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Resumen

Actualmente se considera al cincer como una de las principales causas de muerte en todo el mundo y
el cancer cérvico uterino representa el 20% de las muertes por cincer en los paises de ingresos bajos y
medios. Como tratamientos para combatir ésta enfermedad se utilizan la cirugia, radioterapia y
quimioterapia, los cuales, desafortunadamente presentan selectividad limitada entre celulas tumorales
y celulas normales, ademas de inducir una muerte por necrosis, generando graves efectos secundarios
en los pacientes demeritando con ello su calidad de vida y ademis son ineficientes en estados
avanzados de la enfermedad. Es por ello que entre la comunidad cientifica existe un creciente interés
por analizar nuevos compuestos alternativos sobre todo de origen vegetal, capaces de eliminar dicha
enfermedad afectando minimamente a celulas no tumorales y disminuyendo con ello los efectos
secundarios de la quimioterapia. Dentro de estas investigaciones se ha encontrado que algunos
compuestos como las saponinas esteroidales y sus derivados, pueden presentar diversas actividades
bioldgicas, entre las que destacan su poder antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral. En ese
sentido se avalud, en el presente trabajo, si el clorohidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-
glucopiranosido diosgenilo (MF-1T), una saponina esteroidal derivada de la Diosgenina presenta
actividad antiproliferativa , selectiva y apoptética en lineas de celulas tumorales de cancer cérvico
uterino, HeLa, CaSki y ViBo asi como la actividad antiproliferativa en linfocitos no tumorales de
sangre periférica humana. Los resultados obtenidos mostraron que la saponina esteroidal afecta el
potencial proliferativo de las celulas tumorales HelLa, CaSki y ViBo de una manera dosis dependiente
con una ICso de 25 pg/ml para las lineas HeLa y CaSki y 50 pg/ml para linea ViBo. La nula
deteccién de LDH en los sobrenadantes de celulas tumorales asi como no tumorales, sugiere que el
fitoesteroide no induce muerte necrética. Sin embargo, la observacién de la disminucién del tamafio
celular, la formacién de cuerpos apoptéticos, la deteccion de la Caspasa-3 activa y la fragmentacion
de ADN en los cultivos de celulas tumorales tratadas con la saponina, indican que el compuesto
induce a dichas celulas a una muerte por apoptosis. Por lo anterior el clorohidrato de 2-deoxi-2-
amino-beta-D-glucopiranosido diosgenilo (MF-1T) podria ser un candidato para ser evaluado como

agente terapéutico, con acciéon selectiva contra el cAncer.



Marco Tebrico

Ciclo Celular

El ciclo celular es un conjunto de eventos que culmina con el crecimiento de la célula y su division.
Para que ocurra una apropiada division y proliferacién, toda célula eucaritota debe seguir un correcto
programa genético, el cual hace que esta pase por diferentes fases y culmine en la division celular. La
progresiéon del ciclo en las celulas eucariotas se asocia con la expresiéon de un conjunto de genes
especificos. Tales genes codifican para proteinas especificas que controlan la progresién del ciclo
celular o funcionan en procesos metabdlicos unidos a él. Para asegurar una apropiada divison, las
proteinas que estan intimamente involucradas en su regulacion deben ser expresadas dentro de una

ventana de tiempo en el ciclo celular (Rodriguez Er al, 2004)

En un ciclo celular la célula se divide en dos, y cada una de las celulas formadas cuenta con los
elementos estructurales y funcionales que le permiten repetir el proceso de crecimiento y divisién. Sin
embargo, para que esto suceda se necesita la replicaciéon del genoma, la distribucién equitativa de la
masa celular y una segregacién precisa de cromosomas. La ejecucién de esos eventos divide al ciclo
celular en cuatro fases: crecimiento I (GI), sintesis (S), crecimiento 2 (G2) y mitosis (M). Una
reproduccién exacta de la célula requiere que esas fases y su secuencia estén coordinadas (Rodriguez

Et al, 2004).

La fase GI, llamada primera fase de crecimiento, se "inicia" con una célula que proviene de una
divisién previa. Durante esta fase se capacita a la célula para crecer y producir todas las proteinas
necesarias para la sintesis del ADN. La célula aumenta de tamafio y se sintetiza nuevo material

citoplasmico, sobre todo proteinas y ARN (Rodriguez Er al, 2004).

La fase S o de sintesis, es el periodo en que tiene lugar la duplicacién del ADN. Cuando termina, el
nticleo contiene el doble de ADN y proteinas nucleares. Esto asegura que al dividirse cada una de las

celulas tenga una copia completa de ADN (Rodriguez Er al, 2004).

En la fase G2, segunda fase de crecimiento, se sigue sintetizando ARN y proteinas, se incrementan las
proteinas citoplasmaticas y organelos, por lo que la célula aumenta de tamafio y hay cambios visibles
en la estructura celular que nos indican el principio de la mitosis o divisién celular. Al periodo de

tiempo que transcurre entre dos mitosis, y que comprende los periodos GI, Sy G2, se le denomina

interfase (Rodriguez Et al, 2004).

La fase M o mitosis, es cuando ocurre la divisién nuclear y celular, en este periodo los cromosomas se

separan y ocurre la citocinesis (Rodriguez £r al, 2004).

Existe un estado llamado GO, el cual recibe ese nombre porque queda fuera del ciclo. En este estado
que q

la célula estd "quiescente", es decir, no est4 en divisidn, por lo que se encuentra fuera del ciclo celular.

La célula puede permanecer en GO por dias, semanas, o incluso afios antes que se divida otra vez. Una

vez que recibe nuevamente sefiales, sobre todo extracelulares, son estimuladas a salir de GO y entran a



GI para iniciar un nuevo ciclo de divisién. Una vez que la célula "regresa" a GI continuara las fases

sucesivas del ciclo celular en las siguientes 12-24 horas (Rodriguez Er al, 2004).
Control del ciclo celular

El control del crecimiento de celulas eucariotas y la divisién implica circuitos moleculares conocidos
como "puntos de control" (fig. 1)) que aseguran la sincronizacién apropiada de eventos celulares. El
paso por un punto de control de una fase del ciclo celular a la siguiente requiere un conjunto
coordinado de las proteinas que controlan el crecimiento celular y la integridad del ADN. La divisién
celular incontrolada o propagacién del ADN dafiado pueden contribuir a la inestabilidad genémica y

la tumorigénesis (Rodriguez Er al, 2004).

El punto de control GI /S controla la progresion de las celulas a través del punto de restriccién en la
fase S de sintesis de ADN. Durante GI, el supresor de tumor Rb se une e inhibe el factor de
transcripcién E2F. La fosforilaciéon de Rb por cinasas dependientes de ciclina (CDK) durante GI
induce la disociacién de Rb y permite la transcripciéon mediada por E2F de los genes que promueven
la fase S. En respuesta a las sefiales ascendentes, INK4 y los inhibidores de la familia Kip/ Cip
controlan la actividad de CDK y evita su entrada en la fase S. El dafio del ADN activa las vias de
respuesta a través de ATM/ATR y ChkI/2 cinasa para bloquear la actividad de CDK, dando lugar a
la detencién del ciclo celular y reparacion del ADN o la muerte celular (Rodriguez Er al, 2004).
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Figura 1: Ciclo celular y sus puntos de control. El diagrama ilustra el ciclo celular de las celulas de division
rapida en relacién con la sintesis de DNA. Después de la mitosis la célula entra en interfase. G, representa el
periodo en que se produce una pausa en la sintesis de DNA. S corresponde al periodo durante el cual hay
sintesis de DNA. G, es una segunda pausa en la sintesis de DNA. Gj representa el camino que sigue una
célula que ha dejado de dividirse; no obstante, esta célula puede reingresar en el ciclo celular después de
un estimulo adecuado. La célula que esta en G, puede sufrir una diferenciacion terminal, Gyp, para
establecer una poblacion de celulas que nunca se dividiran (p. ej., adipocitos maduros). En el diagrama se
indica la duracion promedio de cada fase del ciclo celular. Cada fase contiene varios puntos de control que
aseguran que el sistema solo progrese hacia la etapa siguiente cuando la etapa previa se haya
complementado y ni se detecte daiio del DNA. Tomado de Ross y Pawlina, 2007.




El punto de control G2/M evita que las celulas que contienen el ADN dafiado entren en mitosis
(M). CDKI Activado (cdc2), vinculado a la ciclina B promueve la entrada en la fase-M. Weel y
Mytl cinasas y cdc2S fosfatasa competitivamente regulan la actividad de CDKI; Weel y Mytl
inhiben CDKI y evitar su entrada en la fase-M, mientras que cdc25 elimina fosfatos inhibidores. El
dafio del ADN activa mdltiples cinasas que fosforilan cinasas Chk1/2 y proteina p53 supresora de
tumores. ChkI/2 cinasas estimulan la actividad Weel e inhiben cdc25C, impidiendo la entrada en la
fase-M. La fosforilacién de pS3 promueve la disociacion entre pS3 y MDM2 y permite la unién del
factor de transcripciéon al ADN (Rodriguez Er al, 2004).

Proteinacinasa dependiente  Fase del ciclo celular

Tipo de ciclina  de la ciclina asociada en la que actian Proteinas efectoras sobre las que actian

CiclinaD Cdka/e Progresion de la fase G, Proteina supresora de tumores p53, proteina de
susceptibilidad al retinoblastoma (pRb)

Ciclina E Cdk2 Entrada en la fase S Proteincinasas ATM, o ATR,, proteina supresora
de tumores p53

Ciclina A Cdk2 Progresién de la fase S Proteina de replicacion A (RPA), DNA polimerasa,
proteina de mantenimiento de minicromoso-
ma (Mcm)

Ciclina A Cdk1 Fase S a fase G, y entrada en Fosfatasa cdc25, ciclina B

la fase M

Ciclina B Cdk1 Progresion de la fase M Proteinas asociadas con la cromatina, histona
H1, Iaminas nucleares, proteinas requladoras
de la miosina, proteinas centrosomicas, facto-
res de transcripcion ¢-fosfjun, ¢-myb, oct-1,
SWIS, proteincinasas p60src, caseincinasa |l
proteincinasas ¢-mos

Figura 2: Resefia funcional de los complejos de ciclina-Cdk que participan en la regulacién del ciclo celular humano.
Tomado de Ross y Pawlina, 2007.

El centro de control asegura el apego de cromatidas adecuado antes de la progresion de la metafase a
anafase. EI SCF y complejos de proteinas APC/C juegan un papel importante, con APC/Cdc20
inicia la entrada en anafase promoviendo la degradacién mediada por ubiquitina de mdltiples

sustratos, incluyendo ciclina B y la securina proteina reguladora (fig. 2) (Rodriguez Er al, 2004).

Muerte Celular

Para que un organismo pluricelular se desarrolle y se mantenga con eficiencia no solo es esencial la
divisién celular, que aumenta el ndmero de celulas, sino también un proceso de muerte celular
(Peralta-Zaragoza Er al, 1997). Al respecto se ha reportado distintos tipos de muerte celular sin
embargo dos de las més estudiadas y mejor caracterizadas son la muerte por necrosis y muerte por

apoptosis.
Necrosis

En la necrosis hay ganancia de volumen celular (oncosis), ruptura de la membrana plasmatica y salida
del material intracelular (Vanlangenakker £t al, 2008; Golstein and Kroemer, 2007). Desde el punto

de vista morfolégico se la ha definido como el espectro de cambios posr mdrtem en un tejido por la



accién progresiva de enzimas propias de las estructuras lesionadas (Vanlangenakker £t al, 2008). El
aspecto de las celulas necrdticas resulta de la desnaturalizacién de proteinas y de la digestion
enzimitica autolitica o heterolitica. Por microscopia electrénica se observan soluciones de
continuidad en las membranas plasmatica y los organelos y marcada dilatacién mitocondrial con
apariencia de grandes densidades amorfas. Los analisis histolégicos evidencian celulas eosinofilicas
por la unién maés fuerte de la eosina con las proteinas citoplasméticas desnaturalizadas y por la

pérdida de la basofilia del citoplasma debida a los dcidos nucleicos.

Los cambios nucleares se deben a la fragmentacién inespecifica del ADN, entre ellos se han descrito:
picnosis nuclear o pérdida de volumen, ligera condensacién del ADN, aumento de la basofilia
nuclear, llamada cariorrexis, y caridlisis cuando ya no se detecta estructura cromatinica (Ramirez Er

al, 2010). Algunos de estos cambios se pueden observar pre mdrtem en las celulas apoptdticas.
Apoprosis

La apoptosis es esencial para el desarrollo y homeostasis de los tejidos, participa en la respuesta
inmune y en general en todos los procesos fisioldgicos. En la mayorfa de los casos la apoptosis no
desencadena una respuesta inflamatoria. Algunos han acufiado el término prroptosis para definir la
muerte celular debida a la activacién de la caspasa 1, la cual estd directamente relacionada con el
procesamiento de las interleucinas IL—If e IL—18 (Fink and Cookson, 2005). Los cuerpos
piroptdticos estin asociados con procesos inflamatorios pero no estin claras las diferencias en el
reconocimiento de los cuerpos apoptéticos y los piroptéticos ni las consecuencias que esto tenga en

la respuesta inmune (Fink and Cookson, 2005).

En condiciones normales, las celulas fagociticas, sean concurrentes al sitio de la muerte o espectadoras
presentes en el momento en que se produce reconocen y eliminan los cuerpos apoptdticos; en este
proceso, la unién de dichos cuerpos a receptores que reconocen la fosfatilserina induce, en fagocitos
mononucleares, activacién M2, produccién de citoquinas como la IL-10 y el TGFP que potencian
las funciones de los mismos fagocitos, reclutamiento de fibroblastos y reconstruccién de la matriz
extracelular (Kroemer Er al, 2009; Kroemer and Levine, 2008; Fink and Cookson, 2005) , lo que
permite la reparacién del tejido (Gray Et al, 2007) y la activacién de celulas B reguladoras (Gray £t
al, 2007). Sin embargo, sensores de 4cido drico activan el inflamosoma en la necrosis secundaria

previniendo la activacién M2 y la de celulas reguladoras (Peng Er al, 2007).
Via extrinseca

La apoptosis puede ser inducida a través de la activacién de receptores de muerte (fig. 3) incluyendo
Fas, TNFaR, DR3, DR4, DRS y por sus respectivos ligandos. Los ligandos del receptor inician la
sefializacién a través de la oligomerizacién del receptor, que a su vez resulta en el reclutamiento de
proteinas adaptadoras especializadas y la activacién de cascadas de Caspasas. La unién del FasL
induce trimerizacién de Fas, que recluta a la procaspasa-8 a través de la proteina adaptadora FADD.
La caspasa-8 oligomerizada se activa via autocatalisis. La caspasa-8 activada estimula la apoptosis a

través de dos cascadas paralelas: se puede romper directamente y activar la caspasa-3, o,



alternativamente, se puede romper Bid, una proteina proapoptdtica de la familia Bcl-2. Bid
incompleto (tBid) se transloca a la mitocondria, lo que induce la liberacién del citocromo C, que
secuencialmente activa la caspasa-9 y -3. TNF-0 y el DR-3L pueden liberar sefiales pro- o
antiapoptoticas. Los receptores TNFaR y DR3 promotores de la apoptosis mediante las proteinas
adaptadoras TRADD/FADD vy la activacién de la caspasa-8. Interaccién del TNF-a con el TNFaR
puede activar la ruta del NF-kB mediante las NIK/IKK. La activacién del NF-kB induce la expresién
de genes de supervivencia incluyendo las proteinas Bcl-2 y FLIP, esta dltima puede inhibir

directamente la activacién de caspasa-8. Los ligando FasL y TNF-a también pueden activar la cinasa

JNK mediante las proteinas ASKI/MKK?7. La activacién de la cinasa JNK puede conducir a la

. DNA romatin T ioti
Y Msmbrane ing $gnennnon Condeneation  j | fRnecripton J
Apoptosis Survival

Figura 3: Esquema de apoptosis via extrinseca. Tomada de http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathways-
apoptosis-death

inhibiciéon de la proteina Bcl-2 por fosforilacion. En la ausencia de activacién de la caspasa, la
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estimulacién de los receptores de muerte puede conducir a la activacién de una via alternativa de

muerte celular programada denominada necroptosis mediante la formacién de complejo IIb (CST,

2014).

Via intrinseca

La familia de proteinas Bcl-2 regulan la apoptosis mediante el control de la permeabilidad
mitocondrial (fig. 4). Las proteinas antiapoptdticas Bel-2 y Bel-XL residen en la pared mitocondrial
externa e inhiben la liberacién del citocromo C. Las proteinas proapoptéticas Bel-2 Bad, Bid, Bax y
Bim pueden residir en el citosol, pero tambien se traslada a la mitocondria tras la sefalizacién de
muerte, donde promueven la liberacién de citocromo C. La translocacion de Bad a la mitocondria,
forma un complejo proapoptético con la proteina Bel-xL. Esta translocacién es inhibida por factores
de supervivencia que inducen la fosforilacién de Bad, conduce a la retencién en citosol. La proteina

Bid en el citoplasma es escindida por la caspasa-8 siguiendo la sefializacién a través del receptor Fas;

Daath Stinnuli:

Survival F ra: D Survival Factor Withdraoeral

Growth Factors, Cytokines, stc.
W

Pro-fApopéotic Apoptosis Genotoxic Stress

Figura 4: Esquema de la apoptosis via intrinseca. Tomada de:
http://www.cellsignal.com/common/content/content.jsp?id=pathways-apoptosis-control




su fragmento activo (tBid) se transloca a la mitocondria. Las proteinas Bax y Bim se translocan a las
mitocondrias en respuesta a los estimulos de muerte, incluyendo Ia retirada del factor de
supervivencia. Activado tras el dafio del ADN, pS3 induce la transcripcién de los genes Bax, Noxa, y
PUMA. Tras la liberacién de la mitocondria, el citocromo C se une a Apaf-1 y forma un complejo
con la activacién de la caspasa-9. Aunque el mecanismo(s) de la regulacién de la permeabilidad
mitocondrial y la liberacién de citocromo C durante la apoptosis no se entienden completamente,
Bcl-xL, Bcl-2, Bax y pueden influir en el canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC), que
pueden desempeniar un papel en regulacién de la liberacién del citocromo C. Mule/ARF-BPI es un
dafio de ADN activado por E3 ubiquitina ligasa para pS3, y Mcl-1, un miembro de antiapoptética
de Bcl-2. (CST, 2014). La apoptosis es entonces un proceso altamente regulado que tiene como
finalidad la eliminacién de celulas que el organismo ya no necesita sin embargo, cuando existe alguna
falla en este mecanismo de regulacién las celulas pueden evadir la muerte por apoptosis generando

enfermedades como el cancer que pueden llegar a comprometer la vida del individuo.
Cancer

El cancer es el nombre general que se utiliza para denominar a un grupo de enfermedades que tienen
en comutn la pérdida del control de funciones celulares fundamentales como la proliferacion, la
diferenciacién y la muerte. Aunque hay muchos tipos de cincer, todos tienen en comin que en su
origen algunos de los genes que son primeramente afectados son lo que controlan los mecanismos de
reproduccién, ignorando las sefiales normales que el organismo les pone como restriccién y
aumentando, con ello, la probabilidad de que incidan en estas celulas nuevas mutaciones que les
permitan generar ventajas selectivas sobre el resto de las celulas que forman el tejido. Otro de los
controles que es alterado por la adquisicion de mutaciones es la regulacién de la muerte, ya que las
celulas ignoran las sefiales apoptdticas que recibe del medio y generando estirpes celulares
inmortalizadas. Esto significa que el ADN dirige todas las funciones metabdlicas de la célula y en una
célula normal, cuando el ADN se afecta se repara el dafio o la célula muere. En las celulas cancerosas
el ADN dafiado no se repara pero a pesar de ello la célula no muere, en cambio contintia
produciendo nuevas celulas que el cuerpo no necesita. Estas nuevas celulas tienen el mismo ADN
anormal como la primera y finalmente las celulas cancerosas adquieren la capacidad de invadir otros
tejidos, algo que las celulas normales no pueden hacer generando con ello tumores (ACS,

http: // www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

El cincer es generalmente considerado como un proceso evolutivo que resulta de la acumulacién de
mutaciones somaticas en la progenie de una célula normal, lo que lleva a una ventaja de crecimiento

selectiva en las celulas mutadas y en dltima instancia, a la proliferacién incontrolada (Merlo £t al,

2006).



En las dltimas décadas la investigacién del cincer ha caracterizado a los eventos celulares y
moleculares que permiten la transformacién maligna de las celulas que albergan alteraciones
oncogénicas. Estos eventos incluyen: proliferacién incontrolada; evasién de la eliminacién de tumores,
la inhibicién de la muerte celular; creacién de un microambiente en particular que contiene vasos
sanguineos, celulas del estroma e inmune, y la adquisicién de potencial invasivo y metastasico (fig. S)

(Hanahan and Weinberg, 2011). Ademas, nuestro conocimiento de los oncogenes y los genes
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Figura 5: Todas las celulas poseen una maquinaria que regula la proliferacién, diferenciacién y muerte. La tltima
década ha sido testigo de notables progresos en la comprensién del fundamento de los mecanismos de cada
caracteristica del cancer (Tomado de Hanahan and Weinberg, 2011)

supresores de tumores se ha enriquecido con el desarrollo de técnicas de secuenciacién de nueva
generacién, que se han identificado muchos genes que estin mutados en diferentes tipos de cancer
(Stratton, 2011). Aunque esta informacién es critica en la comprensién de la base genética del
desarrollo del cancer y la progresion, el orden de adquisicién de estas mutaciones y las celulas en las

que se acumulan para permitir la formacién del cincer siguen siendo poco conocidos.

La OMS (2011) estimé que durante el 2008, la principal causa de muerte en el mundo fue el cancer,
con 7.6 millones de casos, lo cual equivale al 13% de todas las muertes a nivel mundial,

principalmente por cancer de pulmén, estémago, higado, colon y mama (INEG, 2011).

En América Latina, de acuerdo con la OPS (20I1) durante el periodo 2007-2009, la tasa de
mortalidad estandarizada a consecuencia de alguna neoplasia maligna fue de 110.7 muertes por cada
100 mil habitantes; para la region, las tasas mas altas se ubicaron en Uruguay (168.4), Cuba (143.3)

y Perti (136.6); en contraste, México presenté la tasa mas baja de Latinoamérica (75.4) resultado de



los esfuerzos que se han llevado a cabo en materia de prevencién, atencién oportuna y sensibilizacién

entre la poblacién (INEGI, 201T1).

Para 2030, se espera que la carga mundial crezca a 21,4 millones de nuevos casos de cancer y 13,2
millones de muertes por cancer, simplemente debido al crecimiento y envejecimiento de la poblacién,

asi como reducciones en la mortalidad infantil y la mortalidad por enfermedades infecciosas en los

paises en desarrollo (IARC, 2011)
Ciancer Cérvico uterino

La gran variacién regional en las tasas de cincer cérvico uterino refleja principalmente la
disponibilidad de cribado con el Papanicaloau (Pap) (organizados o puntuales), que permite la
deteccién y eliminacién de las lesiones precancerosas. Las diferencias geograficas en la prevalencia del
VPH, también desempefia un papel importante en la detencién y eliminacién de la enfermedad. En
varios paises occidentales, donde siempre se han establecido programas de deteccién, las tasas de
cancer cérvico uterino se han reducido hasta en un 65% en las dltimas cuatro décadas (fig. 6). Por
ejemplo, en Finlandia, las tasas de incidencia de cincer de cuello uterino se redujeron de 21.1 por
100,000 en 1966 a 7.3 por 100,000 en 2007. Las cifras también han disminuido en zonas de alto
riesgo, entre ellos China, Corea y la India, en parte debido a la mejora de las actividades de deteccién
y condiciones socioeconémicas, a pesar de la disminucién en términos proporcionales eran mucho

mas pequefias en comparacién con las de los paises occidentales (IARC, 2011).

BN Estados Unidos I Suecia Reino Unido I México [ Espaiia  [] Ecuador [ sudafrica

Tasa por 100 000

oL 11 Ll LA b Ll Ll L L L Lt bt B L Lt b L )
1951 1954 1957 1960 1963 1966 1969 1972 1975 1978 1981 1984 1987 1990 1993 199 1999 2002 2006

Afos

*Las tasas han sido suavizados usando 3-afios promedio. Nota: ruptura en la tendencia indica que los datos que faltan
Fuente: Base de datos de mortalidad de la OMS

Figura 6: Tendencias en las tasas de mortalidad por cancer de cuello de ttero estandarizadas por edad en los paises
seleccionados. Tomado de: http://www.who.int/cancer/treatment/es/)

La causa principal del cincer cérvico uterino es la infeccién por ciertos tipos de VPH.
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En México, de 1990 a 2000, se reportaron 43,761 defunciones, lo que represent6 un promedio de
12 mujeres fallecidas cada 24 horas, con incremento anual de 0.76%,(Caro and Zaiiiga, 2009 y
Tovar Er al, 2008) aun cuando la  Secretaria de Salud (2004) informé una reduccién de la
mortalidad a partir de 1998 a un ritmo de casi 5% anual. La cifra de fallecimientos por cincer
cérvico uterino para el afio 2000 fue de 4,576, con una tasa de 20.1 por 100,000, y descendié a
4,024 para 2008, con una tasa de 14.0 por cada 100,000 mujeres (Fernindez C. Er al, 2011)

En estudios efectuados por la Secretaria de Salud se sefiala que para abatir la mortalidad por esta
enfermedad es necesario alcanzar una cobertura de 80% en la deteccién en poblaciéon blanco y
asegurar el diagndstico y tratamiento adecuados y oportunos en mujeres con resultados anormales de

la citologia cervical. Al respecto, la cobertura actual en el pais, reportada por la SSA, es de sélo 43%

(Fernandez C. Et al, 2011).

El cuello del dtero es la parte inferior del dtero (fig. 7), algunas veces se le llama “cuello uterino”. El
cuello uterino conecta el cuerpo del ttero con la vagina. La parte del cuello uterino mas cercana al
cuerpo del atero se llama endocérvix. La parte proxima a la vagina, es el exocérvix (o ectocérvix). Los
dos tipos principales de celulas que cubren el cuello del dtero son las celulas escamosas (en la
exocérvix) y las celulas glandulares (en la endocérvix). Estos dos tipos de celulas se encuentran en un
lugar llamado zona de transformacion. La mayoria de los cinceres cérvico uterino se originan en la
zona de transformacién (ACS,
http: // WWW.Cancer.org / espanol /cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetallada/ cancer-de-cuello-

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).

Trompas d—e Falopio

Ovarios

Endocérvix

Cuerpo

; Cuello
del Utero

Uterino

Vagina Exocérvix

Figura 7: Partes del Aparato reproductor femenino. Tomado de:
http://www.cancer.org/espanol/cancer/cancerdecuellouterino/resumen/resumen-sobre-el-cancer-de-cuello-uterino-
what-is-cervical-cancer

La mayoria de los cinceres cérvico uterino se originan en el revestimiento de las celulas del cuello
uterino. Estas celulas no se tornan en cincer de repente, sino que las celulas normales del cuello
uterino primero se transforman gradualmente con cambios precancerosos, los cuales se convierten en
cancer. Los médicos wusan varios términos para describir estos cambios precancerosos,

incluyendo neoplasra intraepirelial cervical (CIN, por sus siglas en inglés), lesion intraepitelial
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escamosa (SIL, por sus siglas en inglés) y displasia. Estos cambios se pueden detectar mediante la
prueba de Papanicolaou y se pueden tratar para prevenir el desarrollo de cincer (ACS,
http: // WWW.CAncer.org / espanol /cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetaﬂada/ cancer-de-cuello-

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer)

Los canceres cérvico uterino y los precanceres se clasifican de acuerdo al aspecto que presentan bajo el
microscopio. Existen dos tipos principales de cancer cérvico uterino: el carcinoma de celulas
escamosas y el adenocarcinoma. Aproximadamente un 80% a 90% de los canceres de cuello uterino
son carcinomas de celulas escamosas. Estos cinceres se producen en las celulas escamosas que cubren
la superficie del exocérvix. Cuando se examina con un microscopio, este tipo de cAncer estd
compuesto por celulas parecidas a las celulas escamosas. Los carcinomas de celulas escamosas se
originan con mayor frecuencia donde el exocérvix se une al endocérvix (ACS,
http: // www.cancer.org/ espanol/ cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetaﬂada/ cancer-de-cuello-

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).

La mayoria de los otros cinceres cervicales son adenocarcinomas. Los adenocarcinomas cervicales
parecen haberse vuelto mas comunes en los dltimos 20 a 30 afios. Este se origina en las celulas de las
glandulas productoras de mucosidad del endocérvix. Con menor frecuencia, el cincer de cuello
uterino tiene caracteristicas tanto de los carcinomas de celulas escamosas como de los
adenocarcinomas. Estos tumores se llaman carcinomas adenoescamosos o carcinomas mixtos (ACS,
http: // WWW.Cancer.org / espanol /cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetallada/ cancer-de-cuello

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).

Aunque los cinceres cérvico uterinos se originan en celulas con cambios precancerosos (precanceres),
solo algunas de las mujeres con precanceres cérvico uterino padecerin cincer. El cambio de precancer
cérvico a cancer cérvico usualmente toma varios afios, aunque puede ocurrir en menos de un afio. En
la mayoria de las mujeres, las celulas precancerosas desaparecerin sin tratamiento alguno. Aun asi, en
algunas mujeres los precinceres se convierten en canceres verdaderos (invasivos). El tratamiento de
todos los precanceres puede prevenir casi todos los cinceres verdaderos. Las mujeres con cinceres de
cuello uterino en etapa temprana y precanceres usualmente no presentan sintomas. Estos a menudo
no comienzan hasta que un cancer se torna invasivo y crece hacia el tejido adyacente. Cuando esto

ocurre, los sintomas mas comunes son:

> Sangrado vaginal anormal, tal como sangrado después del coito vaginal, sangrado después de
la menopausia, sangrado y manchado entre periodos y periodos menstruales que duran més
tiempo o con sangrado mas profuso de lo usual. También puede ocurrir sangrado después de

una ducha vaginal o después del examen pélvico.

» Una secreciéon vaginal inusual (la secrecién puede contener algo de sangre y se puede

presentar entre sus periodos o después de la menopausia.

» Dolor durante las relaciones sexuales (coito).
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Estas sefiales y sintomas también pueden ser causados por otras condiciones que no son cincer
cérvico uterino. Por ejemplo, una infeccién puede causar dolor o sangrado (ACS,
http: // WWW.CAncer.org / espanol /cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetaﬂada/ cancer-de-cuello-

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).

Los cambios precancerosos se dividen en diferentes categorfas segtin la forma en que se ven las celulas
del cuello uterino bajo el microscopio. La clasificacion por etapas (estadios) o estadificacion es el
proceso para determinar hasta dénde se ha propagado el cincer. Se utiliza la informacién de los
examenes y pruebas de diagnéstico para determinar el tamafio del tumor, hasta qué punto éste ha
invadido los tejidos dentro o alrededor del cuello uterino y la propagacién a los ganglios linfaticos u
otros érganos distantes (metéstasis). Este es un proceso importante porque la etapa del cincer es el
factor mas relevante para  seleccionar el plan de tratamiento adecuado (ACS,

http: // www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

La etapa de un cincer no cambia con el paso del tiempo, incluso si el cincer progresa. A un cancer
que regresa o se propaga se le sigue conociendo por la etapa que se le asign6é cuando se encontré y
diagnosticé inicialmente, sélo se agrega informacién sobre la extensién actual del cancer (ACS,

http: // WWW.cancer.org /cancer/ cancerbasics/ What—is—cancer).

Un sistema de estadificacién o clasificacién por etapas es un método que utilizan los especialistas en
cancer para resumir la extensién de la propagacién de un cancer. Los dos sistemas utilizados para
clasificar por etapas (estadios) la mayoria de los tipos de cincer de cuello uterino, son el sistema
FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) (fig. 8) y el sistema TNM de
la AJCC (American Joinr Commuttee on Cancer) que son muy similares (APENDICE I). Los
ginec6logos y los oncdlogos ginecoldgicos usan el sistema FIGO. El sistema AJCC (en vigor en enero
de 2010) clasifica el cancer cérvico uterino basindose en tres factores: el alcance del cincer (Tumor),
si el cancer se ha propagado a los ganglios linfaticos (Nédulos), y si se ha propagado a 6rganos
distantes  (Metastasis).  El  sistema  FIGO wsa la  misma  informaciéon  (ACS,

http://www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/what-is-cancer).

Este sistema clasifica la enfermedad en etapas de O a IV. La clasificacién por etapas o estados se basa
en los hallazgos clinicos en vez de los hallazgos de la cirugia. Esto significa que la extensién de la
enfermedad se evaltia por medio del examen fisico realizado por el médico y algunas otras pruebas
que se realizan en algunos casos, tales como la cistoscopia y la proctoscopia, no se basa en los

hallazgos de la cirugia (ACS, http://www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

Cuando se hace una cirugia, podria verse si el cancer se ha propagado mas de lo que los médicos
pensaban al principio. Esta nueva informacién podria cambiar el plan de tratamiento, pero no cambia

la etapa de la paciente (ACS, http://www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).
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Figura 8: Clasificacion de FIGO de los carcinomas cérvico uterinos. Tomado de
http://www.seom.org/es/informacion-sobre-el-cancer/info-
tiposcancer/ginecologico/cervix?start=8

Tratamientos

Las opciones para tratar a cada paciente con cincer cérvico uterino dependen de la etapa de la
enfermedad. La etapa de un cincer describe su tamafo, la profundidad de invasién (cuin
profundamente ha crecido hacia el cuello uterino) y hasta dénde se ha propagado (ACS,
http: // WWW.cancer.org / espanol/ cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetaﬂada/ cancer-de-cuello-

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).

Después de que se ha establecido la etapa de cincer de cuello uterino, el equipo médico le
recomendard sus opciones de tratamiento. Aunque la eleccién del tratamiento depende en gran
medida de la etapa de la enfermedad en el momento del diagnéstico, otros factores que pueden influir
en las opciones son la edad, estado general de salud, circunstancias individuales y preferencias. El
cancer cérvico uterino puede afectar la vida sexual y la capacidad para tener hijos (ACS,
http: // Www.cancer.org/ espanol/ cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetaﬂada/ cancer-de-cuello-

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).

Dependiendo del tipo y la etapa del cancer, tal vez sea necesario mas de un tipo de tratamiento. Los

médicos en su equipo de atencién al cancer pueden incluir:
» Un ginecdlogo: médico que trata enfermedades del sistema reproductor femenino.

» Un oncdlogo especializado en ginecologia: médico especializado en los canceres del sistema

reproductor femenino.

» Un oncdlogo especialista en radiaciéon: un médico que usa radiacién para tratar el cincer.
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» Un médico oncdlogo: un médico que usa quimioterapia y otras medicinas para tratar el

cancet.

Puede que muchos otros especialistas también participen en la atencién, incluyendo enfermeras
practicantes, enfermeras, sicdlogos, trabajadores sociales, especialistas en rehabilitacién y otros

profesionales de la salud (ACS, http://www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

Los principales objetivos de un programa de diagndstico y tratamiento del cincer son curar o
prolongar considerablemente la vida de los pacientes, y garantizar la mejor calidad de vida posible a
quienes sobreviven a la enfermedad (ACS, http:/ / Www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics / what-is-

cancer).

Los tipos de tratamientos del cincer cérvico uterino comunes incluyen: Cirugia, Radioterapia y/ o

Quimioterapia. A menudo se utiliza una combinacién de tratamientos.

3> Cirugia
Procedimiento en el que se extrae o destruye solo el tejido lesionado. Se puede extraer el resto del

érgano y dérganos cercanos (que estén dafiados), de tal forma que después cicatriza y recupera su

forma y funcién normal, en el mejor de los casos (APENDICE H) (ISSEMYM, 2014).

»> Radioterapia
La radioterapia usa rayos X de alta energia para destruir las celulas cancerosas. Estos rayos X se
pueden administrar externamente en un procedimiento que es muy parecido a la radiografia
diagnéstica. Este procedimiento se llama radioterapia de haz externo. Este tratamiento por lo general
toma de 6 a 7 semanas. Para el cancer cérvico uterino, este tipo de radioterapia se administra a
menudo con bajas dosis de un medicamento de quimioterapia llamado cisplarino  (ACS,

http: // www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

Otro tipo de radioterapia recibe el nombre de braguiterapra o terapia de radiacién interna. Para tratar
el cancer de cuello uterino en mujeres que se han sometido a una histerectomia, se coloca el material
radiactivo en un cilindro dentro de la vagina. Para tratar a una mujer que atn conserva el ttero, el
material radiactivo se coloca en un pequefio tubo de metal llamado rindem que va dentro del atero,
junto con pequefios soportes de metal redondos llamados ovordes colocados cerca del cuello uterino.
A esto algunas veces se le llama tratamiento con  tindem y ovordes (ACS,

http: // WWW.Cancer.org /cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

Para tratar algunos canceres, el material radiactivo se coloca en agujas delgadas que se insertan
directamente en el tumor. Esta forma de braquiterapia no se usa con frecuencia en el tratamiento de

cancer de cuello uterino. Existen dos tipos principales de braquiterapia: tasa de baja dosis y tasa de
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alta dosis. La braquiterapia con baja dosis se completa en sélo unos dias. Durante ese tiempo, la
paciente permanece acostada en el hospital con instrumentos que mantienen el material radiactivo en
el lugar. La quimioterapia en altas dosis se administra de forma ambulatoria durante varios
tratamientos. Para cada tratamiento con dosis alta, el material radiactivo se inserta por varios minutos
y luego se remueve. La ventaja del tratamiento con alta tasa de dosis consiste en que no necesita
permanecer inmoévil por periodos prolongados de tiempo (ACS,

http: // WWW.cancer.org /cancer/ cancerbasics/ What—is—cancer).

Los efectos secundarios comunes de la radioterapia externa pueden incluir:

» Cansancio (fatiga) » Qcasiona sensibilidad, dolor y/ o

secrecién en vulva y vagina,
»> Problemas estomacales
»> Cambios en los Periodos menstruales
> Irritacién en la vejiga (cistitis por
radiacion) »> Puede  ocasionar  anemia y/ o

leucopenia
> Menopausia prematura
> Estenosis vaginal (tejido cicatricial
» Diarrea o deposiciones blandas o puede causar que la vagina sea mas
aguadas estrecha o incluso més corta, lo que
ocasiona dolor durante la penetracién

> Nauseas y vomitos

vaginal).

Los cambios en la piel también son comunes. A medida que la radiacién pasa a través de la piel hacia
el tumor, puede dafiar las celulas de la piel. Esto puede causar irritacién que puede ir desde
enrojecimiento leve temporal hasta la descamacién. La piel puede liberar liquido que puede causar
infeccién; por lo tanto, se debe tener cuidado en limpiar y proteger el drea expuesta a la radiacién.
Estos efectos secundarios tienden a ser peores cuando la quimioterapia se combina con radiacién

(ACS, http:/ /www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics / what-is-cancer).

La sequedad vaginal y el dolor durante las relaciones sexuales pueden ser efectos secundarios a largo
plazo de la radiacién. Los estrégenos vaginales (locales) pueden ayudar con la sequedad vaginal y los
cambios al revestimiento vaginal, especialmente si la radiacién a la pelvis causé dafio a los ovarios,
provocando la menopausia temprana. La radiacién a la pelvis también puede debilitar los huesos, lo
que causa fracturas. Las fracturas de las caderas son las mis comunes, y pueden ocurrir 2 a 4 afios
después de la  radiacién. Se  recomiendan  estudios de densidad  4sea  (ACS,
http:/ /www.cancer.org/ espanol/ cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetallada/ cancer-de-cuello-

uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).
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El tratamiento de los ganglios linfaticos con radiacién puede derivar en problemas con el drenaje de
liquido en las piernas. Esto puede causar hinchazén severa en las piernas, una condicién

llamada Zinfedema (ACS, http: // Www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

3> Quimioterapia
La quimioterapia es un término general que se refiere al uso de uno o mas firmacos para el
tratamiento del cincer, que se inyectan en una vena o se administran oralmente. Estos medicamentos
entran al torrente sanguineo y pueden llegar a todas las areas del cuerpo, lo que hace que este
tratamiento sea util para eliminar las celulas cancerosas en la mayoria de las partes del cuerpo. A
menudo, la quimioterapia se administra en ciclos, de manera que cada periodo de tratamiento va
seguido de un perfodo de recuperacién (ACS, http://www.cancer.org/cancer/ cancerbasics/what-is-

cancer).

Uno de los problemas de la quimioterapia estindar es que los farmacos funcionan atacando a celulas
que se dividen activamente, tanto si son cancerosas como si no. Pero algunas celulas normales se
dividen constantemente, de modo que son mas propensas a dafiarse por el efecto de la quimioterapia.
El tipo de efectos secundarios que se producen dependen de muchos factores: los agentes utilizados,
la combinacién de farmacos, la dosis y tiempo de tratamiento, el estado de salud general del paciente,

y el historial de quimioterapia aplicado con anterioridad (Murray, 2004).

La quimioterapia se puede recomendar en algunas situaciones, como para algunas etapas del cincer de
cuello uterino, la quimioterapia se administra para ayudar a que la radiacién sea mas eficaz. Cuando
se administran la quimioterapia y la radioterapia juntas, se conoce como quimiorradiacion
concurrente. Una opcién consiste en administrar una dosis del medicamento cisplatino cada semana
durante la radiacién. Este medicamento se administra por una vena alrededor de cuatro horas antes de
la cita para recibir la radiacién. Otra opcién es administrar cisplatino junto con S-fluorouracilo (5-
FU) cada 4 semanas durante la radiacién. También se utilizan otras combinaciones de medicamentos

(ACS, http:/ /www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics / what-is-cancer).

Algunas veces la quimioterapia se administra antes y/ o después de la quimioradiacién. Para tratar el
cancer cérvico uterino que ha regresado después del tratamiento o que se ha propagado, la
quimioterapia también se puede emplear para tratar cinceres que se han propagado a otros érganos y
tejidos. También puede ser til cuando el cincer regresa después del tratamiento con quimioradiacién
(ACS, http:/ /www.cancer.org/espanol/ cancer/ cancerdecuellouterino/ guiadetallada/ cancer-de-

cuello-uterino-what-is-what-is-cervical-cancer).
Los medicamentos que se utilizan con més frecuencia para tratar el cancer de cuello uterino incluyen:
> Cisplatino > Docetaxel (Taxotere@)

> Carboplatino > [fosfamida (Ifex@)
> Paclitaxel (Taxol®)
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»> S-fluorouracilo (5-FU) »>> Topotecan
3> Irinotecin (Camptosar@) 3> Gemcitabina (Gemzar@}

3> Mitomicina

Los medicamentos utilizados en la quimioterapia destruyen las celulas cancerosas pero también dafian
algunas celulas normales, lo que puede resultar en ciertos efectos secundarios. Los efectos secundarios
dependen del tipo y dosis de los medicamentos administrados, asi como del periodo de tiempo

durante el cual se administran (ACS, http://www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/what-is-cancer).

Algunos efectos secundarios comunes de la quimioterapia pueden incluir:

>> Nauseas y vomitos >> Caida del cabello
>> Neuropatia periférica >> Falta de apetito
>> Llagas en la boca >> Cansancio

Como la quimioterapia puede dafiar las celulas hematopoyéticas en la médula 6sea, los recuentos de
celulas sanguineas pueden bajar (ACS, http://www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics / what-is-cancer).

Esto puede resultar en:

3> Aumento en la probabilidad de infecciones (debido a la escasez de glébulos blancos).

>> Pérdida de sangre o hematomas después de cortaduras o lesiones menores (debido a la

escasez de plaquetas).
>> Diticultad para respirar (por la disminucién de los niveles de glébulos rojos).

3> Aumento en el riesgo de leucemia.

Cuando se administra quimioterapia con radiacién, a menudo los efectos secundarios son més graves.
Asimismo, la niusea y el cansancio a menudo son peores. La diarrea también puede ser un problema
si se administra quimioterapia al mismo tiempo que la radiaciéon. También se pueden empeorar los
problemas con los bajos recuentos sanguineos. El equipo de especialistas en cancer estara pendiente
de los efectos secundarios y le puede administrar medicamentos para prevenirlos o ayudar a que se
stenta mejor. También es posible que surjan otros efectos secundarios. Algunos de éstos son mas
comunes con clertos medicamentos de quimioterapia (ACS,

http:/ /www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).
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También existen cambios en los periodos menstruales, para las mujeres mas jévenes a quienes no se
les ha extirpado el atero como parte del tratamiento, los cambios en los periodos menstruales son un
efecto secundario comin de la quimioterapia. La menopausia prematura (interrupcién de los
periodos menstruales) y la infertilidad (incapacidad para quedar embarazada) pueden ocurrir y ser
permanentes. Algunos medicamentos de quimioterapia tienden a causar estas complicaciones mas que
otros. Mientras més edad tenga una mujer cuando recibe la quimioterapia, mis probabilidades hay de
que se vuelva infértil o que pase por la menopausia como resultado de este tratamiento. Cuando esto
ocurre, existe un mayor riesgo de pérdida dsea y osteoporosis. Existen medicamentos que pueden
tratar o ayudar a prevenir problemas con la pérdida Osea (ACS,

http:/ /www.cancer.org/ cancer/ cancerbasics/ what-is-cancer).

Quedar embarazada mientras recibe la quimioterapia podria causar defectos de nacimiento e interferir
con el tratamiento. Por esta razén, es importante que las mujeres que no han pasado por la
menopausia antes del tratamiento y que estén activas sexualmente hablen con sus médicos sobre el
uso de anticonceptivos. Las pacientes que hayan terminado el tratamiento (como quimio) pueden
tener hijos, pero puede ser peligroso quedar embarazada mientras se recibe el tratamiento (ACS,

http: // WWW.cancer.org /cancer/ cancerbasics/ What—is—cancer).

Existen medidas naturales para reducir la toxicidad de la quimioterapia. También se han producido
avances en el tratamiento, asi los regimenes de tratamiento son menos téxicos y més tolerables que en
el pasado (Murray, 2004). Ante la situacién contraproducente que pueden generar los tratamientos
contra el cancer mencionados anteriormente, la investigacién se ha enfocado en el desarrollo de
nuevos compuestos que pudieran ser una alternativa para tratar esta enfermedad. Entre estos las
saponinas esteroidales, parecen ser candidatos prometedores ya que se les atribuyen actividades

bioldgicas importantes como su actividad antiproliferativa, antiinflamatoria y antitumoral.

Saponinas Esteroidales

Las saponinas son un grupo de compuestos estructuralmente relacionados ampliamente distribuidos
en animales, plantas y hongos. La quimica medicinal de las saponinas esteroides ha generado una
gran variedad de estructuras y actividades bioldgicas. Este grupo de productos naturales ha sido

ampliamente estudiado en el desarrollo de nuevos firmacos para el tratamiento de infecciones,

diabetes y cancer, entre otros (Fernandez M. Et al,, 2012).

Las saponinas reducen la tensién superficial de las soluciones acuosas y, como los jabones, causan la
formacién de espuma, por esto se han utilizado ampliamente por sus propiedades detergentes. Esta
misma propiedad, incrementa la permeabilidad de las membranas celulares; tienen propiedades

hemoliticas, son téxicas si se inyectan, sin embargo por via oral son practicamente inactivas (Anaya L.

2003).
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Las saponinas esteroidales (fig. 9a) se encuentran por lo general en familias de la clase
monocotiledénea, como son: Liliaceae (Agavaceae), Dioscoreaceae 'y Amaryllidaceae. En las

dicotiledéneas, se les ha encontrado en las familias Solanaceae y Scrofulariaceae (Hernandez Er al,

2011),

Se ha reportado que la actividad de las saponinas estd relacionada con la estructura, usando una
combinacién de diferentes aziicares y agliconas, derivadas sintéticamente (Hong-Ji Er al, 2006). Sin
embargo, en la actualidad se pretende encontrar compuestos adecuados con propiedad antitumoral;
esto es dificil ya que dicha actividad debe estar basada en el efecto selectivo que debe tener el

compuesto entre las celulas tumorales y las normales.

MONOSACARIDOS

Rha —Glu

Rha

ENLACE GLICOSIDICO

Figura 9a: Ejemplo de saponina esteroidal. Tomado de http://www.monografias.com/trabajos55/saponinas-
sapogeninas/saponinas-sapogeninas.shtml

La Hecogenina y La Diosgenina

Entre las diversas familias que conforman el grupo de los esteroides, se encuentran las saponinas, que
son compuestos ampliamente distribuidos en el reino Vegetal, poseen una compleja estructura
anfipatica formada por un nicleo esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica constituida por
unidades de monosacaridos. Los humanos han aprendido a emplear en su provecho la amplia
actividad bioldgica de las saponinas; ademas, muchas de ellas son sintetizadas para la obtencién de
compuestos de origen natural (Hostettmann and Marston, 1995). De la hidrdlisis enzimética o

quimica de las saponinas, se obtienen sapogeninas esteroidales, las cuales poseen 27 atomos de
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carbono y ademas del nacleo esteroidal presentan dos anillos mas: los anillos E (tetrahidrofurdnico) y

F (tetrahidropiranico).

La Hecogenina es una sapogenina que se extrae del Agave sisalana; su empleo crecié fuertemente en

los afios SOs debido a que a partir de ella se sintetizaron corticoesteroides (Kongkathip £t al, 2006)

En el afio 2003, se encontrd que la Hecogenina inducia apoptosis en el osteosarcoma 1547 (Corbiére

Et al,, 2003).

La Hecogenina también se ha utilizado para sintetizar compuestos diméricos con actividad
antineoplasica como las cefalostatinas y las ritterazinas (Lee £t al, 2009); Fuchs Et al, reportaron el
uso de acetato de Hecogenina en la sintesis de una parte de la cefalostatina 1 y el grupo de Jiménez
publicé (Poza Et al, 2010), un afio después, la sintesis de un analogo tipo cefalostatina/ritterazina a

partir de Hecogenina y 22-epr-hippuristanol.

La Diosgenina es una sapogenina esteroidal que fue aislada por primera vez en 1936 por Takeo
Tsukamoto, a partir de Droscorea tokoro (Marker Er al, 1940). En la década de los cuarentas,
Russell Marker encontré en México que la Droscorea composita, conocida como barbasco, contiene
de 7 a 9% de Diosgenina y desarrollé un proceso para sintetizar progesterona, proceso que fue
conocido como la “Degradaciéon de Marker” (Marker Er al, 1940). La Diosgenina se ha utilizado
también como material de partida para la obtencién de diversos compuestos esteroidales de interés en
sintesis parcial (Anil Er al, 1981). Recientemente, se encontré que la Diosgenina posee actividad
antiproliferativa frente a varias lineas celulares; como Hela (Huo Er al, 2004), HEL y K562
(eritroleucemia) (Bertrand £r al, 2008); osteosarcoma 1547 (Trouillas Er al, 2004), HepG2, C3A y
HUH-7 (carcinoma hepatocelular) (Li and Fernandez, 2010), MCF-7 (cancer de mama) (Li £z al,
20035) y otras. Se determiné también que en ciertos casos es inductora de apoptosis y que acttia como
agente quimiopreventivo (Raju £t al, 2009). Debido a ello, se abrié un nuevo campo de estudio en
el 4mbito de las sapogeninas, en donde se ha demostrado que alterando la estructura base puede

mejorar la actividad biolégica del compuesto

Es bien conocido que la composicién de los azdcares también tiene relevancia en la actividad de los
glicésidos esteroidales; por ejemplo, incrementando la solubilidad de éstos en medio fisioldgico,
ayudando a la permeabilidad celular y al tiempo de accién, y dirigiendo a la molécula al sitio activo
(Yamasaki Et al., 1987). En general, reportes indican que la actividad de un esteroide se mejora
considerablemente si se encuentra glicosilado y que al eliminar los aztcares de la molécula, ésta
disminuye su actividad antitumoral (Pui-Kwong, 2007). Por ello se realiz6 una modificacién en la
estructura de la Diosgenina agregindole una pentosa en su oxigeno terminal. Para tal efecto primero
se requiere sintetizar el compuesto B-glucésido 7, en donde el grupo OH es sustituido por un azdcar
y una amina, posteriormente la amina se convirtié en su sal de hidrocloruro de MF-11 (fig. 9b),
después de la eliminacién de los grupos protectores en el resto de aztcar, el compuesto amino bruto
se tratd con 4cido clorhidrico (HCI), obtenido a partir de una cantidad equivalente de cloruro de
actinio (AcCl) en metanol seco (MeOH). Obteniendo asi el compuesto clorohidrato de 2-deoxi-2-
amino-beta-D-glucopiranosido diosgenilo (MF-1T).
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Figura 9b: Esquema de la sintesis del compuesto MF-11. Tomado de Fernandez M. Et al., 2012. Synthesis and
selective anticancer activity of steroidal glycoconjugates, European Journal of Medicinal Chemistry.

Cetal

GLUCOSA

Amina primaria

AGLICONA BT Aoy ARl SR

Figura 9c: Estructura del MF-11, los cuadros sefialan las diferentes partes que conforman el compuesto.
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EI MF-11 (fig. 9¢) en la parte aglicona estd formada por las siguientes estructuras:

»

»

»

»

»

»

»

Presenta una estructura esteroidal, conformada por cuatro anillos fusionados A, B, C los
cuales, constan de seis dtomos de carbono, de los cuales, el anillo B presenta una instauracién
(doble enlace) entre el carbono § y 6, por ultimo un anillo D formado de cinco dtomos de
carbono.

Presenta dos metilos, uno de ellos ubicado en el carbono 10, el cual, se localiza entre en
anillo A 'y B, y el otro en el carbono 13, ubicado entre el anillo C y D.

A partir del carbono 17 se originan dos anillos adicionales, uno de cuatro tomos de carbono
y uno de oxigeno localizado con la letra E y el otro de seis atomos de carbonos ubicado con
la letra F.

Dichos anillos se encuentran fusionados por medio del carbono ntmero 22, el cual, esta
unido a dos 4tomos de oxigeno, formado asi una estructura denominada cetal mediante dos
grupos oxidrilos.

A la estructura formada por los anillos E y F se lo conoce como espirostano o espiranico.

El anillo E presenta un grupo metilo en el carbono 20 mientras que en el anillo F se presenta
en el carbono 25.

En el carbono 3 mediante un enlace glicosidico se encuentra unida una glucosa, la cual, a su

vez forma parte de una amina primaria.
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Planteamiento Del Problema

Los tratamientos actualmente utilizados en la terapia contra el cincer resultan ineficientes en estados
avanzados de la enfermedad, ademis que han mostrado ser poco selectivos y producen efectos
secundarios graves que demeritan la calidad de vida de los pacientes. Es por ello que actualmente se
estudian diversos compuestos de origen vegetal que presentan propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias que pueden tener un importante potencial antitumoral. Adicionalmente se ha
encontrado que al modificar estructuralmente a estos compuestos se pueden mejorar su actividad
contra celulas tumorales ademas de incrementar su selectividad. En ese sentido, se espera que el MF-
I1, una molécula generada por modificacién estructural de la Diosgenina presente actividad

antiproliferativa y apoptética en celulas de cancer cervical.
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Justificacién

Actualmente el cincer cérvico uterino representa el 20% de las muertes por cincer en los paises de
ingresos bajos y medios. Desafortunadamente los tratamientos utilizados para el cincer, como son, la
quimioterapia y la radioterapia son altamente agresivos y muestran poca selectividad que deterioran
notablemente la calidad de vida de los pacientes, ademas son ineficientes en etapas avanzadas de esta
enfermedad, por lo que es necesario obtener compuestos de origen vegetal, en los que se mejore sus
propiedades antiproliferativas e inductores de muerte apoptética ademas de ser selectivas para la

celulas tumorales y puedan ser utilizados como agentes terapéuticos eficientes.

Hipotesis

Se sabe que la Diosgenina asi como algunos de sus derivados presenta actividad antiproliferativa en
algunos tipos de cancer. Se sabe también que la modificacién estructural de algunas moléculas puede
mejorar su actividad biolégica por lo que se espera que el MF-11 derivado de la Diosgenina, ejerza
un efecto antiproliferativo e inductor de muerte apoptdtica sobre lineas celulares de cincer cérvico

uterino.
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Objetivos

Objetivo General

» Determinar si el  compuesto clorohidrato de  2-deoxi-2-amino-beta-D-
glucopiranosido diosgenilo (MF-1T1) induce un efecto antiproliferativo y apoptdtico

en celulas provenientes de CaCu.

Objetivos Particulares

»

»

»

»

»

»

»

»

Cultivar lineas celulares provenientes de cincer CaCu: HeLa, CaSki y ViBo.

Determinar la concentracién requerida de MF-11, para inducir un decremento del 50%

del nimero celular (ICso), en cultivos de celulas provenientes de CaCu (HeLa, CaSki y
ViBo).

Evaluar si la concentracién ICso obtenida para el MF-11, induce un efecto necrético en
las lineas celulares tumorales: Hela, CaSki y ViBo a través de la evaluacién de la

liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

Determinar si la concentracién ICso de MF-11 induce condensacién de ADN en las

celulas tumorales HeLa, CaSki y ViBo por microscopia.

Determinar si la concentracién ICso de ME-1T1 induce expresion de Caspasa-3 activa en

cultivos de celulas HelLa, CaSki y ViBo por citometria de flujo.
Establecer cultivos de celulas linfociticas de sangre periférica humana.

Evaluar si la ICso del MF-I1 obtenida para las diferentes lineas tumorales, afecta el
potencial proliferativo de celulas linfociticas de sangre periférica humana (celulas no

tumorales).

Evaluar si la concentracién ICso obtenida para el MF-11, induce un efecto necrético en
celulas linfociticas de sangre periférica humana a través de la evaluacién de la liberacion

de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).
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METODO

Cultivo de celulas tumorales provenientes de cérvix.

Se utilizaron tres lineas celulares provenientes de cincer cérvico uterino Hela, CaSki y ViBo. Las
lineas celulares HeLa y CaSki fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC
Rockville, MD), Ia linea celular ViBo, fue obtenida por nuestro grupo de trabajo a partir de muestras
de tumores de tres diferentes pacientes (Monrroy Er al,, 1992). Las celulas fueron sembradas en cajas
de Petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA), con 10 ml de medio RPMI-1640 (Gibco, USA)
suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Grunenthal, MEX), al 5% de suero de ternera
neonata (SNT; Gibco, USA) que previamente fue desactivado a 56° C por 30 minutos. Los cultivos
fueron mantenidos en incubadora (Nuaire, USA) a 37° C, al 5% de CO: y una atmosfera hiimeda a
saturacion (APENDICE I11).

Preparacién del stock de clorohidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-glucopiranosido diosgenilo (MF-
IT)

I mg de clorohidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-glucopiranosido diosgenilo (MF-11) fue
solubilizado en 300 pl de dimetilsulféxido (DMSQO, vehiculo) en un tubo cénico tipo eppendorf de

600 pl y se almacend a temperatura ambiente.

Determinacién de la concentracién de clorohidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-glucopiranosido

diosgenilo (MF-11) que abate el S50 % del niimero celular de cultivos de celulas tumorales.

Se cultivaron celulas de las lineas tumorales HelLa, CaSki y ViBo en cajas de plastico de 96 pozos
(Corning, USA), a una densidad de 7,500 celulas/pozo en 100 pl de RPMI-1640 al 5 % de SNT,
por 24 h. Posteriormente se retir el medio de cultivo y se adicioné medio de cultivo fresco con
diferentes concentraciones de MF-11 en concentraciones de 6.5ug/ml a 50 pg/ml, durante 24 h. se
utilizé como control del vehiculo 5 pl de DMSO diluido en I ml RPMI-1640 al 5% de SNT, al
control testigo tinicamente se le realizé el cambio de medio por medio de cultivo fresco. Al término
del tratamiento se procedié a evaluar el nimero celular de acuerdo a la técnica de incorporacién de
Cristal Violeta descrita por Kueng Er al, 1989. Para ello se retir6 el medio de cultivo e
inmediatamente las celulas fueron fijadas con glutaraldehido al I.1 % (Sigma-Aldrich, USA) en agua
desionizada por 15 minutos, al término de los cuales se retir6 el fijador para posteriormente lavar las
celulas con agua desionizada, a continuacién se dejé secar al aire y se afiadié el colorante cristal
violeta (100 pl) al 0.1 % en acido férmico (Sigma-Aldrich, USA) por 20 minutos. Se retird el exceso
de colorante a través de lavados con agua desionizada y nuevamente se dejé secar al aire. Por dltimo,
el colorante incorporado en el nicleo de las celulas fue solubilizado con 4cido acético (J.T. Baker,
MEX) al 10 % en agitacién por 20 minutos. Para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en un
espectrofotémetro (Image Tecan Spectra). Cada uno de los tratamientos se realizé por duplicado. En

cada caso los resultados fueron analizados por regresion lineal para la obtencién de la concentracion

que abata el 50 % de la poblacién celular (ICso).
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Determinacién de muerte celular por necrosis a través de la liberacién de la enzima LDH.

En una caja de 96 pozos fueron sembradas 7,500 celulas de cada una de las tres lineas provenientes
de CaCu; HeLa, CaSki y ViBo con 100 ul de RPMI al § % de SNT, por 24 h. Los tratamientos se
hicieron por triplicado. Posteriormente se retiré el medio de cultivo y se realizaron los siguientes
tratamientos: un control al que Gnicamente se le cambié el medio de cultivo, un control positivo al
cual se le cambié el medio, un control para DMSO con la concentracién empleada para preparar la
ICso correspondiente y el tratamiento con MF-I1 con la concentracién ICso correspondiente a cada
linea celular. A las 23 h de tratamiento, al cultivo del control positivo de le hizo un nuevo cambio
de medio de cultivo por medio fresco al I % de tritén X-100 y se dejé que el ensayo complete las 24

h de tratamiento.

Para la determinacién de la actividad de la enzima LDH liberada al medio de cultivo, los
sobrenadantes de los cultivos fueron colectados de manera individual en tubos cénicos de plastico de
0.6 ml y centrifugados a 2,000 rpm por 10 min. Los sobrenadantes fueron traspasados una placa de
96 pozos, S0 ul por pozo, para su evaluaciéon. La actividad de LDH se determiné con el kit Cyto
Tox 96 (Promega, USA), del cual se agregaron SO pl de la mezcla de reaccién. Se incubo a
temperatura ambiente protegiendo de la luz por 30 min. Se evalto a una longitud de onda de 490 nm
en un espectrofotémetro lector de placas de Elisa (Image Tecan Spectra). Los datos se analizaron

haciendo una comparacién relativa al control positivo tratado con tritén X-100.

Motfologia celular y condensacién de la cromatina en celulas tumorales por microscopia con tincién

con DAPI

Se sembraron 500,000 celulas de CaCu en cajas Petri de S0 mm (Pirex, USA) sobre cubreobjetos de
I x I cm, con un volumen de 3 ml de RPMI-1640 suplementado al S % de SNT y se incubaron por
24 h bajo las condiciones antes descritas. A las 24 h., para la administracién del MF-11, se trataron
las celulas con la concentracién de la ICso respectiva; teniendo un total de 48 h de cultivo. Al
término, las celulas fueron fijadas con Etanol al 70% durante 5 min, enseguida se hicieron 3 lavados
suaves para quitar el exceso. Enseguida se adicioné 10 pl a una concentracién de 3 pg/ml del
fluorocromo 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich, USA) formando un domo sobre
cada cubreobjeto y se dejé por 30 segundos en una placa de hielo. A continuacién, las muestras
fueron lavadas con PBS y se montaron con medio para fluorescencia (Vector Laboratories, USA)
sobre portaobjetos. Las muestras fueron selladas con resina acrilica transparente. Después de ser
etiquetadas segin corresponda, fueron guardadas en obscuridad a -20 °C hasta su observacién. Las
preparaciones se observaron en un MICroscopio de epiﬂuorescencia Nikon Edipse E600, equipado

con una camara de alta resolucién DXMI200F.

Deteccién especifica de la Caspasa-3 activa en cultivos celulares.

Se sembraron 50,000 celulas/ pozo en placas de 24 pozos, y se agregaron 500 ul de RPMI-1640 al 5
% de SNT por pozo, al término de 24 h se estimulé teniendo un control y un control “sin marca” al

que solo le agregd medio fresco, una concentracién de DMSO de acuerdo ICso obtenido, una
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concentracién de MF-I1 de acuerdo a lo obtenido en ICso y un control positivo con Colchicina

(HeLa 10 ul/ml; CaSki 16 pl/ml; ViBo 18 Ml/ml). Después de 24 h, se recuperd el medio y fueron
despegadas las celulas, pasindolo todo a tubos de citometria para centrifugar a 1500-1800 rpm
durante 5 min. Se deseché el sobrenadante con la micropipeta y se resuspendié el botén celular en
500 pl de PBS, se centrifugo y desecho el sobrenadante con la micropipeta (lavado). Inmediatamente
después fueron fijadas las celulas con 500 ul de etanol 70%, durante 15 minutos en el refrigerador,
en seguida se centrifugo a 1500-1800 rpm durante S min y se desechd el sobrenadante con la
micropipeta; se agregé S00 pl de PBS y se guard6 en el refrigerador. Fueron tefiidas con Cristal
Violeta para rectificar ICso y se procesaron los datos. Por otro lado se retir6 el PBS con la
micropipeta y fueron adicionados 500 pl de anticuerpo 1°a 4° C (I pl de anticuerpo I° anti-caspasa
3: 500 ul de PBS). Después de 24 h, se centrifugo a 1500-1800 rpm durante S min, se deseché el
sobrenadante con la micropipeta y resuspendi6 el botén con 500 pl PBS (lavado). Se centrifugé a
I500-1800 rpm durante S min, se deseché el sobrenadante con la micropipeta y se aplicé 500 pl del
anticuerpo 2° acoplado al fluorocromo FIT-C, durante 3 h a T° ambiente (se guardé en la
incubadora; 1 pl de anticuerpo 2% 250 ul de PBS). Se centrifugé a 1500-1800 rpm durante S min, y
fue desechado el sobrenadante con la micropipeta y resuspendido el botén con S00 pl PBS (lavado)
y se analiz6 en el citémetro de flujo. Al término de la lectura, se procesaron los datos en el programa

estadistico WinMDI 2.9. Todas las muestras se evaluaron por triplicado.
Cultivo de linfocitos (celulas no tumorales) provenientes de sangre periférica humana.

En tubos Vacutainer con EDTA, se obtuvieron 20 ml de sangre periférica de un voluntario sano y se
colocaron (S ml) en tubos cénico de vidrio de 15 ml (Pirex, USA), con 5 ml de Histopaquete
(Sigma-Aldrich, USA) (un total de 4 tubos), se centrifugo (centrifuga; Dinac, USA), inicialmente a
una velocidad de 300 rpm y se aument6 gradualmente la velocidad (300 rpm cada 2 minutos) hasta
llegar a 1500 rpm, después de lo cual se dejé centrifugando por 25 minutos mas. Con ayuda de la
pipeta de 1000 pl se retir6 el plasma y se colecto el anillo de leucocitos, posteriormente el paquete
celular obtenido de cada tubo fue transferido a tubos limpios y se resuspendié con 10 ml de PBS
(por tubo), se centrifugo a 1500 rpm durante S minutos, fue retirado el sobrenadante y se
resuspendié en I ml de RPMI-1640 suplementado con 10 % SEB. El total de celulas quedo
contenido en un solo tubo con un volumen total de 4 ml. Se sembraron las celulas en una caja de
Petri de 100 mm (Pirex, USA), en un volumen total de 10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20
% de SFB, y se incubaron durante I hora en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo, se
cosecharon todas las celulas que permanecen en suspensién, en un tubo de vidrio de fondo cénico. Se
centrifugo la suspensién celular a 1500 rpm durante S minutos, se retird el sobrenadante y se

resuspendié nuevamente el botén celular en 5 ml de RPMI-1640 sin suero.

Evaluacién del efecto del MF-11 sobre la proliferacién de linfocitos humanos mediante la técnica de

incorporaci6én de carboxifluresceina (CSFE).

Se tomé una alicuota de 20 ul, y se determiné el nimero celular con ayuda de la cimara de

Neubauer. Para el ensayo de Carboxifluresceina, inicialmente se agregaron en tubos cénicos de 2 ml
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la concentracién de MF-I1 correspondiente a la ICso més alta (50 pg/ml) para las tres lineas
celulares de CaCU evaluadas, se cuidé mantener la concentracién final de I, 000,000 de celulas por
mililitro de medio total. Para marcar con Carboxifluresceina (SIGMA-Aldrich, USA) los linfocitos se
resuspendieron en PBS con Carboxifluresceina (2 pM) y se incubaron por 1S minutos protegidos de
la luz y a temperatura ambiente. Posteriormente las celulas fueron lavadas dos veces con PBS al 5%
de SFB, luego se centrifugaron a 1500 rpm y se resuspendieron en RPMI-1640 al 20% de SFB.
Para activarlos con FGH (fitohemaglutinina), los linfocitos fueron transferidos a tubos cénicos de 2
ml a una densidad de I, 000, 000 de celulas por mililitro de RPMI-1640 suplementado con 20% de
SEBy 25 ul/ml de titohemaglutinina (Micro Lab S.A., MEX).

Para el ensayo se obtuvieron, un grupo de linfocitos sin activar, un grupo de linfocitos activados sin
tratamiento y tres grupos de linfocitos activados tratados con las ICso de MF-11, en RPMI al 20%
de SFB. Las celulas contenidas en cada tubo fueron sembradas en una la placa de cultivo de 96 pozos
a una concentracién de 200, 000 celulas por cada pozo a un volumen de 200 ul, fueron incubadas
durante 72 horas. Transcurrido el tiempo, las celulas fueron cosechadas y resuspendidas en I ml de
verseno a 4°C durante 3 minutos, se retird el verseno, y se lavaron dos veces con S00 pl de PBS,

posteriormente se resuspendieron en 500 pl de paraformaldehido al 1%.

Finalmente se leyeron en el citémetro de ﬂujo (FACS Aria II, BD systems USA) y se analizaron con
el programa BDFacs Diva.

Determinacién de muerte celular por necrosis a través de la liberacién de la enzima LDH en cultivos

de linfocitos humanos.

Se tomé una alicuota de 20 pl, y se determiné el nimero celular con ayuda de la cimara de
Neubauer. Los linfocitos fueron transferidos a tubos cénicos de plastico de 1.6 ml a una densidad de
10°¢ celulas/ml de RPMI-1640 al 20% de SFB y 25 pl de fitohemaglutinina/ml (Micro Lab S.A.,
Méx.). La preparacién de los tratamientos se realizé en ese momento: control solo con medio de
cultivo con y sin FHG, control positivo al cual en ese momento no se agregé tritén X-100, control
para el vehiculo al cual se le agrego la cantidad de DMSO empleada en la preparacién de la
concentraciéon ICso més alta obtenida para celulas tumorales de CaCu, y MF-11 en la concentracién
ICso més alta. Las celulas contenidas en cada tubo cénico fueron sembradas en una placa de cultivo de
96 pozos a una concentracién de 200,000 celulas / pozo en un volumen de 200 ul y fueron incubadas
en condiciones de cultivo por 72 h. Para la evaluacién, alas 71 h de tratamiento al control positivo
se le agregd 2 pl Tritén X-100 y se homogenizé pipeteando suavemente el medio de cultivo, se
incubé por I h mas. A las 72 h de cultivo las celulas fueron cosechadas extrayendo todo el medio de
cultivo, y se colecté en tubos cénicos de plistico de 0.6 ml de manera individual. Se centrifugé a
I500 rpm por S min, y se traspasaron S50 ul de cada muestra y de cada tratamiento a una placa de 96
pozos para su evaluacién. La actividad de LDH se determiné con el kit Cyto Tox 96 (Promega,
USA), del cual se agregaron 50 ul de la mezcla de reaccién. Se incubd a temperatura ambiente
protegiendo de la luz por 30 min. Se evalué a una longitud de onda de 490 nm en un

espectrofotémetro lector de placas de Elisa (Image Tecan Spectra). Los datos fueron analizados
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haciendo una comparacién relativa al control positivo tratado con Tritén X-100. Todas las muestras

se evaluaron por triplicado.
Anélisis estadistico

Los datos experimentales son presentados como la media * S.D. de al menos tres experimentos
independientes con seis repeticiones y son estadisticamente analizados usando un anélisis de varianza
(ANDEVA) seguida de la prueba de Tukey con una signiﬁcancia de p©0.05 comparada con el

control.
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Resultados

Efecto antiproliferativo del MF-11 (ICso).

Se sabe que la Diosgenina asi como algunos de sus derivados presenta actividad antiproliferativa y
citotéxica en algunas lineas de cincer como HEL y K562 (eritroleucemia) (Bertrand et. al, 2008);
osteosarcoma 1547 (Trouillas et. al., 2004), HepG2, C3A y HUH-7 (carcinoma hepatocelular) (Li
and Fernandez, 2010), MCF-7 (cincer de mama) (Li et. al., 2005); y que la modificacién estructural
de algunos derivados puede mejorar su actividad biolégica. En ese sentido en el presente trabajo se
evalio si el clorohidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-glucopiranosido diosgenilo (MF-I1) una
saponina esteroidal derivada de la Diosgenina, pudiera exhibir actividad antitumoral, por lo que, se
procedi6 en principio a determinar el efecto antiproliferativo del MF-11, cultivos de lineas celulares
de CaCu HeLa, CaSki y ViBo, para ello los cultivos fueron tratados con diferentes concentraciones
del compuesto y de este modo obtener la concentracién que disminuye la densidad celular de estos

cultivos en un 50 %.

IC50 en lineas celulares de CaCu
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Figura 10: Efecto antiproliferativo de MF-11 sobre el potencial proliferativo de las lineas celulares Hela, CaSki y ViBo.
7,500 celulas fueron cultivadas en cajas de 96 pozos por 24 h y posteriormente tratadas con diferentes
concentraciones de MF-11 de 6.25 a 50 pg/ml por 24 h. El niumero celular fue evaluado por la técnica de cristal
violeta. Los graficos representan tres ensayos independientes, donde cada condicion fue evaluada por triplicado.
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‘ Linea Celular IC50 (ug/ml) ‘
HeLa 25 pg/ml
CaSki 25 pg/ml
ViBo 50 pg/ml

Tabla 1: Concentracion requerida de MF-11 para inducir un 50 % de decremento en la densidad celular de cultivos de
Hela, CaSkiy ViBo.

Los resultados obtenidos indican que MF-IT afecta negativamente en el potencial proliferativo de
celulas tumorales Hela, Caski y ViBo de manera dosis dependiente, ya que al incrementar la
concentracién del tratamiento, el ntimero celular disminuye (fig. 10). Una vez determinado que el
compuesto MF-11 afecta el potencial proliferativo de las celulas tumorales de CaCu se procedi6 a
delimitar si esta disminucién en la proliferacién esta relacionada con una induccién de muerte celular,

para lo cual se defini6 la liberacién de la enzima LDH como pardmetro de muerte por necrosis
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Actividad citotéxica de MF-11en celulas tumorales

Para determinar si MF-I1 induce una muerte por necrosis, cultivos de las lineas celulares HeLa,
CaSki y ViBo fueron tratados con sus respectivas ICso por 24 h, y al término del tiempo se determiné

la actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos.

LDH en lineas celulares de CaCu
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Figura 11: Actividad de la enzima LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de las lineas celulares
Hela, CaSki y ViBo (7,500 celulas por pozo en placas de cultivo de 96 pozos), estimuladas con la ICs,
respectiva para cada linea celular por 24 h. La liberaciéon maxima de LDH se determiné con la aplicacion de
triton X-100 a las 48 h de cultivo de un tratamiento control, la actividad de la enzima liberada se tomo
como el 100 % de actividad. La grafica representa uno de 3 ensayos independientes, cada tratamiento se
hizo por triplicado.

*p<0.05 vs Control (Andeva seguida de una prueba de Tukey).

Los resultados obtenidos muestran que el MF-11 no induce muerte celular por necrosis (fig. 11) en
cultivos de las lineas celulares HeLa, CaSki y ViBo, ya que no se observa diferencia significativa entre
los tratamientos y el cultivo control, lo que nos indica que el efecto antiproliferativo inducido por el
ME-IT no esta relacionado con este tipo de muerte celular. Por tal motivo se procedi6 a determinar
si el efecto observado estd relacionado con la induccién de muerte por apoptosis en las celulas

tumorales.
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Efecto en la morfologia celular y nuclear en celulas tumorales

Para confirmar el efecto apoptético inducido por el MF-11 en cultivos de celulas tumorales, se
procedié a evaluar la morfologia celular, en ese sentido, cuando las celulas son inducidas a una muerte
apoptotica, presentan cambios como la condensacién y fragmentacién de la cromatina nuclear,
formacién de cuerpos apoptdticos, entre otras caracteristicas. Con la intencién de establecer si el MF-
IT induce apoptosis en las celulas tumorales, cultivos de celulas HelLa, CaSki y ViBo fueron tratados
con el MF-1T a las concentraciones de ICso respectivas para cada linea celular y la morfologia celular
asi como la condensacién y/ o fragmentacién de la cromatina nuclear fue determinada mediante

microscopia de contraste de fases y tincién con el compuesto fluorescente DAPI respectivamente.

Control

Contraste de fases

DAPI

Figura 12a: Efecto en la morfologia celular y en la condensacion de la cromatina en celulas de CaCu Hela. Las celulas
sembradas en cubreobjetos y tratadas por 24h con las ICs5, respectivas. Circulo: nicleos con una forma esférica de
bordes bien definidos. Flechas: disminucion de la adherencia, los ntcleos son compactos con nucléolos poco
definidos. Punta de flechas: condensacién de la cromatina nuclear y/o fragmentacion del ADN.
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Figura 12b: Efecto en la morfologia celular y en la condensacion de la cromatina en celulas de CaSki. Las celulas
sembradas en cubreobjetos y tratadas por 24h con las IC50 respectiva. Circulo: ntcleos con una forma esférica de
bordes bien definidos. Flechas: disminucion de la adherencia, los nuicleos son compactos con nucléolos poco
definidos. Punta de flechas: condensacién de la cromatina nuclear y/o fragmentacién del ADN.
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Figura 12c: Efecto en la morfologia celular y en la condensacion de la cromatina en celulas de CaCu ViBo. Las celulas
sembradas en cubreobjetos y tratadas por 24h con las IC50 respectiva. Circulo: niicleos con una forma esférica de
bordes bien definidos. Flechas: disminucion de la adherencia, los nilicleos son compactos con nucléolos poco
definidos. Punta de flechas: condensacién de la cromatina nuclear y/o fragmentacién del ADN.
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Con base en los resultados obtenidos, se establecen que el MF-11 afecta la morfologia de las celulas
HeLa, CaSki y ViBo, observando en las fotografias de contraste de fases que las celulas no tratadas
presentan forma poliédrica con proyecciones citoplasmaticas, en su totalidad se encuentran bien
adheridas con citoplasma abundante, los nicleos tienen forma redonda y bien definida ocupando
poco mas de la mitad del volumen celular y con nucléolos bien delimitados (cuadro en figs. 12 a, b, y
). La observacién de nicleos marcados con DAPI, muestran ndcleos con una forma esférica de
bordes bien definidos, los puntos més brillantes correspondientes a la cromatina perinucleolar son
numerosos, de tamafios diversos y se encuentran distribuidos en toda el area del nucleo (circulo en
tigs. 12 a, b, y ¢). Sin embargo, las celulas tratadas con el ME-11 presentan forma redonda, de menor
tamafio, con el volumen del citoplasma reducido hasta ser casi imperceptible (picnosis), con pérdida
de las proyecciones citoplasmaticas caracteristicas de la adhesién celular, indicando una disminucién
de la adherencia, los niicleos son compactos con nucléolos poco definidos (flechas en figs. 12 a, b, y
c). La observaciéon de nicleos marcados con DAPI, muestran ndcleos de menor tamafio y/ o
fragmentados que indican condensacién de la cromatina nuclear y/ o fragmentacién del ADN,
algunos nucleos presentan una morfologia arrifionada indicando cuerpos apoptéticos (punta de
flechas en figs. 12 a, b, y ¢). A pesar de que los resultados obtenidos muestran cambios morfoldgicos
directamente relacionados con la muerte apoptdtica, algunos pueden confundirse con la muerte
necrética en donde también ocurre una fragmentaciéon del ADN, por lo que para corroborar este
hecho se procedié a evaluar la expresién de la caspasa-3 activa como otro pardmetro de induccién de

muerte apoptotica
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Inmunodeteccién de la Caspasa-3 activa

Para verificar que el compuesto MF-11 induce muerte celular por apoptosis en cultivos de las lineas
celulares Hela, CaSki y ViBo, éstas fueron tratadas por 24 h con sus respectivos ICso y se determiné

actividad de la enzima Caspasa-3 activa, como pardmetro de muerte apoptética.
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Figura 13a: Deteccidn de Caspasa-3 activa correspondiente a la linea HelLa de CaCu, al ser tratada con 25 pg/ml de
MF-11.
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Figura 13b: Deteccion de Caspasa-3 activa correspondiente a la linea CaSki de CaCu, al ser estimulada con 25 pg/ml
de MF-11.
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Figura 13c: Deteccion de Caspasa-3 activa correspondiente a la linea ViBo de CaCu, al ser tratada con 50 pg/ml de
MF-11.

Los resultados obtenidos muestran un incremento en la expresién de la Caspasa-3 activa en los
cultivos de celulas HeLa (fig. 13a), CaSki (tig. 13b) y ViBo (fig. 13¢) tratados con el MF-I1 de
forma similar al control positivo (cultivo tratados con colchicina) confirmando con ello que se

induce a los cultivos de celulas tumorales de CaCu a una muerte por apoptosis.

Una vez establecido que el compuesto ME-I1 afecta el potencial proliferativo de cultivos de celulas
tumorales induciendo en ellos una muerte apoptdtica, surge la duda si este compuesto afecta de la
misma forma a celulas no tumorales y para resolver esta cuestién se procedi6 a determinar el efecto de
este compuesto sobre el potencial proliferativo asi como la induccién de muerte por necrosis en

cultivos de celulas linfociticas de sangre periférica humana como pardmetro de selectividad.
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Efecto del MF-11 sobre el potencial proliferativo de linfocitos humanos

Con la intencién de determinar si el compuesto MF-1T afecta el potencial proliferativo de linfocitos

humanos (celulas no tumorales), se establecieron cultivos de linfocitos de sangre periférica humana, se

trataron con 50pg/ml del compuesto y se evaluaron por citometria de flujo.
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Figura 14. Efecto del compuesto MF-11 sobre el potencial proliferativo de linfocitos humanos. Los linfocitos fueron
sembrados en placas de 96 pozos, marcados con carboxifluoresceina, activados con fitohemaglutinina y tratados con
50ug/ml de MF11. A las 72h de cultivo los linfocitos fueron evaluados por citometria de flujo.

Con base en los resultados obtenidos en la fig. 14, se muestra que el compuesto MF-11 no afecta el
potencial proliferativo de las celulas linfociticas humanas ya que se observa un comportamiento
similar al cultivo tratado con el vehiculo (DMSO). Adicionalmente se evalué si el MF-IT induce

muerte necrética en linfocitos humanos.
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Actividad necrética de MF-11 en linfocitos humanos de sangre periférica

Para determinar si el MF-I1 induce muerte por necrosis en cultivos de linfocitos humanos (celulas

no tumorales), se midi6 la actividad de la enzima LDH en los medios de cultivo de estas celulas

tratadas con 50pg/ml de ME-I1.
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Figura 15: Determinacion de la liberacion de LDH en cultivos de linfocitos humanos (200,000 celulas por pozo, 200 ml
por pozo en placas de cultivo de 96 pozos) estimulados con la IC5, de ViBo (50 pg/ml). La grafica representa uno de tres
ensayos independientes, cada tratamiento se hizo por duplicado.

*p<0.05 vs Control (T-student seguida de una prueba Andeva).

Los resultados obtenidos muestran que en estos cultivos el compuesto no induce una muerte por
necrosis a la concentracién de la ICso mas alta, 50 pg/ ml (fig. IS), esta concentracién solo indujo
actividad de LDH en un 2.7 % cultivos tratados con MF-11, la cual estd por debajo de la actividad

detectada en los cultivos controles.
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Discusién de resultados

Las saponinas son estructuralmente una clase diversa de glucésidos, las cuales han atraido mucha
atencién debido a la gran cantidad de actividades bioldgicas que presentan, tales como
antibacterianas, antiftingicas, antivirales, antiproliferativas e inductoras de apoptosis por lo que,
constituyen una importante fuente de productos de origen natural que conducen al desarrollo de
novedosos y prometedores quimioterapéuticos. Debido a esta diversidad estructural y a sus maltiples
actividades biolégicas, éstas  son un tema de interés en la investigacién cientifica. Estudios han
revelado que la diferencia entre las diversas saponinas, ademis de otras caracteristicas e
independientemente del tipo y niimero de aziicares que posean, es respecto a su actividad biolégica,
ya que compuestos de estructura quimica similar son capaces de presentar respuestas bioldgicas
diferentes (Sparg Er al, 2004). Sin embargo, no se deja atrds la posibilidad de que saponinas
esteroidales con similitud estructural a otras que tienen actividad antitumoral, también puedan
mostrar esta caracteristica. Un ejemplo claro es la Diosgenina y Hecogenina, las cuales han sido

descritas con actividades antiproliferativas, necréticas e inductoras de apoptosis (Fernandez M. Er al,

2012).

En ese sentido, nuestros resultados muestran que la saponina esteroidal clorohidrato de 2-deoxi-2-
amino-beta-D-glucopiranosido diosgenilo (MF-11) es capaz de inhibir la proliferacién de celulas de
cancer cérvico uterino Hel.a, CaSki1 y ViBo, con ICso de 25 pg/ml para las dos primeras y 50 pg/ml
para ViBo. Cabe destacar que las lineas celulares HelLa y CaSki son positivas a VPH-18 y 16
respectivamente, mientras que las celulas ViBo son negativas a VPH (Monrroy Er al, 1992), la
presencia del VPH podria estar relacionada con la diferente sensibilidad al compuesto, sin embargo,
para confirmar esta relacién es necesario probar en mas lineas celulares que sean VPH-16 y/o VPH-

I8 positivas, asi como lineas negativas a VPH.

Adicionalmente, encontramos que las ICso del MF-I1 obtenidas para las celulas tumorales de CaCu,
no inducen la liberacién de LDH en los cultivos tratados, lo que significa que no se produce un dafio
en la membrana celular de los cultivos tratados y por tanto no se produce muerte por necrosis ni en
celulas tumorales ni no tumorales (linfocitos humanos de sangre periférica). Es importante
mencionar, que los compuestos utilizados para el tratamiento del cincer cérvico uterino en la
quimioterapia son fuertemente necrdticos, y se le atribuye a esta citotoxicidad la generacién de efectos
secundarios graves en el paciente. El hecho de observar que el MF-II1 no produce un efecto
necrético tanto en celulas tumorales como en no tumorales es de gran relevancia ya que en el caso de
poder ser aplicado como un agente antitumoral, los efectos secundarios que generaria en los pacientes
serfan minimos, no inducirfa estado inflamatorio agudo y los efectos secundarios en los pacientes

serian menores.

Por otro lado, se sabe que la estructura de las sapogeninas, como la Diosgenina y Hecogenina, les
confiere una baja solubilidad en sistemas acuosos ademas de presentar una actividad hemolitica de
manera natural, caracteristicas que limitan su estudio en cultivos celulares i vitro. En el caso del

ME-IT no se tienen problemas de solubilidad en el rango encontrado para las ICso’s, este dato es
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importante de considerar ya que nos garantiza que la concentracién del utilizada de este compuesto
para tratar a las celulas tumorales quedard completamente a disposicién de las celulas tratadas
garantizando la consistencia y reproducibilidad de los experimentos, ademas de ser en un futuro

utilizado en la terapia, facilitaria las administracién en sistemas /n Vivo.

En lo que respecta al tipo de muerte celular que el MF-IT induce en las celulas tumorales de CaCu,
se ha reportado que algunos derivados de saponinas como la Diosgenina y Hecogenina pueden
inducir una muerte celular por apoptosis y en ese sentido encontramos que el MF-I1 induce a las
celulas tumorales a una muerte por apoptosis, como lo sugiere la observacién de cuerpos apoptéticos,
la induccién de la expresion de la Caspasa-3 activa asi como la deteccion de ADN fragmentado en las
lineas tumorales HelLa, CaSki y ViBo. Es importante resaltar que una caracteristica de la muerte
celular por apoptosis es la no activacién de la respuesta inmune, permitiendo que las celulas sean
eliminadas eficientemente tanto por fagocitos profesionales como por las celulas vecinas evitando
generar un proceso inflamatorio, de tal manera que las celulas tumorales mueren silenciosamente con

la posibilidad de generar efectos secundarios no significativos.

Por otro lado, en la literatura se han descrito una diversidad de compuestos con actividad
antitumoral, coincidiendo en la mayoria de ellos en una actividad antiproliferativa o citotdxica, y en
pocos casos una actividad inductora de apoptosis, entre otras, destacando con esto que la mayoria de
los compuestos estudiados tienen un fuerte potencial citotéxico, es decir, la mayor parte de los
compuestos inducen a las celulas tumorales a morir por necrosis. Ademas, arriba del 90 % de los
trabajos donde se reporta la actividad antitumoral de los compuestos, no incluyen pruebas o controles
en celulas no tumorales, dejando sin determinar el efecto del compuesto en celulas normales asi
como su verdadero potencial antitumoral. Al respecto, en nuestro trabajo, se destaca que el ME-11
no induce un efecto necrético en celulas tumorales con las concentraciones obtenidas para las celulas
HeLa, CaSki y ViBo ni en celulas linfociticas (celulas no tumorales), ademas, no disminuyé el
potencial proliferativo de éstas celulas, sugiriendo que el MEF-II presenta una actividad

antiproliferativa con accién selectiva sin actividad necrdtica

Adicionalmente, se ha descrito que el mecanismo de accién de la mayoria de los farmacos
quimioterapéuticos utilizados actualmente contra el cincer, es destruir a las celulas tumorales
malignas mediante la inhibicién de algunos de los mecanismos implicados en la divisién celular. En
consecuencia, los compuestos antitumorales desarrollados a través de este enfoque son citostaticos o
citotéxicos, donde la quimica ha jugado un papel importante en el descubrimiento y desarrollo de
farmacos contra el cincer desde los principios de las terapias contra el cancer. La quimica sintética se
ha utilizado ampliamente para modificar dianas de medicamentos, especialmente los de origen
natural. El fundamento para el uso de los firmacos antitumorales citotdxicos convencionales se basa
en la teorfa de que las celulas tumorales proliferan y se dividen rapidamente, por lo tanto son mas
sensibles a estos compuestos que las celulas no tumorales (Fernandez M. Er al, 2010). Sin embargo,
en el organismo existen celulas normales con una alta tasa de proliferacion similar a la de las celulas
tumorales, como lo son las celulas epiteliales del tubo digestivo, o celulas del sistema inmunolégico

como los linfocitos, que también se ven afectadas por este tipo de compuestos.
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Esto implica que en el tratamiento tradicional contra el cincer, el sistema inmunoldgico se ve
fuertemente afectado y tanto la radioterapia como la quimioterapia pueden causar un efecto
INmunosupresor e incluso se ha observado que el ndmero de linfocitos en pacientes con cancer
sometidos a tratamiento puede disminuir hasta en un 50% (Dillman, 1984). La mayoria de los
trabajos enfocados en compuestos descritos con propiedades antitumorales, evaltian Ginicamente el
efecto de éste sobre celulas tumorales dejando de lado el efecto que generan en celulas normales.
Contrario a lo anterior Camoutsis £z al, 2005, demostraron que analogos de la Hecogenina
sintetizados ~ por su grupo de trabajo producian una limitada actividad inhibidora sobre la
proliferacién de linfocitos de sangre periférica humana aunque resultaban citotéxicos para las celulas
tumorales. Por nuestra parte, los resultados obtenidos al tratar cultivos de linfocitos de sangre
periférica humana, muestran que el MF-11 no abate su proliferacién ni induce en ellos una muerte
necrética, comparado con las celulas tumorales, lo que sugiere que el MF-11 presenta una accién
selectiva, sobre este tipo celular. Es importante resaltar que las caracteristicas encontradas en el MF-
IT (antiproliferativo, no citotéxico inductor de apoptosis en celulas tumorales de CaCuy, sin efecto
antiproliferativo y citotéxico en celulas no tumorales) sugieren que esta saponina esteroidal podria ser
considerada como un fuerte candidato para ser evaluado en modelos 2 vivo, con la intencién de

establecer su potencial terapéutico como agente con actividad antitumoral.
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Conclusiones

»

»

»

»

»

La concentracién de la saponina esteroidal clorohidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-

glucopiranosido diosgenilo (MF-11) requerida para disminuir la densidad celular en un
50% (ICso) de las celulas HeLa y CaSki es de 25 ;,Lg/ml y de 50 },Lg/ml para celulas
ViBo.

Las concentraciones ICso obtenidas para el MF-11, no induce un efecto necrético en las

lineas celulares tumorales HelLa, CaSki y ViBo.

El MF-11 induce muerte por apoptosis en las celulas tumorales Hela, CaSki y ViBo a

concentraciones de 25y 50 pg/ml respectivamente.

El MF-11 a la concentracién de 50 ug/ml no afecta el potencial proliferativo de celulas

linfociticas de sangre periférica humana.

La concentracién maxima de 50 ug/ ml obtenida para el MF-11, no induce un efecto

necrético en celulas linfociticas de sangre periférica humana.
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APENDICE I: Clasificacién de las Etapas del Cancer Cérvico uterino
Extension del cumor ( D

Tis: las celulas cancerosas sélo se encuentran en la superficie del cuello uterino (la capa de las celulas

que reviste el cuello uterino) sin crecer hacia (invadir) los tejidos mas profundos‘

T1I: las celulas cancerosas han crecido desde la capa de la superﬁcie del cuello uterino hasta los
tejidos mas profundos de éste. Ademis, el cancer puede estar creciendo hacia el cuerpo del dtero,

aunque no ha crecido fuera del dtero.

TIa: existe una cantidad muy pequefia de cincer que s6lo se puede observar con un

mICroscopio.

TTIal: el area de cincer es de menos de 3 milimetros (alrededor de 1/8 de pulgada)
de profundidad y de menos de 7 mm (alrededor de I /4 de pulgada) de ancho.

T1Ia2: el 4rea de invasién del cancer es entre 3 mm y 5 mm (alrededor de 1/5 de
pulgada) de profundidad y de menos de 7 mm (alrededor de 1/4 de pulgada) de

ancho.

T1Ib: esta etapa incluye los cinceres de etapa I que se pueden ver sin un microscopio. Esta
etapa incluye también los tumores cancerosos que se pueden ver solamente con un
microscopio y que se han propagado a mis de 5 mm (alrededor de I/5 de pulgada) de
profundidad dentro del tejido conectivo del cuello uterino o que tienen mas de 7 mm de

ancho.

TIbI: el cincer se puede ver, pero no tiene mas de 4 centimetros (alrededor de 1

3/5 de pulgada).
T1Ib2: el cincer se puede ver y tiene mas de 4 centimetros.

T2: en esta etapa, el cancer ha crecido mas all4 del cuello uterino y el ttero, pero no se ha propagado
a las paredes de la pelvis o a la parte inferior de la vagina. Puede que el cancer haya crecido hacia la

parte superior de la vagina.
T2a: el cincer se ha propagado a los tejidos proximos al cuello uterino (parametrio).

T2al: el cancer se puede ver, pero no tiene mas de 4 centimetros (alrededor de I

3/5 de pulgada).
T2a2: el cincer se puede ver y tiene mas de 4 centimetros.

T2b: el cancer se ha propagado a los tejidos adyacentes al cuello uterino (el parametrio).
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T3: el cancer se ha propagado a la parte inferior de la vagina o a las paredes pélvicas. El cancer puede

estar bloqueando los uréteres (conductos que transportan la orina de los rifiones a la vejiga).
T3a: el cincer se ha propagado al tercio inferior de la vagina, pero no a las paredes pélvicas.

T3b: el cancer ha crecido hacia las paredes de la pelvis y/o esta bloqueando uno o ambos

uréteres (a esto se le llama hidronefrosis).

T4: el cancer se propagé a la vejiga o al recto o crece fuera de la pelvis.

Propagacion a los ganglios linfaticos (IN)
NX: no se pueden evaluar los ganglios linfaticos cercanos.
NO: no se ha propagado a los ganglios linfaticos adyacentes.

NI: el cincer se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos.

Propagacion distante (M)
MO: el cincer no se ha propagado a otros ganglios linfaticos, érganos o tejidos distantes.

MI: el cancer se propagé a érganos distantes (como por ejemplo el higado o los pulmones), a los

ganglios linfaticos del pecho o el cuello, y/ o al peritoneo (el tejido que cubre el interior del

abdomen).

Agrupacién de las etapas y etapas FIGO

Para asignar una etapa a la enfermedad, se combina la informacién sobre el tumor, los ganglios
linfaticos y cualquier propagacién del cancer. Este proceso se conoce como agrupacién por etapas.
Las etapas se describen usando el ndmero O y con nimeros romanos del I al IV. Algunas etapas se
dividen en subetapas indicadas por letras y ndmeros. Las etapas FIGO son las mismas que las etapas

AJCC, excepto la etapa O, que no existe en el sistema FIGO.

Etapa O (Tis, NO, MO): las celulas cancerosas sélo se encuentran en las celulas de la superficie del
cuello uterino (la capa de las celulas que reviste el cuello uterino) sin crecer hacia (invadir) los tejidos
mas profundos del cuello uterino. Esta etapa también se llama carcinoma in situ (CIS), y es parte de

neoplasia intraepitelial cervical en grado 3 (CIN3).

La etapa O no est4 incluida en el sistema de FIGO.
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Etapa I (T, NO, MO): en esta etapa el cancer crecié hacia (invadio) el cuello uterino, pero no fuera

del dtero. El cancer no se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes

(MO).

Etapa JA (T1Ia, NO, MO): esta es la forma mas temprana de la etapa I. Hay una cantidad
muy pequefia de cancer que es visible solamente bajo el miCroscopio. El cincer no se ha

propagado a los ganglios linfaticos cercanos (INO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IAI (TTIal, NO, MO): el cancer es de menos de 3 milimetros (alrededor de
I/8 de pulgada) de profundidad y de menos de 7 mm (alrededor de I/4 de
pulgada) de ancho. El cincer no se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos

(NO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IA2 (TTa2, NO, MO): el cancer es entre 3 mm y S mm (alrededor de 1/5 de
pulgada) de profundidad y de menos de 7 mm (alrededor de I /4 de pulgada) de
ancho. EI cincer no se ha propagado a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a
sitios distantes (MO).

Etapa IB (T1b, NO, MO): incluye los canceres en etapa I que se pueden ver sin un
microscopio, asi como los canceres que sélo se pueden ver con microscopio, si se han
propagado a méis de S mm (alrededor de I /5 de pulgada) de profundidad dentro del tejido
conectivo del cuello uterino o tienen mis de 7 mm de ancho. Estos cinceres no se han

propagado a los ganglios linfaticos cercanos (INO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IBI (TIbI, NO, MO): el cincer se puede ver, pero no tiene mas de 4
centimetros (alrededor de 1 3/5 de pulgada). El cincer no se propagé a los ganglios

linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IB2 (T1b2, NO, MO): el cancer se puede ver y mide mas de 4cm. No se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa II (T2, NO, MO): en esta etapa, el cincer ha crecido mas alld del cuello uterino y el ttero, pero

no se ha propagado a las paredes de la pelvis o a la parte inferior de la vagina.

Etapa IIA (T2a, NO, MO): el cincer se ha propagado a los tejidos proximos al cuello uterino
(parametrio). Puede que el cincer haya crecido hacia la parte superior de la vagina. El cancer

no se propagd a los ganglios linfaticos cercanos (INO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IIAI (T2al, NO, MO): el cancer se puede ver, pero no tiene mas de 4 cm
(alrededor de 1 3/5 de pulgada). El cincer no se propagd a los ganglios linfaticos
cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IIA2 (T2a2, NO, MO): el cincer se puede ver y mide mas de 4cm. No se ha
propagado a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a sitios distantes (MO).
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Etapa IIB (T2b, NO, MO): el cancer se ha propagado a los tejidos adyacentes al cuello

uterino (el parametrio). El cincer no se propagé a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a

sitios distantes (MO).

Etapa III (T3, NO, MO): el cancer se ha propagado a la parte inferior de la vagina o a las paredes
pélvicas. El cincer puede estar bloqueando los uréteres (conductos que transportan la orina de los

rifiones a la vejiga). El cincer no se propagd a los ganglios linfaticos cercanos (INO) ni a sitios
g propag gang

distantes (MO).

Etapa IIIA (T3a, NO, MO): el cancer se ha propagado al tercio inferior de la vagina, pero no
a las paredes pélvicas. El cincer no se propagé a los ganglios linfaticos cercanos (NO) ni a

sitios distantes (MO).

Etapa IIIB (T3b, NO, MO; o TI-3, NI, MO): cualquiera de lo siguiente estid presente: El
cancer crecié hacia las paredes de la pelvis y/ o bloqueé uno o ambos uréteres (una
condicién Illamada hidronefrosis), pero no se propagd a los ganglios linfaticos ni a sitios
distantes o El cincer se propagd a los ganglios linfaticos en la pelvis (NI), pero no a sitios
distantes (MO). El tumor puede ser de cualquier tamafio y pudo haberse propagado a la
parte inferior de la vagina o a las paredes pélvicas (T1-T3).

Etapa IV: ésta es la etapa més avanzada del cincer de cuello uterino. El cancer se ha propagado a

érganos adyacentes o a otras partes del cuerpo.

Etapa IVA (T4, NO, MO): el cincer se propagd a la vejiga o al recto, que son 6rganos
cercanos al cuello uterino (T4). El cincer no se propagé a los ganglios linfaticos cercanos

(NO) ni a sitios distantes (MO).

Etapa IVB (cualquier T, cualquier N, MI): el cancer se propagd a 6rganos distantes mas alla

del 4rea pélvica, tales como los pulmones o el higado.
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APENDICE II: CIRUGIAS

Criocirugia
Se coloca una sonda de metal enfriada con nitrégeno liquido directamente en el cuello uterino. Esto
destruye las celulas anormales mediante congelacién.

Etapa: La criocirugia se usa para tratar los precanceres de cuello uterino (etapa 0), pero no el cincer

1Nvasivo

Ventajas/ desventajas: Esto se puede hacer en un consultorio médico o en una clinica.

Cirugia laser
Se usa un rayo laser enfocado (a través de la vagina) para vaporizar (quemar) las celulas anormales o
extirpar una porcioén pequefia de tejido para estudiarlo.

Etapa: La cirugia por laser se usa para tratar los precinceres de cuello uterino (etapa 0). No se usa
en el tratamiento del cincer invasivo.

Ventajas y Desventajas: Este procedimiento se puede realizar en el consultorio del médico o en la
clinica usando una anestésico local.

Conizacién

Se extrae del cuello uterino un pedazo de tejido en forma de cono. Este procedimiento se hace
utilizando un bisturi quirtrgico o bisturi laser (biopsia cénica con bisturi frio) o utilizando un
alambre delgado calentado mediante electricidad (procedimiento electroquirdrgico, LEEP o
LEETZ). Después de la biopsia, el tejido extirpado (el cono) se examina con un microscopio. Si los
margenes (bordes mis externos) del cono contienen celulas cancerosas (o precincer), se necesitara
mas tratamiento para asegurarse de que todo el cancer se removid.

Etapa: También se puede usar como el tnico tratamiento en las mujeres con cincer en etapa
temprana (etapa IAI) que quieren preservar su capacidad para tener hijos

Ventajas/ desventajas: Una biopsia cénica se puede usar para diagnosticar el cincer antes del
tratamiento adicional con cirugia o radiacién.

Histerectomia

Se hace para extirpar el dtero (tanto el cuerpo del ttero como el cuello uterino) (tig. 16), pero no las
estructuras proximas al dtero (parametrio y ligamentos uterosacros). Cuando se extirpa el dtero a
través de una incisiéon quirdrgica en la parte delantera del abdomen, se llama histerectomia
abdominal. Cuando se extirpa el atero a través de la vagina, se llama histerectomia vaginal.

Al procedimiento que se emplea para extirpar el dtero mediante laparoscopia, se le llama
histerectomia laparoscépica. En algunos casos, la laparoscopia se realiza con herramientas especiales
para ayudar al cirujano a que vea mejor y con instrumentos que son controlados por el cirujano. A
este procedimiento se le llama cirugia asistida por robot.
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Etapa: se realiza para tratar el cancer de cuello uterino en la etapa IAI. La operacién también se
realiza para algunos tumores cancerosos en la etapa O (carcinoma in situ), si hay celulas cancerosas
en los bordes de la biopsia cénica (a esto se le llama margenes positivos). La histerectomia también
se utiliza para tratar algunas condiciones no cancerosas. La mas comun de éstas es el leiomioma, un
tipo de tumor benigno conocido comtinmente como fibroma.

Ventajas/desventajas: Ni la vagina ni los ganglios linfaticos de la pelvis se extirpan. Los ovarios y las
trompas de Falopio usualmente se dejan en su lugar a menos que haya alguna otra razén para
extirparlos.

Para todas estas operaciones se usa anestesia general o epidural (regional). EI tiempo de recuperacién
y hospitalizacién tiende a ser mis corto para una histerectomia laparoscépica o vaginal que para una
histerectomia abdominal. Para una histerectomia vaginal o laparoscépica, la hospitalizacién es
usualmente de uno a dos dias y la recuperaciéon demora de dos a tres semanas. Para una histere ctomia
abdominal se requiere usualmente de 3 a § dias de hospitalizacion, y la recuperacién completa toma
alrededor de 4 a 6 semanas. Normalmente no hay complicaciones, pero pudiera presentarse sangrado
excesivo, infeccién de la herida o dafios a los sistemas urinario o intestinal.

Impacto sexual: normalmente, la histerectomia no cambia la capacidad en una mujer de sentir placer
sexual. Una mujer no necesita un ttero o cuello uterino para alcanzar un orgasmo. El 4rea alrededor
del clitoris y la membrana que recubre la vagina permanecen tan sensitivas como antes. Cualquier
tipo de histerectomia causa esterilidad.

Histerectomia radical

Extirpa el dtero junto con los tejidos contiguos al ttero (el parametrio y los ligamentos uterosacros),
asi como la parte superior (alrededor de una pulgada) de la vagina adyacente al cuello uterino (fig.
16). Los ovarios y las trompas de Falopio no se extirpan a no ser que haya otra razén médica para
hacerlo. Esta cirugia usualmente se hace a través de una incisién abdominal. A menudo, también se
extirpan algunos ganglios linfaticos pélvicos. Otro método quirtirgico se conoce como histerectomia
vaginal radical asistida por laparoscopia. Esta operacion combina la histerectomia vaginal radical con
una diseccién laparoscépica de los ganglios pélvicos. La laparoscopia permite observar el interior del
abdomen y la pelvis a través de un tubo insertado dentro de una incisién quirirgica muy pequefia.
Algunos instrumentos pequefios se pueden controlar a través del tubo, permitiendo que el cirujano
extirpe los ganglios linfaticos a través de los tubos sin hacer una incisién grande en el abdomen. La
laparoscopia también puede facilitar a los médicos el extirpar el ttero, los ovarios y las trompas de
Falopio a través de una incisién vaginal. La laparoscopia también se puede usar para llevar a cabo
una histerectomia radical a través del abdomen. Los ganglios linfaticos también son extirpados. Este
método se conoce como histerectomia radical asistida por laparoscopia con linfadenectomia.

Etapa: Una histerectomia radical y diseccién de los ganglios linfaticos pélvicos son el tratamiento
usual contra el cincer de cuello uterino en las etapas IA2, IB, y con menos frecuencia en la etapa IIA,

especialmente en las jovenes.

Ventajas/desventajas: En la histerectomia radical se extirpa mas tejido que en la histerectomia
simple, por lo que la estadia en el hospital puede ser més larga, de cinco a siete dias. Debido a que se
extirpa el dtero, esta cirugia resulta en infertilidad. Después de esta operacién, algunas mujeres
presentan problemas al vaciar sus vejigas porque se remueven algunos de los nervios que conducen a
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la vejiga. Normalmente no hay complicaciones, pero pudiera presentarse sangrado excesivo, infeccién
de la herida o dafios a los sistemas urinario o intestinal.

Impacto sexual: esta cirugia no cambia la capacidad de una mujer de sentir placer sexual. Aunque se
acorta la vagina, el area alrededor del clitoris y la membrana que recubre la vagina es tan sensitiva
como antes. Una mujer no necesita un ttero o cuello uterino para alcanzar un orgasmo. Cuando el
cancer ha causado dolor o sangrado con la relacién sexual, la histerectomia puede en realidad
mejorar la vida sexual de una mujer al eliminar estos sintomas.

Cervicectomia

En este procedimiento se extirpa el cuello uterino y la parte superior de la vagina, pero no el cuerpo
del atero. El cirujano coloca una sutura "en bolsa de tabaco" para que funcione como abertura
artificial del cuello uterino dentro de la cavidad uterina. También se extirpan los ganglios linfaticos
cercanos mediante una laparoscopia, lo que puede requerir otra incisién (corte).

Etapa: mujeres en etapa IA2 y etapa IB
Ventajas/ desventajas: Esta operacién se hace a través de la vagina o del abdomen.

Impacto sexual: permite a algunas de estas mujeres ser tratadas sin perder la capacidad de tener hijos.
Después de la cervicectomia, algunas mujeres pueden completar el embarazo y dar a luz bebés
saludables mediante cesarea. En un estudio, la tasa de embarazo después de S afios fue de mas de
50%, pero las mujeres que se sometieron a esta cirugia presentaron un mayor riesgo de aborto que
las mujeres normales que estaban saludables. El riesgo de que el cincer reaparezca después de este
procedimiento es bajo.

Diseccién de los ganglios linfaticos pélvicos

El cincer que se origina en el cuello uterino puede propagarse a los ganglios linfaticos de la pelvis
(los ganglios linfaticos son grupos de tejido del sistema inmunoldgico que tienen forma de frijol).
Para saber si hay propagacién a los ganglios linfaticos, el cirujano podria extirpar algunos de estos
ganglios. Este procedimiento se conoce como diseccién de ganglios linfaticos o muestreo de ganglios
linfaticos. Se realiza al mismo tiempo que se hace la histerectomia (o la cervicectomia).

Ventajas/ desventajas: La extirpacién de ganglios linfaticos puede derivar en problemas con el
drenaje de liquido en las piernas. Esto puede causar hinchazén severa en las piernas, una condicién
[lamada linfedema.
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Figura 16: Ejemplos de cirugia para eliminar el CaCu. Tomado de
http://www.cancer.gov/espanol/pdqg/tratamiento/cuellouterino/Patient/page4
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APENDICE III: Preparacién de Reactivos

Verseno

Esta solucién se emplea para despegar las celulas tumorales adherentes y funciona como agente
quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su preparacion se

utilizan las siguientes sustancias:

Tris base 3.04 g (SIGMA, U.S.A)

Cloruro de sodio 8.00 g (SIGMA, U.S.A)

Cloruro de potasio 0.04 ¢ (SIGMA, U.S.A)

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

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

durante 20 min.
Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

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

un volumen final de 1 litro de agua bidestilada.
Cloruro de magnesio 0.10 g (SIGMA, U.S.A)
Cloruro de calcio 0.10 g (SIGMA, U.S.A)

Cloruro de sodio 8.00 g (SIGMA, U.S.A)

Cloruro de potasio 0.20 g (SIGMA, U.S.A)

Fosfato mono 4cido de sodio 2.16 g (SIGMA, U.S.A)
Fosfato di acido de potasio 0.20 g (SIGMA, USA)

El MgClL y CaCl: se disuelve en 100 ml de agua bidestilada. Las sales restantes, por separado se
diluyen en 800 ml de agua bidestilada y después se mezclan ambas soluciones. Se ajusta el pH a 7.2
utilizando HCI T N y se afora a 1000 ml. Se esteriliza usando filtro (Millipore) de poro de 22

micras y se almacena a 4 °C.
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Colorante Cristal Violeta

La solucién de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucién amortiguadora de acido férmico
200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g. de NaOH y 4.28 ml. de 4cido férmico aforados a

500 ml con agua bidestilada. Una vez preparada la solucién se filtra y posteriormente se usa.
Desactivacién del suero

Una botella de Suero Fetal Bovino (Hyclone, U.S.A.) se coloca en bafo de agua a temperatura
ambiente para ser descongelado, posteriormente se pasa a un bafio marfa 57° C durante 30 min.

Posteriormente es trasvasado en alicuotas de SO ml. para su mejor uso y manipulacién.
Glutaraldehido

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

Solucién de 4cido acético (10 %)
A 10 ml de acido acético glacial (J. T. Baker) se le agrega 90 ml de agua bidestilada.
Paraformaldehido (2%)

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

solucién no sirve para fijar)
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Composicién del RPMI-1640 (Sigma .USA).

Reactivos Cantidad (g/1)
Sales inorganicas
Sulfato de magnesio (anhidro) Cloruro de 0.1
potasio 0.04884
Cloruro de sodio 04
Fosfato dibasico de sodio (anhidro) 6
Nitrato de Calcio ®* 4H20 0.8
Aminoicidos
L-Arginina 0.2
L-asparagina (anhidro) 0.05
L-4cido aspartico 0.02
L-Cistina ® 2HCI 0.0652
L-4cido glutimico 0.02
L-glutamina 0.3
Glicina 0.01
L-Histidina 0.015
Hidroxi-L-prolina 0.02
L-isoleucina 0.05
L-leucina 0.05
L-Lisina ® HCI 0.04
L-Metionina 0.015
L-fenilalanina 0.0I5
L-prolina 0.02
L-serina 0.03
L-treonina 0.02
L-triptéfano 0.005
L-Tirosina ® 2Na * 2H20 0.02883
L-valina 0.02
Vitaminas
D-Biotina 0.0002
Cloruro de colina 0.003
Acido félico 0.001
myo-inosito] 0.035
Niacinamida 0.001
4cido p-aminobenzoico 0.001
D-4cido pantoténico (hemicalcium) 0.00025
Piridoxina ®* HCI 0.001
Riboflavina 0.0002
tiamina ®* HCI 0.001
Vitamina B12 0.000005
Otros
Glutatién (reducido) 0.001
Rojo de fenol ® Na 0.0053
Adicionar
Bicarbonato de Sodio 2
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