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"Aunque la disposicidn quimica e interaccion de los atomos y moléculas
forman los bloques de construccién de la vida, la cualidad misma de la
vida, surge a nivel celular. De manera que la célula es la unidad mas
pequeia de la vida y hemos sabido de ellas durante tanto tiempo en nuestra
vida que hemos dejado de estar conscientes de lo extraordinarias que son en
realidad” — Biologia: ciencia y naturaleza. Audesirk T, et al, 2003.

"La ciencia se compone de errores, que a su vez, son los pasos hacia la verdad.”
(Julio Verne)

"Quien con monstruos lucha cuide de convertirse a su vez en monstruo.
Cuando miras largo tiempo a un abismo, el abismo también mira dentro de ti."
(Friedrich Nietzsche)

"Hay una fuerza motriz mas poderosa que el vapor, la electricidad y la energia
atomica: la voluntad.”
(Albert Einstein)

"Cuando alguien evoluciona, también evoluciona todo a su alrededor...
Cuando tratamos de ser mejores de lo que somos, todo a nuestro alrededor también
se vuelve mejor."

(Paulo Coelho)

"Sacudete el miedo, jMira hacia adelante!
Avanza, nunca dudes.
Huye y moriras, duda y moriras."”
(Tensa Zangetsu - Bleach)

"Me dejaron escoger, ;te lo conté alguna vez?
Escogi al Spartan que quise. Ya me conoces. Investigué, observé mientras te
convertias en el soldado que necesitabamos que fueras.
Al igual que los demas, eras fuerte, rapido, valiente; un lider nato.
Pero tu tenias algo que los demas no tenian: algo que solo vi yo.
¢Lo adivinas? Suerte."
(LLA. Cortana — Halo 3)
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. RESUMEN

El cancer tiene un importante impacto social y econdmico en el sistema de cuidado de la
salud humana y es una de las principales causas de muerte en el mundo. En México el
INEGI estim6 que la mayor cantidad de defunciones, en el 2011 a causa de tumores
malignos, en el caso de las mujeres fueron el cancer de mama y cervicouterino (CaCu). No
obstante el éxito de las terapias actuales contra el cancer, éstas resultan ser ineficientes en
pacientes terminales, costosas, poco selectivas y con efectos colaterales graves, generando
la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas. Al respecto, las plantas han dado
importantes avances en el tratamiento de numerosas enfermedades y muchos
medicamentos derivados de ellas se encuentran actualmente en uso o bajo investigacion
para su tratamiento de muchas enfermedades, incluyendo el cancer. En particular, las
saponinas esteroideas, las cuales poseen una amplia gama de actividades biologicas entre
las que destaca su actividad antitumoral y apoptodtica en diversas lineas celulares de
cancer. Un ejemplo de éstas son la dioscina y la Diosgenina, ambas se han encontrado en
las raices de las especies Dioscorea compositay Dioscorea floribunda, las cuales muestran
actividad antiproliferativa y proapoptoética en células Hela (CaCu) en la linea celular HL60
de leucemia humana y Hel 92.1.7 y K562 (eritroleucemia), 1547 (osteosarcoma), HepG2, y
HuH-7 (carcinoma hepatocelular), HCT-116, HT-29 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de
mama), entre otras. Sin embargo, actualmente se han encontrado nuevas saponinas que
requieren ser evaluadas como agentes con potencial antitumoral. Al respecto, la
Diosgenina Di de la cual en el 2004 se encontré que inhibe la proliferacion de células de
cancer humano, A2780 (adenocarcinoma de ovario), A431 (carcinoma epidermoide), A549
(adenocarcinoma de pulmén), HCT-15 (carcinoma de colon) y K562 (eritroleucemia),
también induce apoptosis en las células HCT-15. No obstante esta informacién, la mayoria
de los trabajos descritos de esta saponina carecen de evaluacion en células no tumorales
que permita determinar si este esteroide posee accion selectiva y de igual manera se
desconoce su efecto en células de cancer cervicouterino, por ello, en el presente estudio
se evalué la actividad antitumoral de la saponina esteroidal O-[a-L-ramnopiranosil (1—4)]-

B-D-glucopirandsido de (25R)-espirost-5-en-3B-ilo (Diosgenina Di) en lineas celulares de
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CaCu. Los resultados obtenidos muestran que la Diosgenina Di afecta el potencial
proliferativo en las lineas de CaCu: Hela, CaSki y ViBo, con una Clsp de 30.8, 32.6 y 40
pug/mL respectivamente a 24 horas del tratamiento. Interesantemente, el efecto
antiproliferativo en las células no tumorales (de cérvix y linfocitos humanos) fue
significativamente menor, indicando una accién antiproliferativa de accion selectiva. Por
otro lado, la nula deteccion de la enzima LDH en los sobrenadantes de cultivos de células
tumorales y no tumorales (linfocitos y células no tumorales de cérvix) tratados con la
Diosgenina Di, sugiere que esta saponina no induce muerte por necrosis tanto en células
tumorales como en no tumorales. De igual manera, la Diosgenina Di indujo en estas lineas
tumorales un cambio morfoldgico resaltando la compactacion celular, la forma esférica, la
pérdida de las proyecciones citoplasmaticas asi como la observacion de cuerpos
apoptoticos, que junto con la deteccidn de la caspasa 3 activa, indican que el compuesto
induce a dichas células a una muerte por apoptosis. Ademas, el incremento en especies
reactivas de oxigeno en los cultivos tratados con el fitoesteroide sugiere que la muerte
apoptoética podria ser inducida a través de esta via. Estos resultados le confieren a la
Diosgenina Di ser considerado como un compuesto con actividad antitumoral de accion
selectiva digno de ser evaluado en modelos in vivo con la intencién de establecer su

potencial terapéutico.
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Il. MARCO TEORICO

La célula

La célula es la unidad estructural y funcional basica de los seres vivos (Nelson y Cox, 2009),
donde los procesos que asociamos a los organismos tienen su origen en ésta. Las
actividades cotidianas como la proteccién, ingestién, digestion, absorcion de metabolitos,
eliminacién de desechos, movimiento, reproduccién e incluso la muerte, son reflejo de
procesos similares que ocurren en cada una de las células; de modo que para que un
organismo pluricelular crezca y se desarrolle adecuadamente requiere de una meticulosa
regulacion de las acciones antes mencionadas (Fig. 1) (Ross y Wojciech, et al, 2007;

Wayne, et al, 2007).

------

R - st A ‘/—_, __ Envoltura nuclear
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Fig. 1. Esquema general de una célula animal donde se muestra su interior y cada uno de sus organelos

(Tomada y modificada de Karp, 2011).

Las células crecen, se desarrollan, reproducen y mueren dependiendo de las condiciones
del medio que las rodea, es decir, su ciclo de vida esta regulado por el medio ambiente

(Alberts, et al, 2008).

En 1855 el patdlogo aleman Rudolf Virchow establece el tercer principio de la teoria
celular el cual menciona: “Las células proceden solo por la division de otras preexistentes”.

A este proceso se le conoce como ciclo celular.
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Ciclo celular

Consiste en un intervalo de biosintesis y crecimiento activo donde la célula aumenta su
masa y contenido, seguido por un episodio relativamente breve de division nuclear
(cariocinesis) que suele ir acompafado por la division del citoplasma (citocinesis) y la
formacién de una nueva frontera o limite para separar los nucleos y el citoplasma en un
par de células hijas (Avers, 1996).El proceso debe estar controlado finamente, tanto en
términos de determinar qué células se tienen que dividir y cuando, como en saber cuando
debe parar. Las células poseen genes de control del ciclo celular; la funcidén correcta de
estos genes no sbélo determina nuestro tamafo, sino que también evita que las células se
dividan incontroladamente y desarrollen un cancer (Bolsover, et al, 2004).Para su estudio y
comprensién se divide en dos fases principales, éstas son la interfase y la fase M (mitosis).
El estadio inicial del ciclo, llamado interfase (que a su vez se subdivide en fase G1, Sy G2)

puede considerarse como el intervalo entre dos divisiones celulares (Fig. 2).

Metabodlicamente activas y sin e
division celular. Estado de Replicacion de protelnasy
quiescencia aumento del tamano celular

Replicacion del ADN 'y
sintesis de histonas

DIVISION

| CELULAR

Division del nacleo

Transcripcion y traduccion de genes que
codifican protelnas necesarias para la
division. Duplicacion de los centriolos

Fig. 2. Representacion del ciclo celular el cual se divide en dos fases principales, éstas son la interfase y la fase M.
La interfase se subdivide en G1, S, G2; en donde la fase S se genera la sintesis del ADN. La fase M incluye los
eventos sucesivos de cariocinesis y citocinesis (Tomada y modificada de
http://biogenmol.blogspot.mx/2008/08/ciclo-celular.html; Karp G., 2011).
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La actividad bioquimica en la interfase se dedica al crecimiento celular y su
funcionamiento normal, ast como la replicacién del ADN de cada cromosoma. El periodo
en el que se sintetiza el ADN se denomina fase S y tiene lugar antes de que la célula inicie
la mitosis. Existen dos periodos durante la interfase, antes y después de la fase S, en los
que no se sintetiza ADN. Estas fases se denominan G1 y G2. En ambas fases, asi como
durante la fase S, hay intensa actividad metabolica, crecimiento celular. Hacia el final de la
G2, el volumen celular practicamente se ha duplicado, el ADN se ha replicado y se ha
iniciado la mitosis (fase M). Citolégicamente, la interfase se caracteriza por la ausencia de
cromosomas visibles; en su lugar es evidente que el nucleo diferenciado esta lleno de
flboras de cromatina, que se han formado a medida que los cromosomas se han
descondensado y dispersado después de la mitosis anterior. Una vez que se han

completado G1, Sy G2, se inicia la mitosis (Klug, et al, 2006).

El término mitosis proviene de la palabra griega "hebra’. Lo acufid el bidlogo aleman
Walther Flemming para describir a los cromosomas que aparecian en forma misteriosa en
las células animales justo antes de dividirse en dos. Es un proceso de division nuclear en el
que las moléculas replicadas de ADN de cada cromosoma se reparten con exactitud en
dos nucleos (cariocinesis). La mitosis suele acompanarse de la citocinesis, un proceso por
el que una célula en division se separa en dos, con lo que el citoplasma se divide en dos
paquetes celulares. Por tanto, la mitosis mantiene el nUmero de cromosomas y genera
nuevas células para el crecimiento y el mantenimiento de un organismo. Por lo general, la
mitosis se divide en cuatro etapas: profase, metafase, anafase y telofase, cada una

caracterizada por una serie particular de sucesos (Karp, 2011).

El final de la mitosis da cabida a un nuevo ciclo en G1 o puede que la célula entre en GO la
cual no es una fase del ciclo celular si no que corresponde a un estado de reposo especial
caracteristico de algunas células, en el cual puede permanecer por dias, meses y a veces
anos (Lomanto, et al, 2003). Al incremento del niUmero de células por division, se le llama
proliferacién celular, por lo cual es muy importante que este regulado este proceso, para

mantener una homeostasis en el organismo.
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El paso a través del ciclo celular se regula por las proteinas cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) que se activan al interactuar con unas pequefias proteinas llamadas ciclinas,
actuando en puntos especificos del ciclo, fosforilando proteinas clave y modulando sus

actividades (Nelson y Cox, 2009).

Regulacion del ciclo celular

La progresién del ciclo de divisiéon celular estd controlada por un grupo de genes,
denominados genes del ciclo de division celular “cdc’ que pueden dividirse en dos
grandes grupos. Primeramente, los genes que codifican proteinas necesarias para la
progresién del ciclo (enzimas y precursores de la sintesis de ADN, enzimas para la sintesis
y ensamblajes de las tubulinas del huso, etc.) y los que codifican proteinas que regulan

positiva o negativamente el ciclo celular (Paniagua, et al, 2007).

Los genes que regulan positivamente el ciclo corresponden a los denominados
protooncogenes. Este sistema esta a cargo principalmente de dos grupos de proteinas que
son el producto de los protooncogenes y trabajan en asociacion: las ciclinas y las cinasas
dependientes de ciclinas (CDK, por sus siglas en inglés: Cyclin dependent kinases). Los
genes que regulan negativamente el ciclo, reciben en conjunto el nombre de genes de
verificacion o en mamiferos genes supresores tumorales; los cuales tienen como misién
asegurar la dependencia, entre dos procesos secuenciales del ciclo celular, es decir que no
se continue el proceso mas alla de un punto si en este, se ha producido una alteracion del
proceso normal. Su principal funcidon es asegurar la fidelidad del genoma durante su
replicacion y segregacion (Paniagua, et al, 2007). Dichos genes pertenecen a un sistema
que regulan la progresion del ciclo celular y cumplen con varias funciones: en primer lugar
deben asegurar que los eventos relacionados con cada fase del ciclo se lleven a cabo en el
momento y en la secuencia apropiada, ademas deben asegurar, que la fase del ciclo se
haya completado adecuadamente antes de que se inicie la siguiente, y por ultimo, deben
responder a las sefiales positivas o negativas al crecimiento y la duplicacién (Wayne, et al,
2007).
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Entre los genes de verificacion se encuentran los que codifican a los siguientes productos:

Proteinas que previenen mutaciones de genes reguladores del ciclo.
Proteinas inductores de la salida del ciclo, hacia un estado celular diferenciado o bien
hacia la apoptosis. Entre las cuales se encuentran la Bad, la Bax y la Bak.

Proteinas que inactivan las CDK por fosforilacion o desfosforilacidn como la cinasa

Wee, que fosforila los aminoacidos Thr 14 y Tyr 15 causando la inactivacion de la CDK.

Proteinas inhibidoras del ciclo tales como:

Un grupo de proteinas inhibidoras de las CDK como las proteinas p21 y p16, que
interaccionan con las CDK.

La proteina del Retinoblastoma (Rb), que en su forma no fosforilada actia como un
represor geénico al capturar los factores de transcripcion necesarios para la
replicacion de ADN, vy asi, inhibe el paso de G1 a la fase S. La fosforilacion de la
proteina Rb provoca la liberacion de estos factores y desencadena una trama
compleja de sefales en la que intervienen varios protooncogenes (ras, c-myc, c-fos).
La proteina p53 resulta esencial para inducir la respuesta de la célula ante el dafio
del ADN, desencadenando la detencion del ciclo celular (Wayne B., et al, 2007) en
G1 al activar la sintesis de p21, la cual inhibe la formacion de complejos CDK-
ciclinas y evita la fosforilacion de la proteina Rb. También induce muerte celular por
apoptosis, mediante la represion del gen bcl-2, o la activacion de los genes Bad, Bax
y la Bak. (Paniagua, et al, 2007).

Este grupo de moléculas, son puntos de transicidén claves en el ciclo celular. Se sabe que

en los mamiferos existen de manera general al menos tres los cuales requieren de ciertas

condiciones para poder superarlo (Fig. 3):

1.

Transicion G1-S: factores de crecimiento, nutrientes, tamafio celular e integridad en
el ADN.
Transicidon G2-M: tamaio celular, integridad del ADN original y del recién sintetizado.

Transicion Metafase-Anafase: la adecuada union de los cromosomas al huso mitotico.
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Fig. 3. Regulacién del ciclo celular. Una gran variedad de moléculas supervisan y coordinan los diversos procesos que tienen lugar durante las

diferentes fases del ciclo celular, regulando los puntos de transicion claves en el ciclo celular (Tomado y modificado de Kierszenbaum, 2008).




Cuando las condiciones de las que depende superar algun punto de transicion del ciclo de
division no se cumplen, la maquinaria celular tratara de subsanar el dafio; de no ser
posible enmendar la afeccién, se puede desencadenar un proceso regulado de muerte

(Wayne, et al, 2007).

Muerte celular

Las células de los organismos pluricelulares son miembros de una comunidad sumamente
organizada (Alberts, et a/ 2008). Por lo tanto, se ven reguladas, por los ritmos de
proliferacion como por los de muerte. Una anomalia en cualquiera de estos ritmos puede
causar trastornos por acumulacién celular (por ejemplo hiperplasia, cancer, enfermedades
autoinmunes) o trastornos por pérdida celular (por ejemplo; enfermedades degenerativas,
isquemia, lesidon, inmunodeficiencia). De tal manera, que el equilibrio entre proliferacion
celular y muerte debe mantenerse con precision (Ross y Wojciech, et al, 2007). Durante el
desarrollo y también en el estado adulto, hay numerosas células que se deterioran y
mueren. La muerte celular es un proceso fisiologico o patologico que conduce a la
eliminacion celular y que tiene una funcién esencial en la homeostasis de los tejidos y en
los estados patologicos (Raff, 1998). Sin embargo, existen diferentes tipos de muerte
celular, los cuales presentan caracteristicas especificas y el comité de nomenclatura sobre
la muerte celular o NCCD (Nomenclature Committee on Cell Death) en 2012 propuso una
serie de recomendaciones para la definicién de las distintas morfologias de muerte celular
(Galluzzi, et al, 2012), describiendo a catastrofe mitotico (Vitale, et al, 2011), anoikis (Wen,
et al, 2011), parthanatos (Wang, et al, 2011), netosis (Remijsen, et al, 2011), entosis
(Overholtzer, et al, 2007), necroptosis (Galluzzi, et al, 2012), cornificacion (Corrales, et al,
2010) pyroptosis (Kepp, et al, 2010) y autofagia (Fulda, 2012); y los dos tipos, mas
estudiados de muerte celular que se reconocen en los organismos son la necrosis y la
apoptosis, presentando diferencias basadas en su morfologia, bioquimica e incidencia (Fig.
4) (Robbins, et al, 1993).
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Fig. 4. Muertes celulares que se presentan habitualmente en el organismo: necrosis y apoptosis. Se muestran sus
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas (Tomada y modificada de

http://medicinembbs.blogspot.mx/2011/03/programmed-cell-death-apoptosis.html).

Necrosis

La necrosis (del griego nekros "muerte”) es la muerte patoldgica de las células o tejidos del
organismo. Se origina por una lesién aguda, irreversible, derivada de una situacion no
fisiolégica o condicidon patologica y que no puede ser reparada por mecanismos de
adaptacion y de resistencia (Lizarbe, 2007). Puede ser definida como un evento
degenerativo producido por un dafo repentino y severo. Dentro de los factores
desencadenantes pueden citarse la isquemia, la hipertermia, hipotermia severa, traumas
fisicos, quimicos, radiacion, pH bajo, hipoxia, ast como concentraciones de agentes téxicos.
Las células que mueren por necrosis presentan caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas
distintivas: los cambios tempranos incluyen un aumento del volumen celular, ruptura de la
membrana plasmatica y liberacion del contenido celular al microambiente, lo que

desencadena un proceso inflamatorio que dafa a las células del tejido circundante.
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La liberacion de hidrolasas acidas de los lisosomas acelera la desintegracion celular en la
fase tardia de la necrosis. La cromatina se condensa de manera irregular en el nucleo y se

degrada en sitios al azar (Sanchez, 2003).

En condiciones fisiologicas el dafio de la membrana plasmatica también puede ser iniciado
por virus, sustancias como el complemento o las proteinas llamadas perforinas (Fig. 4)
(Ross y Wojciech, 2007).

La pérdida en la integridad de la membrana genera la liberacion de toda la gama de
enzimas localizadas en el citoplasma celular, un ejemplo es la lactato deshidrogenasa o
LDH. Esta enzima corresponde a la categoria de las oxidorreductasas, dado que cataliza
una reaccion redox, en la que el piruvato es reducido a lactato gracias a la oxidacion de
NADH a NAD+. Se encuentra distribuida en el citoplasma celular de casi todos los tejidos.
Su contenido es especialmente alto en los rifiones, el cerebro, el higado, el musculo
esquelético y el cardiaco, los eritrocitos y los tejidos tumorales. Las concentraciones de
esta enzima en los tejidos son unas 500 veces superiores a las existentes en el plasma, por
lo que incluso pequeiios dafos tisulares pueden provocar la liberacion de la enzima y

aumentar su concentracion en plasma de forma significativa (Fuentes, et al, 1998).

Apoptosis

El término apoptosis, del griego anémTwolg “caida’ de las hojas de los arboles o los
pétalos de las flores, se acufia en 1972 por John F. Kerr, Andrew H. Wyllie y Alistair R.
Currie (Kerr, et al, 1972). Se considera a la apoptosis como un mecanismo fisiolégico de
muerte (inherente al desarrollo celular), que se desencadena por diversas sefales, las
cuales pueden ser fisioldgicas, o por estimulaciones exdgenas. Estas pueden actuar sobre
receptores de superficie y causar la activacién en cascada de proteinas citoplasmaticas,
dando como resultado la activacidn de un programa genético que conduce generalmente,

a la nucledlisis por la accidon de las endonucleasas (Taylor, et al, 2008).
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Este mecanismo de muerte celular interviene en importantes mecanismos fisioldgicos
como: embriogénesis, mantenimiento de la homeostasis, renovacion tisular y desarrollo y

funcionamiento del sistema inmunitario (Arango, et al, 1997).

La apoptosis esta definida por una serie de distintas alteraciones morfolégicas y
bioquimicas, y ocurre en dos fases: la primera es un compromiso de muerte celular
seguida de una fase determinada por dramaticos cambios morfolégicos estereotipados en
la estructura de la célula; asi ocurre la condensacion y fragmentacién de la cromatina
nuclear, compactacion de los organelos, dilatacion del reticulo endoplasmico, disminucion
en el volumen celular, formacion de vesiculas y fusion con la membrana plasmatica, y
alteracién en la membrana plasmatica donde hay una translocacién de la fosfatidilserina a
la superficie celular que va actuar como sefial de reconocimiento, permitiendo la union de
fagocitos y, de esta manera, evitan la liberacion del contenido celular y la posible reaccién

de inflamacién, Fig. 4 (Solary, et al, 1996).

La apoptosis, como proceso activo dependiente de energia, se puede iniciar por una gran
variedad de estimulos, intracelulares o extracelulares, participando las células en su propia
muerte de una forma organizada y eficiente. Citocinas como el factor de necrosis tumoral
(TNF, por sus siglas en inglés tumor necrosis factor, radiaciones, falta de sefales
hormonales o de factores tréficos son algunos ejemplos de estimulos extracelulares que
inducen apoptosis. Mitosis incompleta, incremento de las especies reactivas de oxigeno
(ERO), de calcio citoplasmatico o dafios irreparables del ADN mediados por la molécula

p53 son ejemplos de sefales intracelulares (Lizarbe, 2007).

El programa de apoptosis se desarrolla en varias etapas. En la primera, etapa efectora o de
determinacion, la célula reacciona ante un estimulo determinado o ante su ausencia
(sefales de desarrollo, estrés celular, alteracion del ciclo celular, etc.) decidiendo iniciar el
proceso de apoptosis. En la segunda, etapa de ejecucion o degradativa, la célula sufre un
conjunto de alteraciones moleculares que desencadenan la muerte celular. A éstas hay
que ahadir la fase de limpieza o eliminacion de los cuerpos apoptoticos, (Fig. 5) (Taylor, et

al, 2008).

12|Pagina



dlet

7

euirbe

a) Via de receptores de muerte Via mitocondrial

(extrinseca) b) (ntrinseca) Optiesa
TNF TRAIL
FasL N Ao2)
A '\,‘l.f4 ;
TNER 1Y
A 1l) TRAIL-RIR2 |
&5 YN (ORYS) Vw

¢) FASE DE EJECUCION ——— o,
[CASPASAS 3,6y 7| e == « §Co) «Y} RE

ﬁ 8. {l % caspasa-12 I

IDNas“'s \Laminas] |Actina] ‘dmnaSI /

« Frogmentacidn col DNA
« Condensacién de la cromating

c) Altoracién de L estructura nudicar
« Protrusiones membranosas (blebbing)
« Pérdida de adhosidn
« Roducciédn del volumen colular
« Otros efectos

=0
ca5pasa-8/10 octva ™.
CASPASA INICIADORA \
/ / Estrés de reticulo endoplasmico
caspasa-2 Endo G d)
&= o O,

Fig. 5.- Vias de seializaciéon que conducen a la muerte por apoptosis. a) Via extrinseca b) Via intrinseca c)Las caspasas iniciadoras activan a las
caspasas ejecutoras, que son las desencadenantes de los diversos procesos celulares que conducen finalmente a la muerte celular por
apoptosis, d) existen otras vias de activacion como la que produce la activacion dependiente de p53 de la caspasa 2 que, a su vez, induce la
liberacion mitocondrial de la oxidorreductasa AIF y la endonucleasa mitocondrial EndoG, que se dirigen al niicleo y promueven la degradacién
de nucleosomal de la cromatina. Otra via es por el estrés del reticulo endoplasmico en la que se altera la homeostasis de calcio; en esta ruta
esta  implicada la caspasa-12 (Tomada y modificada de Lizarbe, 2007; http://www.biooncology.com/biological-
pathways/apoptosis/index.html).




Via extrinseca (o de los receptores de muerte)

Es la ruta de sefializacién del proceso de apoptosis tiene su origen en la membrana celular.
Estos receptores pertenecen a la superfamilia del receptor de TNF (TNFR) cuyos miembros
tienen en comun un dominio extracelular rico en cisteina, un dominio transmembrana y
una secuencia en su dominio citoplasmatico para acoplar el receptor con el resto de la
maquinaria apoptoética. La sefial se inicia tras la union de los correspondientes ligandos
(citosinas proapoptoticas y proinflamatorias como FasL, TNF, etc) a sus respectivos
receptores de muerte (Fas, TNFR1, TRAILR1, etc.). La union del ligando provoca la
homotrimerizacion del receptor y de este modo, el receptor de muerte es capaz de

reclutar proteinas adaptadoras hacia la membrana celular (Lizarbe, 2007).

Las moléculas adaptadoras poseen los dominios efectores de muerte capaces de
interaccionar homofilicamente con algunos miembros de la familia de las caspasas
provocando su activacion. Ese proceso implica la interaccion homofilica entre los dominios
de muerte DD (Death Domain) de los receptores con los de las moléculas adaptadoras
(proteinas puente entre el receptor y la caspasa) como la proteina FADD (Fas Associated
Death Domain). Asi, se forma un complejo de sefializacion de muerte que contiene a la
proteina FADD y las caspasas 8 o 10. La caspasa 8 se activa, dirigiendo de esta forma la
ejecucion de la apoptosis ya que, a su vez, activa a las caspasas ejecutoras (Lizarbe, 2007).
Una de ellas, la caspasa-3 que a su vez puede eliminar un dominio de la proteina Bid,
amplifican la sefal de muerte celular ya que causa dafio a la mitocondria. (Taylor, et al,
2008).

Via intrinseca (o mitocondrial)

El organulo mediador central de una segunda via es la mitocondria, que también puede
ser mediador de la necrosis y de la autofagia. En este organelo se lleva a cabo la apertura
del poro de permeabilidad transitoria (PMPT) facilitando la salida de iones calcio de la
matriz mitocondrial al citosol, el colapso del potencial (AW) de la membrana mitocondrial,

el aumento en la produccidn de ERO y la deplecion del GSH (glutatién reducido), del ATP y
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del ADP en la matriz mitocondrial (Dubin y Stoppani, 2000). Las ERO como: superdéxido,
peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo, son potentes promotores de la apoptosis. La
sobreproduccion de ERO puede ser también la consecuencia de una expresién exagerada
de la proteina p53 (Dubin y Stoppani, 2000), las que causan peroxidacién lipidica y dafios

en la membrana (Orrenius, 2007).

Una gran parte de estimulos apoptoticos (estrés celular, drogas, radiaciones, agentes
oxidantes, etc.) utilizan esta segunda ruta de sefalizacion que se conoce como la via
mitocondrial o intrinseca, que esta regulada por proteinas de la familia Bcl-2. En esta via se
llevan a cabo cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, causando la
liberacion al citoplasma de mas de 40 moléculas implicadas en la apoptosis. Entre ellas se
liberan diversas proteinas apoptogénicas como el citocromo ¢, el factor inductor de
apoptosis (AIF), la endonucleasa G, entre otras. La liberacion del citocromo ¢ es un evento
critico ya que éste interacciona con la proteina citosélica Apaf-1 (Apoptotic protease
activating factor-1). Esta ultima actla como molécula adaptadora en esta via, con dATP y,
posteriormente con la procaspasa-9. Se forma el megacomplejo heptamérico conocido
como apoptosoma que ejecuta el programa apoptético. La formacion del complejo
conduce a un cambio conformacional y activacion de la procaspasa 9 que, a su vez, rompe
el prodominio de caspasas efectoras, como las caspasas 3, 6 y 7, activandolas (Rield y
Salvesen, 2007).

La maquinaria de transmisién de las sefales apoptdticas es compleja. Y se puede iniciar a
través de distintas vias dependiendo del estimulo recibido por la célula. Una vez iniciada la

sefial, ésta se transmite a través de distintas proteinas adaptadoras (Taylor, et al, 2008).

Sin embargo, todas las sefiales convergen al final en la activacién de una familia de
cistein-proteasas, denominadas caspasas, que cortan a la proteina diana detras de un
residuo de aspartico, de ahi el nombre que reciben (cystein-dependent-aspartate-
directed-proteases). Entre ellas, la caspasa mas prevalente en la célula es la caspasa 3, la
cual es la ultima responsable de la mayoria de los efectos apoptéticos junto con la caspasa
6 y 7. Estas son, en Ultimo término, las que degradan una amplia gama de sustratos

durante la apoptosis (Lizarbe, 2007).
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Entre las dianas de las caspasas se puede destacar a ICAD/DFF45 (Inhibitor of Caspase
Activated ADNse/ADN Fragmentation Factor 45) molécula que mantiene inhibida a la
desoxinucleasa activada por la caspasa responsable de la degradacién del ADN durante la
apoptosis), y proteinas estructurales como las laminas nucleares los microfilamentos de

actina y la citoqueratina (Lizarbe, 2007).

Cancer

El término cancer, proviene de “cangrejo” en latin, y fue acufiado por Hipocrates en el siglo
V a.C. para describir enfermedades en las que los tejidos crecen y se diseminan de manera
incontrolada por todo el organismo (Bolsover, et al, 2004). Estas son producidas por
cambios en la conducta de las células provocada por modificaciones en la informacion
genética subyacente en las mismas. Debido a estas alteraciones, las células cancerosas
proliferan sin control formando tumores malignos que tienden a crecer de manera
invasiva, destruyendo tejidos y 6rganos normales. En tanto el crecimiento del tumor
permanezca delimitado, la enfermedad en ordinario se puede tratar y curar por extirpacion
quirdrgica del tumor y del tejido que lo rodea. Sin embargo, una de las caracteristicas
prominentes de los tumores malignos es su tendencia a formar metastasis, es decir, células
que se desprenden de la masa original entran a la circulacién linfatica o sanguinea y se
propagan a sitios distantes en el cuerpo donde establecen tumores secundarios que ya no

son susceptibles de extirpacidn quirdrgica (Karp, 2011).

Los genes que participan en la carcinogénesis constituyen un subconjunto especifico del
genoma cuyos productos proteicos estan implicados en actividades celulares como la
progresién a través del ciclo celular, la reparacién de dafos en el ADN y la adherencia
entre las células vecinas (Karp, 2011). Estos genes se dividen en dos grandes categorias:
oncogenes y genes supresores de tumores. Un oncogén, es un gen cuya presencia puede
desencadenar el desarrollo del cancer. Algunos oncogenes se introducen en las células por

virus que causan cancer, mientras que otros surgen por la mutacion de genes celulares
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normales. En cualquier caso, los oncogenes codifican proteinas que estimulan la
proliferacion celular excesiva y/o promueven la supervivencia celular. Los oncogenes
surgen por mutacién de genes celulares normales denominadas protooncogenes. El
término protooncogén se denomina a los genes que intervienen en la regulacién positiva
de los procesos involucrados en la proliferacién celular, y por lo tanto, al presentarse
mutaciones dominantes, lo que se provoca en potenciar su funcién, tales mutaciones
pueden bloquear o afectar puntos de induccion de degradacion, dominios de regulacion
negativa Al contrario que los oncogenes, cuya presencia puede inducir la formacion de
cancer, la pérdida o inactivacion de los genes supresores de tumores puede también
conducir al cancer. Estos actian como frenos en el proceso de la proliferacion celular,
mientras que los oncogenes funcionan como aceleradores de la proliferaciéon (Wayne, et
al, 2007). Douglas Hanahan y Robert Weinberg en 2011 propusieron que las células

tumorales presentan las siguientes caracteristicas:

» Autosuficiencia en sefiales de crecimiento. Las células normalmente no proliferan si no
se estimulan apropiadamente por un factor de crecimiento. Las células cancerosas
escapan de estos requerimientos a través de la accion de oncogenes que producen
cantidades excesivas o versiones mutadas de proteinas implicadas en las rutas

estimuladoras del crecimiento.

» Insensibilidad a las senales anticrecimiento. Los tejidos normales estan protegidos de
la proliferacion celular excesiva por una variedad de mecanismos inhibidores del
crecimiento. Las células cancerosas deben evadir tales sefales anticrecimiento si
quieren continuar proliferando. La mayoria de las sefiales anticrecimiento actuan
durante la parte final de G1 y ejercen sus efectos a través de la proteina Rb, cuya

fosforilacién regula el paso a través del punto de restriccidon hacia la fase S.

» FEvasion de la apoptosis. La evasidon de la apoptosis, que destruiria las células
genéticamente dafiadas, es crucial para la supervivencia de las células cancerosas. Con

frecuencia, esto se lleva a cabo por la existencia de mutaciones con pérdida de funcidon
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en el gen supresor de tumores p53, que altera la via principal de reparacion o por la

que si el ADN resulta dafiado se desencadenaria la apoptosis.

Potencial replicativo sin limite. El efecto global de los tres rasgos precedentes es
desacoplar a las células cancerosas de los mecanismos que normalmente equilibran la
proliferacion celular con las necesidades de nuevas células del organismo. Sin
embargo, esto no aseguraria la proliferacién ilimitada en ausencia de un mecanismo
de reincorporacion de secuencias teloméricas que se han perdido de los extremos de
cada cromosoma en cada ciclo de replicacion del ADN. El mantenimiento de los
teldmeros, se consigue activando el gen codificador de la telomerasa, pero unas pocas
células cancerosas activan un mecanismo alternativo para mantener los telomeros que
implica el intercambio de informacion de las secuencias entre cromosomas. En cada
caso, las células cancerosas, mantienen la longitud de los telomeros por encima de un

umbral critico y retienen de ese modo la capacidad para dividirse indefinidamente.

Angiogénesis sostenida. En ausencia de un aporte sanguineo, los tumores no creceran
mas alld de unos pocos centimetros de diametro. De esta manera, en algun punto del
desarrollo temprano del tumor, las células cancerosas deben desencadenar la
angilogénesis. Una estrategia comun implica la activacién de los genes que codifican a
estimuladores de la angiogénesis combinada con la inhibicion de genes que codifican
a inhibidores de la angiogénesis. Por ejemplo: los oncogenes ras desencadenan el
aumento en la expresién de los genes que codifican al activador de la angiogénesis
VEGF.

Invasion del tejido y metastasis. La capacidad para invadir tejidos circundantes y
metastatizar en lugares alejados es la caracteristica definida que diferencia un cancer
de un tumor benigno. Las células cancerosas muestran tres propiedades que
desempefan un papel crucial en estos acontecimientos: la adhesion célula a célula
disminuida, motilidad aumentada y la produccion de proteasas que degradan la matriz

extracelular y la membrana basal. La adhesividad disminuida se produce con
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frecuencia por cambios en la E-cadherina, que se pierde en la mayoria de los canceres
epiteliales o bien por mutacién, expresion génica disminuida o destruccidon de la

propia E-cadherina (Weinberg y Hanahan, 2011).

Entre otras caracteristicas se encuentran la inestabilidad gendmica, la evasion de la
senescencia celular, las alteraciones epigenéticas que modifican los genes relacionados
con el cancer, las alteraciones de la proliferacién y diferenciacién celular por microRNA, las
alteraciones en el metabolismo intermedio de la glucosa y la glutamina, la participacion de
las stem cells cancerosas en el mantenimiento de la proliferaciéon celular, también de las
células estromales en el microambiente tumoral, y las alteraciones en la presentacidn

antigénica e inmunosupresion en el microambiente tumoral (Valdespino y Castillo, 2010).

Existen factores biolégicos, quimicos y fisicos que contribuyen al desarrollo del cancer.
Dentro de los biolégicos se encuentran los virus como el virus de papiloma humano que
causa cancer cervicouterino, el virus Epstein-Barr para linfoma de Burkitt, o algunas
bacterias como Helicobacter pylori para cancer de estbmago (Wayne B., et al, 2007). En los
qguimicos se puede mencionar sustancias cancerigenas como el benceno y dentro de los
fisicos se encuentra los rayos UV, todos muestran una propiedad comun, provocan de
manera directa cambios en el genoma, sin embargo la mayoria de los canceres requiere de

multiples mutaciones para que se desarrollen (Alberts, et al, 2008).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimd en 2008 que la principal causa de
muerte en el mundo es el cancer (7.6 millones de casos), localizados en su mayoria en
pulmén, estomago, higado, colon y mama (OMS, 2008), mientras que en México el INEGI
estimd que la mayor cantidad de defunciones en el 2011 a causa de tumores malignos
fueron para los hombres pulmon y prostata mientras que en el caso de las mujeres fue en

mama y cervicouterino (Fig. 6) (INEGI, 2012).
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IMama

13.8

Bronquios y pulmoén 6.4

Estomago 7.0

Higado y de las vias

biliares intrahepaticas 5.5

Colon 4.3

Cervicouterino 10.4
Prostata oo

Fig. 6.- Porcentaje de defunciones en poblacién de 20 afios y mas por tumores malignos segtin sexo en el 2011
(Tomado de INEGI 2012 estadisticas de mortalidad).

Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) o carcinoma del cérvix es una enfermedad en la que se
presentan cambios en las células que cubren las paredes del cuello uterino (porcion
muscular inferior del Utero que se proyecta dentro de la vagina). Estas células inicialmente
normales, a la postre se convierten en precancerosas (Castillo, et a/, 2011). Es un tumor
epitelial, que se propaga por extension local e infiltracion linfatica. La dispersion de la

parte superior de la vagina, la vejiga y el recto es la forma mas habitual de propagacion.

Los casos de CaCu primarios se originan a partir de los tejidos epiteliales que recubren la
mucosa cervical, del epitelio escamoso poliestratificado plano o glandular. Puede verse
una variedad de subtipos histologicos, que varian en grado de diferenciacion y
caracteristicas morfologicas (Lopez y Marcela, 2006). De acuerdo a la OMS, el CaCu es el

segundo tipo de cancer mas frecuente a nivel mundial en la mujer (OMS, 2012).

El CaCu esta caracterizado por una fase premaligna bien definida, la cual puede ser

detectada por examen citologico de células cervicales exfoliadas (prueba de Papanicolaou)
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Los cambios premalignos cervicales representan un espectro de anormalidades
histologicas que van desde una Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) 1 (displasia leve),
NIC 2 (displasia moderada) y NIC 3 (displasia severa/carcinoma in situ) hasta cancer

invasivo, (Fig. 7) (Zaldivar, et al, 2012).

Vista del cérvix
atravésde la
vagina

NICHI

Fig. 7.- Los cambios premalignos cervicales que van desde una NIC 1 (displasia leve), NIC 2 (displasia moderada)
y NIC 3 (displasia severa/carcinoma in situ) segtn la clasificacion de Bethesda (Tomada y modificada de:
http://cancer-cervix-honduras.webatu.com/web_images/estados_de_cervix.jpg)

Se reconocen dos tipos histolégicos principales: el epidermoide espino celular o de células
escamosas Yy el adenocarcinoma. El primero se origina en el epitelio plano estratificado
que recubre el ectocérvix y el segundo en el epitelio cilindrico que tapiza el canal
endocervical. El resto lo constituyen los carcinomas adenoescamosos y de células

pequenas, los cuales son relativamente raros (Lazcano, et al, 2005).
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La infeccidn por el virus del papiloma humano (VPH) ha sido reconocido como un factor

etioldgico para el desarrollo del CaCu (Zaldivar, et al, 2012).

Se han descrito mas de 120 tipos de VPH y aproximadamente una tercera parte de ellos
son capaces de infectar el epitelio del tracto genital (Moody y Laimins, 2010). Otros
tumores relacionados con el VPH son del canal anal, vagina, vulva, pene y de boca, de tal
manera que se ha estimado que el VPH es responsable del 5.2% de todos los canceres en
el mundo (Muioz, et al, 2007).

EL 99.8% de los casos de CaCu se deben a tipos especificos de VPH. El enlace entre el CaCu
y el VPH fue demostrado a principios de los afios 80 por el doctor Haraldzur Hausen y la
infeccidn es un requisito necesario para el desarrollo de esta enfermedad (Lopez y
Marcela, 2006).

La asociacion observada entre VPH y el CaCu, esta entre las mas consistentes de las
identificadas en cancerologia humana, existiendo un consenso creciente en calificarla
como causa necesaria, pero insuficiente, ya que no todas las infecciones por VPH persisten

o progresan a CaCu (Tejada, et al, 2007).
Los factores determinantes que se conocen para que esta progresion ocurra, son:
1. Factores dependientes del virus:

— Tipo viral Dependiendo de los tipos virales, de alto riesgo o bajo riesgo forma un

factor determinante en el desarrollo del cancer (Lépez y Marcela, 2006).

— Persistencia de la infeccion en examenes repetidos. La persistencia puede inducir
cambios genéticos secundarios dado que las proteinas virales interfieren con los
puntos de control del ciclo celular e inducen inmortalizacidn de los queratinocitos
(Lopez y Marcela, 2006).

— Carga viral por unidad celular. Correlaciona directamente con la severidad de la
enfermedad. El VPH 16 puede alcanzar una carga viral mas alta que otros tipos
virales (Tejada, et al, 2007).
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2. Factores ambientales:

— Anticoncepcion hormonal oral. Cuando se consumen durante cinco afios o mas,
aunque el riesgo tiende a desaparecer en los 5 afios siguientes a la interrupcion del
consumo (Castellsague y Mufioz, 2003). La region larga de control, (LCR por las
siglas en inglés: Long Control Region) en el genoma viral, contiene elementos de
respuesta a glucocorticoides, inducibles por hormonas esteroides como la
progesterona (componente activo de los anticonceptivos orales) y la dexametasona.
Estudios han reportado el uso de anticonceptivos orales y la alta positividad al ADN
viral (Lopez y Marcela, 2006).

— Multiparidad. Cuando se tienen mas de 5 embarazos a término. Este factor junto
con el anterior, sugieren una asociacion positiva entre VPH y esteroides (Lopez y
Marcela, 2006).

— Tabaquismo. Se han aislado sustancias carcinogénicas presentes en el tabaco en el
moco cervical, aunque no se conoce bien la dinamica de la interaccion (Lopez y
Marcela, 2006).

- Actividad sexual a temprana edad. Es un conocido factor de riesgo. La prevalencia
de VPH mas alta comprende las edades inmediatas al inicio de las relaciones, y
responde a los patrones de comportamiento sexual de la comunidad (Lopez y
Marcela, 2006).

— Coinfecciones. La Chlamydia trachomatis parece ser un cofactor que actua por
induccién de inflamacién crénica y metabolitos mutagénicos. EL Herpes simple tipo
2 también parece actuar como cofactor, con una evidencia algo mas dudosa
(Tejada, et al, 2007). También citomegalovirus (CMV) herpes virus humanos tipos 6
y 7 (Lbpez y Marcela, 2006).

— Deficiencias nutricionales y bajos niveles de antioxidantes son otros factores
propuestos (Tejada, et al, 2007).

— Estado inmunologico. Ademas de la pérdida de inmunidad natural con la edad, los
polimorfismos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) y del gen supresor
tumoral p53 son otros determinantes inmunologicos de susceptibilidad (Tejada, et
al, 2007).
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—  Multiples parejas sexuales. Hay una fuerte asociacion entre el numero de parejas
que han tenido tanto la mujer como su compaiero a lo largo de su vida y la
adquisicion del VPH (Lépez y Marcela, 2006).

— Predisposicion genética. Representa el 27% del efecto de los factores subyacentes
para el desarrollo del tumor. La herencia afecta la susceptibilidad a la infeccion por
VPH, la capacidad para resolverla y el tiempo de desarrollo de la enfermedad
(Tejada, et al, 2007).

Virus de papiloma humano

El 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, ast
como aves Y reptiles (Lopez y Marcela, 2006). Infecta la piel y mucosas como la cavidad
bucal (Jiménez, et al, 2001), produciendo proliferaciones epiteliales benignas o papilomas
que pueden transformarse a malignas, por lo que su identificacion es muy importante
(Bekkers y Melchers, 2002).

Los VPH son virus pequeios, de 50 a 52 nm de diametro, con ADN de doble cadena.
Aunque el genoma viral puede variar ligeramente entre los diferentes tipos de VPH, se
acepta que tipicamente contienen cerca de 8 pares de bases. (Hebner y Laimins, 2006;
Doorbar, 2006). La capside del virus esta formada por dos proteinas: la L1 es el elemento
estructural primario, encontrandose 360 copias de la proteina organizada en 72
capsomeros en los viriones infectantes, la proteina L2 es un componente menor del virdn y
se cree que puede estar presente en el centro de los capsOmeros pentavalentes en los
veértices del virion (Zaldivar, et al, 2012). Esta proteina L2 interviene en la entrada del virus
a las células, en la localizacion de los componentes virales en el nucleo, en la union al

ADN, en la formacion de la capside y en la estabilidad (Martinic y von Herrath, 2008).
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Se subdividen en grupos de alto y bajo riesgo oncogénico. Dentro de los de alto riesgo,
cabe destacar los tipos 16 y 18, que juntos se estima son responsables de
aproximadamente el 70% de los casos de CaCu invasivo, y que estan en mas del 50% de
los carcinomas basalioide y verrugoso de vulva, pene, y vagina, y en mas del 50% de
carcinomas de ano. Entre los tipos de VPH de bajo riesgo, hay que destacar el 6 y 11, que
cursan predominantemente con condilomas acuminados y papilomatosislaringea (Tejada,
et al, 2007). La infeccidon por VPH requiere que las particulas virales accedan a la capa
basal epitelial y penetren a las células basales en divisidn. Es bien conocido que previo a
que los VPH establezcan una infeccion, tienen que experimentar un complicado proceso

para unirse y entrar a la célula huésped (Richards, et al, 2006).

Cuando se produce una erosion o microtrauma en la capa superficial de los epitelios
diana, se facilita que el virus pueda penetrar en las células de la capa basal, donde
amplifica su genoma, expresando las proteinas E1, E2, E6 y E7 (Tejada, et al, 2007). Las
células en la capa basal consisten en troncales y en transito que se estan dividiendo
continuamente y proveen un reservorio de células para las regiones suprabasales. La
infeccion de estas células por el VPH conduce a la activacion de la expresion en cascada de
los genes virales que provoca la produccion de aproximadamente 20 a 100 copias
extracromosomicas del ADN viral por célula. Este promedio de niumero de copias es
establemente mantenido en las células basales indiferenciadas a través del curso de la
infeccidon (Zaldivar, et al, 2012). Una vez en el interior celular, el genoma viral es dirigido al
nucleo, donde se replica en forma episomal o replicacidn tipo plasmido; sin embargo
cuando ya se ha generado el carcinoma de cérvix, el genoma viral puede encontrarse
integrado al genoma celular, preservando siempre los oncogenes E6 y E7 y perdiendo o
interrumpiendo uno o mas genes virales. Las proteinas tempranas E6 y E7 son
responsables de la transformacién carcinogénica provocada por los virus de alto riesgo. La
proteina E6 impide la translocacién de p53 al nucleo y propicia su degradacion por
ubiquitinizacion, promueve la sobreexpresion de la telomerasa, e interactla
negativamente con Bax. E7 se une a proteinas supresoras de tumores de la familia de pRb
y promueve la duplicacion celular. Mientras que E1 y E2 son las proteinas responsables de

la replicacion viral, (Fig. 8) (Lopez y Marcela, 2006).
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Los principales tratamientos para el cancer se pueden categorizar en cirugia, radioterapia y
guimioterapia, los cuales se elegiran de acuerdo a la etapa clinica (National Cancer

Institute, 2013).

Tratamientos contra el cancer

» La cirugia: La cirugia fue el primer tipo de tratamiento utilizado para combatir el
cancer y hasta la fecha sigue siendo la opcidn mas utilizada para remover tumores
solidos. En la actualidad se utiliza para tratar el cancer que no ha formado
metastasis (Noriega y Noriega, 2008).

Histerectomia. Se extirpa quirirgicamente el Utero, con otros érganos o tejidos o
sin estos. En una histerectomia total, se extirpan el Utero y el cuello uterino. En una
histerectomia total con salpingooforectomia, se extirpan a) el Utero mas uno de los
ovarios y una de las trompas de Falopio (unilateral), o b) el Utero, ambos ovarios y
ambas trompas de Falopio (bilateral). En una histerectomia radical, se extirpan el
utero, el cuello uterino, ambos ovarios, ambas trompas de Falopio y el tejido

circundante (Fig. 9) (National Cancer Institute, 2013).

Histerectomia total Histerectomia total con
salpingooforectomia

4
Ovario

; Falopio
:}Cuello uterino Fig. 9.- La cirugia que se utiliza a
. veces para tratar el cancer de
Vaging cuello uterino es la histerectomia y
esta puede ser total, total con
salpingooforectomia y radical
(Tomado de
http://www.cancer.gov/PublishedC
ontent/Medialinks/398361.html).

Tejido
circundante-

S

Incisién transversal  Incision vertical
baja
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> La radioterapia en ella se utilizan ciertas longitudes de onda de alta energia como
los rayos gamma, X, etc. para eliminar las células malignas. Esta técnica se puede
utilizar a varios niveles para destruir a las células transformadas o para prevenir que
las células normales o malignas proliferen y formen tumores. En éste tratamiento se
llegan a eliminar a todas las células que se encuentran ciclando, incluyendo a
células no tumorales. Hay dos tipos; la externa utiliza una maquina fuera del cuerpo

que radia la region del crecimiento del tumor y la interna utiliza una

sustancia radiactiva sellada en agujas, semillas, cables o catéteres que se colocan

directamente en el tumor o cerca del mismo (National Cancer Institute, 2013).

» La quimioterapiaes un tratamiento contra el cancer en el cual se
utilizan medicamentos para interrumpir el crecimiento de células cancerosas,
mediante su destruccidn o evitando su multiplicacion. Cuando se administra
oralmente o seinyectaen unavena o musculo, los medicamentos ingresan al
torrente sanguineo y afectan las células cancerosas en todo el cuerpo
(Quimioterapia sistémica). Cuando se coloca directamente en elliquido
cefalorraquideo, un 6rgano o una cavidad corporal como el abdomen, los
medicamentos afectan principalmente las células cancerosas en esas areas

(quimioterapia regional) (National Cancer Institute, 2013).
Los medicamentos aprobados para tratar el cancer de cuello uterino son:

* Blenoxane (bleomicina)
» Hycamtin (Clorhidrato de topotecan)
* Platinol (cisplatino)

* Platinol-AQ (cisplatino)

La forma en que se administra la radioterapia y/o quimioterapia depende del tipo y

el estadio del cancer que esta siendo tratado (National Cancer Institute, 2013).
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La vacunas Entre las nuevas opciones de prevencion destacan el uso de las vacunas
preventivas a VPH, las cuales estan basadas en la produccién de las particulas tipo virus

(virus — likeparticles, VLPs) (Serrano y Pastrana, 2007).

La Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) ha aprobado dos vacunas para prevenir la infeccion por VPH:
Gardasil y Cervarix. Ambas vacunas son muy efectivas en la prevencion de infecciones por
los tipos 16 y 18 de VPH, dos de los VPH de "alto riesgo” que causan la mayoria (70%) de
los canceres de cuello uterino y de ano. Gardasil impide también la infeccién por los tipos

6y 11 de VPH, los cuales causan 90% de las verrugas genitales (Koutsky, et al, 2002).

Actualmente se aplican estas terapias contra el cancer que resultan ser efectivas cuando el
tumor esta en una fase temprana de desarrollo, sin embargo resultan ineficientes en
estadios avanzados de la enfermedad, ademas de generar efectos secundarios graves
demeritando la calidad de vida de los pacientes. Tal es el caso de los compuestos
utilizados en la quimioterapia, cuyo principio de accién de la mayoria de estos
compuestos, se basa en el potencial replicativo de la célula cancerosa en comparacién con
el de las células sanas, por lo que estos compuestos también ocasionan la muerte de las
células no cancerosas que crecen y se dividen rapidamente como lo son las de la sangre.
Una parte de la investigacion en el desarrollo de estos farmacos, se enfoca en encontrar
medicamentos que sean especificos para las células tumorales, con lo cual se espera
incrementar la eficacia del tratamiento y reducir los efectos secundarios (Schlaepfer y
Mendoza, 2010).

Por otro lado, algunos productos naturales, son metabolitos secundarios de plantas,
hongos, y organismos marinos cuya funcion no se conoce con exactitud, aunque se
cree  que muchos se originaron en estos seres para defenderse de diversos agentes
externos. Como consecuencia de ser el resultado de una seleccion a lo largo de la
evolucion de las especies, los productos naturales poseen actividades bioldgicas muy
variadas, por lo que se han utilizado en terapéutica o tomado como modelo para

realizar modificaciones estructurales especificas y generar nuevos farmacos.
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De esta forma, los productos naturales o sus derivados constituyen una buena parte
del arsenal terapéutico disponible, ademas de resultar esenciales en algunos casos para
identificar la diana de un farmaco sintético o establecer su implicacién en una

determinada ruta bioquimica (Schlaepfer y Mendoza, 2010).

Actualmente, la busqueda de compuestos de origen natural es persistente, principalmente
aquellos que son de origen vegetal. Al respecto ha llamado la atencion las saponinas
esteroideas, las cuales se han descrito con diversas actividades bioldgicas, incluyendo la

actividad antitumoral.

Saponinas Esteroidales

Entre las diversas familias que conforman el grupo de los esteroides se encuentran las
saponinas, compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Son metabolitos
secundarios biosintéticos cuyos precursores son los esteroles, los cuales constituyen
estructuralmente una clase diversa de productos naturales y son uno de los mejores
componentes utilizados en la medicina tradicional (Min-Jie, et al, 2005). Las saponinas (del
latin: sapo = jabon) tienen en comun la propiedad de producir abundante espuma en
medio acuoso (Maier, 2009). Estas poseen actividad biolégica diversa, por ejemplo,
antimicrobiana (Jun-Dong, et al, 2005), molusquicida (Abdel, et al, 1999), insecticida,
anticonceptiva, inhibidora del crecimiento vegetal, antiinflamatoria, hipocolesterolémica,
inmunomoduladora, antioxidante, hipoglucemiante, hemolitica, antiviral (Rao, y Gurfinkel,
2000), citotodxica y antitumoral (Podolak, et al, 1998; Hu., et al, 1999; Mimaki, et al, 2001;
Kuroda, et al, 2001).

Abundan especialmente en las monocotiledoneas: Dioscoraceae, Amarylidaceas,
Agacaceaey Liliaceae. La actividad de las saponinas dependera de su estructura quimica,
un ejemplo es la presencia o ausencia de azUcares en la molécula, la diferencia entre el

tipo y el nUmero de azlcares influye en la respuesta bioldgica (Trouillas, et al, 2005).
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En pruebas in vitro se manejan como agentes citotoxicos que mejoran la especificidad en
el tratamiento del cancer; y que su actividad esta relacionada con la estructura usando una
combinacion de diferentes azlcares y agliconas (Hong-Ji, et al, 2006). Las saponinas son
glicdsidos en los cuales varias unidades de monosacaridos se enlazan mediante un enlace
glicosidico a un resto denominado aglicona (Fig. 10). La region aglicona puede ser de
naturaleza triterpénica o esteroidal, por lo que las saponinas se clasifican en saponinas

triterpénicas o saponinas esteroidales, respectivamente.

Monosacaridos

Rha —Glu

Rha

Enlace Glicosidico

Fig. 10.- Ejemplo de la estructura molecular de una saponina esteroidal (Tomado y modificado de:
http://www.plantas-medicinal-farmacognosia.com/temas/glucosidos/saponinas/estructura).

Por hidrolisis de las saponinas esteroidales se obtienen las sapogeninas esteroidales, de
gran interés para la industria farmacéutica por ser precursores en la sintesis de hormonas y

corticoides (Eskander, et al, 2010).

El papel fisioldgico de saponinas en las plantas no es todavia plenamente entendido, no
obstante hay un nimero de publicaciones que mencionan su identificacion en las plantas,
y sus multiples efectos en las células animales y en hongos y bacterias, sélo unos pocos
han dirigido su atencidén a su funcién en las células vegetales, muchas saponinas son
conocidas por ser antimicrobianas, para inhibir los hongos, y para proteger las plantas del

ataque de insectos (Francis, et al, 2002).
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Las saponinas pueden estar consideradas como parte de los sistemas de defensa, y como
tal han sido incluidos en un grupo grande de moléculas protectoras. También ha sido
sugerido que estas podrian ser una fuente de monosacaridos y la materia prima para la

sintesis de hormonas vegetales (Francis, et al, 2002).

St bien existe una gama de saponinas, son pocas las que han sido caracterizadas
ampliamente. Entre las mas conocidas tenemos a la Dioscina, Diosgenina, Hecogenina,
Sarsasapogenina, entre otras. Sin embargo, un interés especial ha surgido por la Dioscina y
sus derivados, ya que ésta se ha descrito con actividad biologica diversa y de gran

potencia (Fernandez, 2010).

Dioscina

Una de las saponinas espirostanicas mas estudiadas es la Dioscina denominada: O-[a-L-
ramnopiranosil (1—2)][a-L-ramnopiranosil(14)]-B-D-glucopiranésido de (25RK)-espirost-5-
eno-3B-ilo, (Fig. 11) la cual se aisld6 en 2001 a partir del extracto de Polygonatum
zanlanscianense 'y también esta presente en las raices de las especies Dioscorea composita
y Dioscorea floribunda. Por hidrélisis, se descompone en Diosgenina (Fig. 11), D-glucosa y
2 unidades de L-Ramnosa (Fernandez, 2010). Se ha reportado que la Dioscina presenta
actividad antitumoral, antifungica y antiviral (Li, et a/, 2005). Y que induce diferenciacién y
apoptosis en la linea celular HL60 de leucemia humana (Wang, et al, 2001). En 2002 se
publico un reporte sobre la actividad antiproliferativa y proapoptotica inducida por la
Dioscina en células Hela, en el que se observd induccidon de actividad apoptotica con

incremento en la actividad de las caspasas 3y 9 (Cai, et a/, 2002).

Con el proposito de incrementar la actividad antitumoral de la Dioscina, se han sintetizado
analogos de la Dioscina efectuando modificaciones en la parte hidrofilica de la molécula.
Aun no se emplea a la Dioscina como agente terapéutico; sin embargo ya se encuentran

reportes sobre la elucidacidon de sus mecanismos moleculares de accidén (Fernandez, 2010).
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Diosgenina

Un ejemplo de sapogenina esteroide es la Diosgenina, denominada: (25R)-espirosta-5-
eno-3B-ol (Fig. 11) que fue aislada por primera vez en 1936 por Takeo Tsukamoto, a partir
de Dioscorea tokoro. En la década de los cuarentas, Russell Marker encontré en México
que la Dioscorea composita, conocida como barbasco, contiene de 7 a 9% de Diosgenina.
Esta molécula se ha utilizado como materia prima en el proceso industrial de fabricacién
de cortisona y hormonas sexuales como la progesterona (Anaya, 2003). También se ha
encontrado en Dioscorea floribunda. Se ha reportado, que la Diosgenina posee actividad
antiproliferativa frente a varias lineas celulares, como Hela (cancer cervicouterino)
(Mimaki, et al, 1996), HelL92.1.7 y K562 (eritroleucemia), 1547 (osteosarcoma) (Son, et al,
2007), HepG2, C3A y HUH-7 (carcinoma hepatocelular), HCT-116, HT-29 (cancer de colon)
(Lepage, et al, 2011) MCF-7 (cancer de mama) y otras. Se determind también que en

ciertos casos es inductora de apoptosis (Fernandez, 2010).

Diosgenina Di

La Diosgenina Di denominada "O-[a-L-ramnopiranosil(l1—4)]-B-D-glucopirandsido de
(25R)-espirost-5-en-3B-ilo” (Fig. 11), un glucdsido triterpeno pentaciclico una vez llamado
prosapogenina B de Dioscina, se aislo de Dioscorea tokoro por Kawasaki y colaboradores,
por primera vez en 1968. Y recientemente un estudio sobre las sustancias bioactivas a
partir de recursos naturales, aislaron este compuesto de Dioscorea futschauensis, la planta
fuente de la medicina tradicional china "Mian Bi Xie", que se usa para tratar el reumatismo
y las enfermedades del tracto urinario (Wang, et al, 2004). En este estudio se mostro su
efecto inhibidor en la proliferacidon de diferentes lineas celulares de cancer humano
revelando por primera vez que la Diosgenina Di muestra fuerte actividad contra el cancer,
mayor que la del cisplatino. Ya que inhibe la proliferacién de células de cancer humano,
A2780 (adenocarcinoma de ovario), A431 (carcinoma epidermoide), A549
(adenocarcinoma de pulmoén), HCT-15 (carcinoma de colon) y K562 (eritroleucemia),

también se encontré que induce apoptosis en las células HCT-15 (Wang, et al, 2004).
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En México se logré aislar también a la Diosgenina Di, a partir de la Dioscorea floribunda M.
Martens et Galeotti, la cual se obtuvo en el Municipio de Tuzamapan de Galeana en la
Sierra Norte de Puebla. Se purifico por cromatografia en columna y se caracterizé en el
Laboratorio de Sintesis y Modificacion de Productos Naturales de la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla, por el grupo de investigadores dirigido por el Dr. Jesus

Sandoval Ramirez. K (Fernandez M., comunicacion personal, 09 Febrero 2013).

Es necesario resaltar que la Dioscina y la Diosgenina han sido fuertemente estudiadas
mientras que la Diosgenina Di solo existe el estudio de Wang S. y colaboradores, que en el
2004 muestran, que la Diosgenina Di posee actividad antiproliferativa e inductora de
apoptosis en células de cancer de colon mediante la reduccién del potencial mitocondrial
y la liberacion de citocromo c. Estos resultados sugieren que puede ser un buen candidato
como un agente quimioterapéutico. Sin embargo, no existen estudios sobre el CaCu, por

lo que resulta de interés investigar la actividad antiproliferativa y selectiva de la saponina

Diosgenina Di en lineas de CaCu y células no tumorales.

o,%g\/o Dioscina
HO-

o
HO H Diosgenina
HO OHAZAR

Diosgenina Di

Fig. 11.- Estructura molecular de la Dioscina, de la Diosgenina y la Diosgenina Di

(Tomado y modificado de: Fernandez, 2010).
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l1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaCu es considerado un importante problema de salud en México, debido a que es la
segunda causa de defunciones por tumores malignos en mujeres. Existen una gran
variedad de tratamientos que se aplican a los pacientes con cancer; sin embargo, estos
resultan ser poco selectivos, costosos, ineficientes en estados avanzados de la enfermedad
y generan efectos colaterales que demeritan la calidad de vida del paciente. Ademas, el
efecto antitumoral de la mayoria de los farmacos utilizados para el tratamiento de esta
patologia esta basado en su accion citotoxica con nula o baja accidn selectiva por lo que
surge la necesidad de generar nuevas alternativas basadas en compuestos que presenten
una actividad antiproliferativa y de accidn selectiva. Dentro de las nuevas alternativas con
posibles fines terapéuticos que presentan un fuerte interés son los compuestos de origen
vegetal, particularmente las saponinas esteroidales como la Diosgenina y Dioscina, cuya
actividad bioldgica es diversa, destacando la actividad antiproliferativa e inductora de
apoptosis. La escasa informacion acerca de la Diosgenina Di genera la necesidad de
determinar su actividad antitumoral, citotoxica y selectiva en lineas celulares de cancer
cervicouterino Hela CaSki y ViBo con el fin de aportar informacién que permita establecer

el potencial terapéutico que posee esta saponina de origen natural.
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IV. JUSTIFICACION

El CaCu se encuentra entre los tipos de cancer femeninos de mayor importancia a nivel
mundial, y en México es la segunda causa de muerte en mujeres, ya que es precedido por
el cancer de mama. El reporte por parte del INEGI indica un total de 4,500 defunciones
anuales lo que representa un gran problema de salud. La baja eficiencia de los diferentes
tratamientos contra el cancer en pacientes con la enfermedad avanzada o que presentan
metastasis, ha generado la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas. Actualmente
existe un fuerte interés en la busqueda de compuestos con potencial antiproliferativo,
entre los que se destaca a las saponinas esteroidales. Por lo que es importante la
valoracién de nuevas saponinas como la Diosgenina Di, para determinar la actividad
antitumoral en células de CaCu, Hela, CaSkiy ViBo y su efecto en células no tumorales,

con el fin de aportar informacion que permita establecer el potencial terapéutico.
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V. HIPOTESIS

Es conocido que diferentes saponinas esteroidales presentan actividad antiproliferativa, tal
es el caso de la Dioscina, y la Diosgenina. Dicha actividad antiproliferativa ha sido probada
en diferentes lineas celulares tales como Hela (cancer cervicouterino), Hel 92.1.7 y K562
(eritroleucemia), osteosarcoma 1547, HepG2, C3A y HUH-7 (carcinoma hepatocelular),
HCT-116, HT-29 (cancer de colon), HL60 (leucemia), MCF-7 (cdncer de mama). Con base a
lo anterior, se espera que la Diosgenina Di, presente actividad antiproliferativa e inductora

de muerte en lineas celulares de CaCu, Hela, CaSkiy ViBo.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo General

» Evaluacién del efecto antitumoral e inductor de muerte celular, de la saponina
esteroidal " O-[a-L-ramnopiranosil (1—4)]-B-D-glucopirandsido de (25R)-espirost-5-

en-3B-ilo” (Diosgenina Di) en lineas celulares de CaCu.
Objetivos Particulares

v" Desarrollar cultivos de las lineas de CaCu asi como de linfocitos de sangre periférica

humana y células no tumorales provenientes del cérvix humano.

v Determinar la concentracién inhibitoria media (Clsp) de Diosgenina Di, en cultivos de

células de CaCu.

v Evaluar el efecto de la Diosgenina Di en el potencial proliferativo de células no

tumorales provenientes de cérvix humano y de linfocititos de sangre periférica humana.

v Determinar si la Diosgenina Di a la Clsp obtenidas para las células tumorales ejercen
dafio en la integridad de la membrana plasmatica de células tumorales y no tumorales,
determinada por la cuantificacién de la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) y

mediante la incorporacién celular de ioduro de propidio (IP).

v Determinar si la Diosgenina Di induce muerte por apoptosis en cultivos de células de
CaCu, a través de la expresion de la caspasa 3 activa evaluada por citometria de flujo, ast
como la evaluacion de la condensacién de la cromatina y/o formacion de cuerpos

apoptoéticos por observados microscopia por epifluorescencia.

v Observar el efecto de la Diosgenina Di en la morfologia celular mediante la técnica de

microscopia de contraste de fases.

v" Evaluar la generacién de especies reactivas de oxigeno en células de CaCu mediante la
técnica de diclorofluoresceina (DCFH) evaluada por citometria de flujo, como parte del

mecanismo de induccidon de muerte celular apoptotica.
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VIl. MATERIAL Y METODO

Preparacion del stock del compuesto

La saponina esteroidal “O-[a-L-ramnopiranosil (1—4)]-B-D-glucopirandsido de (25R)-
espirost-5-en-3B-ilo” (Diosgenina Di) se extrajo de la Dioscorea floribunda M. Martens
Galeotti, la cual se obtuvo en el Municipio de Tuzamapan de Galeana en la Sierra Norte de
Puebla. El material vegetal fue depositado en el Herbario y Jardin Botanico de la

Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP).

El rizoma se seco y pulverizo. La extraccidon se realizd con isopropanol y el compuesto se
hallé junto con otros metabolitos como la Dioscina. Se purificd por cromatografia en
columna y se caracterizd en el Laboratorio de Sintesis y Modificacion de Productos

Naturales de la BUAP a cargo del Dr. Jesus Sandoval Ramirez.

Se solubilizaron 1000 pg de Diosgenina Di en 100uL de Dimetilsulféxido (DMSO) evitando

que se generaran cristales o precipitados del compuesto en el medio de cultivo.

Cultivo de las lineas tumorales Hela, CaSkiy ViBo

Con lineas celulares de carcinoma epidermoide de cuello uterino: Hela positivo al VPH
tipo 18, CaSki positivo al VPH tipo 16, y ViBo negativo a VPH, se establecieron cultivos
celulares en cajas Petri de 100 mm de diametro (Pirex, E.U.A.), con 10 mL de medio de
cultivo RPMI-1640 (1640 del Roswell Park Memorial Institute; Gibco, E.U.A.) con rojo fenol,
suplementado con L-glutamina, bencilpenicilina (Grinenthal, MEX) y SNT (suero de
ternera neonata; Gibco, E.U.A.) al 5 %. Se mantuvieron a 37° en una incubadora (NuAire,
E.U.A) con una atmosfera saturada al 5 % de CO, y humedad a punto de rocio.
Posteriormente, se sembraron en cajas de 96 pozos (7500celulas por pozo en 100uL) bajo
las mismas condiciones, se dejaron durante 24 horas para su adherencia y fueron

utilizadas para los diferentes experimentos (Cultek, 2013).
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Procesamiento y obtencion de células no tumorales de cérvix humano

Las células no tumorales fueron obtenidas de una muestra de tejido del cérvix uterino, de
pacientes sometidas a histerectomia por causas diferentes a CaCu. Una vez obtenida la
pieza quirdrgica fue transportada en medio de cultivo RPMI-1640 al 20 % de Suero Fetal
Bovino (SFB) (Hyclone, EU.A), y procesada en las siguientes dos a tres horas. El
procesamiento consiste en escindir el tejido en trozos pequefios (1 mm), y someterlos a
una disgregacion enzimatica con tripsina al 0.1 %, la cual se llevd a cabo colocando los
trozos de tejido en un matraz Erlenmeyer de 50 mL, con 10 mL de tripsina a 37 °C en un
bafio maria durante 15 min en agitacion constante. Una vez concluido el tiempo, la mezcla
se vertio a través de una malla de nylon que permite soélo el paso del material disgregado,
dejando el tejido no disgregado en la malla. Posteriormente se llevo acabo la segunda
ronda de disgregacion enzimatica mediante tripsina al 0.1 % para volverse a filtrar. El
filtrado fue centrifugado por 5 min a 1500 rpm, se decanté el sobrenadante y el botén
celular fue cultivado en cajas Petri de 60 mm, y se mantuvo en una incubadora al 5 % de
CO; y una atmésfera de humedad a punto de rocio, durante 24 horas maximo. Después de
este tiempo de incubacion, se realizd el cambio de medio, de tal manera que fueron
removidas las células no adheridas, afiadiéndose medio fresco suplementado con SFB al

10 % continuandose ast hasta obtener un 70% de saturacion celular (Cultek, 2013).

Efecto en la proliferacion

v’ Determinacion de la Clsp mediante la técnica de incorporacion del colorante cristal

violeta en células tumorales: Hela, CaSki y ViBo

Se sembraron en placas de 96 pozos 7500 células (por pozo) provenientes de cancer CaCu
(HeLa, CaSkiy ViBo), con 100 uL de medio RPMI-1640 al 5 % SNT. A continuacion, se retird
el medio de cultivo y se adicion6 en RPMI 1640 fresco 5 % de SNT las diferentes
concentraciones de Diosgenina Di a partir de una dilucion seriada (que van de mayor a
menor desde 200 100, 50, 25, 12.5 6.25 3.125 y 1.56 uyg/mL). El ensayo control contemplo

la cantidad de disolvente utilizada en la concentracion maxima a probar (al 1%) y un
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testigo al cual se le realizé6 cambio de medio Unicamente. El cultivo con el compuesto se
mantuvo por 24 horas, Transcurrido el tiempo de estimulo, las células se fijaron durante 20
min con 50 pL/ pozo de glutaraldehido al 1.1 % (Sigma-Aldrich, E.U.A.); posteriormente se
lavd y se enjuagod con agua bidestilada y afiadié 50 pL/ pozo del colorante cristal violeta al
0.1 % en solucién amortiguadora de acido formico (Sigma-Aldrich, EU.A) pH 6.0 y se
mantuvieron durante 10 min en agitacién constante. Después de la tincion, las cajas de
cultivo fueron lavadas tres veces con agua bidestilada. Posteriormente, se afadieron 50 pL
de acido acético al 10 % vy se dejaron en agitacidon durante 20 min. Finalmente, se tomo
lectura de cada pozo en un lector de placas de ELISA (EIx800; Bio-Tek) a 590 nm, y las
densidades oOpticas se graficaron como porcentaje de proliferacion celular con respecto al

control (Fernadndez, et al, 2011).

Para calcular las Clso (concentracion inhibitoria media del numero celular para cada linea
celular tumoral), los datos arrojados por el espectrofotometro fueron procesados en el
programa para computadora Microsoft Office Excel 2010, para obtener las curvas dosis
respuesta, que muestran el efecto del compuesto sobre la poblacion celular.
Posteriormente se realizaron ensayos a partir de los datos obtenidos, hasta obtener el
intervalo que revelara la Clsp observada (los valores obtenidos por el lector de placas
ELISA fueron promediados y comparados en porcentaje al grupo control). Una vez
determinado el intervalo en el cual se realizaron curvas puntuales que abarcaban el
intervalo y con los valores obtenidos se realizo la linealizacion de la curva y se obtuvo la
ecuacion lineal. Con base a ella se calculd la Clso. Para comprobarla se evaluo

experimentalmente la concentracién obtenida mediante la ecuacion lineal.

v Evaluacion del efecto de la Diosgenina Di sobre la proliferacion de linfocitos

humanos mediante la técnica de incorporacion de carboxifluoresceina (CSFE).

Se colectaron 20 mL de sangre periférica de un donador sano en tubos con EDTA,
posteriormente la sangre fue vertida en cuatro tubos cénicos de vidrio, 5 mL cada uno, los
cuales ya tenian 5 mL de Histopaque™-1077 (Sigma-Aldrich, E.U.A.), y en seguida fueron

centrifugados inicialmente a 300 rpm y se incrementaron gradualmente de 300 rpm mas
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cada 2 min hasta llegar a 1500 rpm, se dejaron centrifugar durante 25 min mas.
Posteriormente, se retird el plasma sanguineo y se colecto el anillo de leucocitos, el
paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a tubos limpios y resuspendido con
10 mL de buffer fosfato salino (PBS por sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline)
cada uno, a continuacion se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, se elimind el
sobrenadante para resuspenderse en 5 mL de RPMI-1640 sin suero y se determind el

numero celular en una camara de Neubauer.

Para marcar con carboxifluoresceina (Sigma-Aldrich, E.U.A) los linfocitos fueron
resuspendidos en 4 mL de PBS con 10 pL de carboxifluoresceina y se incubaron durante 15
min protegidos de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con PBS al
5% de SFB luego se centrifugaron a 1500 rpm (dos veces) y se resuspendieron en 4 mL de
RPMI-1640 al 20% de SFB. Para activarlos con fitohemaglutinina, los linfocitos fueron
transferidos a tubos cénicos a una densidad de 1 000 000 células/mL de RPMI-1640
suplementado con 20% de SFB 'y 25 pL de fitohemaglutinina/mL (Micro Lab S.A., Méx.). Se
prepararon las concentraciones del tratamiento a evaluar cuidando de mantener la
concentracién final de 1 000 000 células/mL de medio total (tubos por condicion;
activados y marcados con carboxifluoresceina, vehiculo y tratamiento). Se realizaron dos
lavados con PBS libre de suero. Para el tratamiento con la Diosgenina Di se trataron las
células con diferentes concentraciones incluyendo la Clsp mas alta de células de CaCu. Las
células contenidas en cada tubo cénico fueron sembradas en la placa de cultivo de 96
pozos a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 pL e incubadas
por 72 horas hasta su evaluacion. Para ello se retird el sobrenadante y se resuspendio en 1
mL de verseno frio por 5 min, se centrifugd y retird. Posteriormente, se resuspendio con
500 pL de PBS (dos veces), para leerse en el citometro de flujo (FACS Aria Il, BD systems
E.U.A)) y se analizaron con el programa FACSDiva version 6.1.2. (Quah y Parish, 2012).
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v Evaluacion del efecto de la Diosgenina Di sobre la proliferacion de células no
tumorales provenientes de cérvix humano mediante la técnica de incorporacion del

colorante cristal violeta

Se sembraron en placas de 96 pozos 10000 células (por pozo) de cérvix no tumorales, con
100 pyL de medio RPMI-1640 al 20% de SFB respectivamente. A continuacién, se retiro el
medio de cultivo y se adiciondé en RPMI 1640 fresco 20% de SFB con diferentes
concentraciones de Diosgenina Di (que abarcan el rango de las Clsp de las células
tumorales de 20 a 40ug/mL). De igual manera, el ensayo control contemplo la cantidad de
disolvente utilizada en la concentracion maxima a probar y un testigo al cual se le realizd
cambio de medio Unicamente. El cultivo con el compuesto se mantuvo por 72 horas para
las células no tumorales. Transcurrido el tiempo de estimulo, las células se fijaron durante
10 min con 50 pL/ pozo de glutaraldehido al 1.1 % (Sigma-Aldrich, E.U.A)); realizando el
mismo procedimiento de tincidn de cristal violeta para células tumorales. Finalmente, se
tomo lectura de cada pozo en un lector de placas de ELISA (EIx800; Bio-Tek) a 590 nm, y
las densidades Opticas se graficaron como porcentaje de proliferacion celular con respecto
al control. Para calcular el porcentaje de proliferacién celular los datos arrojados por el
espectrofotometro fueron procesados en el programa para computadora Microsoft Office

Excel 2010 (Fernandez, et al, 2011).

Determinacion de la actividad de Lactato deshidrogenasa

En placas de 96 pozos (Corning, E.U.A.), se sembraron 7500 células por pozo de las lineas
de CaCu con 100 uyL de medio RPMI al 5 % de SNT durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo se retir6 el medio de cultivo y se agregaron las Clsy correspondientes. Para el caso
de los linfocitos, las células contenidas en cada tubo conico fueron sembradas en la placa
de cultivo de 96 pozos a una concentracidon de 200000 células/pozo en un volumen de 200
UL e incubadas hasta su evaluacion. Después de 72 horas de cultivo las células fueron
cosechadas extrayendo todo el medio, y colectandolo en tubos cdnicos de plastico de 0.6
mL de manera individual. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, y se colocaron 50 pL

de cada muestra y de cada tratamiento a una placa de 96 pozos para su evaluacion.
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Para cada ensayo se tendran considerados sus grupos control, basal (Unicamente medio
de cultivo), negativo (células con medio y suero al 5 %), positivo (Triton X-100 al 1 %) y
vehiculo que contemplara la cantidad de disolvente maxima utilizada para solubilizar el

compuesto, y una muestra por cada una de las Clso.

Una hora antes de cumplir las 24 o 56 horas de estimulo (células de CaCu, y no tumorales
de cérvix respectivamente), se cosecharon las células del positivo para lisarlas, agregando
100 pL triton X-100 al 1 %. Cumplidas las 24 horas se retird el medio de cultivo de cada
uno de los pozos en tubos conicos de plastico de 600 uL y se centrifugaron a 2000 rpm. El
medio fue colocado en una placa de 96 pozos, 50 pL por pozo, y se le agregaran 50 uL de
mezcla de reaccion del CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Kit (Promega,
E.U.A). Se dejaron incubar durante 30 min a temperatura ambiente en la obscuridad, y
finalmente el ensayo se evalud en un lector de placas de ELISA (Image Tecan Spectra), a
490 nm. Para calcular el porcentaje de citotoxicidad los datos arrojados por el
espectrofotometro fueron procesados en el programa para computadora Microsoft Office
Excel 2010. Obteniendo graficos, que muestran el efecto citotoxico del compuesto sobre la
poblacion celular. Los resultados se presentan como valores relativos al control positivo
(Fernandez, et al, 2011).

Incorporacion de ioduro de propidio

Fueron sembradas 30000 células por pozo en placas de cultivo de plastico de 48 pozos
procedentes de lineas de CaCu en las condiciones antes descritas. Para el tratamiento con
Diosgenina Di; se trataron con la concentracion de la Clso. Después de 24 horas de
tratamiento, fueron cosechadas y se depositaron en tubos para citbmetro en un volumen
de 500 pL (un tubo por condicion). Posteriormente, se le agregd a cada muestra 2 mL de
RPMI-1640 suplementado al 5 % de SFB. Para el control positivo, las células se permearon
con 500 pL de Etanol al 70 %. Un minuto antes de leer las muestras en el citometro de
flujo (FACS Aria Il, BD systems E.U.A.) se le colocaron a cada muestra 3 uL de ioduro de

propidio (200pg/mL) y finalmente se analizaron con el programa FACSDiva version 6.1.2.
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Expresion de caspasa-3 activa en las lineas tumorales por citometria de flujo

Fueron sembradas 50000 células/pozo en placas de 24 pozos de las lineas de CaCu, en un
volumen de 500 pL de RPMI-1640 al 5% de SNT. Al paso de las 24 horas las células fueron
tratadas con Clso de Diosgenina Di con medio de cultivo RPMI-1640 al 5% de SNT, durante
24 horas y se realizd la deteccién de la caspasa 3 por citometria de flujo, el procedimiento

se detalla de la siguiente manera:

Las células fueron cosechadas y fijadas a las 24 horas de cultivo, con etanol al 70% en
agua destilada durante 20 min, al término del tiempo se lavaron cuidadosamente 3 veces
con PBS, pH 7.3. Inmediatamente después fue adicionado el anticuerpo primario,
anticaspasa 3 activa, anticuerpo producido en conejo (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 1:1000 en PBS
durante 24 horas a 4 °C. Al término del tiempo, las muestras fueron lavadas con PBS.
Posteriormente, se aplicé el anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo FITC,
anticuerpo de cabra anticonejo anticaspasa 3 con FITC 1:500 en PBS (Invitrogen, E.U.A),

manteniéndolas en oscuridad durante 3 horas.

Se lavaron las muestras 3 veces con PBS para después ser analizadas en el citometro de
flujo (FACS Aria Il, BD systems E.U.A)) y finalmente se procesaron los datos en el programa
FACSDiva version 6.1.2. (Marinia, et al, 2001).

Efecto de la Diosgenina Di en la morfologia y condensacion de la cromatina de
células tumorales a través de la tincién con el fluorocromo 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI)

Se sembraron 750,000 células de CaCu en cajas Petri de 50mm (Pirex, E.U.A.) sobre
cubreobjetos de 1 x 1 cm, con un volumen de 5 mL de RPMI-1640 suplementado al 5% de
SNT y se incubaron por 24 horas bajo las condiciones antes descritas. Se trataron las
células con la concentracidon de la Clsp respectiva durante 24 horas. Al término, las células
fueron fijadas y permeadas con Etanol al 70% durante 15 min. Posteriormente, las células
fueron lavadas con PBS filtrado a través de un filtro de membrana (Millipore) con diametro

de poro de 0.22 pm. Las preparaciones fueron escurridas ligeramente en un papel
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absorbente sin dejarlas secar. Enseguida se adicioné 5 pL a una concentracién de 3ug/mL
del fluorocromo 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich, E.U.A.) formando un
domo sobre cada cubreobjeto y se dejo incubar por 4 min a temperatura ambiente en
obscuridad. A continuacién, fueron lavadas las muestras con PBS y se montaron con medio
de montaje (Vector Laboratories, E.U.A.) sobre portaobjetos, para evitar la salida del medio
de montaje, y las muestras (cubreobjetos) fueron selladas con resina acrilica. Después de
ser etiquetadas segun corresponda, fueron guardadas en obscuridad a -20°C hasta su
observacion en un microscopio de epifluorescencia. Se tomaron fotografias en un

microscopio de alta definicidn, para su analisis (Fernandez, et al, 2011).

Generacion de especies reactivas de oxigeno

Las células provenientes de lineas celulares de CaCu fueron sembradas y estimuladas de la
forma antes descrita por condicién. Después del tiempo requerido del estimulo (de %2, 1,
2, 3,4,y 5 horas), las células fueron cosechadas, lavadas con PBS complementado al 5% de
SFB y recuperadas por condicién en tubos para citometro y fue completado el volumen a 1
mL.  Posteriormente, se le agreg6 1 puyL del reactivo DCFH-DA (27
diclorofluoresceinadiacetato) 2 Mm disuelto en etanol y se dejaron incubar por 30 min.
Después del tiempo requerido, al control positivo se le agregaron 102 uL de H,0, al 30% y
se dejaron incubar por 10 min. Se leyeron en el citbmetro de flujo (FACS Aria Il, BD
systems E.U.A) y se analizaron con el programa FACSDiva version 6.1.2. (Marinia, et al,
2001).

Analisis estadistico

A los datos experimentales fueron procesados en el programa para computadora
Microsoft Office Excel 2010, para calcular su media y *+ desviacién estandar y se les aplicd
un analisis de varianza (ANDEVA) para comparacién entre medias, utilizando el programa
SPSS 20.0 para Windows 7 seguida de la prueba de Tukey para determinar la diferencia

entre pares de medias con un nivel de significancia del 0.05.
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VIIl. RESULTADOS

Actividad antiproliferativa de la Diosgenina Di en células tumorales

Se ha encontrado que la Diosgenina Di inhibe la proliferacion de células de cancer
humano, de ovario, pulmén, colon y en eritroleucemia. Sin embargo no existen estudios
en células de CaCu asi como en células no tumorales. Es por ello que con el propésito de
evaluar el efecto antiproliferativo de la Diosgenina Di cultivos de células provenientes de
CaCu: Hela, CaSkiy ViBo fueron tratadas con diferentes concentraciones de Diosgenina Di
por 24 horas y el numero celular fue cuantificado por la técnica de cristal violeta. Los
resultados obtenidos muestran que la Diosgenina Di afecta el potencial proliferativo de las

lineas tumorales Hela, CaSkiy ViBo de manera dosis dependiente (Fig. 12 y Tabla 1).
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Fig. 12.- Efecto antiprolifetativo de la Diosgenina Di en las lineas de cancer cervicouterino Hela, CaSki y ViBo.
7500 células Hela, CaSki o ViBo fueron sembradas en placas de 96 pozos y estimuladas con diferentes
concentraciones de Diosgenina Di por 24 horas y el nimero celular fue cuantificado mediante la técnica de
tincion con el colorante cristal violeta y la Clso fue calculada mediante la linearizacion de los datos y con ayuda
de la ecuacion de la linea recta. El grafico representa por lo menos tres ensayos independientes.
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La actividad antiproliferativa fue expresada como la concentracién requerida del esteroide
para inducir un decremento del 50 % en el niumero celular (Clsg) mediante la ecuacion de
la linea recta obteniendo para Hela, CaSki y ViBo una Clsp de 30.8, 32.6 y 40 pg/mL
respectivamente. Dado que las Clsp fueron calculadas mediante la ecuacion de la recta,
cultivos de células Hela, CaSki y ViBo fueron tratados con las Clsy correspondientes para
cada una de las lineas celulares y el nimero celular fue determinado mediante la técnica

de tincidn con el colorante cristal violeta con la intencién de corroborarlas Clsg (Fig. 13).
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Fig. 13.- Confirmacién del efecto antiproliferativo de la Diosgenina Di a las concentraciones de ICso calculadas en
las células Hela, CaSki y ViBo (30.8, 32.6 y 40 pug/mL respectivamente). Se observa el control, cultivo de células
CaCu sin tratamiento en RPMI al 5% de NSC; DMSO, tratadas con dimetilsulféxido al 1%; Diosgenina di, cultivos
estimulados con 30.8, 32.6 y 40 pg/mL respectivamente. La barra I indica la desviacién estandar y * Indican que
estadisticamente existe diferencia significativa entre los valores obtenidos. ANDEVA, seguida de una prueba de
Tukey (* p<0.05 vs DMSO). Los resultados muestran un ensayo representativo de 3 pruebas independientes con
al menos 3 repeticiones.

Una vez corroboradas las Clsy experimentalmente, se obtuvieron valores de 30.8, 32.6 y 40
Mg/mL para Hela CaSki y ViBo respectivamente, indicando que la sensibilidad de las tres
lineas tumorales a este compuesto es muy similar entre ellas. Se realizé el calculo a pmol/L

para poder compararlo con la literatura (Tabla 1).
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Linea celular Clso (pg/mL) Clso (pnmol/L)

30.8 ug/mL 42.65 umol/L
32.6 yg/mL 45.15 ymol/L
40 pg/mL 55.40 pmol/L

Tabla 1.- Concentracion requerida de Diosgenina Di para inducir un decremento del 50 % en el niimero celular
(Clso) en las células tumorales Hela, CaSki y ViBo, expresada en pg/mL y/o pmol/L.

Actividad antiproliferativa de la Diosgenina Di en células no tumorales

Una vez determinado que la Diosgenina Di posee actividad antiproliferativa sobre las
células de CaCu, se determiné si esta saponina afecta el potencial proliferativo de células
no tumorales con el fin de establecer su accidén selectiva. Se tomd como criterio de
selectividad de la Diosgenina Di, la evaluacion sobre el potencial proliferativo de células
no tumorales provenientes de cérvix humano, debido a que son células que estan dentro
del microambiente tumoral para el caso del CaCu. Al respecto, cultivos de células
provenientes de cérvix humano fueron tratadas con 30.8, 32.6 y 40 ug/mL durante 56

horas y el nUmero celular fue evaluado mediante la técnica de cristal violeta.

Los resultados obtenidos en la Fig. 15, muestran que la Diosgenina Di afecta el potencial
proliferativo de las células fibroblasticas ya que todas las concentraciones muestran una
diferencia significativa, sin embargo las Clsy para Hela y CaSki de 30.8 y 32.6 ug/mL, solo
abaten en un 30y 34 % respectivamente, la proliferacion celular mientras que para el caso
de la Clsp de ViBo de 40 pg/mL abatié aproximadamente en un 50 % la proliferacion

celular a 56 horas del tratamiento.
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Fig. 15.- Efecto de la Diosgenina Di en el potencial proliferativo de células no tumorales de cérvix. Se observa el
control, cultivo de células de cérvix no tumorales sin tratamiento en RPMI al 20% de SFB; DMSO, tratadas con
dimetilsulféxido al 1%; Diosgenina Di: cultivos estimulados con 30.8 32.6, y 40 pg/mL respectivamente. La barra
I indica la desviacion estandar y * Indica que estadisticamente existe diferencia significativa entre los valores
obtenidos. ANDEVA, seguida de una prueba de Tukey (* p<0.05 vs DMSO y « p<0.05 vs Diosgenina Di 30 pg/mL).
Los resultados muestran un ensayo representativo de 3 pruebas independientes.

También es comun que en muchos tratamientos de quimioterapia, se observe un
decremento en células del sistema inmune, por lo tanto un papel primordial a evaluar del
compuesto Diosgenina Di, es averiguar la afeccion que podria causar al sistema inmune; es
por ello que se evaluod el efecto sobre el potencial proliferativo de linfocitos de sangre
periférica humana Para ello, cultivos de células linfociticas fueron tratados con 30.8, 32.6y
40 pg/mL durante 72 horas y el potencial proliferativo fue evaluado mediante el marcaje

con carboxifluoresceina (CFSE), cuantificada por citometria de flujo.

Los resultados que se muestran en la Fig. 16 indican que la Diosgenina Di afecta el
potencial proliferativo de las células linfociticas, ya que a una concentracion de 40 pg/mL
disminuyendo un 35 % la proliferacion, sin embargo a concentraciones menores de 30.8 a

32.6 ug/mL el efecto antiproliferativo fue igual o menor al 30%, a 72 horas de tratamiento.
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Fig. 16. Efecto de la saponina esteroidal Diosgenina Di en el potencial proliferativo de linfocitos humanos no
tumorales. Los cultivos de linfocitos humanos fueron marcados con carboxifluoresceina (CSFE) y el potencial
proliferativo fue evaluado por citometria de flujo. Para activar a los linfocitos se les agregé 25 plL
fitohemaglutinina (PHA). Sin PHA: linfocitos sin activar con CSFE; Con PHA: linfocitos activados que son

linfocitos marcados con CSFE y con PHA; DMSO: linfocitos marcados con CSFE, PHA y con DMSO a una
concentracion de 1%; y las concentraciones de Diosgenina Di: se refiere a linfocitos marcados con CSFE con
PHA, y Diosgenina Di a 30.8, 32.6, 40 pg/mL. Los resultados muestran un ensayo representativo de por lo
menos 3 pruebas independientes.

61.2
71.08

60.9

70.73

Tabla 2.- Se muestran los valores obtenidos por cit
fitohemaglutinina (PHA) como méaximo de proliferacié n.

ometria de flujo tomando a los linfocitos con
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Actividad citotoxica (necrotica) de la Diosgenina Di en células tumorales

Un parametro importante en la bdsqueda de nuevos compuestos antitumorales, es evitar
que estos compuestos generen danos colaterales como los que causa la muerte celular
necrética (citotoxicidad). Con la finalidad de descartar que el decremento en el nimero
celular inducido por la Diosgenina Di, en los cultivos de células tumorales es llevado a
cabo mediante un posible efecto citotoxico (necrosis), cultivos de células de CaCu Hela,
CaSki y ViBo fueron estimuladas con su respectiva Clsg, y la integridad de la membrana
plasmatica fue evaluada mediante la determinacién de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes asi como a través de la incorporacién celular
de toduro de propidio (IP). Ambas determinaciones fueron tomadas como un parametro
indicativo de dafo a la membrana plasmatica y/o de muerte necrotica. Como se puede
apreciar en la Fig. 17 y 18, los cultivos de células tumorales de CaCu estimulados con la
Diosgenina Di, no presentan actividad de LDH ni presentan una incorporacion significativa
de IP.
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Fig. 17. Determinacion de la actividad de la LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos celulares de las
lineas ViBo, Hela y CaSki estimuladas con las Clso respectivas de la saponina Diosgenina Di el DMSO se utilizé a
una concentracion del 1% mientras que el Triton X-100 se manejé como control positivo. Tanto el DMSO como el
tratamiento de Diosgenina Di no presentan diferencia significativa. La barra I indica la desviacién estandar y *
indica que estadisticamente existe diferencia significativa entre los valores obtenidos. ANDEVA, seguida de una
prueba de Tukey (* p<0.05 vs DMSO). Los resultados muestran un ensayo representativo de 3 pruebas
independientes con al menos 3 repeticiones.
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Fig. 18. Incorporacion de ioduro de propidio (IP) por las células tumorales Hela, CaSki y ViBo tratadas con
saponina Diosgenina Di a la concentracién de la Clso correspondiente para cada linea tumoral, el DMSO se utilizé
a una concentracion del 1% mientras que para el control positivo se utilizé células fijadas con etanol. Grafico
representativo de 3 ensayos independientes.
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De igual manera, para determinar que el decremento en el nimero celular inducido por la
Diosgenina Dt en los cultivos de células no tumorales es llevado a cabo mediante un
posible efecto citotdoxico (necrdtico), cultivos de células de cérvix y linfocitos fueron
inducidas con 40 pg/mL y la actividad de la enzima LDH fue determinada en los

sobrenadantes de la misma manera como se determino para las células tumorales.

Los resultados obtenidos en las figuras 19 y 20, muestran que los sobrenadantes
provenientes de cultivos de células de cérvix ast como de células linfociticas no presentan
actividad de LDH, indicando que la actividad antiproliferativa de este fitoesteroide no

genera dafio en la membrana plasmatica.
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Fig. 19. Actividad de la LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de células de cérvix humano estimulados
con la Clso mas alta que pertenece a ViBo (40pg/mL) por 56 horas; el DMSO se utilizé a una concentracién de 10
pL/mL mientras que el Tritén X-100 se manejé como control positivo. Tanto el DMSO como el tratamiento de
Diosgenina Di no presentan diferencia significativa. La barra I indica la desviacion estandar y * indica que
estadisticamente existe diferencia significativa entre los valores obtenidos. ANDEVA, seguida de una prueba de
Tukey (* p<0.05 vs DMSO). Los resultados muestran un ensayo representativo de 3 pruebas independientes con
al menos 3 repeticiones.
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Fig. 20. Actividad de la LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos celulares de linfocitos de sangre
periférica humana estimulados con 40 pg/mL de Diosgenina Di por 72 horas; el DMSO se utilizé6 a una
concentracién de 10 pL/mL mientras que el Triton X-100 se manejé como control positivo. La barra I indica la
desviacion estandar y * indica que estadisticamente existe diferencia significativa entre los valores obtenidos.
ANDEVA, seguida de una prueba de Tukey (* p<0.05 vs DMSO). Los resultados muestran un ensayo
representativo de 3 pruebas independientes con al menos 3 repeticiones.

Inmunodeteccion de la caspasa-3 activa

Los resultados obtenidos muestran que la Diosgenina Di, no genera muerte celular
necrotica, tanto en las células de CaCu asi como en no tumorales, indicando que la

actividad antiproliferativa presente en esta saponina es debida a una causa diferente a ella.

Otro tipo de muerte es la apoptosis ésta se caracteriza por la activacion de caspasas entre
otras. Por otro lado se ha descrito que muchas saponinas y sapogeninas esteroidales como
la Dioscina y la Diosgenina entre otras, inducen apoptosis. Por lo que es fundamental de
establecer si la Diosgenina Di induce muerte por apoptosis en células tumorales, para ello
cultivos de células tumorales Hela, CaSki y ViBo fueron tratadas con el esteroide y la

poblacion celular positiva a la caspasa 3 activa fue cuantificada por citometria de flujo.
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Como se muestran en las Fig. 21 a) y b) las células HelLa y CaSki expresaron fuertemente la

caspasa 3 activa al ser tratadas con la Diosgenina Di de un 40 hasta un 45 %, sin embargo,

las células ViBo Fig. 21 ¢) la expresaron pobremente en un 20 % aproximadamente.
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Fig. 21 a). Deteccion de caspasa 3 activa correspondiente a la linea de CaCu Hela al ser estimuladas con 30.8
Hg/mL de Diosgenina Di. El grafico es un ensayo representativo de 3 ensayos independientes.
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Fig. 21 b). Deteccion de caspasa 3 activa correspondiente a la linea de CaCu CaSki al ser estimuladas con 32.6
Hg/mL de Diosgenina Di. El grafico es un ensayo representativo de 3 ensayos independientes.
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Fig. 21 c). Deteccién de caspasa 3 activa correspondiente a la linea de CaCu ViBo al ser estimuladas con 40 pg/mL
de Diosgenina Di. El grafico es un ensayo representativo de 3 ensayos independientes.

Ademas de la caspasa 3 se evalu6 el cambio en la morfologia, condensacion y
fragmentacion de la cromatina, ast como la presencia de cuerpos apoptéticos por

microscopia de epifluoresencia y contraste de fases de las Clsg en las células de CaCu.
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Efecto de la Diosgenina Di en la morfologia celular y condensacion de la

cromatina

Cultivos de células Hela, CaSki y ViBo fueron sembrados en cubreobjetos y estimulados
con la Clsp respectiva para cada linea celular por 24 horas y las células fueron fijadas con
etanol al 70% y tefiidas con el fluorocromo DAPI para finalmente ser observadas en un

microscopio de epifluorescencia.

Los resultados obtenidos en la Fig. 22 a), b) y ¢) muestran que la Diosgenina Di afecta la
morfologia celular de las tres lineas tumorales. El efecto de los cultivos tratados con la
Diosgenina Di fueron comparados con los cultivos sin tratamiento. Apreciando por
microscopia de contraste de fases las células tratadas con la saponina esteroidal poseen
una forma esférica, de tamafio reducido, con escaso citoplasma, sin proyecciones
citoplasmaticas, mientras que los controles mantienen su citoplasma extendido y una
forma poliédrica, de la misma forma la observacidon por microscopia de epifluorescencia
permitid ver nucleos compactos con la cromatina fragmentada y/o formando cuerpos

apoptoticos.

Dichas caracteristicas fueron fuertemente observadas en las células Hela y CaSki Fig. 22 a),
b), mientras que en las células ViBo el efecto fue menor o poco significativo, Fig. 22c).

También en las células ViBo se observan vesiculas intracelulares.
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Fig. 22 a) y b). Efecto en la morfologia celular y en la condensacion de la cromatina en células de CaCu a) Hela y b) CaSki.
El contraste de fases permite apreciar los cambios morfolégicos que sufren las células tras el tratamiento de su respectiva
Clso de Diosgenina Di en comparacién con las células sin tratamiento en RPMI al 5% de NSC; DMSO, al 1%. Se observa
compactacion del citoplasma, también una condensacién y fragmentacién de la cromatina con la tincion de DAPI (azul).
C.A.: Cuerpo apoptoético, F.N.: Fragmentacién nuclear, C.C.: Condensacion de la cromatina.
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Fig. 22 c). Efecto en la morfologia celular y en la condensacién de la cromatina en células de CaCu ViBo. El contraste de
fases permite apreciar los cambios morfolégicos que sufren las células tras el tratamiento con su Clso de Diosgenina Di en
comparacion con las células sin tratamiento en RPMI al 5% de NSC; DMSO, al 1%. Se observa ligeramente una
compactacion del citoplasma, también se observa una condensacién de la cromatina como puede observarse con la
tincion de DAPI (azul). C.A.: Cuerpo apoptotico, F.N.: Fragmentaciéon nuclear, C.C.: Condensacion de la cromatina, V..

Vesiculas intracelulares
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Deteccion de especies reactivas de oxigeno

Finalmente, y conociendo que el proceso apoptético puede ser inducido por la generacion
de ERO, cultivos de células de CaCu Hela, CaSki y ViBo fueron estimuladas con su
respectiva Clsg, y la deteccion especifica de ERO fueron determinadas durante 5 horas

mediante el marcaje con DCFH-DA y cuantificado por citometria de flujo (Fig. 23).
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Fig. 23. Generacion de ERO en células tumorales tratadas con Diosgenina Di. Cultivos de células de CaCu fueron
tratados con su respectiva Clso durante 5 horas y se cuantificé las ERO mediante la técnica DCFH por citometria
de flujo. Sin DCF; células sin tratamiento y sin DCFH, Control; células sin tratamiento y con DCFH, H20; control
positivo con H,0;, DMSO células con 1% de DMSO, y Diosgenina Di a sus respectivas Clso. Se muestra que la
saponina Diosgenina Di genera ERO y se observa que se incrementan conforme trascurre el tiempo. La barra I
indica la desviacién estandar.

Los resultados mostrados en la Fig. 22, establecen que las tres lineas tumorales generan
ERO al ser estimuladas con la Diosgenina Dt a sus respectivas ICsg, de manera dependiente
del tiempo, por lo menos hasta las primeras cinco horas. Estos resultados sugieren que la
generacion de radicales libres en las primeras horas podrian ser la causa principal de la

induccién de muerte apoptotica en las células tumorales.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El cancer tiene un importante impacto social y econdmico en el sistema de cuidado de la
salud humana y es una de las principales causas de muerte en el mundo (Jemal, et al,
2011). Una parte de la investigacion en el desarrollo de nuevos farmacos, se enfoca a
encontrar medicamentos que sean especificos para las células tumorales, con lo cual se
espera incrementar la eficacia del tratamiento y reducir los efectos secundarios (Schlaepfer
y Mendoza, 2010). Con respecto a las saponinas esteroidales, las cuales han atraido mucha
atencion debido a la amplia gama de actividades bioldgicas, se ha descrito su actividad
antiproliferativa, citotoxica e inductora de apoptosis entre otras (Zhou, et al, 2005;
Podolak, et al, 2010; Qing, et al, 2012).

En el caso particular de la Diosgenina Di, los resultados demuestran que ésta presenta
actividad antiproliferativa en células tumorales humanas de cancer cervicouterino con una
Clso entre 42 y 55 pymol/L. La escasa informacién sobre esta saponina en otras lineas
celulares limita su analisis general, no obstante, Wang S. y colaboradores en 2004,
mostraron que la Diosgenina Di inhibe la proliferacion de células de cancer humano a
concentraciones que van desde 5.86 pmol/L hasta 18.7 pymol/L. Sin embargo, la técnica
utilizada para determinar su actividad antiproliferativa fue realizada mediante la reduccion
de la sal de tetrazolium, técnica que objetivamente mide la viabilidad celular mediante la
actividad mitocondrial, por lo que los resultados de este trabajo en realidad indican el
rango de concentracidn que se requiere para inducir muerte en las lineas celulares
humanas, por lo que no se puede comparar con las concentraciones obtenidas en nuestro
trabajo, ya que la técnica de cristal violeta evalla el niUmero celular no discrimina entre

vivas y muertas.

No obstante la escasa informacién sobre esta saponina, la Diosgenina Di presenta una
estructura muy similar a la de la Dioscina y Diosgenina, las cuales ya han sido estudiadas
cuya actividad antiproliferativa esta dado en concentraciones de 2 a 5 pmol/L para la
Dioscina (Cai, et al, 2002; Fernandez, 2010) y de 18 a 50 ymol/L para la Diosgenina (Son,
et al, 2007; Fernandez, 2010; Lepage, et al, 2011).
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Estos resultados comparativos muestran que la Diosgenina Di es menos potente en su
actividad antiproliferativa que la Dioscina y la Diosgenina y que desde el punto de vista
estructural, la diferencia entre la Dioscina y la Diosgenina Di es que la Dioscina presenta
dos ramnosas en vez de una, sugiriendo que esta ramnosa en la Dioscina es la responsable
de incrementar la actividad antiproliferativa, mientras que en la Diosgenina Di, su ausencia
le genera un decremento. Con respecto a la Diosgenia, la diferencia estructural es que la
molécula no presenta azlcares, solo presenta la parte aglicona y su actividad
antiproliferativa es mas potente que la Diosgenina Di y menos potente que la Dioscina,
indicando que la aglicona presenta la actividad antiproliferativa, mientras que los azUlcares

le dan a esta actividad una mayor potencia.

Por otro lado, actualmente el principio de accion de la mayoria de los compuestos
guimioterapéuticos se basa en el mayor potencial replicativo de la célula tumoral en
comparacion con el de la células sanas, por lo que estos compuestos también ocasionan la
muerte de las células no tumorales que crecen y se dividen rapidamente como lo son las
de la sangre (linfocitos) (Schlaepfer y Mendoza, 2010). Ademas de presentar una alta
actividad necroética (citotoxicidad), generando los multiples efectos secundarios como
fatiga, nauseas, vomitos, caida del pelo, lesiones en la boca, y dolor (National Cancer
Institute, 2013), de tal manera que en pacientes con cancer avanzado o metastasico, no
solo los tratamientos quimioterapéuticos resultan ser ineficientes, sino que ademas, los
efectos colaterales resultan ser tan significativos, que afectan la calidad de vida del
paciente, al grado de llevarlo a la muerte. Por ello, la busqueda de compuestos con

actividad antiproliferativa de nula o baja citotoxicidad es necesaria.

De tal manera, que en el presente trabajo se evalué la actividad necrotica y
antiproliferativa, en células de CaCu y no tumorales (linfocitos de sangra periférica humana
y células de cérvix humano) mediante la técnica de actividad de la LDH e incorporacion de
IP. Y los resultados establecen que la Diosgenina Di, genera nula o baja actividad necrética
para células de CaCu y para no tumorales (linfocitos de sangre periférica humana y de

cérvix humano), ya que la caracteristica principal de la muerte celular por necrosis es la
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pérdida de la integridad de la membrana celular (Ross y Wojciech, 2007), y estas no lo

presentan.

Sobre esto se ha reportado que tanto la Diosgenina, como la Dioscina poseen actividad
necrotica en diferentes células tumorales (Podolak, et al, 2010), ademas es bien conocido
que en conjunto las saponinas tienen accion hemolitica (Francis, et al, 2002), a pesar de
esto la Diosgenina Di no genera necrosis en células de CaCu ni en células no tumorales,
generando en este compuesto una relevancia en su mecanismo de accidn con respecto a
los quimioterapéuticos cuyo mecanismo de accion esta basado en la citotoxicidad. No
obstante la nula o baja citotoxicidad de la Diosgenina Di, ésta afectd el potencial
proliferativo tanto de células tumorales ast como de células no tumorales practicamente a
las mismas concentraciones, sin embargo, la relevancia de la accidon selectiva de este
compuesto esta en el tiempo, ya que a una concentracion de 40 uyg/mL de Diosgenina Di
que inducen un abatimiento del 50 % en el niumero celular en los cultivos de las células
tumorales en un tiempo de 24 horas, esta concentracién en células no tumorales afectan
en un 35y 50 % en el nimero celular, en linfocitos de sangre periférica humana y en
células no tumorales de cérvix humano respectivamente, sin embargo requieren de 56 a
72 horas. Cabe destacar que la mayoria de las saponinas reportadas con actividad
antitumoral no han sido probadas en cultivos de células no tumorales, dejando de lado su

acclon selectiva.

De igual manera se ha descrito que el mecanismo de la mayoria de los quimioterapéuticos
utilizados en el tratamiento contra el cancer, inducen a la célula a una muerte celular por
necrosis, la cual tiene el inconveniente de inducir una fuerte reaccion inflamatoria, que es
directamente proporcional a la cantidad de células dafadas pudiendo ir desde una
inflamacion local, fiebre y malestar hasta la anafilaxia (Sanchez, 2003). Por lo tanto, la
necesidad de encontrar compuestos que induzcan a las células a una muerte que no
provoque una respuesta inflamatoria es obligada. Al respecto, es conocido que las células
normales del cuerpo humano son eliminadas mediante diferentes mecanismos de muerte
programada, destacandose la apoptosis y la autofagia, las cuales eliminan a las células de

una manera silenciosa sin generar una respuesta inflamatoria, interesantemente, se ha
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descrito que las saponinas esteroidales presentan actividad inductora de apoptosis (Qing,
et al, 2012; Lepage, et al, 2011; Lin, et al, 2011), y la Diosgenina Di no es la excepcidn, ya
que este fitoesteroide provoco en las células tumorales Hela y CaSki disminuyeran su
tamafo y que presentaran una forma esférica, ademas de presentar una condensacién y
fragmentacion en la cromatina nuclear, estos cambios morfoldgicos son caracteristicos de
la apoptosis (Paniagua, et al, 2007), un tipo de muerte celular programada en la que las
células no liberan su contenido celular a los tejidos intersticiales de los alrededores ya que
son rapidamente fagocitadas por macréfagos o células adyacentes normales, por lo que
no hay reaccion inflamatoria (Kurosaka, et al, 2003; Taylor, et al, 2008) y que en conjunto
con los resultados observados en la expresion de la caspasa 3 activa, confirma esta

aseveracion.

Con relacién a la Diosgenina Di, Wang y colaboradores en 2004 encontraron que induce
apoptosis en células de carcinoma de colon HCT-15 donde se logro demostrar la
liberacion de citocromo ¢ que es un proceso crucial en la via intrinseca de la apoptosis
(Rield y Salvesen, 2007). Ast como la sobre expresién de Bax que es una proteina pro-
apoptotica y la fragmentacion de ADN. De igual forma, se tienen registros de induccion
de apoptosis de la Diosgenina y Dioscina mediante la activacion de la caspasa-3 (Jayadev
y Rekha, 2008; Ming-Ju, et al, 2012). Estos antecedentes concuerdan con los resultados
obtenidos para la saponina esteroidal Diosgenina Di los cuales indican que este

compuesto induce una sobreexpresion de la caspasa-3 activa, en las células HelLa y CaSki.

Sin embargo, en las células ViBo no muestra ser la causa principal de la disminucion en el
ndamero celular. Por lo que seria importante evaluar tanto ciclo celular como otros tipos de
muerte, ya que se ha encontrado que saponinas como la Dioscina inducen autofagia, en

donde se expresan altos niveles de ERO (Ming-Ju, et al, 2012).

Cabe mencionar que seria interesante evaluar si esta saponina induce muerte apoptotica
en células no tumorales, de tal manera que la diferencia de tiempo que hay en respuesta
al efecto antiproliferativo por parte de las células tumorales en comparacidon con las
células no tumorales, sea una ventaja significativa, ya que las células tumorales estarian

siendo eliminadas, antes que las células no tumorales.
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Por otro lado, existe escasa informacidn sobre el mecanismo de accidén de las saponinas
esteroidales, y los resultados establecen que la Diosgenina Di genera radicales libres
provenientes del peréxido de hidrogeno, lo cual hace suponer que estos radicales son
posiblemente los inductores de la muerte por apoptosis, que observamos en las células
tumorales tratadas con el esteroide ya que como se ha descrito en la literatura las ERO
cumplen funciones muy importantes, como participar en rutas de sefalizacion, pero
también pueden generar estados patoldégicos o conducir a la muerte celular. Las fallas en
la funcionalidad mitocondrial conllevan a que las células produzcan y liberen ERO que

desencadenan la muerte celular por apoptosis (Tarazona M., et al, 2010).

Cabe mencionar que hace falta caracterizar de forma precisa la via de sefalizacion que
lleva a la activacion de la apoptosis. Para ello seria conveniente la evaluacidon de la
activacion de la caspasa 9, la expresion de Bax, Bcl-2 u otras proteinas proapoptéticas o
antiapoptoticas, fragmentacion de ADN, el efecto en el potencial de la membrana
mitocondrial, en células tumorales, también si es dependiente del ciclo celular tanto en

células tumorales y no tumorales, y evaluar su efecto genotodxico.

Ademas existen reportes que mencionan que la Diosgenina inhibe la migracién y la
invasién de células de cancer de prostata (Pin-Shern, et al, 2011) mediante la reduccién de
la expresion de metaloproteinasas de la matriz extracelular, por lo que seria importante

evaluar si la Diosgenina Di presenta también esta actividad.

Estos resultados en conjunto, establecen que la Diosgenina Di presenta actividad
antiproliferativa en células tumorales y no tumorales sin causar muerte necrética,
induciendo a las células tumorales a una muerte apoptotica posiblemente a través de la
generacion de radicales libres provenientes del peréxido de hidrogeno, haciendo de este
compuesto un digno candidato para ser estudiado en modelos in vivo y ser evaluado
como un agente con potencial antitumoral, cuya expectativa esta basada en la ventaja de
accion en el tiempo de administracién y cuyos efectos colaterales serian leves o poco

significativos.
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X. CONCLUSIONES

La Diosgenina Di afecta el potencial proliferativo de manera dosis dependiente en

las tres lineas de CaCu.

La saponina esteriodal Diosgenina Di presenta una Clsp de 42.65, 45.15 y 55.40
umol/L para las células Hela CaSki y ViBo respectivamente a 24 horas de

tratamiento.

A concentraciones de 30.8, 32.6 y 40 ug/mL de la saponina reduce en un 30, 33y 50
% respectivamente la proliferaciéon de células no tumorales de cérvix humano a 56
horas de tratamiento. En linfocitos de sangre periférica humana a concentraciones
de 30.8, 32.6 y 40 yg/mL afectan en no mas un 35 % en su proliferaciéon a 72 horas

de tratamiento.

La Diosgenina Di no induce muerte necrotica en células CaCu: Hela, CaSkiy ViBo ni

en células no tumorales.

La Diosgenina Dt induce muerte por apoptosis en células HelLa y CaSki a través de

la sobrexpresion de la enzima caspasa 3 activa.

La saponina Diosgenina Di afecta la morfologia de las células Hela, CaSkiy ViBo en
su respectiva Clsp ademas de condensar y fragmentar la cromatina nuclear y generar

cuerpos apoptoticos en Hela y CaSki.

La Diosgenina Di es capaz de inducir un incremento en las especies reactivas de

oxigeno a través del tiempo en las células de CaCu.
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XI. PERSPECTIVAS

A pesar de demostrar que la saponina esteroidal Diosgenina Di presenta una actividad
antiproliferativa y apoptdtica en las lineas celulares provenientes de CaCu, seria
conveniente ampliar el presente estudio, en mas lineas celulares tumorales, tanto de CaCu
como otros tipos de cancer para tener una mayor perspectiva del comportamiento
bioldgico de este compuesto. De igual manera, evaluarlo en otros tipos de células no
tumorales como en diferentes células epiteliales, en hepatocitos, células renales, entre
otras, para poder determinar si este compuesto tiene un efecto selectivo entre células

tumorales y no tumorales.

También resulta de gran importancia estudiar el mecanismo de accion y las moléculas que
intervienen, de tal forma que se pueda aportar mas informacion sobre posibles blancos
moleculares, que permitan valorar su potencial quimioterapéutico y evaluar la capacidad
de resistencia que las células tumorales pueden generar contra la aplicacion del

compuesto.

La actividad antiproliferativa, no citotoxica e inductora de apoptosis presente en la
Diosgenina Di hace de este compuesto un digno candidato para ser estudiado en modelos

in vivo con la intencion de evaluar su potencial terapéutico.
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X1ll. APENDICE

Medio de cultivo

RPMI-1640 (1640 del Roswell Park Memorial Institute; Gibco, EU.A) ----------------- 1042 g
NaHCO3 (Sigma-Aldrich, EU.A.) ======--mmmmmmmmm oo 29

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCL 1N
y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. Y se suplementa al 1% Estreptomicina/Penicilina.
La solucion se esteriliza por medio de filtrado en vacio a través de una membrana con
poro de 0.22 um. Se almacena a 4°C. El medio de cultivo se complementa con suero fetal
bovino (SFB) o con suero de neonato de ternera (NSC), en la proporcidn requerida y
posteriormente es nuevamente filtrado en vacio a través de una membrana con poro de

0.22 ym.

Composicion del RPMI-1640 (Gibco, E.U.A.)

Ca(N03)2.4H,0 100 L-prolina 20
KCL 400 L-tirosina 28.33
MgS0,.7H,0 100 L-serina 30
NaCl 6000 L-valina 20
NaHCO3 2000 L-treonina 20
L-arginina.HCL 200 pantotenato de calcio 0.250
L-asparigina.H20 50 cloruro de colina 3
L-&cido aspartico 20 acido félico 1
L-cistina 65.20 inositol 35
L-acidoglutamico 20 nicotinamida 1
L-glutamina 300 acido p-aminobenzodico 1
glicina 10 piridoxina.HCL 1
L-histidina.HCL.H20 15 riboflavina 0.200
hidroxiprolina 20 tiamina.HCL 1
L-isoleucina 50 vitaminaB12 0.005
L-lisina.HCL 40 glucosa 2
L-metionina 15 glutationa 1
L-fenilalanina 15 rojo de fenol 5
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Desactivacion del suero

Tanto el SFB (suero fetal bovino; Hyclone, E.U.A)) como el SNT (suero de neonato de
ternera; Gibco, E.U.A)) se coloca en bafno 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 40 mL en tubos conicos de plastico estériles

para su mejor uso y manipulacion.

Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiologicas estables durante periodos
cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los

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

Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich, EU.A.)------=---mmmmmm oo 8.00¢g
Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A.)-------=---mmmmmm oo 020 g
Fosfato monoacido de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A.)------------mmmmmmmmmmo oo 216 g
Fosfato diacido de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A.)-----------mmm-mmmmmmo oo 0.20g

Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCl1 N y se afora finalmente a un volumen final de
1000 mL. Esta solucién se esteriliza por calor himedo, la solucién se almacena a 4 °C hasta

el momento del uso.

Solucion de acido acético (10%)

A 10 mL de acido acético glacial (J. T. Baker) se llevan a un volumen de 90 mL con agua

bidestilada.
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Glutaraldehido

Esta solucion la utilizamos para fijar las células. La tendencia a formar uniones cruzadas
hace del glutaraldehido un fijador Gtil ademas para mantener la integridad estructural de
los tejidos. Se prepara tomando 1.57 mL de glutaraldehido (70 % v/v) se le agrega 98.43

mL de agua bidestilada, Se almacene a 4 °C.

Verseno

Esta solucidn se emplea para despegar las células tumorales adherentes (HelLa y CaSki) y
funciona como agente quelante que atrae iones calcio y magnesio de las uniones

celulares. Para su preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

Tris base (Sigma-Aldrich, E.U.A.)-======m oo 3.04 ¢
Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich, E.U.A.)----=-------mmmmmmm oo 8.00 g
Cloruro de potasio (KCl) (Sigma-Aldrich, E.U.A.)-----------mmmmmmmmm oo 0.04 g
Etilen- diamen- tetra- acético (EDTA) (Sigma-Aldrich, E.U.A.)-------------mmmmmmmmmeeeo 0409

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada, que ajusta al pH a 7.7 con HCl 1
M y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de

autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

Tripsina

La tripsina es una enzima peptidasa, que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas
mediante hidrélisis para formar péptidos de menor tamafio y aminoéacidos. Esta solucién

se empled para despegar las células ViBo, es preparada al 0.05% en Verseno.
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Colorante cristal violeta (0.1%)

NaOH (Sigma-Aldrich, EU.A.) === mmmm oo 396 ¢
Acido Formico (Sigma-Aldrich, E.U.A.) === 4.28 mL
Cristal violeta (Sigma-Aldrich, E.U.A.)=======m oo 1lg

La solucion de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucidén amortiguadora de acido
férmico 200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g de NaOH y 4.28 mL de acido
férmico aforados a 500 mL con agua bidestilada. Una vez preparada la solucion debe ser

filtrada.
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XIV. CONGRESOS

» Un avance de este trabajo se presentd en la “8va Reunidn Internacional De

Investigacion En Productos Naturales” con el titulo de: Efecto antiproliferativo,

citotoxico e inductor de apoptosis de la saponina esteroidal Diosgenina-Di en la linea celular de

cdncer cervicouterino CaSki y en células no tumorales y se llevd acabo del 23 al 25 de mayo

del 2012 en la Universidad del Mar Campus Huatulco, Huatulco — Oaxaca.

> El trabajo ya finalizado se presentd en la “92 Reunién De La Academia Mexicana

De Quimica Organica” con el titulo de: Efecto antitumoral de la saponina esteroidal

Diosgenina Di en lineas celulares de cdncer cervicouterino la cual se llevd acabo del 22 al 26

de abril del 2013 en la Facultad de Bioanalisis de la Universidad Veracruzana

campus puerto de Veracruz, Boca de Rio — Veracruz.

Ambos trabajos fueron presentados en la modalidad de cartel, sin embargo cabe
mencionar que en la 92 Reunion De La Academia Mexicana De Quimica Organica, le

fue otorgado un reconocimiento como uno de los mejores trabajos presentados.
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Efecto antitumoral de la saponina esteroidal Diosgenina-Di
en lineas celulares de cancer cervicouterino

F E S
ZARAGOZA

Mgﬂm_umgg_mj‘ Escobar Sanchez Ma. Luisa,2 Fernandez Herrera Ma. Antonieta,’ Sandoval Ramirez Jesus,? Hernandez Vazquez J. M.
Vicente,! Lopez Muiioz Hugo,! Sanchez Sanchez Luis.!

Facultad de Estudi i g
Quimicas, BUAP. CU 72570. Puebla, Pue. luisss@servidor.unam.mx

m.|
ANTECEDENTES

El cancer tiene un importante impacto social y econémico en el sistema de cuidado de la salud humana
y es una de las principales causas de muerte en el mundo. En particular el cancer cervicouterino (CaCu)
es considerada actualmente como la segunda causa de muerte a nivel mundial. A pesar de los avances
modernos de diagndstico, prevencién y tratamiento, la enfermedad todavia afecta a millones de
pacientes en todo el mundo.! Ademas, la ineficiencia de los farmacos en pacientes terminales, la poca
accién selectiva de éstos y la generacién de efectos secundarios graves, abre la blisqueda de nuevos
farmacos terapeut\cos que sean mas eﬁcnentes. Un buen ejemplo son las saponinas esteroidales, estas
son icos cuyos precursores son los esteroles, y que contienen una
parte hidrofilica (un sacarido) y una hidrofébica (una aglicona), estas poseen una amplia gama de
actividades bioldgicas entre las que destaca su actividad antitumoral y apoptética en diversas lineas
celulares de cancer.

Un ejemplo de éstas son la dioscina y la diosgenina, éstas ' T ! f 3
ap T A P! Yy apop en DIOSCINA
diferentes tipos de cancer como en CaCu, leucemia humana, * ' DIOSGENINA

eritroleucemia, osteosarcoma, carcinoma hepatocelular, de
colon y de mama entre otras. Otro ejemplo es la Diosgenina- P

Di un glicésido esteroidal que en el 2004 se encontré que L2

inhibe la proliferacién de células de cancer humano, como en DIOSGENINA-DI
adenocarcinoma de ovario, carcinoma epidermoide,

adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de colon y

Fig. 1.- Estructura molecular de la dioscina, de la
diosgeninayy la Diosgenina-Di.

OBJETIVO

de la idal “O-[a-L-
de (ZSR) espuost 5-en-3B- |lo (Diosgenina-Di) en lineas

eritroleucemia.?

Evaluaclon del efecto
P L (1—-4))-8-D-gl .-‘ ésid
celulares de cancer cervicouterino.

MATERIAL Y METODO

Determinacién de Ci
Culnvos celulares de CaCu y células (Incorporacién del colorante cnsul violeta)
no tumorales (linfocitos y células

de cérvixhumano) _

Determinacién si la Diosgenina-Di induce
apoptosis en células de CaCu a través de
munodeteccién de la Caspasa 3 activa por

citometria de flujo, el efecto en la morfologia
celulary cromatina nuclear por microscopia
Efecto de la Diosgenina-Di sobre el potencial (contraste de fasesy epifuorescencia)
proliferativo de células no tumorales provenientes de
cérvix humano y linfocitos de sangre periférica humana,
mediante el marcaje con carboxifluoresceina.

Evaluacién de la generacién de
especies reactivas de oxigeno en
células de CaCu mediante La técnica
de DCFH por citometria de flujo

Citotoxicidad mediante la actividad de la LDH
e inmrpcucién celular de IP
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Citotoxicidad (necrosis) Fig. 5. Determinacion de la actividad de la LDH en
w sobrenadantes provenientes de cultivos celulares de las lineas
& S ViBo, Hela, CaSki y células no tumorales provenientes de

e 1 7] cérvix humano estimuladas con las Cls, respectivas de la
Bl uciadeciosxom || saponina Diosgenina Di el DMSO se utilizé a una
H ulinoctos (D concentracién del 1% mientras que el Tritén X-100 se manejé
3 © como control positivo. * Indica que estadisticamente existe
Yo diferencia significativa entre los valores obtenidos. ANDEVA,
* sequida de una prueba de Tukey (*p<0.05 vs DMSO). Los

» resultados muestran un ensayo representativo de 3 pruebas
independientes con al menos 3 repeticiones.

-
Trit6n X100 omso

105%)

Fig. 6. Inmunodeteccién de la caspasa 3 activa por citometr(a de flujo en células de CaCu, permeadas con EtOH al 70% incubadas con
anticaspasa 3 y anti-lgG acoplada a FITC. Sin cas 3: Regién de células que no expresan caspasa 3 activa. Con cas 3: Regién de células
que expresan caspasa 3 activa.; Control: Células sin tratamiento, DMSO: Células tratadas con DMSO al 1%, Camptotecina (+): Células
tratadas con camptotecina y Diosgenina Di: Células tratadas con sus respectivas Cls, (30.8, 32.6, y 40 pg/ml)

Efecto en la morfologia celulary cromatina nuclear
CaSki

Fig. 7. Efecto en la morfologia celular y en la condensacién de la
cromatina. A) El contraste de fases permite apreciar los cambios
morfolégicos que sufren las células tras el tratamiento con la Clg,
de Diosgenina Di en su respectiva linea celular en comparacién
con las células sin tratamiento en RPMI al 5% de NSC; DMSO, al
1%. En todas las lineas se observaron células esféricas, con

e ! e
en la cual se observa el efecto en la cromatina nuclear con la
tincién de DAPI (azul) en Hela y CaSki tratadas con Diosgenina Di
se observa la cromatina condesada y también una fragmentacién
de esta.

CA: Cuerpo apoptético, EN: Fragmentacion nuclear,
Condensacién de la cromatina, V.1.: Vesiculas intracelulares

-

ROS en CaCu
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——casid
70 bla 1. - Concentracién requerida de Diosgenina Di para inducir
5 60 i decremento del 50 % en el nmero celular (Clg) en las células
i yeLamegnan rhgrales Hela, CaSkiy ViBo, expresada en pg/mly en pmol/L
4 Células no tumorales provenientes de cérvix
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Fig. 2. Efecto antiprolifetativo de la DiosgEAMANDI en las lineas de o
cancer cervicouterino Hela, CaSki y ViBo, 78 las Hela, CaSki o Contl  DMSO
ViBo fueron sembradas en placas de 96 poZ0s  estimuladas con yg/m Diosgerina D

Fig. 8. i6n de radicales libres de oxigeno en células
tumorales tratadas con Diosgenina Di. cultivos de células de CaCu
Hela, CaSki y ViBo fueron estimuladas con su respectiva Clyy y la
deteccién especifica de especies reactivas de oxigeno fueron
determinadas durante 5 horas mediante el marcaje con DCFH-DA
y evaluado por citometra de flujo Se muestra que la saponina
Diosgenina Di genera ROS y se observa que se incrementan
conforme trascurre el tiempo.

TIEMPO (HORAS)

A0S enCasii

wROSentels  wROS enVito

CONCLUSIONES

«La saponina esteriodal Diosgenina-Di presenta una Cls, de 30.8

3 40 pg/ml para las células Hela
CaSki y ViBo respectivamente a 24 horas de tratamiento. ]

diferentes concentraciones de Diosgenin
nimero celular fue cuantificado mediante
el colorante cristal violeta y la Clsy fue
linearizacién de los datos y con ayuda de la
gréfico representa por lo menos dos ensayos i

por 24 horas y el
técnica de tincion con
mediante la

a recta. £l

Fig. 3. Efecto de la Diosgenina Di en el potencial proliferativo

de células de cérvix. Se observa el control, cultivo de células sin

tratamiento en RPMI al 20% de SFB; DMSO, tratadas con

Diosgenina D: cultivos con

308 326, y 40 pg/ml respectivamente. * Indican que

existe diferencia si entre los valores

obtenidos. ANDEVA, seguida de una prueba de Tukey (* p<0.05
vs DMSOy ** p<0.05 vs Diosgenina Di 30.8 pg/ml).

U e —
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Fig. 4. Efecto de la Diosgenina-Di en la proliferacién de linfocitos
humanos no tumorales. Cultivos de Linfocitos fueron marcados con
carboxifluoresceina (CSFE) y el potencial proliferativo fue evaluado
por citometria de flujo. Para activar a los linfocitos se les agrego 25
I fitohemaglutinina (PHA). Sin PHA: linfocitos sin activar; Con PHA:
linfocitos activados y; DMSO: linfocitos con DMSO a 1%; y las
concentraciones de Diosgenina Di: se refiere a linfocitos con
Diosgenina Di a 30.8, 32.6, 40 pg/ml. Los resultados muestran un
ensayo representativo de por lo menos 3 pruebas independientes.
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n un 30, 33 y 50 % respectivamente
oras de tratamiento. En linfocitos de
no mas un 35 %en su proliferacién

A de 308 6 y 40 ug/ml de la saponina red
la proliferacién de células ho tumorales de cérvix humano a
sangre periférica hum: mismas concentraciones /

a72 horas de tratamien

células no tumorales.

<El compuesto no ind te necrética en células CaCu,

e ; te por apoptosis en células
ﬁ ta la morfologia de estds en
a nuclea

y generar cuerpos a?‘p oticos en
i
de inducir un incremento en las esp

u Hela CaSki y ViBo.

+La Diosgenina-Di ind
enzima caspasa 3 ac
fragmentar la cromati

Caski a través de la expresion de la
iva, ademas de d

e La eraSki.
sLa Diosgenina-Di e e oxigeno a través del
tiempo en las célula:
'
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