y estructuras
citoplasméticas también aumentan en nimero en consecuencia la célula aumenta de
tamafio. Algunas estructuras son sintetizadas por la célula, entre éstas se encuentran
microtubulos, microfilamentos de actina y los ribosomas, los cuales estan compuestos por
subunidades proteicas. Las estructuras membranosas como el aparato de Golgi, los
lisosomas, las vacuolas y las vesiculas se derivan del reticulo endoplasmico, el cual se
renueva y aumenta en tamafio por la sintesis de proteinas y lipidos. También hay
replicacién de mitocondrias previamente existentes (Moeller, 2006).

Fase S: sintesis.

La replicacion del ADN comienza cuando la célula adquiere el tamafo suficiente, las
proteinas necesarias se han sintetizado y se tiene el ATP necesario. Dado que el ADN lleva
la informacién genética de la célula, antes de la mitosis debe generarse dos juegos o
complementos de ADN idénticas para ser repartidas entre las dos células hijas. Durante la
interfase el ADN asociado a las histonas constituye la cromatina, que se encuentra
desenrollada en largas y delicadas hebras. EI ADN es una doble hélice que durante la
replicacion se abre y cada cadena es utilizada como molde para la produccion de una nueva
doble cadena, que queda unida a la original y que sirve como guia. Por esta razon, la
replicacién del ADN se denomina semiconservativa. Estas dos dobles cadenas de ADN
quedan unidas por el centromero hasta la mitosis, recibiendo el nombre de cromatidas
hermanas. El proceso clave de la replicacion del ADN ocurre durante la fase S (sintesis) del
ciclo celular, momento en el cual las histonas (H1, H2a, H2b, H3 y H4) y otras de las
proteinas asociadas al ADN son sintetizadas (ADN polimerasas, ligasas, topoisomerasas
entre otras) (Alberts et al., 2006).

Fase G2.

Durante la fase G2 ocurre la preparacion para la mitosis en la cual se producira reparticion
equitativa del material genético; todos los organelos y la maquinaria necesaria esencial para
la division de la célula, en dos células hijas idénticas en contenido, aunque de menor
tamafio, se adquieren en esta etapa. La cromatina recién duplicada, que esta dispersa en el
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nacleo en forma de cordones filamentosos, comienza a enrollarse lentamente y a
condensarse en una forma compacta llamada cromosoma; ademas, la célula realiza una
supervision completa del ADN duplicado anteriormente. Durante este periodo la célula
empieza a ensamblar las estructuras especiales requeridas para asignar un conjunto
completo y equitativo de cromosomas a cada célula hija lo cual se desarrollara durante la
mitosis.

Fase M: Mitosis.

Durante la mitosis (M) la cromatina se condensa para formar cromosomas, la membrana
nuclear se rompe, el citoesqueleto se organiza para formar el huso mitético y los
cromosomas se mueven a los polos opuestos. La segregacién cromosomica es seguida
usualmente por la divisién celular (Wayne et al, 2006).

Muchos de los detalles de la mitosis varian de unos organismos a otros, sin embargo, la
mitosis esta dividida convencionalmente en cuatro etapas: profase, metafase, anafase y
telofase, las cuales tienen como funcion realizar los movimientos necesarios para repartir
equitativamente el material genético. La ruptura de la envoltura nuclear marca el inicio de
la profase. Cada cromosoma estd formado por dos crométidas dispuestas muy juntas
longitudinalmente y conectadas por el centrémero. Durante la metafase los pares de
cromatidas se mueven dentro del huso y finalmente se disponen en el plano medial de la
célula. En anafase las cromatidas hermanas se separan y son conducidas a los polos
opuestos del huso, mientras que el alargamiento del huso aumenta la separacion entre los
polos, cada cromatida se transforma en un cromosoma separado. Al iniciarse la telofase, los
cromosomas alcanzaron los polos opuestos y el huso comienza a dispersarse en dimeros de
tubulina y finalmente se vuelven a formar envolturas nucleares alrededor de los conjuntos
de cromosomas.

Si al término de la fase M existe una ausencia de factores de crecimiento apropiados, esto
lleva a las células a una especie de latencia en el ciclo celular, en el cual el sistema de
control no avanza a través de G1, ya sea porque es incapaz o porque no lo necesita.
Ademas, si se suprimen los nutrientes a la célula, ésta no podria proseguir con el ciclo, la
ausencia de aminodacidos provocaria que la sintesis de proteinas no se lleve a cabo
Optimamente, y por tanto, la célula no continuaria con su division. Las células pueden
detener su progresion en el ciclo y entrar en un estado de reposo especial, llamado GO (G
cero), donde pueden permanecer durante dias, semanas o afios antes de volver a proliferar y
en ocasiones nunca mas dividirse, como por ejemplo las fibras musculares esqueléticas que
no se dividen, pero si renuevan sus organelos (Figura 1) (Alberts et al., 2006).
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Figura 1. Las cuatro fases del ciclo celular eucaridtico. (Imagen tomada de Stem cell information, enero
2011).

Control del Ciclo Celular.

Los procesos basicos tales como la replicacion del ADN, la mitosis y la citocinesis se
ponen en marcha mediante un sistema de control central del ciclo celular (Nashmyt, 1996).
Este es un dispositivo bioquimico que actda ciclicamente, compuesto por un conjunto de
proteinas interactivas y dependientes entre si que inducen y coordinan los procesos
subordinados basicos (aquellos procesos que ocupan una posicion inferior en la jerarquia
del control del ciclo celular) que duplican y dividen los contenidos de la célula. Durante un
ciclo celular tipico, el sistema de control estd regulado por unos factores de retraso que
pueden parar el ciclo en unos puntos de control determinados. En ellos existen sefiales de
retroalimentacion que pueden retrasar el propio sistema de control, evitando que se
desencadene el proceso siguiente sin que el anterior haya terminado adecuadamente (Fink
et al., 2005).

Puntos de control.

Los puntos de verificacién acttan en lugares cruciales del ciclo celular, es decir, entre el
final de una etapa y el inicio de la siguiente; uno de ellos se encuentra en G1, justo antes de
entrar en fase S y el otro en G2 antes de la mitosis. En estos puntos de control se examina el
estado nutricional, la masa celular, procesos de crecimiento, estado del ADN, estados de las
particulas, entre otros elementos necesarios en un ciclo celular tipico normal. El sistema de
control del ciclo celular esta basado en dos familias claves de proteinas: la primera es la
familia de las proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDK), las cuales sufren
fosforilacion sobre sus aminoacidos (serinas y treoninas) y la segunda familia son las
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ciclinas (cdc) (llamadas asi debido a que aparecen y desaparecen a lo largo del ciclo), las
cuales se unen a las CDK y controlan sus reacciones de fosforilacion. El ensamblaje ciclico
entre estos dos compuestos, ciclinas y CDK, su activacion y desensamblaje son los
procesos centrales que dirigen el ciclo celular (Mesa et al, 2003).

Existen dos clases de ciclinas: las ciclinas mit6ticas, las cuales se unen a las CDK durante
G2, forman el Factor Promotor de la fase M (FPM), el cual induce a la célula a entrar en
mitosis; la segunda clase son las ciclinas G1, las cuales se unen a las CDK durante G1 e
inducen el paso de G1 a fase S (Lane, 1992) (Figura 2).

INK CDK inhibitors
(p15, pl6, p18, p19)

Cyclin D: |
CDK4, CDKé6
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Figura 2. La regulacién del ciclo celular se lleva a cabo, por la accidn, de factores de crecimiento (tomada de
y modificada de www.Nature.com, enero 2011).

Una de las caracteristicas sobresalientes de las células cancerigenas es la proliferacion
exacerbada de éstas, pese a las condiciones normales de restriccion de la proliferacion; ésto
se debe a la alteracion a nivel génico de los reguladores tanto negativos como positivos del
ciclo celular. Ademas, alteraciones en el sistema inductor de muerte que de manera normal
eliminaria a células con dafios irreparables, hacen que estas células se acumulen y formen
tumores malignos.
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Muerte Celular.

La muerte celular es un proceso fundamental para mantener la homeostasis de cualquier
organismo; en las células de los organismos pluricelulares impera el autosacrificio es decir
que, al ser miembros de una comunidad sumamente organizada el namero de células esta
regulado con precisidn, de tal manera que, aquellas células que ya no son necesarias, se
autoeliminan activando un programa intracelular de muerte (Alberts et al, 2006).

Existen diferentes tipos de muerte celular, siendo las mas importantes necrosis y apoptosis.
Estos dos tipos de muerte presentan diferencias basadas en su morfologia y bioquimica
(Diaz et al, 2005).

Necrosis.

La necrosis es definida frecuentemente como un fendémeno pasivo y degenerativo que se da
por factores ajenos al control celular, (Baumforth et al, 2003) puede ser una consecuencia
de un trauma ambiental con temperaturas extremas, isquemia, dafio mecanico y
generalmente como respuesta a una lesién grave, en algunos casos por una sobredosis de
agentes citotoxicos (Fink et al., 2005). Ademas puede implicar un carécter patolégico que
se desencadena tras un dafio celular extremo que dafa irreversiblemente el funcionamiento
de las células. La muerte celular necrética o necrosis se caracteriza morfolégicamente por
un aumento en el volumen celular (oncosis), hinchazén de organulos, la rotura de la
membrana plasmatica y la subsiguiente pérdida o salida del contenido citoplasmatico al
espacio extracelular induciendo una respuesta inflamatoria que dafia a las células vecinas
(Karp, 1996).

La caracteristica fundamental que distingue la mayoria de las formas de necrosis de la
apoptosis es la rapida perdida de los potenciales de membrana (Kroemer et al, 2009), esto
puede ser consecuencia de la deplecion de la energia celular, dafio en los lipidos de
membrana 0 la pérdida de la funcién de bombas i6nicas o canales homeostéaticos; entre
ellos hay una sinergia y cualquier alteracion de uno produce un efecto en la funcion de los
otros, siendo dificil definir cual ocurre primero.

La necrosis provoca la aparicion de los siguientes cambios intracelulares: picnosis
(condensacion del nacleo), cariolisis (disolucion de la cromatina), cromatolisis (disolucién
de los cromosomas), carriorexis (fragmentacion de la cromatina). Estos cambios van
apareciendo a lo largo del tiempo y nos permiten diferenciar las células que van a morirse
(o ya estdn muertas) de las que todavia estan sanas. Al final sufren autolisis, con la
liberacion de enzimas, y desencadenan asi una reaccion inflamatoria que atrae leucocitos y
proteinas plasmaticas. Finalmente tiene lugar la degradacion de las células muertas
(S&nchez, 2001).
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La etapa de lisis incluye, todos los cambios que dependen de alteraciones en los
componentes celulares, proceso que ocurre con un patron morfolégico en cierta medida
caracteristico y que consiste en cambios en el nucleo (disolucion progresiva de la cromatina
o cariolisis); cambios en el citoplasma (pérdida de la basofilia por esparcimiento de las
ribonucleoproteinas); aspecto homogéneo del citoplasma (por pérdida de los
compartimientos celulares); tumefaccion de las mitocondrias y la alteracion de las células
vecinas. Para la eliminacion de los restos celulares la etapa de Fagocitosis elimina restos
celulares con ayuda de los macrofagos tisulares. Todos estos cambios condenan a la célula
a perder su funcion especifica y solamente forman parte de restos celulares que seran
fagocitados por los macréfagos reclutados por el sistema inmune para resolver un problema
inflamatorio (Sanchez, 2001).

Apoptosis:

Los procesos bioquimicos y macromoleculares que ocurren durante la muerte por apoptosis
(Elmore, 2007), son claramente diferentes de los que acomparian a la muerte por necrosis.
Uno de los primeros cambios morfoldgicos que presentan las células que inician este
proceso apoptotico consiste en la condensacion del citoplasma y la reduccién del volumen
celular, acompafiada de los cambios en la estructura del nucleo, la cromatina se condensa y
forma cumulos densos adosados a la membrana nuclear (Zhaoyu et al, 2005). Esto es
seguido de invaginaciones de la membrana nuclear y termina con la fragmentacion del
nacleo en estructuras membranosas con cantidades variables de cromatina. De manera
analoga, la membrana celular sufre invaginaciones que terminan por fragmentar a la célula,
formando racimos de vesiculas de tamafio variable que contienen organulos intactos que no
se fusionan con lisosomas; a estas vesiculas se les denomina cuerpos apoptoéticos (Adams et
al, 2007).

In vitro los cuerpos apoptéticos terminan por desintegrarse, pero in vivo, éstos son
rapidamente fagocitados por células vecinas, por lo tanto una de las consecuencias
fisiologicas mas relevantes de la muerte por apoptosis, es que no se libera material
intracelular al medio intersticial. Este tipo de muerte esta restringida a células individuales
y nunca resulta en la muerte de células vecinas, en las que no se haya activado el programa
de muerte (Amaravadi et al, 2007).

La formacién de los cuerpos apoptéticos previene que el contenido citoplasmatico pueda
ser liberado al medio intersticial. Antes de que los cuerpos apoptoticos se desintegren, éstos
son fagocitados por células vecinas en un proceso en el que participan antigenos de
superficie como la fosfatidilserina, que sdlo en estas circunstancias se presenta en la lamina
externa de la membrana celular de los cuerpos apoptéticos (Fink et al, 2005).

La apoptosis puede ocurrir por diferentes vias (Caballero et al, 2002), las mas ampliamente
estudiadas son dos; la via extrinseca y la via intrinseca (Fisher, 2001), en la primera se
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encuentra implicado un receptor de muerte y la segunda se encuentra mediada por la
mitocondria, pero ambas causan una activacion de enzimas inductoras y efectoras llamadas
caspasas (Baynes et al, 2008).

Las caspasas, se clasifican en base al tamafio del predominio. Las caspasas con grandes
predominios, como las caspasas-2, 8 y 9 funcionan como iniciadores de sefiales que se
encuentran al principio de cascadas proteoliticas, mientras que las que presentan un
predominio pequefio, como las caspasas-3, 6, y 7, se localizan debajo de las caspasas
iniciadoras y funcionan como proteasas efectoras que rompen principalmente sustratos
proteicos en nucleo y citoesqueleto (Caballero et al, 2002).

La activacion de los receptores de muerte de TNF tipo 1, el antigeno APO/FAS ¢ CD40,
encienden el programa de muerte (fase de iniciacién) y la activacién de las caspasas
efectoras forma parte del programa de ejecucion. Las caspasas en las células vivas existen
como zimoOgenos inactivos que se activan por ruptura proteolitica mediante dos vias
alternativas (Stevens et al, 2001).

Via extrinseca.

La via extrinseca se lleva a cabo a través de receptores superficiales de muerte, estos
receptores pertenecen a la familia de los TNFR, dentro de los cuales se encuentra: CD95,
TNFR1, TNFR2; tienen un dominio de muerte citoplasmatico implicado en las
interacciones proteina proteina. Al receptor activado se le asocia un complejo de proteinas
que presentan dominios de muerte (DD), lo que forma un complejo denominado dominio
de sefializacion inductor de muerte DISC (death-induced signalling domain).

El adaptador FADD se une a través de su dominio de muerte al dominio de muerte del
receptor activado, FADD contienen un dominio efector de muerte DED que por homologia
atrae a la procaspasa 8 y que activa, posteriormente caspasa 8 activa a las caspasas
efectoras 3, 6 y 7 (Anaya et al, 2005).

Via intrinseca.

La regulacién de la apoptosis en esta via es debida a la familia de Bcl-2, ésta fue
descubierta como un protooncogen en el linfoma folicular de células B y es homdlogo a
ced-9. La via intrinseca es iniciada por un desbalance entre los diferentes miembros de la
familia de proteinas emparentadas con bcl-2, unos con actividad proapoptotica y otros con
actividad antiapoptotica. Este desbalance inicia con la salida de citocromo ¢ desde el
espacio intermembranoso de la mitocondria al citoplasma, donde se une a proteinas
adaptadoras que se agrupan, y de esta manera, activan a las caspasas iniciadoras; como
caspasa 9. La activacion de caspasa 9 repercute en la activacion de las caspasas efectoras
3,6 y7 (Figura 3) (Anaya et al, 2005).
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Figura 3. Vias extrinseca e intrinseca de la muerte por apoptosis. (Imagen tomada y modificada de, Anaya et
al, 2005)

Céncer cervicouterino.

El cancer cervicouterino (CaCU) es el segundo cancer mas frecuente en mujeres, sélo por
detras del cancer de mama. Segun la Organizacion Mundial de la Salud en el 2008 causé
530,000 casos de los cuales 270,000 fueron muertes; registrandose 10,186 defunciones en
México (WHO, 2008).

La edad es un factor de riesgo para el CaCU (Moore et al, 2001), la etapa critica aumenta
en la edad reproductiva, porque es cuando se puede contraer el agente infeccioso mas
ligado al desarrollo del CaCU, la infeccion por el virus del papiloma humano (Herdman et
al 2002). Otros factores de riesgo (Tirado et al, 2005), estan ligados al comportamiento
sexual, al nivel cultural y socioeconémico, como, tener varias parejas sexuales, el uso de
anticonceptivos orales, acceso limitado a los servicios de salud, (Aleman et al, 2007) y
tener infeccién por virus de inmunodeficiencia humana (VIH), o por el virus del papiloma
humano (VPH).
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Casi todos los casos de CaCU (99,8%) se deben a tipos especificos de un virus de ADN
transmitido por via sexual (Rivera et al, 2006), a éste se le denomina virus del papiloma
humano VPH (Zur Hausen, 2002). EIl virus del papiloma VPH, pertenece a la familia
Papillomaviridae, una familia recientemente reconocida como distinta de los polyomavirus
por el Consejo Internacional para la Taxonomia de los Virus, (ICTV). Estos virus estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Infectan especificamente el epitelio escamoso de
mas de 20 especies diferentes de mamiferos, asi como aves y reptiles (Lopez et al, 2006).

La particula viral del papiloma humano tiene una capside de 72 capsémeros (60 hexameros
y 12 pentameros), con un diametro aproximado de 55 nm y que contiene al genoma viral.
Los capsdémeros estan hechos de dos proteinas estructurales: L1 en mayor proporcion y L2
en menor proporcion. EI VPH es relativamente estable y debido a que no tiene una
envoltura, permanece infeccioso en un ambiente himedo por meses. EI genoma del VPH
consiste de una molécula de ADN circular de doble cadena, aproximadamente de 8 Kb. Se
divide en tres regiones: la region larga de control, LCR, que no contiene marco de lectura
alguno; la region que corresponde a las proteinas de expresién tempranas (E1 a E8) y la
region que corresponde a las proteinas tardias (L1 y L2) (Figura 4) (Lopez et al, 2006).
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Figura 4. El genoma del VPH es una molécula de ADN circular de doble cadena, se divide en tres regiones,
la regién larga de control, LCR, que no contiene marco de lectura alguno; la regién temprana, que contiene a
los genes E1 a E8 y la regidn tardia que contiene a los genes L1 y L2, los cuales constituyen la cépside
(Tomado y modificado de Lopez A, 2006).
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El resultado usual de la infeccion por VPH es una verruga o papiloma (Bousarghin et al.
2003). Los virus genitales, tanto oncogénicos como no oncogénicos, pueden causar
neoplasia intraepitelial cervical de grado 1 (NIC 1), las cuales son manifestaciones
transitorias de la infeccion viral producida. Se caracteriza por presentar mayor actividad
mitotica y contenido de células inmaduras en el tercio inferior del epitelio (Lacruz et al
2003). Este se diferencia y madura, mostrando anormalidades menores de la célula.

El cancer cervicouterino se origina en el tejido que recubre el cuello del Utero, en éste, el
epitelio presenta dos regiones bien definidas, el exocérvix y el endocérvix (Figura 5). La
uniéon de ambos se denomina zona de unidn escamo-columnar y es un area de cambios
constantes provocados por estrogenos, llamada zona de transformacion.
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Figura 5. Anatomia del Gtero, el cérvix o cuello uterino y otras partes del sistema reproductor de la mujer.
Asi como su localizacion (Imagen Tomada y modificada de www.cancer.gov, enero 2011).

El epitelio pavimentoso que recubre al exocérvix y la mucosa vaginal, esta constituido por
tres zonas con el mismo tipo y caracteristicas morfologicas celulares, estas zonas son la
capa profunda o basal, la capa intermedia y la capa superficial (Figura 6) (Lazcano et al,
2000).
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Figura 6. Acomodo de las células cervicales. (Imagen tomada y modificada de: www.merkmedicus.com,
enero 2011)

El proceso de cambio de células normales a células precancerosas, toma entre 10 y 20 afios,
en algunas mujeres las células anormales desaparecen sin tratamiento, sin embargo, la
mayoria de las mujeres que presentan células anormales, requieren tratamiento para evitar
el desarrollo del cancer.

Hay dos tipos de cancer cervical, el carcinoma de células escamosas y el adenocarcinoma.
El cancer y el precancer en las primeras etapas no presentan ni signos ni sintomas; cuando
se presentan los sintomas es por qué el cancer ya se encuentra en una etapa avanzada
(Garnett et al, 2006).

Desarrollo del CaCU.

La clasificacion por etapas del cancer contribuye a comprender la conducta del
padecimiento y permite la comprension del avance de la enfermedad. EI CaCU tiene varias
etapas de evolucién y un diagndstico para cada una de ellas. (Alonso de Ruiz et al, 2000).
En los primeros estadios las células anormales se encuentran en la capa superficial del
cuello uterino; en etapas consecutivas las células anormales han invadido el cuello uterino,
pero aun no se han diseminado a los alrededores, una capa pequefia de células anormales se
encuentra en el tejido mas profundo del cuello uterino y sélo es visible con microscopio. Si
continua avanzando las células anormales se han diseminado a las &reas cercanas del cuello
uterino, pero aun dentro del &rea pélvica. Estas células se encuentran, en la parte superior
de la vagina y posteriormente se diseminan alrededor del cuello uterino. En etapas ya muy
avanzadas las células anormales se encuentran en toda el &rea pélvica con posibles
diseminaciones a la parte inferior de la vagina (Lazcano et al, 2000).
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La neoplasia intraepitelial cervical (NIC) es una lesion precursora del cancer del cuello
uterino, se caracteriza por alteraciones de la maduracion y anomalias nucleares y se han
subdividido en tres grados segun su extension y gravedad: I, 11 y 111 (Arends et al, 1998).

Si la displasia esta confinada al tercio inferior del epitelio estamos en presencia de una NIC
I también conocida como lesién intraepitelial de bajo grado (LEI-BG); si implica los dos
tercios inferiores se denomina NIC Il y si las anomalias nucleares afectan a més de dos
tercios de todo el espesor del epitelio estan en presencia de una NIC Ill. Estas dos ultimas
denominaciones en conjunto se conocen también como: lesiones intraepiteliales de alto
grado (LEI-AG) (Arends et al, 1998).

Tratamientos para el CaCU.

Para evitar el avance del cancer, especificamente el de cérvix; es conveniente una revision
regular como una forma de prevencion. Entre los métodos de deteccion se encuentra la
prueba del papanicolau que es la més utilizada para detectar la presencia de células
anormales del epitelio escamoso del Gtero. La deteccion oportuna de células anormales
ayuda a combatir, mediante tratamiento, este tipo de células, ademas de prevenir el
desarrollo del cancer. El frotis del papanicolau es una prueba sencilla en la que se hace un
raspado en la superficie del cuello uterino con una espéatula o cepillo para recoger muestras
de tejido escamoso y mediante tincion, se observa con un microscopio la ausencia o
presencia de células anormales; el tipo de células presentes indican (en su caso), el grado de
displasia (Avendario et al, 2008).

Si existen células precancerosas, se deberan de tomar las medidas pertinentes para frenar el
avance del cancer. El tratamiento para la neoplasia intraepitelial cervical (CIN) se debe de
basar en los resultados histoldgicos derivados de una biopsia y dependeréa de la etapa en que
se encuentra la enfermedad, el tamafio del tumor, la edad, el estado general de salud, y el
deseo de tener hijos de la mujer.

Una vez determinadas las caracteristicas de la paciente, el tratamiento puede ser cirugia o
cirugia acompafiada de quimioterapia o radioterapia.

Tratamientos.

El tratamiento del cancer que se proporciona actualmente se fundamenta en tres pilares
béasicos: cirugia, radioterapia y quimioterapia (Keys, 1999).

Cirugia: extirpacion quirtrgica del tumor canceroso y tejido cercano, y posiblemente
nddulos linfaticos cercanos. Si el cancer ha alcanzado capas mas profundas del cérvix, pero
no se ha propagado mas alla del cérvix, conizacion, cirugia con rayo laser, procedimiento
de escisidn electroquirdrgica, criocirugia o cirugia para extraer el area cancerosa, que puede
ser extraer un pedazo, hasta una histerectomia radical (Steren et al, 1993).
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Terapia de Radiacion (Radioterapia): el tumor es irradiado con rayos X o gamma, que
originan iones en las células neoplésicas y bajo la influencia de dicha radiacion los iones
pueden romper las hebras de ADN, dando lugar asi a muchas mutaciones, lo que causa
suficiente dafio al ADN para eliminar directamente las células, o bien, para inducir muerte
celular (Grigsby et al, 1991).

Quimioterapia:

La clasificacion de los farmacos antitumorales se basa tanto en su estructura quimica como
en su mecanismo de accion. Por ejemplo los antimetabolitos interfieren el metabolismo
celular por su semejanza estructural con sustancias del metabolismo intermediario
fisioldgico celular. Los agentes alquilantes interfieren con la sintesis del ADN o de sus
precursores. Los antibidticos antitumorales, poseen diferentes mecanismos de accion
antineoplasica, la mayor parte de las veces lesionando el ADN de la célula maligna. (Kim
et al, 2002). Los alcaloides de las plantas, como el taxol, interfieren en el ensamblaje de los
microtUbulos celulares perturbando el proceso de divisién y provocando muerte celular
(Gokul et al, 2001). En un tratamiento quimioterapéutico las células que se encuentran en
proceso de divisién celular, como es el caso de las células tumorales, ademas de otras
estirpes que proliferan de manera normal y que contribuyen en la homeostasis del
organismo, son inducidas a una muerte que mayoritariamente es necrética y en menor
medida mediada por apoptosis (Avendafio et al, 2008).

e Tipos de aplicacion.

La quimioterapia primaria o neoadyuvante es aplicada a un tumor que se presenta como una
gran masa celular con el objetivo de reducirla hasta un nivel que sea facilmente operable. Si
la quimioterapia se aplica tras el tratamiento quirtrgico el objetivo es conseguir una
erradicacion completa de la enfermedad residual, o las posibles micrometastasis existentes
(Avendafio et al, 2008).

También podemos unir la accion de la quimioterapia a la de la radioterapia; bien utilizando
su propia accion antineoplasica como quimioterapia de induccién, o como quimioterapia
sensibilizacién a la radiacién. Por Gltimo, en la enfermedad neoplasica avanzada se puede
administrar una quimioterapia curativa o paliativa.

e Vias de administracién

La quimioterapia puede ser administrada por cualquier via, segun el esquema del tipo de
farmaco o farmacos a administrar. Se usan las vias oral, intramuscular, intravenosa,
intraarterial e incluso intraperitoneal; si bien esta Gltima, que légicamente podria presentar
grandes ventajas en ginecologia debido a su posibilidad de alcanzar gran concentracion
local con escasa toxicidad, puede presentar una distribucion irregular debido a las
condiciones locales postoperatorias (Bergers et al, 2008).
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e Resistencia a los farmacos antineoplasicos

Existen dos mecanismos principales de resistencia que limitan la accion curativa de este
conjunto de medicamentos, una es la presencia de una alta tasa de poblacidn celular en fase
de reposo (desgraciadamente la mayoria de las células de los tumores que han alcanzado un
gran tamafio), en segundo lugar, los mecanismos bioquimicos de resistencia, que
condicionan una menor captacion, una mayor eliminacién, una mayor inactivaciéon o menor
activacion del farmaco (Bergers et al, 2008).

Desgraciadamente, las células de crecimiento rapido, tales como las de la mucosa digestiva,
las uroepiteliales, los foliculos pilosos y, sobre todo, las células de la médula dsea, se ven
afectadas en diverso grado por los quimioterapicos, dependiendo tanto de la estructura de
los mismos como de la dosis utilizada. Algunos antineoplasicos, como las antraciclinas, el
cisplatino o los alcaloides, poseen acciones toxicas caracteristicas sobre determinados
6rganos (afectacion cardiaca, renal y nerviosa, respectivamente).

La mayoria de las veces se requiere de la combinacion de las terapias para obtener éxito.
Sin embargo estos tratamientos son incapaces de destruir selectivamente a las células
cancerosas, sin dafiar en forma simultnea a las células normales puesto que, tanto células
sanas como cancerosas se encuentran en proliferacion y exponiendo su material genético
ante el tratamiento, generdndose asi efectos secundarios. Ante esta situacion se buscan
nuevos tratamientos y medidas de prevencidn que permitan una mejor calidad de vida del
paciente.

Numerosos trabajos han sefialado que farmacos tales como el taxol, vinblastina, etopdsido
(McCloskey et al, 1996), topotecan (Tolis et al, 1999) y compuestos antitumorales de
origen natural (Kathleen, 2001) inducen la muerte en células neoplésicas a través de
apoptosis, tanto in vivo como in vitro (Kaufmann, 2000).

Obtener un tratamiento que desate la muerte apoptética y que sean selectivos; en lo que
respecta a inducir a muerte a células cancerosas no afectando, o sélo de manera minima, a
las células normales, seria de gran ayuda la terapia de estas enfermedades; a diferencia de
los tratamientos actuales que algunas veces pueden llegar a ser mas agresivos que la misma
enfermedad.

Capsaicina y sus derivados.

Los capsaicinoides son compuestos provenientes de las plantas pertenecientes al género
Capsicum y dan a éstos sus propiedades irritantes. Se cree que el nombre del género, deriva
del griego Kapto, que significa “picar”; lo que describiria la principal caracteristica del
fruto, o del latin capsa “caja”, refiriéndose al hecho de que el fruto del chile es hueco
(Salazar, 2004).
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Los capsaicinoides son producidos por ciertas glandulas en la placenta del chile, el sitio del
fruto donde se producen las semillas. La capsaicina (8-metil-N-vanillil-6-nonenamida), es
el mas abundante de los capsaicinoides presentes en el chile y es la principal responsable de
la pungencia de éste. La capsaicina fue descubierta por L. T. Thresh en 1846 (Chow et al,
2007); se aislo por primera vez en 1876, su estructura quimica se determind en 1919 y se
logré sintetizar en 1930 (Szallasi, 1999).

Por los estudios de actividad estructural, la capsaicina tradicionalmente se ha dividido en
tres fracciones, la region aromatica, la region lipofilica y la amida enlazadora (Figura 7)
(Appendino et al, 2005a).

r—A—n —B—
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Figura 7. Molécula de la capsaicina donde se muestra la region aromatica (A), la amida enlazadora (B) y la
region lipofilica (C) (modificado de Appendino et al, 2005a).

La capsaicina ha presentado efecto citotoxico (Han et al, 2007) en lineas tumorales
derivadas de: epitelio branquial humano (BEAS-2B), adenocarcinoma de epitelio alveolar
humano (A549), hepatoma humano (HepG2) (Reilly et al, 2003), células de glioma (C6)
(Qiao et al, 2005). Ademas de inductor de apoptosis en células de leucemia (HTLV-1)
(Zhang et al, 2003) y de prostata (PC3) (Sanchez et al, 2007) entre otras (Bhutani et al,
2006).

A lo largo de la investigacion que se ha realizado en la capsaicina (Surh et al, 1996), se ha
modificado la fraccion aromatica y la fraccion amida, y de igual manera han sido
ampliamente estudiadas estas modificaciones, (Appendino et al, 2002). Sin embargo, las
modificaciones en la fraccidon acilo son nuevas y se requiere de informacion al respecto
(Appendino et al, 2002). Para ello fue desarrollada una sintesis comun y simple de
vanilamidas, empleada para investigar grupos de acidos grasos e isoprenoides, propuestos
como analogos de la capsaicina con nuevas fracciones acilo de relevancia biolégica.

El descubrimiento de nuevos analogos de la capsaicina que no presentan efectos colaterales
derivados de la irritabilidad, puede conducir a drogas mas efectivas para el tratamiento de
desordenes de la salud (Winter et al, 1995), como hiperalgesia inflamatoria, hiperactividad
de la vejiga, vomito, crecimiento canceroso (Chih-Chung et al, 2006) dolor e inmovilidad
(Appendino et al, 2005b) y ha dado como resultado el desarrollo de rinvanil y 12-
fenilacetilrinvanil; compuestos considerados analogos ultrapotentes, varias veces mas
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afines al receptor TRPV1 que la capsaicina, (Castillo et al, 2008), por lo que su estudio es
necesario y prometedor.

TRPV-1

Los canales idnicos son proteinas transmembranales encargadas de controlar el paso de
iones a través de la membrana de toda célula viva actuando como compuertas que se
cierran o se abren en respuesta a determinados estimulos, estas proteinas desempefian un
papel fundamental en la fisiologia de las células y en los sistemas sensoriales, en estos se
identifico el canal TRP (potencial transitorio de dolor, por sus siglas en ingles), que
desempefia un papel importante en la fisiologia sensorial de los organismos (Montel et
al,1989), detectando estimulos mecanicos, térmicos, quimicos; en base a la homologia entre
sus secuencias, los canales TRP se dividen en siete subfamilias que poseen diferentes
caracteristicas como la termosensibilidad a diferentes rangos de temperatura, de estos el
TRPV-1 es uno de los canales termosensibles mas estudiados (Venkatachalam et al, 2007).

El TRPV-1 se expresa principalmente en neuronas de sistema nervioso periférico, pero
también se encuentra en el sistema nervioso central y en multiples tejidos no neuronales, al
igual que otros canales TRP, el TRPV-1 en un canal catidénico no especifico que permite el
paso de diferentes cationes monovalentes o divalentes, este canal es activado por altas
temperaturas nocivas >42 °C, el voltaje, la acidificacién extracelular, el pH intracelular
alcalino y el compuesto presente en los chiles picantes, la capsaicina (Caterina et al,1997).

La capsaicina es uno de los agonistas, mejor caracterizados para el canal TRPV-1, dado que
la capsaicina y sus andlogos son lipofilicos, pueden cruzar la membrana celular e
interactuar con sitios de unién localizados en la parte intracelular de canal (Szallasi et al,
1999).

TRPV1Yy cancer.

Avances recientes en el tratamiento del dolor promovido por sarcomas 6seos se han
centrado en explorar el canal TRPV1 como diana para desarrollar terapias contra el dolor.
Un estudio reciente ha concluido que el canal TRPV1 interactla directamente con el
receptor del factor de crecimiento epidérmico y disminuye su expresién (Niiyama et al,
2007). Esto resulta de gran interés porque dicho factor esta sobreexpresado en tejidos con
cancer epitelial y se piensa que es importante para el desarrollo del cancer (Ghilardi et al.
2005). Mas importante aun, se ha encontrado que en ratones nulos para el TRPV1 el
progreso del cancer de piel es mucho mas rapido y agresivo que en ratones silvestres. Esto
indica que el canal TRPV1 constituye un supresor tumoral directamente asociado a la
disminucién de expresion de otro receptor que es importante para el desarrollo de este tipo
de céancer. (Bode et al, 2009).
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Rinvanil

Rinvanil es un nuevo vaniloide mas potente que capsaicina, lo que le da gran valor para la
investigacion de sus relaciones estructura-actividad. La presencia de un grupo hidroxilo
secundario en la region lipofilica de este compuesto, da la oportunidad de una variedad de
modificaciones interesantes (Figura 8) (Apenddino et al, 2005b).
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Figura 8. Molécula de rinvanil (Castillo et al, 2008).

Puesto que la sintesis del compuesto rinvanil es reciente, parece logica la escasez de
informacion y reportes que se tienen al respecto. En consecuencia, el que se ponga atencion
en el estudio de sus efectos sobre el cancer y otros padecimientos no es tarea vana.

La capsaicina cobré importancia gracias a la actividad antiproliferativa que ha mostrado
tener sobre lineas celulares tumorales de es6fago, prostata, higado, leucémicas, entre otras;
pero en contraparte debido a sus propiedades irritantes y su dificil obtencion, se busca la
generacion de nuevos andlogos de la capsaicina que mantengan su actividad
antiproliferativa dejando de lado el dificil manejo y la alta pungencia (es muy picante). En
este trabajo se evalud a rinvanil, que es un compuesto andlogo de la capsaicina (Figura 9),
que a diferencia de éste, no presenta propiedades irritantes y requiere ser evaluado en su
actividad bioldgica y antitumoral.

Capsaicina

= N \©:OCH3
'\‘/v\/\ OH

OH

Figura 9. Similitud entre la estructura de la capsaicina y el rinvanil
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El cancer cervicouterino se ubica como una de las principales causas de muerte en nuestro
pais. Los tratamientos que existen son muy agresivos e ineficientes para pacientes con un
estado avanzado de la enfermedad y con metéstasis. Estudios sobre la actividad bioldgica
que ejercen los capsaicinoides y sus derivados, han demostrado que pueden ser Utiles en el
tratamiento y prevencion de varios tipos de cancer (colon, higado, mama, leucemias), sin
embargo, es escasa la informacion que se tiene sobre la actividad biolégica que podrian
ejercer estos compuestos sobre el CaCU.

La capsaicina es un compuesto que ha demostrado tener actividad inhibitoria sobre diversos
tipos de cancer, sin embargo, debido a sus caracteristicas irritantes se ha generado la
necesidad de sintetizar compuestos analogos que conserven su actividad inhibitoria, pero
carezcan de propiedades irritantes. De este modo uno de sus derivados; el rinvanil, que
tiene dicha peculiaridad ha despertado interés en el estudio de este compuesto como agente
anticancerigeno. Debido a esto, es importante iniciar el estudio de esta molécula, para
aportar informacion de los efectos que dicho compuesto pueda tener en la proliferacién y
muerte de cultivos de lineas celulares derivadas de CaCU, asi como de cultivos de células
no tumorales para evaluar su posible efecto selectivo.


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

JUSTIFICACION.

En Meéxico el cancer cervicouterino representa la segunda causa de muerte por tumores
malignos en mujeres (WHO, 2008); de éstos, el 95 % esta asociado con el VPH (Mufioz et
al, 1997), donde el tipo 16 y 18 se consideran los de mayor incidencia y por tanto de alto
riesgo (Lewis, 2004).

Para enfrentar este problema se cuentan con diferentes estrategias, sin embargo, sus efectos
secundarios afectan la calidad de vida del paciente. Es por ello que se ha optado por
continuar en la basqueda de nuevas alternativas terapéuticas que reduzcan estos efectos y
sobre todo que se obtengan a partir de fuentes naturales. De esta manera, se ha reportado
que la capsaicina posee efecto antiproliferativo e inductor de apoptosis en diversas lineas
celulares. Pese a esto, se caracteriza por ser un compuesto sumamente citotoxico, irritante e
hiperalgésico, sumado al poco contenido de capsaicinoides en los chiles (0.6-1.0 %) y los
bajos rendimientos en los procesos de extraccion, que hace limitada la disponibilidad de la
capsaicina. En consecuencia se ha tratado de desarrollar moléculas analogas de facil
obtencién y manejo que puedan desempefiar su accidn bioldgica disminuyendo su
capacidad irritante.

Por este motivo este trabajo tiene el propdsito de evaluar el efecto antiproliferativo e
inductor de apoptosis del rinvanil, considerado como un analogo ultrapotente de la
capsaicina, en las lineas celulares proveniente de cancer cervicouterino HeLa, CaSki y
ViBo.

HIPOTESIS.

La capsaicina es un compuesto que ha mostrado tener efecto antiproliferativo e inductor de
muerte sobre lineas celulares cancerosas. EI compuesto rinvanil es un analogo de la
capsaicina que conserva su afinidad por el TRPV-1 pero que no conserva las propiedades
irritantes de la capsaicina. Por lo anterior se espera que el rinvanil presente actividad
antiproliferativa e inductora de apoptosis en células provenientes de cancer cervicouterino.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS

Determinar si el rinvanil induce un efecto antiproliferativo y apoptético en
células provenientes de cancer cervicouterino.

PARTICULARES

Establer condiciones de cultivo de las lineas celulares provenientes de cancer
cervicouterino: CaSki, HeLa y ViBo.

Establecer condiciones de cultivos primarios de fibroblastos obtenidos de
cérvix humano, asi como de linfocitos de sangre periférica humana.
Determinar la concentracion requerida de rinvanil, para inducir un
decremento del 50 % del numero celular (IC50), en cultivos de células
provenientes de CaCU, CaSki, HeLa y ViBo.

Establecer si el rinvanil afecta el ciclo celular de las células tumorales CaSki,
HelLay ViBo.

Evaluar si la concentracién IC50 obtenida para el rinvanil, induce un efecto
necrotico en las lineas celulares tumorales: CaSki, HeLa y ViBo.

Determinar si la concentracion I1C50 de rinvanil induce expresion de
caspasa-3 activa en cultivos de células CaSki, HeLa y ViBo

Determinar si la concentracién IC50 de rinvanil induce fragmentacion de
ADN en cultivos de células CaSki, HeLa y ViBo

Evaluar si rinvanil disminuye el nimero celular de cultivos primarios de
fibroblastos humanos.

Evaluar si rinvanil afecta el potencial proliferativo de células linfociticas de
sangre periférica humana.

Evaluar si rinvanil induce muerte celular por necrosis en células linfociticas
de sangre periférica humana.
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METODO.

Cultivo de células tumorales provenientes de cérvix.

Las lineas celulares provenientes de CaCU HeLa, CaSki y ViBo fueron sembradas en cajas
de Petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA) con 10 ml de medio RPMI-1640 (Gibco, USA)
suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Grunenthal, MEX) al 5 % de suero de
neonato de ternera (SNT; Gibco, USA), que previamente fue desactivado a 56 °C por 30
minutos (Ver apéndice). Los cultivos fueron mantenidos en incubadora (Nuaire, USA) a 37
°C, al 5 % de CO2 y una atmosfera hiUmeda a saturacion. Se permitié la saturacion de los
cultivos hasta un 70 % de confluencia para realizar los ensayos (Morgan y Darling, 1995).

Procesamiento y obtencidn de células de cérvix humano.

Las células fibroblasticas no tumorales fueron obtenidas de una muestra de tejido del cérvix
uterino humano de pacientes sometidas a histerectomia por causas diferentes al CaCU. Una
vez obtenida la pieza quirargica, fue transportada en medio de cultivo RPMI al 20 % de
suero fetal bovino (SFB; Gibco, USA) y procesada en las siguientes dos a tres horas. El
procesamiento consistio en escindir el tejido en trozos pequefios de 2 a 3 mm para
proseguir con una digestion enzimatica con tripsina (SIGMA, U.S.A.) al 0.05 % en
solucion de Verseno. La digestion enzimatica se lleva a cabo colocando los trozos de tejido
en un matraz Erlenmeyer (Pirex, USA) de 50 ml con 10 ml de tripsina e incubacion por 15
min a 37 °C en agitacidon constante. Una vez concluido el tiempo, la mezcla es filtrada a
través de una malla de nylon que permite sélo el paso del material disgregado, dejando el
tejido no disgregado en la malla de nylon. El filtrado es centrifugado (centrifuga; Dinac,
USA) por 5 minutos a 2000 rpm; se decanta el sobrenadante y el boton celular es cultivado
en cajas de Petri de plastico de 60 mm con RPMI al 10 % de SFB, y se mantiene en una
incubadora (Nuaire, USA) al 5 % de CO, y una atmosfera de himedad a punto de rocio,
durante 24 h méximo. Después de este tiempo de incubacion, se realiza un cambio de
medio de cultivo (totalmente), de tal manera que fueron removidas las células no adheridas,
afiadiéndose medio fresco suplementado con SFB al 10 % y se continta incubando asi hasta
obtener un buen namero de células proliferando. Las resiembras se realizan cuando los
platos de cultivo desarrollan un 60 % de confluencia. Los ensayos se realizan con cultivos
de las resiembras 2 a 4 en una confluencia maxima del 60 %.
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Obtencion de Rinvanil.

La sintesis de rinvanil se realizd en el laboratorio de Sintesis de Farmacos, a cargo del Dr.
Ignacio Regla (FES Zaragoza) de acuerdo al procedimiento descrito previamente por
Castillo 2008. En breve, se realizo la transesterificacion del aceite de ricino (Sigma, USA)
empleando catalisis basica (KOH 0.2 %) (Sigma, USA) en metanol, lo cual produjo una
mezcla de ésteres metilicos, de donde fue obtenido el ricinoleato de metilo. Finalmente, se
realizd la amindlisis del éster metilico de éste, empleando vainillilamina y catélisis con
lipasa B de Candida antarctica en 2-metil-2-butanol como disolvente para obtener
Rinvanil.

Preparacion del stock de Rinvanil.

1 mg de rinvanil fue solubilizado en 50 ul de acetato de etilo (AcEt, vehiculo) en un tubo
cénico tipo eppendorf de 600 ul y se almaceno a -4 °C hasta su utilizacion.

Determinacion de la concentracion que abate el 50 % del nimero celular de cultivos
de células tumorales.

Se cultivan células de las lineas tumorales CaSki, HeLa y ViBo en cajas de plastico de 96
pozos (Corning, USA) a una densidad de 7,500 células/pozo en 100 ul de RPMI-1640 al 5
% de SNT por 24 horas. Posteriormente se retira el medio de cultivo y se adiciona el
rinvanil en concentraciones de 0 ug/ml a 200 pg/ml durante 24 h. El control para el
vehiculo empleado en la solubilizacién de rinvanil AcEt, contempla la méxima
concentracion utilizada en la preparacion de rinvanil a 200 ug/ml en 10 ul de acetato de
etilo diluido en 1 ml RPMI-1640 al 5% de SNT. Al control testigo Unicamente se le realiza
el cambio de medio por medio de cultivo fresco. Al término del estimulo se procede a
evaluar el numero celular de acuerdo a la técnica de incorporacién de cristal violeta descrita
por Kueng et al, 1989. Para ello se le retira el medio de cultivo e inmediatamente las
células son fijadas con glutaraldehido al 1.1 % (Sigma-Aldrich, USA) en agua desionizada
por 15 minutos; al término de los cuales se retira el fijador para posteriormente lavar las
células con agua desionizada. A continuacion se deja secar al aire y se afiade el colorante
cristal violeta (Sigma USA) al 0.1 % en acido férmico (Sigma-Aldrich, USA) por 20
minutos. Se retira el exceso de colorante a través de lavados con agua desionizada y
nuevamente se deja secar al aire. El colorante incorporado en el nlcleo de las células es
solubilizado con &cido acético (J.T. Baker, MEX) al 10 % en agitacion por 20 minutos.
Para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en un espectrofotometro (image tecan
spectra). Cada uno de los tratamientos se realizd por sextuplicado. En cada caso los
resultados fueron analizados por regresion lineal para la obtencion de la concentracion que
abate el 50 % de la poblacion celular (IC50).
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Evaluacion del efecto de rinvanil sobre el ciclo celular.

Cultivos de las lineas tumorales CaSki, HeLa y ViBo con 10° de células en cajas de Petri de
60 mm con 5 ml de RPMI 1640 al 5 % de SNT y posterior a 24 h de adherencia, se les
retira el medio de cultivo y se sustituye con medio fresco con la concentracién 1C50
obtenida para cada linea celular; el estimulo se mantiene por 24 h mas. La cantidad de
ADN presente en las células fue determinado por el marcaje con el fluorocromo ioduro de
propidio (IP) y evaluado por citometria de flujo. Para evaluar la distribucion de ADN en el
ciclo celular se colectan las células totales del cultivo, para lo cual se retira el medio de
cultivo y se colecta en un tubo cdnico de plastico de 15 ml. A las cajas de cultivo se agrega
una solucion de Verseno para CaSki y Hela, o tripsina al 0.05 % en Verseno para ViBo
(para cosechar las células adheridas al piso de la caja de cultivo); se incuba a 37 °C por 5
min para la cosecha con Verseno y 1 min para la cosecha con tripsina. Se pipetea
suavemente para desprender las células. Las células son colectadas en el tubo que contiene
el medio de cultivo de la misma caja. Para la obtencion del boton celular se centrifuga a
1,500 rpm por 5 min. Los botones celulares son resuspendidos y fijados en 1 ml de PBS al
50 % de metanol. Se deja reposar 20 minutos, posteriormente se centrifuga 5 minutos a
1500 rpm y se lava con PBS dos veces. Los botones celulares son resuspendidos en 0.5 ml
de ARNasa (0.1 mg/ml) y se incuba a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente se adicionan
10 pl de la solucion de ioduro de propidio (0.2 mg/ml). Las muestras se analizan en un
citdmetro de flujo (FACSAria Il, USA) y finalmente se procesaron los datos en el programa
FACSDiva version 6.1.2.

Determinacion de muerte celular por necrosis a través de la liberacion de la enzima
LDH.

En una caja de 96 pozos son sembradas 7,500 células de cada una de las tres lineas
provenientes de CaCu; CaSki, HeLa y ViBo con 100 ul de RPMI al 5 % de SNT, por 24 h.
Los tratamientos se hicieron por triplicado. Posteriormente se retira el medio de cultivo y se
realizan los siguientes tratamientos: un control al que Unicamente se le hace cambio de
medio de cultivo, un control positivo al cual se le hace cambio de medio, un control para
AcEt con la concentracion empleada para preparar la IC50 correspondiente y el tratamiento
con rinvanil con la concentracion IC50 correspondiente a cada linea celular. A las 23 h de
tratamiento, al cultivo control positivo se le hace un nuevo cambio de medio de cultivo por
medio fresco al 1 % de tritdbn X-100 y se deja que el ensayo complete las 24 h de
tratamiento.

Para la determinacion de la actividad de la enzima LDH liberada al medio de cultivo, los
sobrenadantes de los cultivos son colectados de manera individual en tubos conicos de
plastico de 0.6 ml y centrifugados a 2,000 rpm por 10 min. Los sobrenadantes son
traspasados una placa de 96 pozos, 50 ul por pozo, para su evaluacion. La actividad de
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LDH se determina con el kit Cyto Tox 96 (Promega, USA), del cual se agregan 50 ul de la
mezcla de reaccion (Ver apéndice). Se incuba a temperatura ambiente protegiendo de la luz
por 30 min. Se evalta a una longitud de onda de 490 nm en un espectrofotometro lector de
placas de elisa (Image tecan spectra). Los datos se analizan haciendo una comparacion
relativa al control positivo tratado con triton X-100. Todas las muestras son por triplicado.

Deteccidn especifica de la caspasa 3 activa en cultivos celulares.

A cultivos de 10° células de las lineas de CaCU CaSki, HeLa y ViBo en cajas de Petri de
60 mm con 5 ml de RPMI-1640 al 5 % de SNT y con 24 h de adherencia, se les retira el
medio de cultivo y se sustituye por medio fresco conteniendo: rinvanil en la concentracion
IC50 determinada para cada linea celular, AcEt, camptotecina 20 ug/ml (HeLa y ViBo) o
60 pg/ml (CaSki) y un control solo con cambio de medio de cultivo. El estimulo se
mantiene por 24 h. Para la evaluacion de la actividad de caspasa 3 se emplea el kit de
evaluacion colorimétrica Caspase-3 CPP32 colorimetric assay kit (BioVision, USA), para
lo cual los cultivos estimulados en las diferentes condiciones ya especificadas, son
cosechados y el botdn celular es lisado con 50 ul del buffer de lisis por 10 min;
posteriormente se centrifuga a 10,000 rpm por 1 min. El sobrenadante es transferido a tubos
cénicos de pA castico de 0.6 ml y se mantiene en frio para continuar con la determinacion
de la concentracion de proteinas, o se almacena a -70 °C para su posterior evaluacion.

La cuantificacién de proteinas se realiza en placas de 96 pozos utilizando el método de
Bradford. La curva patrén se hace con albumina sérica bovina en un rango de 1 a 200
ug/ml (en PBS), colocando 100 ul por pozo. De las muestras se agrega 1 ul por pozo méas
99 ul de PBS. Posteriormente se agregan 20 ul del reactivo de Bradford y se incuba por 10
min a temperatura ambiente. Se evalia a una longitud de onda de 590 nm en un
espectrofotometro lector de placas de Elisa (Image tecan spectra). Se determina la cantidad
de proteina para cada una de las muestras.

Una vez calculada la concentracién de proteina se coloca el volumen necesario que
contenga 100 pg de proteina y se completa a un volumen de 50 ul con el buffer de lisis. Se
agregan 50 ul del buffer de reaccion que contiene 10 nM de DTT a cada muestra. Se
agregan 5 ul de la solucion de sustrato 4 mM de DEVD-pNA y se incuba a 37 °C por 1-2 h.
Se evalla a una longitud de onda de 405 nm en un espectrofotémetro lector de placas de
Elisa (Image tecan spectra). Los datos se analizan haciendo una comparacion con la
expresion de actividad de caspasa 3 en los cultivos positivos estimulados con camptotecina.
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Deteccion especifica de fragmentos de ADN a través de la técnica de TUNEL.

Para la realizacion de la técnica de TUNEL se utilizé6 el kit ApopTag (Chemicon
International, USA), para la cual fueron sembradas 30,000 celulas de las tres lineas
celulares CaSki, HeLa y ViBo en cubreobjetos de 1X1 c¢cm en un volumen de 2 ml de
RPMI-1640 al 5 % de SNT en cajas de Petri de 30 mm. Al paso de las 24 horas se procede
a retirar el medio de cultivo y se realizan los siguientes tratamientos: un control al que
Unicamente se le hace cambio de medio de cultivo, un control para AcEt con la
concentracion empleada para preparar la IC50 correspondiente y el tratamiento con rinvanil
con la concentracion IC50 correspondiente a cada linea celular. El estimulo se mantiene por
24 h mas. Posteriormente las células son fijadas con paraformaldehido al 2 % en PBS (el
cual se prepara al momento) por 15 min. Las muestras son lavadas 3 veces con PBS y se
permean con tritdn X-100 0.5% en PBS durante 5 minutos a 4 °C. Se lavan con PBS 3
veces. Posteriormente se adiciona inmediatamente el buffer de equilibrio (20-30 pl) en
camara himeda durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se escurren las preparaciones
en un papel absorbente sin dejar secar, se incuba inmediatamente por 1 hora con la enzima
Tdt (33 ul de enzima Tdt mas 77 ul de buffer de reaccién), en cdmara himeda. La reaccion
fue detenida con buffer de paro (Chemicon interntional, USA) (1 ml de buffer de paro en
34 ml de agua bidestilada) agitando suavemente por 10 minutos, en camara humeda.
Posteriormente se lava 3 veces con PBS con 1 minuto cada lavado. Se incuba con
antidigoxigenina acoplada a rodamina, 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente
(Chemicon international, USA) (68 ul de solucién bloqued mas 62 ul de antidigoxigenina-
rodamina). Se realizan los respectivos lavados 3 veces con PBS en camara humeda; dos
minutos cada lavado. Se procede a incubar con DAPI (Sigma-Aldrich, USA) 30 segundos
(se afladen rapidamente). Se lava 3 veces la muestra con PBS en camara himeda; 1 minuto
cada lavado. Las preparaciones fueron montadas en medio de montaje antifolding
(Vectashield, USA), etiquetadas y guardadas en oscuridad a -20 °C hasta su observacion en
un microscopio de epifluorescencia (Nakon, JAP).

Efecto de rinvanil sobre la proliferacion de linfocitos humanos marcados con
carboxifluresceina.

En tubos vacutainer con EDTA, se obtuvieron 20 ml de sangre periférica de un voluntario
sano y se colocaron (5 ml) en tubos conico de vidrio de 15 ml (Pirex, USA) con 5 ml de
Histopaque (Sigma-Aldrich USA) (un total de 4 tubos). Se centrifugan (centrifuga; Dinac,
USA) inicialmente a una velocidad de 300 rpm y se aumenta gradualmente la velocidad
(300 rpm cada 2 minutos) hasta llegar a 1500 rpm, después de lo cual se deja centrifugando
por 25 minutos mas. Con ayuda de la pipeta de 1000 pl se retira el plasma y se colecta el
anillo de leucocitos. Posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido
a tubos limpios y se resuspende con 10 ml de PBS (por tubo), se centrifuga a 1500 rpm


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

durante 5 minutos, se retira el sobrenadante y se resuspende en 1ml de RPMI-1640
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB). El total de células queda contenido en
un solo tubo con un volumen total de 4ml. Se siembran las células en una caja de Petri de
100 mm (Pirex, USA) en un volumen total de 10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20
% de SFB y se incuban durante 1h en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo se
cosecharon todas las células que permanecen en suspension en un tubo de vidrio de fondo
cénico. Se centrifugd la suspension celular a 1500 rpm durante 5 minutos, se retira el
sobrenadante y se resuspende nuevamente el botén celular en 5 ml de RPMI-1640 sin
suero. Se toma una alicuota de 20 ul y se determina el nimero celular con ayuda de la
camara de Neubauer.

Para marcar las células linfociticas con carboxifluoresceina (CSFE) (Sigma, USA), los
linfocitos se resuspenden en 4 ml de PBS con 10 pl de carboxifluoresceina (12 umoles por
mililitro de solucion o por millon de células) y se incuban 15 minutos protegidos de la luz a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavan con PBS al 5 % de SFB, se centrifugan a
1500 rpm (dos veces) y se resuspenden en 4 ml de RPMI-1640 al 20 % de SFB. Para
activarlos con fitohemaglutinina (FHG) los linfocitos son transferidos a tubos cénicos de
plastico de 1.6 ml a una densidad de 10° células/ml de RPMI-1640 al 20% de SFB'y 25 pl
de fitohemaglutinina/ml (diluida 1:10 de PBS) (Micro Lab S.A., Méx.). La preparacion de
los tratamientos se realiza en este momento: control solo con medio de cultivo con y sin
FHG, control para el vehiculo al cual se le agrega la cantidad de AcEt empleada en la
preparacion de la concentracion 1C50 mas alta obtenida para células tumorales de CaCu y
rinvanil en la concentracion IC50 mas alta. Las células contenidas en cada tubo conico son
sembradas en una placa de cultivo de 96 pozos a una concentracién de 200,000
celulas/pozo en un volumen de 200 ul y son incubadas en condiciones de cultivo por 72 h.
Para la evaluacion las células son cosechadas extrayendo todo el medio de cultivo y
colectando en tubos cénicos de plastico de 0.6 ml. Se centrifuga a 1500 rpm por 5 min, se
elimina el sobrenadante y se resuspende el boton celular en 1 ml de Verseno frio y se
incuba por 5 min a temperatura ambiente; se centrifuga nuevamente y se retira el verseno.
Posteriormente se resuspende con 500 ul de PBS y se agregan 500 ul de paraformaldehido
al 2%. Las células son evaluadas por citometria de flujo en un citometro de flujo FACSAria
Il 'y los datos son procesados con el programa FACSDiva version 6.1.2. Los datos son
analizados haciendo una comparacion con respecto al control positivo para proliferacion de
células tratadas Gnicamente con FHG (Ver apéndice).
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Determinacion de muerte celular por necrosis a través de la liberacion de la enzima
LDH en cultivos de linfocitos humanos.

En tubos vacutainer con EDTA se obtuvieron 20 ml de sangre periférica de un voluntario
sano y se colocaron (5 ml) en tubos conico de vidrio de 15 ml (Pirex, USA) con 5 ml de
Histopaque (un total de 4 tubos), se centrifugan (centrifuga; Dinac, USA), inicialmente a
una velocidad de 300 rpm y se aumenta gradualmente la velocidad (300 rpm cada 2
minutos) hasta llegar a 1500 rpm después de lo cual se deja centrifugando por 25 minutos
mas. Con ayuda de la pipeta de 1000 ul se retira el plasma y se colecta el anillo de
leucocitos; posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a tubos
limpios y se resuspende con 10 ml de PBS (por tubo), se centrifuga a 1500 rpm durante 5
minutos, se retira el sobrenadante y se re suspende en 1ml de RPMI-1640 suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB). El total de células queda contenido en un solo tubo
con un volumen total de 4ml. Se siembran las células en una caja de Petri de 100 mm
(Pirex, USA), en un volumen total de 10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20 % de SFB
y se incuban durante 1h en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo, se cosecharon
todas las células que permanecen en suspension, en un tubo de vidrio de fondo cénico. Se
centrifugo la suspension celular a 1500 rpm durante 5 minutos, se retira el sobrenadante y
se resuspende nuevamente el boton celular en 5 ml de RPMI-1640 sin suero. Se toma una
alicuota de 20 pl y se determina el nimero celular con ayuda de la camara de Neubauer.
Los linfocitos son transferidos a tubos conicos de plastico de 1.6 ml a una densidad de 10°
celulas/ml de RPMI-1640 al 20% de SFB y 25 ul de fitohemaglutinina/ml (diluida 1:10 de
PBS) (Micro Lab S.A., Méx.). La preparacion de los tratamientos se realiza en este
momento: control solo con medio de cultivo con y sin FHG, control positivo al cual en este
momento no se agrega triton X-100, control para el vehiculo al cual se le agrega la cantidad
de AcEt empleada en la preparacion de la concentracion IC50 mas alta obtenida para
celulas tumorales de CaCu, y rinvanil en la concentracién IC50 mas alta (Ver apéndice).
Las células contenidas en cada tubo cdnico son sembradas en una placa de cultivo de 96
pozos a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 ul y son
incubadas en condiciones de cultivo por 72 h. Para la evaluacion a las 71 h de tratamiento
al control positivo se agregan 2 ul triton X-100 y se homogeniza piteando suavemente el
medio de cultivo y se incuba por 1 h mas. A las 72 h de cultivo las células son cosechadas
extrayendo todo el medio de cultivo y colectando en tubos cdnicos de plastico de 0.6 ml de
manera individual. Se centrifuga a 1500 rpm por 5 min y se traspasan 50 ul de cada
muestra y de cada tratamiento a una placa de 96 pozos para su evaluacion. La actividad de
LDH se determina con el kit Cyto Tox 96 (Promega, USA) del cual se agregan 50 ul de la
mezcla de reaccion. Se incuba a temperatura ambiente protegiendo de la luz por 30 min. Se
evalla a una longitud de onda de 490 nm en un espectrofotdmetro lector de placas de elisa
(Image tecan spectra). Los datos se analizan haciendo una comparacion relativa al control
positivo tratado con tritdn X-100. Todas las muestras son por triplicado.
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Efecto de rinvanil sobre cultivos de células fibroblasticas de cérvix humano

Se cultivaron células de cérvix sano en cajas de plastico de 96 pozos (Corning, USA) a una
densidad de 10,000 células/pozo en 100 ul de RPMI-1640 al 5 % de SNT por 24 h.
Posteriormente se retira el medio de cultivo y se agrega medio de cultivo fresco con los
siguientes tratamientos: un control al cual sélo se realiza cambio de medio de cultivo, un
control con la concentracion de AcEt empleada en cada una de las IC50 obtenidas para
cada linea celular y rinvanil en cada una de las concentraciones 1C50 obtenidas. El
estimulo se mantiene por 24 h. Al término del estimulo se procede a evaluar el nimero
celular de acuerdo a la técnica de incorporacion de cristal violeta descrita por Kueng, et al
1989. Para ello se le retira el medio de cultivo e inmediatamente las células son fijan con
glutaraldehido al 1.1% por 15 minutos, al término de los cuales se retira el fijador para
posteriormente lavar las células con agua desionizada, a continuacion se deja secar al aire y
se afiade el colorante cristal violeta al 0.1% en acido férmico y se incuba a temperatura
ambiente por 20 minutos. Se retira el exceso de colorante a traves de lavados con agua
desionizada y nuevamente se deja secar al aire. Por ultimo el colorante incorporado en el
nacleo de las células es solubilizado en &cido acético al 10 % en agitacion por 20 minutos.
Finalmente se mide la absorbancia a 590 nm en un espectrofotometro (Image tecan
spectra). Los datos obtenidos se analizan tomando como referencia al control de
proliferacién normal, al cual solo se le realizé cambio de medio de cultivo y con el control
de AcEt.

Andlisis estadistico.

A los resultados obtenidos se les realiza un analisis de varianza (ANDEVA) para
comparacion entre medias, seguida de la prueba de Tukey para determinar la diferencia
entre pares de medias con un nivel de significancia del 0.05, utilizando el programa SPSS
14.0 para Windows 7.
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RESULTADOS:

El rinvanil es un vaniloide andlogo de la capsaicina, a la cual se le ha determinado actividad
necrotica e inductora de apoptosis en diversas lineas celulares tumorales. Para determinar el
efecto antiproliferativo de este analogo en cultivos de lineas celulares de CaCU: CaSki,
HelLa y ViBo fueron estimulados en un rango de concentracion de O hasta 200 pg/ml
(Figura 10) para obtener la concentracion que disminuye la densidad celular de estos
cultivos en un 50%.
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Figura 10. Efecto antiproliferativo de rinvanil sobre el potencial proliferativo de las lineas celulares CaSki,
Hela y ViBo. 7,500 células fueron cultivadas en cajas de 96 pozos por 24 h y posteriormente estimuladas con
diferentes concentraciones de rinvanil, de 0 a 200 ug/ml por 24 h. EI nimero celular fue evaluado con la
técnica de cristal violeta. Los graficos representan tres ensayos independientes, donde cada condicién fue
evaluada por sextuplicado.

Linea celular IC50 (ug/ml)
CaSki 90.87
HeLa 62.24
ViBo 149.13

Cuadro 1. Concentracién requerida de rinvanil para inducir un 50 % de decremento en la densidad celular de
cultivos de CaSki, HelLay ViBo.
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Los resultados obtenidos indican que rinvanil tiene un efecto en el potencial proliferativo
de células tumorales Caski, HeLa y ViBo; tal efecto negativo es dependiente de la
concentracion, ya que al incrementar la concentracion el nimero celular disminuye (Figura
A). La concentracion calculada para la cual rinvanil induce una disminucion del 50 % en el
namero celular (IC50) en células CaSki es de 90.87, en HeLa de 62.24 y para ViBo de
149.13 pug/ml (Cuadro 1).

Morfologia Celular.

Los cultivos de las tres lineas celulares de CaCU tratados con la concentracion de rinvanil
IC50 correspondiente, mostraron cambios en la forma celular (Figura 11). Ademas de la
disminucién del namero celular en las células CaSki fue evidente la pérdida de volumen,
observandose células pequefias, redondas y con proyecciones irregulares de la membrana
celular, ademas de la pérdida de adherencia en las células que aun conservan su tamafio
regular. En células HelLa, el comportamiento es similar a CaSki, sin embargo disminuyo la
cantidad de células con forma regular poliédrica, aumentando la cantidad de células
pequefias y redondas con proyecciones irregulares. Las células ViBo no presentaron
cambios tan evidentes con en las lineas celulares CaSki y Hel a, en éstas se aprecian células
redondas que conservan el tamafio regular y las células que aun permanecen adheridas
presentan proyecciones de la membrana que las hacen ver con formas poliédricas (la forma
habitual de estas células es ovalada).
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Figura 11. Efecto de rinvanil sobre la morfologia de las células de CaCU CaSki, HelLa y ViBo. Las flechas
indican células con pérdida de adherencia y proyecciones de la membrana celular; las cabezas de flecha
indican células adheridas con cambios en la forma celular. Cultivos de 7,500 células en un volumen de 100 pl
en placas de 96 pozos, fueron estimulados con las respectivas IC50 por 24 h.

Efecto de rinvanil sobre el ciclo celular.

El capsaicinoide rinvanil induce una disminucion del numero celular, tal disminucion puede
deberse a un efecto dependiente de ciclo celular o una induccién de muerte celular. Para
determinar el efecto de rinvanil sobre el ciclo celular, cultivos de las lineas tumorales
CaSki, HeLa y ViBo fueron estimuladas con las respectivas 1C50 por 24 h. La cantidad de
ADN, marcado con el flurocromo ioduro de propidio, presente en cada una de las fases del
ciclo celular se evaluo por citometria de flujo. (Figura 12).

Los resultados obtenidos indican que cultivos de la linea celular CaSki son afectados en su
progresion por el ciclo celular. La proporcion de la poblacién que se encuentra en la fase
G1, de cultivos estimulados con rinvanil, disminuye hasta un 22 % con respecto a la
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proporcion de la poblacion de los cultivos controles; las fases S y G2/M no presentaron
disminucién, sin embargo, la proporcion de la poblacion que presenta un namero
cromosomico menor a 2n aumento6 considerablemente, alcanzando una proporcion de 25 %;
tal poblacion denominada subGl indica que las células presentan pérdida de material
nuclear o de fragmentacion del nucleo (Figura 12 a). La linea celular HeLa presenta un
comportamiento similar, una disminucion de la poblacidn celular presente en la fase G1 en
un 10 % y un aumento en la proporcion de la poblacion de subG1 de 20 % (Figura 12 b).
La linea celular ViBo no present6 alteracion en las fases del ciclo celular (Figura 12 c).
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Figura 12. Efecto de rinvanil sobre la distribucion del ADN en las fases G1, S y G2/M del ciclo celular de
las lineas celulares CaSki (a), HeLa (b) y ViBo (c). Cultivos de las tres lineas celulares (10° células en cajas
de Petri de 60 mm) fueron tratadas con las I1Cso por 24 h, la distribucion de ADN fue evaluada por citometria
de flujo. Las gréaficas representan el promedio de ensayos independientes para cada linea celular. (*. p<0.05
vs AcEt, ANDEVA seguida de una prueba de Tukey).

Determinacién de muerte celular.
Necrosis.

La disminucién del contenido nuclear obtenido en el andlisis de ciclo celular indica una
alteracion relacionada a un evento de muerte celular que puede ser por necrosis o apoptosis.
Para determinar si rinvanil induce muerte celular por necrosis, a los sobrenadantes de
cultivos de las lineas celulares CaSki, HeLa y ViBo estimulados con sus respectivas 1C50
por 24 h, se determind la actividad de la enzima LDH, ya que una célula que muere por
necrosis, al perder la integridad de la membrana celular, libera al medio de cultivo su
contenido citoplasmatico, en el cual se encuentra la enzima LDH (Figura 13). Los
resultados muestran que rinvanil induce muerte celular por necrosis en cultivos de las lineas
celulares CaSki y ViBo con actividad de LDH de 26.31 y 13.47 % (Tabla 2)
respectivamente; sin embargo cultivos de la linea celular HelLa tratados con rinvanil no
presentaron diferencia significativa con el control acetato de etilo (Cuadro 2).
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Figura 13. Actividad de la enzima LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de las lineas celulares
CaSki, HeLa y ViBo (7,500 células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos), estimuladas con la IC50
respectiva para cada linea celular por 24 h. La liberacion maxima de LDH se determin6 con la aplicacion de
triton X-100 a las 47 h de cultivo de un tratamiento control, la actividad de la enzima liberada se tomé como
el 100 % de actividad. La grafica representa uno de cuatro ensayos independientes, cada tratamiento se hizo
por triplicado. (*. p<0.05 vs AcEt, ANDEVA seguida de una prueba de Tukey).

Linea Citotoxicidad Citotoxicidad Real
CaSki 26.31% 25.53%
HelLa 7.89% 0%

ViBo 13.47% 11.61%

Cuadro 2. Valores de actividad de LDH en los sobrenadantes de cultivos de las lineas celulares CaSki, HelLa

y ViBo tratadas con sus respectivas 1C50.
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Apoptosis

Si bien se detect6 la presencia de LDH en los sobrenadantes de cultivos de estas lineas
celulares, no es lo suficiente como para dar cuenta de la disminucién del 50 % del niGmero
celular en cultivos de CaSki y ViBo, ni del descenso del 50 % en las células HeLa, por lo
que para determinar si rinvanil induce muerte celular por apoptosis, cultivos de las lineas
celulares CaSki, HelLa y ViBo estimulados por 24 h con sus respectivas 1C50, se les
determiné actividad de la enzima caspasa 3, la cual es una caspasa efectora que al ser
activada el proceso de muerte celular apoptética se considera irreversible (figura 14). Los
resultados indican la presencia de caspasa 3 en células CaSki alcanzado una expresion del
50 % més que el control positivo. Las lineas celulares ViBo y HelLa presentan una minima
expresion no alcanzando los niveles de expresion del control positivo, sin embargo la
expresion es positiva para las tres lineas celulares.
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Figura 14. Actividad de la enzima caspasa 3 en cultivos de las lineas celulares CaSki, HeLa y ViBo (10°
células en cajas de Petri de 60 mm) estimulados con sus respectivas 1C50.

Linea Celular % Actividad de la Caspasa
CaSki 160
Hela 13
ViBo 45

Cuadro 3. Valores de actividad de la enzima caspasa 3 en los cultivos de las lineas celulares CaSki, HeLa y
ViBo tratadas con sus respectivas IC50.
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Fragmentacion de ADN.

Al evaluar la fragmentacién de ADN como un parametro mas de muerte celular, que indica
un estado irreversible en el proceso de muerte, se encontrd que las lineas celulares CaSki y
ViBo fueron altamente positivas a la reaccion de TUNEL, no asi la linea celular HeLa que
si bien es positiva a la reaccion de TUNEL la poblacion con marca fue menor (Figura 15).

Los cultivos de la linea celular CaSki (Figura 15a) fueron marcados con la reaccion de
TUNEL asi como con DAPI, este ultimo es un fluorocromo afin a la cromatina. Los
controles testigo y AcEt fueron negativos a la fragmentacion de ADN vy la tincion con
DAPI deja ver nucleos con tamafio regular y homogéneo con un patron de fluorescencia
similar. Sin embargo el tratamiento con rinvanil si es positivo a la fragmentacion de ADN,
la marca se distribuye ampliamente en la poblacion del cultivo, ademas la tincion con DAPI
deja ver nicleos con regiones mas brillantes, éstas son indicativas de regiones de alta
condensacion de ADN, lo cual es caracteristico de un proceso apoptotico.

Los cultivos de la linea celular HeLa (Figura 15b) al igual que CaSki fueron marcados con
la reaccion de TUNEL y DAPI. Los cultivos control fueron negativos a fragmentacion de
ADN Yy la tincion con DAPI mostrd nacleos de tamafio homogéneo y fluorescencia similar.
El tratamiento con rinvanil indujo fragmentacion de ADN, pero en menor medida, la
observacion de ndcleos con condensacion de ADN correspondié exactamente con los
nucleos positivos a TUNEL.

Los cultivos de la linea celular ViBo (Figura 15c¢) fueron negativos a fragmentacion de
ADN, vy la tinciébn con DAPI mostré regularidad en la forma y tamafio nuclear. El
tratamiento con rinvanil indujo fragmentacion de ADN de manera generalizada en el
cultivo y la marca con DAPI correspondid con la condensacion de la cromatina.
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Figura 15a. Cultivos de la linea celular CaSki marcados con la reaccién de TUNEL (rojo) y DAPI (azul).
Cultivos de 3X10° sobre cubreobjetos de 1X1 cm en cajas de Petri de 35 mm con 2 ml de medio de cultivo
con los tratamientos: control (testigo), vehiculo AcEt y rinvanil 1C50.
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Figura 15b. Cultivos de la linea celular HeLa marcados con la reaccion de TUNEL (rojo) y DAPI (azul).
Cultivos de 3X10° sobre cubreobjetos de 1X1 cm en cajas de Petri de 35 mm con 2 ml de medio de cultivo
con los tratamientos: control (testigo), vehiculo AcEt y rinvanil 1C50.
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Figura 15c. Cultivos de la linea celular ViBo marcados con la reaccion de TUNEL (rojo) y DAPI (azul).
Cultivos de 3X10° sobre cubreobjetos de 1X1 cm en cajas de Petri de 35 mm con 2 ml de medio de cultivo
con los tratamientos: control (testigo), vehiculo AcEt y rinvanil 1C50.
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Efecto de rinvanil sobre el potencial proliferativo de células no tumorales.
Células fibrobléasticas de cérvix

Con el propésito de determinar si rinvanil presenta actividad selectiva sobre lineas celulares
de CaCU sin afectar el potencial proliferativo de células no tumorales, cultivos de células
fibroblasticas obtenidas de cérvix humano (no tumoral) y de linfocitos de sangre periférica
humana fueron tratados con las IC50 obtenidas para las lineas celulares CaSki, HelLa y
ViBo.

Cultivos primarios de fibroblastos obtenidos de cérvix de pacientes sanas a las que se les
practica histerectomia por causas no relacionadas a CaCU, son estimulados con las 1C50 de
las lineas celulares CaSki, HeLa y ViBo (Figura 16). Los datos obtenidos muestran que las
celulas fibroblasticas estimuladas a las concentraciones de 62.24 y 90.87 ug/ml,
correspondientes a las IC50 de las lineas celulares CaSki y HeLa no presentan efecto sobre
el nimero celular, ni sobre la forma de las células, ya que la forma aguzada de las células
fibroblasticas se conserva, sin presentarse pérdida de adherencia, ademas las células se
orientan en ases bien definidos (Figura 17); sin embargo la concentracion de 149.13 induce
una disminucién del 17 % en el namero celular de cultivos de estas células fibroblasticas
estimuladas por 24 h, ademas de afectar la forma de estas células, ya que se aprecia
reduccion en longitud asi como aumento en el grosor de éstas.
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Figura 16. Efecto de rinvanil sobre cultivos primarios de fibroblastos de cérvix (10* células por pozo en
placas de cultivo de 96 pozos) estimulados por 24 h con las IC50 obtenidas para las lineas celulares CaSki,
HelLa y ViBo. El nimero celular se determiné por la incorporacién del colorante cristal violeta. La grafica
representa uno de tres ensayos independientes, cada ensayo se hizo por sextuplicado (* p<0.05 vs AckEt,
ANDEVA seguida de una prueba de Tukey).
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Figura 17. Efecto de rinvanil sobre fibroblastos de cérvix humano: control (a), AcEt (b), IC50 CaSki (c),
IC50 HeLa (d), IC50 ViBo (e). 10* células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos estimulados por 24 h
con las respectivas 1C50 obtenidas para las lineas celulares CaSki, HeLa y ViBo. Cultivos observados a 100

aumentos.
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Linfocitos humanos de sangre periférica

Para determinar si rinvanil afecta el potencial proliferativo de cultivos de linfocitos
humanos, éstos fueron cultivados en presencia de rinvanil a una concentracion de 149.13
ug/ml. Los datos obtenidos indican que la concentracion de rinvanil empleada, no afecta
negativamente el potencial proliferativo de cultivos primarios de linfocitos humanos
extraidos de sangre periférica humana. Los cultivos estimulados con el mitégeno FHG
desarrollaron un 50.65 % de proliferacion, mientras que los tratados con AcEt y rinvanil,
también en presencia de FHG, desarrollaron 42.19 % y 65.97 % respectivamente (Figura
18).
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Figura 18. Efecto de rinvanil sobre cultivos de linfocitos humano estimulados por 72 h con la IC50
correspondiente a la linea celular ViBo. Cultivos de 2X10° células por pozo en placas de cultivo de 96 pozos
con un volumen de 200 pl, marcados con CFS. La evaluacion se realizé por citometria de flujo. La figura
representa uno de cuatro ensayos independientes.


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

Como parametro comparativo se determind si el compuesto rinvanil induce muerte celular
por necrosis en cultivos primarios de linfocitos humanos, para ello se realiz6 la misma
prueba para medir actividad de la enzima LDH en los medios de cultivo de estas células,
encontrando que en estos cultivos el compuesto no induce una necrosis a la concentracion
de la 1IC50 més alta 149.13 ug/ml. Esta concentracion sélo indujo actividad de LDH en un
5.05 % cultivos tratados con rinvanil, la cual esta por debajo de la actividad detectada en
los cultivos controles (Figura 19).
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Figura 19. Determinacion de actividad de LDH en cultivos de linfocitos humanos (200,000 células por pozo,
200 ml por pozo en placas de cultivo de 96 pozos) estimulados con la IC50 de ViBo. La gréfica representa
uno de tres ensayos independientes, cada tratamiento se hizo por triplicado (* p<0.05 vs AcEt, ANDEVA
seguida de una prueba de Tukey).
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DISCUSION DE RESULTADOS.

En México el cancer cervicouterino es una de las principales causas de muerte en mujeres
de 35 a 60 afios de edad. Actualmente los tratamientos aplicados contra el cancer
cervicouterino carecen de selectividad sobre células tumorales y carecen de éxito en
estadios avanzados de esta enfermedad, ademas provocan efectos secundarios graves que
afectan la calidad de vida del paciente. Esta situacién ha alentado un creciente interés en la
busqueda de nuevas sustancias antitumorales con propiedades quimioterapéuticas que
puedan inhibir y eliminar el proceso oncogénico y que sean de origen natural,
especialmente de origen vegetal. Entre las familias de compuestos de origen vegetal méas
ampliamente estudiadas se encuentra la de compuestos capsaicinoides, cuyo representante
mas ampliamente estudiado es la capsaicina, uno de los componentes principales de la
comida en varias culturas del mundo. La capsaicina es extraida de los frutos del genero
Capsicum y se le ha encontrado usos medicinales como analgésico y ahora como
antitumoral; no sélo se ha explorado su papel como producto alimenticio, sino que
actualmente se desean encontrar compuestos bioactivos, derivados o analogos, con
propiedades quimioterapéuticas o quimiopreventivas que puedan inhibir el proceso
oncogénico. Por ejemplo se ha reportado que los capsaicinoides (Zhang et al, 2003) han
mostrado inhibicion de la proliferacion en lineas celulares de c&ncer. Entre los compuestos
que despiertan mayor interés tenemos a la capsaicina, por los resultados que ha mostrado
frente a lineas celulares de cancer gastrico, leucemia, cancer de higado, entre otras. Sin
embargo, pese a sus excelentes aplicaciones farmacoldgicas (Young Joon, 2002), su uso
estd restringido por efectos secundarios inherentes e indeseables, como una fuerte
irritabilidad, hiperalgesia (Castillo et al, 2008) y dificil manejo, lo que gener6 la necesidad
de desarrollar moléculas analogas que conserven o mejoren tal propiedad. Rinvanil es un
analogo vaniloide de la capsaicina, carece de pungencia, es de facil manejo y presenta
mayor afinidad al receptor TRPV1 que la capsaicina (Castillo et al, 2008), pero no hay
registros del efecto de este compuesto sobre lineas celulares de cancer y especificamente de
CaCuU.

Para determinar el rango de concentraciones en el cual rinvanil presenta su actividad
antiproliferativa, las lineas celulares de CaCU: CaSki, HelLa y ViBo fueron tratadas con
concentraciones de 12 a 200 pg/ml, rango de concentraciones que concuerda con
evaluaciones realizadas a diferentes capsaicinoides (Macho et al, 2003). Las lineas
celulares CaSki y Hel a estan infectadas con el VPH 16 y 18 respectivamente, tipos virales
que se presentan en el 75 % de casos de CaCU. Las IC50 determinadas para estas dos lineas
celulares son de 90.87 y 62.24 pg/ml, mientras que la linea celular ViBo presentd la
concentracion 1C50 maés alta con 149.13 pg/ml. Esta linea celular no esta infectada por el
VPH situacion que se presenta en menos del 1 % de los casos de CaCU (Monroy et al,
1992). Los tratamientos con rinvanil de las tres lineas celulares de CaCU a concentraciones
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de sus correspondientes 1C50 indujo alteraciones en las formas de estas células, siendo
evidentes las pérdidas de adherencia y de volumen, lo que indica un proceso de muerte.

Se ha documentado que el efecto antiproliferativo de un agente quimioterapéutico puede
depender de una accion citostatica, es decir, que detenga la progresion del ciclo celular en
alguna de sus fases, o bien que sea un efecto inductor de muerte celular que puede o no ser
dependiente del ciclo celular (Mandal et al, 2007). Al evaluar ciclo celular en estas tres
lineas de CaCU, unicamente CaSki y HelLa se vieron alteradas en la proporcion de la
poblacion que se encuentra la fase G1, ésta disminuyo, pero se presentd un correspondiente
aumento en el estado de SubG1, el cual se define como una region que, de acuerdo a la
evaluacion por marcaje con ioduro de propidio, representa a la subpoblacion de células que
tienen una menor cantidad de contenido nuclear (2n) y que se considera son células que
estan en un proceso de muerte.

Se sabe que compuestos de origen natural, (Berhow, 2007) como las sapogeninas,( Chun-
Te et al, 2007) tienen propiedades hemoliticas, por lo que para determinar si rinvanil afecta
la membrana plasmatica de las células CaSki, HeLa y ViBo, e induce muerte celular
necrotica, se evalud la presencia de la enzima LDH en los sobrenadantes de cultivos de
estas lineas celulares, encontrando que uUnicamente las células CaSki presentaron una
diferencia significativa con respecto a su control AcEt, alcanzando un 26.31 % de actividad
de esta enzima. Sin embargo tal actividad no da cuenta de la disminucién del 50 % en el
namero celular por lo que se procedié a evaluar muerte celular por apoptosis. Las lineas
celulares HeLa y ViBo no presentaron diferencias significativas con sus controles de AcEt.

Los compuestos capsaicinoides pueden inducir muerte celular por apoptosis (Sanchez et al,
2007) y rinvanil presenta la misma actividad. Al evaluar la actividad de caspasa 3 en
lisados de cultivos tratados con rinvanil, las tres lineas celulares fueron positivas a caspasa
3 en grado variable siendo CaSki la que presentd un 60 % mas actividad que el control
positivo inducido con camptotecina, una agente alcaloide que se sabe induce muerte celular
por apoptosis (Shimizu et al, 1997), le sigue ViBo con 45 % y HelLa con 13 % de la
actividad alcanzada por camptotecina.

Dentro del proceso de muerte celular apoptotica la fragmentacion de ADN, seguida de la
activacion de caspasa 3 es un indicativo de un proceso irreversible. Las tres lineas celulares
fueron positivas a la marca de fragmentacion de ADN, lo cual concordd con una segunda
marca con DAPI, al mostrar condensacion de cromatina.

Los resultados anteriores demuestran que rinvanil induce una disminucion de la
proliferaciébn de las células tumorales CaSki, HeLa y ViBo dependiente de la
concentracion, es decir, al aumentar la concentracion de rinvanil en los cultivos, disminuye
el namero celular a las 24 h de estimulo. Tal abatimiento del nimero celular se debe a una
induccion de muerte celular por necrosis y apoptosis en las células CaSki y solo el efecto
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apoptotico en las células HeLa y ViBo. Al determinar que las células tratadas con rinvanil
mueren, ya sea por necrosis y apoptosis, o Gnicamente por apoptosis, es de esperar que el
descenso en la poblacion encontrado en la fase G1 se deba, en efecto, a un proceso de
muerte.

Los agentes terapéuticos empleados en el tratamiento contra el cancer afectan también a
celulas normales que se encuentran en estado de proliferacion, por lo que un tratamiento
quimioterapéutico afecta tanto células anormales como normales, desencadenando efectos
secundarios adversos que minan la calidad de vida del paciente (Bronner et al, 1983). Al
probar el efecto de rinvanil sobre cultivos de fibroblastos se encontrd6 que a las
concentraciones de la IC50 de CaSki y HelLa (62.24 y 90.87 ug/m) no afectan el nimero
celular a las 24 h de cultivo, sin embargo la 1C50 (149.13 pg/ml) de las células ViBo afecta
negativamente el nimero celular, induciendo una disminucion del 17 % a las 24 h de
cultivo.

Los agentes quimioterapéuticos aplicados de manera sistémica inducen un descenso en el
conteo de leucocitos en sangre (Dunagin, 1982; Ellis, et al, 2009), siendo éste una
consecuencia del abatimiento de células en estado de proliferacion. Al determinar el efecto
de rinvanil sobre cultivos de linfocitos se encontr6 que la concentracion IC50 de ViBo, la
mas alta (149.13 pg/ml), no afecto el potencial proliferativo de los linfocitos, de igual
manera, no induce muerte celular por necrosis en cultivos estimulados por 72 h.

Los resultados anteriores, obtenidos de cultivos primarios de fibroblastos y linfocitos
humanos, muestran un nulo o escaso efecto sobre la capacidad proliferativa de estas
células. Las células fibroblasticas son poco afectadas con la concentracion de 149.13 pg/ml
mientras que afecta en un 50 % a las células ViBo. Es interesante mencionar que tal
concentracion afecta a células no infectadas por el VPH, lo que representa menos del 1 %
de los casos de CaCU. Los resultados indican que rinvanil es un compuesto andlogo a la
capsaicina con actividad antitumoral y selectiva, lo cual lo coloca como un candidato para
continuar la evaluacion en modelos in vivo, ademas de perfilarse como una posible
aplicacion terapéutica.
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CONCLUSIONES:

El Rinvanil reduce la densidad celular al 50% en las lineas celulares provenientes de
cancer cervicouterino en las siguientes concentraciones:

o CasKi: 90.87 pg/ml
0 Hela: 62.24 png/ml

o ViBo: 149.13 ug/mi

Hay detencién en el ciclo celular en ViBo, en G2/M y una afectacion en HeLa y
CaSki en G1 por efecto del rinvanil.

Rinvanil induce muerte celular por necrosis en CaSki un 26.31% y casi nula en
HelLay ViBo.

Rinvanil induce expresion de caspasa 3 activa en las lineas celulares HeLa, CaSki y
ViBo.

Rinvanil induce fragmentacion de ADN en CaSkl, HeLa y ViBo

No hay un dafio considerable en células de sangre periférica humana (linfocitos) y
fibroblastos de cérvix por efecto del rinvanil.

El rinvanil no afecta cultivos de células fibroblasticas a las concentraciones de
62.24 y 90.87 ug/ml, afectando s6lo en un 17 % a la concentracion de 149.13
ug/ml.

El rinvanil no afecta el potencial proliferativo de linfocitos de sangre periférica, ni
induce muerte celular por necrosis ain a la concentracion de 149.13 ug/ml.
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Sales inorgéanicas
Nitrato de Calcio » 4H,0

Cantidad (g/l)

Sulfato de magnesio (anhidro) 0.1
Cloruro de potasio 0.04884
Cloruro de sodio '
Fosfato dibasico de sodio (anhidro) 0.4
6
0.8
Aminoé&cidos
L-Arginina
L-asparagina (anhidro) 0.2
L-&cido aspartico 0.05
L-Cistina * 2HCI '
L-&cido glutdmico 0.02
L-glutamina
Glicina 0.0652
L-Histidina 0.02
Hidroxi-L-prolina '
L-isoleucina 0.3
L-leucina
L-Lisina « HCI 0.01
L-Metionina
L-fenilalanina 0.015
L-prolina 0.02
L-serina
L-treonina 0.05
L-tript6fano 0.05
L-Tirosina » 2Na » 2H,0 '
L-valina 0.04
0.015
0.015
0.02
0.03
0.02

0.005
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0.02883

0.02
Vitaminas
D-Biotina
Cloruro de colina 0.0002
Amdg féI!co 0.003
myo-inositol
Niacinamida 0.001
acido p-aminobenzoico
D-écido pantoténico (hemicalcium) 0.035
Pl.rldoxm.a * HCI 0.001
Riboflavina
tiamina « HCI 0.001
Vitamina B12
0.00025
0.001
0.0002
0.001
0.000005
Otros
Glutation (reducido)
Rojo de fenol » Na 0.001
0.0053

Adicionar
Bicarbonato de Sodio
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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, US.A)
Cloruro de sodio 8.00 g (SIGMA, U.S.A)
Cloruro de potasio 0.04 g (SIGMA, U.S.A)

Etilen — diamen- tetra- acético (EDTA) 0.40 g (SIGMA, U.S.A)

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

Solucién 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, US.A)
Cloruro de calcio 0.10 g (SIGMA, U.S.A)
Cloruro de sodio 8.00 g (SIGMA, U.S.A)
Cloruro de potasio 0.20 g (SIGMA, U.S.A)
Fosfato mono &cido de sodio 2.16 g (SIGMA, US.A)
Fosfato di acido de potasio 0.20 g (SIGMA, USA)

El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 ml de agua bidestilada y después se
adicionan los 100 ml que contengan el cloruro de magnesio y de calcio. Se ajustael pH a7.2 - 7.4
utilizando HCI 8 N y se afora finalmente a un volumen final de 1000ml. 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.
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Colorante Cristal Violeta

La solucion de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucion amortiguadora de &cido férmico
200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g. de NaOH y 4.28 ml. de 4cido férmico aforados a
500 ml con agua bidestilada. Una vez preparada la solucion se filtra y posteriormente se usa.

Desactivacién 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 almacenea a
4 °C.

Solucion de &cido acético (10 %)

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

Paraformaldehido (2%0)

Paraformaldehido al 2% de PBS (preparado al momento, para disolverlo se calent6 la solucion a
temperatura no mayor a 60°C, si rebasa esta temperatura el paraformaldehido polimeriza y la
solucion no sirve para fijar)


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

Catalizador liofilizado

1 vial y solucion colorante 45 ml.

Reconstituir el catalizador en 1 ml de H,O mili Q estéril por 10 minutos 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 pl de
la solucion del catalizador con 11.25 ml de la solucion colorante. Esta mezcla deberd prepararse
inmediatamente antes de ser utilizada.

Controles que se utilizan en la técnica de linfocitos con carboxifluoreceina

Columna CSFE PHA

1 - - Control negativo

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

6 + Vehiculo
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