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Resumen

El cancer cervicouterino (CaCu) es una de las principales causas de muerte a nivel mundial.
En México, el CaCu ocupa el segundo lugar de mortalidad entre los diferentes tumores
malignos. En la actualidad, los tratamientos existentes para este padecimiento son
ineficaces en estadios avanzados, altamente necroticos y por consiguiente con severos
efectos secundarios, lo que genera la necesidad de desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas. Al respecto, las saponinas y sapogeninas como la dioscina, hecogenina,
sarsasapogenina entre otras, han generado un fuerte interés, ya que se han descrito como
moléculas con actividad antiproliferativa en diversas lineas de origen tumoral. Sin embargo,
la actividad antitumoral de analogos o derivados de estas moléculas, ain se ha
determinado. En el presente trabajo se evalu6 el efecto anti-proliferativo, citotéxico y
apoptético de dos derivados esteroidales de origen vegetal (26-OH-He y 26-Glu-He) en
cultivos de células tumorales provenientes de CaCu. Los resultados obtenidos establecen
que ambos compuestos afectan el potencial proliferativo de las lineas tumorales HelLa,
CaSki y ViBo con una respuesta dependiente de la concentracion. La nula presencia de
lactato deshidrogenasa (LDH) en la mayoria de los cultivos de células tumorales y de
linfocitos, es indicio que estas moléculas no producen un efecto necrético. La presencia de
caracteristicas morfoldgicas tipicas de células en apoptosis, asi como el incremento de la
expresion de la caspasa-3 activa sugieren que ambas saponinas inducen a las células HeLa,
CaSki y ViBo a una muerte apoptotica, estableciendo que el 26-OH-He y el 26-Glu-He
podrian ser candidatos para ser evaluados como agentes con potencial terapéuticos contra

el cancer.




Abstract.

Cervical cancer (CaCu) is one of the main causes of death in the world. CaCu is a major
health problem in Mexico, occupying the second place of mortality among malignant
tumors in the female population. Presently, the available treatments for this disease are
non-effective on advanced stages of cancer, highly necrotic, and yield severe side effects;
which creates the need to develop new alternative treatments. In this regard, saponins and
sapogenins like dioscin, hecogenin and sarsasapogenin to mention some, have generated
strong interest as they have been reported as molecules with antiproliferative activity in
diverse lines of tumor origin. However, analogs or derivatives of these molecules have not
yet been determined as having antitumor activity. In this work, we evaluated the
antiproliferative, cytotoxic and apoptotic effect of two steroidal plant derivatives: 26-OH-
He and 26-Glu-He in tumor cells derived from CaCu. Our results establish that both
compounds affect the proliferative potential of tumor in lines HeLa, CaSki and ViBo on a
dose-dependent manner. None or low activity of the lactate dehydrogenase (LDH) enzyme
were detected in the supernatants from these cultures as well as human lymphocytes,
indicate that these molecules have low cytotoxicity. The observation of typical
morphological characteristics of apoptotic cells as well as the increased expression of active
caspase-3 suggest that the saponins induce apoptotic death to HeLa, CaSki and ViBo cells,
establishing that the 26-OH-He and the 26-Glu-He could be strong candidates to be

evaluated as potential therapeutic agents for cancer.




Introduccion.

Los compuestos de origen natural y principalmente los de origen vegetal han sido
ampliamente utilizados en la medicina tradicional de diversas culturas, como tratamiento
de las enfermedades que acompanan al ser humano. A pesar de ello, el empleo de
compuestos naturales disminuyé drasticamente a mediados del siglo XX, esto debido
basicamente, a la dificultad que presentaba la extraccion, aislamiento, purificaciéon e
identificacion de sus principios activos, esto sin contar ademas con el bajo porcentaje de
recuperacion del compuesto de interés, a partir de grandes cantidades de muestra.l
Ademas, en la mayoria de los casos, la molécula de interés que se aisla presenta una
estructura quimica compleja, lo que complica proponer una ruta sintética sencilla con

rendimientos favorables.

Actualmente, el avance tecnolégico asi como nuevas metodologias de cribado han logrado
facilitar significativamente la extraccion, aislamiento e identificacion de moléculas de
origen natural, con lo que el interés sobre la actividad biolégica de estos compuestos ha
retomado un nuevo auge. Un gran namero de investigaciones han validado las actividades
bioldgicas de estos compuestos y se han encontrado una gran variedad de propiedades
farmacologicas entre las que se incluyen: antibacterianas, antimicoticas, hipoglucemiantes,

antihiperlipidémicas, antitumoral, entre muchas otras.2 3

Por otro lado, mediante procesos semi-sintéticos, la estructura es manipulada y modificada
en sitios especificos para producir derivados, esto con la finalidad de lograr mejorar la
molécula nativa en cuanto a eficiencia, potencia, menos efectos secundarios, especificidad

etc.4




Las moléculas de origen natural, son generalmente metabolitos secundarios de organismos
marinos, plantas y hongos, los cuales son utilizados como defensa hacia el medio externo,
tal es el caso de la penicilina o las estatinas. Su amplia distribucién en la naturaleza, origina
que exista una gran diversidad de estructuras quimicas complejas, por nombrar solo
algunas con interés farmacolégico tenemos a los: aminoglucésidos, polifenoles, flavonoides,

macrolidos, poliéteres, terpenos y esteroides de origen vegetal, entre otros.*>




Saponinas

Generalidades

Los esteroides de origen vegetal, son catalogados como derivados triterpenoides, estan
conformados por un sistema de 3 anillos de seis carbonos y 1 anillo de cinco carbonos
fusionados como nucleo central y el cual se comparte entre varios compuestos naturales

bioldgicamente activos como: esteroles, glucdsidos cardiacos, corticosteroides y saponinas.

Las saponinas, estan constituidas basicamente por este nucleo esteroidal (fraccién no
polar) y regularmente metilados en las posiciones 10 y 13 (Fig. 1); ademas de una fraccion
sacarida (polar) que se encuentra unida al nucleo en diferentes posiciones. La porcién no-
sacarida de la molécula se conoce como aglicona y se denomina también “genina” o
“sapogenina”. De manera general las saponinas poseen 27 carbonos y ademas del ntucleo
esteroidal algunas poseen dos anillos mas, o en su lugar por hidrolisis quimica o enzimatica
una cadena carbonada, asi dependiendo del tipo de genina presente, las saponinas se

dividen en triterpenoides, esteroideas y alcaloides (Fig. 2).

Figura 1. Estructura quimica general de las saponinas.




Las agliconas estan normalmente hidroxiladas o glicosiladas en el C-3 de manera
natural y algunos de sus metilos se encuentran oxidados en alcoholes, aldehidos o acidos
carboxilicos. En general las saponinas pueden presentar uno o mas sacaridos unidos a su
genina, nombrandose monodesmosidica y bidesmosidica a aquellas agliconas que

presentan unoy dos azucares respectivamente en su estructura.t

HO

(a) (b) )

(Obtenida de: Saponins, Chemistry and Pharmacology of Natural Products. Cambridge University Press. New York. 1985)
Figura2. Clasificacion de las saponinas: a) Triterpénica b) Esteroidal  c) Alcaloidea

Las saponinas se encuentran principalmente en plantas y algunos animales marinos,
presentan una gran variedad de propiedades quimicas y farmacolégicas, se caracterizan
por producir soluciones jabonosas cuando estan en solucidn acuosa; ademas, presentan
propiedades hemoliticas, antiinflamatorias, antimicoticas, bactericidas, entre otras. En la
industria farmacéutica son la estructura de partida en la preparacion de diversos farmacos
esteroidales, tal es el caso de la diosgenina y la sarsasapogenina que fueron transformadas
en progesterona y de la hecogenina la cual se utiliza para la sintesis de corticosteroides

como la cortisona y la betametasona.6é- 10




Actividad antitumoral de las Saponinas

Uno de los principales objetivos de la investigacion cientifica es el descubrimiento y
desarrollo de nuevos compuestos con actividades farmacolégicas. La extraccion,
aislamiento y caracterizacion de productos naturales son tan solo una opcion para lograr
este objetivo. Un alto porcentaje de farmacos aprobados por la Food and Drug
Administration, (FDA) para enfermedades infecciosas y cancer provienen de moléculas de

origen natural.ll

Las saponinas han demostrado poseer varios efectos farmacolégicos, ejemplo de ello son
su capacidad para permeabilizar las membrana celular y lisar los eritrocitos humanos,
también disminuye los niveles de colesterol sanguineo, tiene efectos inmunoreguladores y

provoca la estimulacion y liberacion de la hormona luteinizante.12-15

Las saponinas tienen influencia sobre la proliferaciéon de células tumorales, presentando
actividades citotdxicas y citostaticas, ademas disminuyen la invasién celular y promueven
la apoptosis, entre otros.1¢ En cuanto a los efectos ejercidos sobre la proliferacién celular,
se ha demostrado que las saponinas disminuyen el potencial proliferativo de las lineas
celulares de cancer de prostata LNcaP16, células tumorales de pulmoén A549 17y células
HeLa de cancer cérvico uterino entre otras!’. Ejemplo de ello son, la saponina esteroidal
OSW-1, extraida por primera vez del Ornitégala saundersiae y la cual presenta una
actividad citotoxica 100 veces mayor a la del paclitaxel en lineas celulares de cancer de
estbmago!819 asi como la hecogenina, saponina obtenida del Agave sisalana, que se
presenta como una molécula inductora de apoptosis en la linea celular de osteosarcomaz0
y que ademds se utiliz6 en los afios cincuenta como precursor en la sintesis de

corticoesteroides.




La manipulacién quimica de las saponinas se realiza ampliamente, para la produccién de
diferentes derivados con actividades farmacologicas diversas. Fuchs y colaboradores
reportaron el uso de acetato de hecogenina en la sintesis de una subunidad de la
cefalostatina?’. Por otro lado, el grupo de Jiménez publicé la sintesis de un analogo tipo
cefalostatina/ritterazina a partir de hecogenina y 22-epi-hipuristanol?s.

En cuanto a su actividad antineoplasica, los derivados acetilados de la hecogenina
demostraron inhibir la produccién de especies reactivas de oxigeno y detener el ciclo en la
linea celular A549.

La manipulacién quimico-sintética de las moléculas, ademas de generar un cambio en su
estructura, provoca al mismo tiempo el aumento o disminucién de sus efectos terapéuticos,
en un estudio realizado por Patrick y colaboradores, se demostré que hay una relaciéon
significativa entre la estructura de las saponinas y sus efectos bioldgicos sobre células de
osteosarcoma humano. 21-26

En el presente trabajo se evaluaron dos compuestos derivados de esteroides colestanicos y
de estructura similar (Fig. 3) en las lineas tumorales de CaCu HeLa, CaSki y ViBo. Dichos
compuestos fueron sintetizados por el Dr. Jests Sandoval Ramirez con la colaboracién de la
Dra. Antonieta Fernandez Herrera, esto en el Laboratorio de Sintesis y Modificacién de
Productos Naturales, Facultad de Ciencia Quimicas de la Benemérita Universidad

Autonoma de Puebla.
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Figura 3. Estructuras quimicas de los compuestos: (A) 26-OH-He 'y (B) 26-Glu-He




Antecedentes

Cancer

El cancer es una de las dos principales causas de muerte en todo el mundo, superada
solo por las cardiopatias, afectando a uno de cada tres individuos. Segin la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), en el 2012 se generaron 14 millones de nuevos casos de cancer,
y refiere que las muertes aumenten de 8.2 millones a 13 millones en un afo. Los tipos mas
frecuentes de cancer son diferentes en el hombre y en la mujer. Los varones principalmente
presentan cancer de pulmon, estbmago, rifion, colon y eséfago; mientras que las incidencias
de cancer en mujeres son de seno, pulmdn, estdmago, colon y cérvix. Asimismo, se destaca
que aproximadamente 70% de los decesos por cancer, se presentan en paises de ingresos
bajos y medios donde se dificulta la atencion de esta enfermedad. Las infecciones que
pueden provocar cancer, como las causadas por los virus de las hepatitis By C y el del
papiloma humano, son responsables del 20% de las muertes por cancer en estos paises y
del 7% en los paises de ingresos altos.2?

En México, el INEGI informé (Feb-2015), que en 2013, aproximadamente 10 % del
total de la poblacidn fallecié por algiin tumor. En ese afio, el cancer representd la tercera
causa de muerte entre las mujeres con un estimado de 15.1% de defunciones, mientras en
los hombres fue la cuarta causa con un 11.8% del total de defunciones. En las mujeres los
principales tipos de cancer que causaron fallecimientos durante 2013 fueron: el de mama
(13.8%) y el cervicouterino (12.1%).30

Actualmente para combatir este padecimiento se emplean diversos tratamientos
como la cirugia, radioterapia y quimioterapia, los cuales son poco efectivos en estadios
avanzados del padecimiento y presentan una baja o nula selectividad, ademas de deteriorar

al paciente por su gran cantidad de efectos colaterales.




El cancer es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida en el control de la
proliferacién y muerte celular programada, esto debido a que los genes que controlan la
reproduccion celular son dafiados ya sea por agentes fisicos, quimicos o bioldgicos. Junto
con la pérdida de su funcionalidad primitiva, las células cancerosas adquieren ademas la
capacidad de diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema sanguineo y por

el sistema linfatico e invadir otros tejidos en un proceso conocido como metastasis.

Se conocen mas de 100 diferentes tipos de cancery se clasifican de acuerdo con el origen
embrionario del tejido del que se deriva.

e (Carcinomas: Son tumoraciones que se originan en tejidos endodérmicos o
ectodérmicos, como la piel, pulmones, colon, préstata, ovarios y otros.

e Leucemias: Son tumores malignos que se generan de las células hematopoyéticas de
la médula 6sea.

e Sarcomas: son malformaciones menos frecuentes, se derivan de tejidos conjuntivos
mesodérmicos como hueso, grasa, cartilago y musculo.

e Linfomas: se originan en los ganglios linfaticos y en los tejidos del sistema
inmunoloégico del cuerpo. 31-34

Cancer cérvico uterino

Las neoplasias malignas del aparato reproductor femenino tienen, desde el punto de
vista histolégico, origenes y comportamientos de acuerdo con los sitios anatomicos
establecidos mundialmente por el comité internacional contra el cancer (UICC). El cancer
de cuello de utero es uno de los mas comunes en la mujer; su mayor incidencia ocurre entre
la cuarta y quinta décadas de la vida. Existen en su origen factores de riesgo que favorecen
la iniciacién del mismo, tales como: las relaciones sexuales antes de los dieciocho afios, el

habito de fumar, varias parejas sexuales y la falta de proteccion sexual.35
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El cancer cervicouterino (CaCu) consiste en lesiones malignas del cuello uterino, los
carcinomas se originan en el epitelio escamoso del exocérvix (carcinoma escamoso o
epidermoide) con una prevalencia de entre el 80 y 85% y en el epitelio glandular del
endocérvix (adenocarcinoma) con una prevalencia de 15-20%. 3¢
El CaCu presenta etapas precancerosas bien definidas, llamadas displasias, estas se
clasifican desde leves (I) a moderadas (II) y severas (IIl); si estas displasias se tratan
adecuadamente, puede evitarse el CaCu. Ademads, existen pruebas sencillas para su
deteccidn precoz, como la prueba citologica vaginal, de bajo costo y alta eficacia.3¢

Se ha demostrado con certeza que el virus del papiloma humano (VPH) constituye
un principal factor causal y participa en la iniciaciéon y progresion de la enfermedad y
provoca mas del 95 % del cancer de cérvix.37.38
El VPH es un virus con acido desoxirribonucleico (ADN) de doble cadena, que infecta la
mucosay el tejido epitelial y se transmite por via sexual, se conocen aproximadamente 118
tipos de VPH, los cuales se clasifican como de alto o bajo riesgo. Los VPH de alto riesgo
causan la transformacién maligna, mientras que los de bajo riesgo causan verrugas
benignas y lesiones. 39
Todos los VPH presentan una organizacion gendémica comun y codifican 8 proteinas, seis de
expresion temprana E1, E2, E4, E5, E6 y E7; y 2 de expresién tardia L1 y L2. Las proteinas
oncogénicas principales son E6 y E7 y su expresion se controla normalmente durante el
ciclo de vida viral, cuando el genoma viral se integra en el huésped. La sobre-expresion de
las proteinas E6 y E7 conduce a la transformacion maligna de las células y la
tumorigénesis.*0
El epitelio cervical presenta una organizacion estratificada, donde las células de la capa
basal conservan su capacidad mitética, después de la divisidn celular, una de las dos células
generadas migra al estrato superior para completar su diferenciacion terminal y la otra
permanece en el estrato basal. Al ocurrir la infeccién con el VPH, el genoma viral es
sintetizado en las células basales a partir de copias episomales, afectando a la progenie en

cada division celular.
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Ciclo celular y cancer

El ciclo celular es el proceso natural mediante el cual las células eucariotas se reproducen,
esto permite el desarrollo y crecimiento de los organismos de manera ordenada,
manteniéndose asi la homeostasis celular. Este proceso, esta regulado por un conjunto de
sefiales extra e intercelulares que dirigen el inicio y fin del ciclo celular, la pérdida de

respuesta a estas seflales provoca una division permanente, caracteristica del cancer. 41

El ciclo esta divido en estadios o fases denominados G1, S, G2 y M, cada uno presenta
eventos bien caracterizados. El ciclo comienza por accién de sefiales extracelulares, como
factores de crecimiento, los cuales son captados por receptores celulares especificos en la
membrana celular. Tras este evento, la célula abandona un estado de latencia o de no
division (quiescencia) denominado como GO y dara lugar a las fases del ciclo celular, G1, S,
G2 y M. En ausencia de sefales estimuladoras la célula puede permanecer en el estado GO
indefinidamente. Tras su entrada a la fase G1, la célula verifica las condiciones de su entorno
asi como las internas y si estas son propicias continua con el ciclo y avanza hacia la fase (S)
y es en esta fase donde se realiza la duplicacién del ADN que permitira el posterior reparto
de los cromosomas en la fase M. (Fig. 4).

El ciclo celular, esta monitoreado por mecanismos de vigilancia que se encargan de verificar
que los eventos en cada fase sean completados y correctos, estos puntos de control son
conocidos como “checkpoints” y estan localizados tanto en la parte final de la fase G1
como en la interface de G2-M y son vitales para el funcionamiento armoénico de la divisiéon
celular. Una anomalia en este proceso de verificacion, dara lugar a que la célula se divida
en condiciones anormales como: dafio en el ADN o que los cromosomas no sean repartidos
equitativamente. Estos fendmenos irregulares producen inestabilidad gendmica,

caracteristica necesaria pero no exclusiva para la generaciéon de cancer. 41-42
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Todos los eventos del ciclo celular estdn regulados por procesos de fosforilacién
intracelular, en los que interviene proteinas-cinasas denominadas ciclinas y cinasas
dependientes de ciclina (CDKs). Las ciclinas son unidades reguladoras de las CDKs y juntas
forman complejos ciclina-CDKs que fosforilan a sustratos especificos que impulsan el inicio
y la progresion del ciclo.

Las ciclinas son sintetizadas y degradadas de manera ordenada a lo largo del ciclo, enla
fase inicial G1, las ciclinas D (D1, D2 y D3) se asocian y fosforilan a las CDK4 y CDKS6,
formando un complejo activo que a su vez fosforila a la proteina de retinoblastoma (Rb).
La fosforilacién de Rb libera a la proteina E2F y este factor nuclear de transcripcion
promueve la sintesis proteica incluyendo a la ciclina E, la cual es requerida para superar el
primer checkponit conocido como punto de restricciéon R. 43,44

En conjunto, todas estas moléculas representan componentes criticos de los mecanismos
de control del ciclo celular, las alteraciones en los genes que las codifican ya sea en
sobreexpresion o mal funcionamiento conllevan junto con otros factores a la produccién y

desarrollo del cancer.43

Ciclo celular

Diferenciaci

Permanece en GO

Figura. 4. Ciclo celular.
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Receptores de esteroides y el cancer

Las hormonas esteroideas estimulan el crecimiento celular de una manera muy
diferente a otro tipo de factores mitogénicos. Su naturaleza lipofilica les confiere la
capacidad de atravesar la membrana celular, atravesar el citoplasmay unirse a una familia
particular de receptores especificos denominados receptores nucleares esteroideos (RNE).

Los RNE, son factores de transcripcion activados por ligando y regulan la expresion
de sus genes blanco. Pertenecen a una superfamilia de receptores endocrinos y participan
en varios procesos fisiologicos tales como: sefializacion endocrina, reproduccion,
homeostasis celular y apoptosis. Cuando los receptores actian directamente sobre el ADN
se le denomina mecanismo gendmico. 44

Se clasifican en base al ligando que reconocen y se dividen en receptores para;
glucocorticoides (GR), mineralocorticoides (MR), estrogenos (ER), andrdgenos(AR) y
progesterona (PR). Estos receptores intervienen en diversos procesos biologicos vitales
como: desarrollo, sefializacién endogena, reproduccidon y homeostasis asi como procesos
de muerte celular programada (Apoptosis), eventos que estan regulados por el control en
la expresién de genes blanco por parte de estos receptores y que pueden producir un
mecanismo heterogéneo de induccién o inhibicién del proceso apoptotico, segiin del tipo

celular y de otros factores alternativos dentro de los genes blanco y co-moduladores.*4

De las hormonas que activan estos receptores, los glucocorticoides regulan una gran
variedad de funciones bioldgicas, dentro de las que destacan su poder apoptético. Se tiene
conocimiento que los receptores a glucocorticoides GR junto con los MR, regulan la
apoptosis en células de hipocampo en el sistema nervioso, 45 asi como de atenuar la
respuesta inflamatoria e inducen apoptosis en células hematopoyéticas, incluidos
macrofagos, monocitos y linfocitos T.46 En contraste se conoce que los GR provocan la
inhibicién de la apoptosis en neutrofilos.4?

Ademas de los mecanismos gendmicos, se han descritos otros no gendmicos, tal es el
caso de los GR y su translocacién a la mitocondria, paso fundamental para desencadenar la

apoptosis.48
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Planteamiento del problema

El CaCu en la actualidad se encuentra como una de las principales causas de
muerte a nivel mundial. En México durante el 2013, tuvo una prevalencia del 12.1% soélo
por debajo del cancer mamario (INEGI 2015). Para combatir esta enfermedad, existen
diversos tratamientos, sin embargo, éstos son muy agresivos, poco selectivos y de nulo
efecto en pacientes en fases avanzadas o terminales, lo que genera la necesidad de buscar
nuevas alternativas para el tratamiento de esta patologia. Actualmente existe un gran
interés por el empleo de compuestos de origen vegetal como método alternativo contra este
padecimiento, entre las moléculas naturales se destacan las saponinas esteroidales y sus
derivados, que han demostrado tener efectos antiproliferativos y apoptdticos en otros tipos
de cancer. Lo anterior permite proponer el empleo de dos nuevos compuestos para tratar
lineas celulares de CaCu y evaluar su efecto sobre la proliferacion celular, induccion de
apoptosis y paralelamente, analizar si tiene nulo o bajo efecto necrético y capacidad

selectiva.

Hipotesis

Las saponinas presentan propiedades antifingicas, hipocolesterolémicas,
antidiabéticas, antioxidantes, anticancerigenas e inductoras de apoptosis. Diversos
estudios revelaron que cambios estructurales en las saponinas influyen en la respuesta
bioldgica por lo cual, se espera que los compuestos esteroidales, (26-OH-He y 26-Glu-He)
derivados de la hecogenina, presenten actividad antiproliferativa, inductora de apoptosis,

selectiva y no necroética en las lineas celulares de cancer de cérvix HeLa, CaSkiy ViBo
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Objetivo General

Evaluar el efecto antiproliferativo, selectivo, no necrético e inductor de apoptosis de los

compuestos, 26-OH-He y 26-Glu-He, en las lineas celulares HeLa, CaSki y ViBo.

Objetivos particulares

1. Determinar la actividad antiproliferativa, expresada como la concentracion
requerida de los diferentes compuestos para inducir un decremento del 50% en el
numero celular (ICso).

2. Evaluar un efecto no-necroético en las concentraciones de ICso, en células HeLa, CaSki
y ViBo asi como en células linfociticas de humano, mediante la deteccién de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes provenientes de los
cultivos.

3. Determinar si los compuestos a la concentracion de ICso, inducen a las células HelLa,
CaSki y ViBo a presentar una morfologia caracteristica de células apoptoticas y
provocar la expresidn de la proteina caspasa-3 en su forma activa.

4. Establecer si los compuestos en sus concentraciones de ICso, afectan el potencial
proliferativo de células linfociticas, con el propdsito de establecer un parametro de

selectividad.
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Materiales y Métodos

Condiciones del cultivo celular.

Todos los procedimientos se realizaron en una campana de flujo laminar, en condiciones de
esterilidad.

Las lineas celulares (CaSki, HeLa obtenidas de la ATTC y ViBo obtenida de la UMIEZ)
provenientes de CaCu fueron sembradas en cajas Petri de cristal de 100 mm de didmetro
(Pirex USA) con 10 ml medio de cultivo RPMI-1640 con rojo de fenol (GIBCO, USA),
suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina (Grunenthal, MEX) y 5% de suero de
neonato de ternera (SNT; Gibco, USA), previamente desactivado a 56 °C durante 30
minutos. Los cultivos y ensayos que necesitaron de incubacion se mantuvieron a 37 °C, 5%
de COz y a una atmoésfera humeda a saturaciéon en una incubadora (Nuaire, USA). Para
realizar las pruebas biolégicas, las células fueron tomadas de cultivos proliferantes a una

densidad del 70%.

Preparacion de las soluciones de los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He.

¢ 1 mg de compuesto (26-OH-He o 26-Glu-He) fue disuelto en 100 pul de disolvente

(Etanol) para una concentracion final de 10 pg/pl.
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Ensayo de proliferacion celular

Determinacion de la concentracion que disminuye en un 50 % el niumero celular

Para establecer la ICso (indice de concentracion en la cual se disminuye en un 50% el
numero celular) en las lineas tumorales provenientes de CaCu, se sembraron 7,500
células/pozo en placas de 96 pozos (Corning, USA), una placa para cada una de las lineas
celulares (HeLa, CaSki y ViBo) con 100 pl de medio de cultivo RPMI-1640 al 5% de SNT por
pozo e incubadas durante 24 h Al término de este periodo se retir6 el medio de cultivo y se
adicionaron 100ul a cada pozo de RPMI-1640 al 5% de SNT con los compuestos
correspondientes, 26-OH-He y 26-Glu-He a concentraciones de 3.125, 6.25, 25, 50, 100
png/ml. En el ensayo se utilizaron, células control a las que sélo se les remplazé el medio de
cultivo y células para evaluar el efecto del disolvente, a estas ultimas se les agregaron 100
ul de medio RPMI-1640 al 5% de SNT, al 10 % de etanol. El nimero celular se evalu6 a las
24 h mediante la técnica de cristal violeta. Se retir6 el medio de cultivo de los pozos se
agregaron 50 pl el fijador glutaraldehido (Sigma, USA) al 1.1% en agua desionizada y se
mantuvo durante 20 min. Posteriormente se retird el fijador, se lav) la placa 3 veces con
agua destilada y se dejo secar al aire, posteriormente se agregaron 50 pl el colorante cristal
violeta (Sigma, USA) al 0.1% en acido férmico (Sigma, USA) durante 20 min. Al término de
este tiempo se procedié a lavar las placas con agua desionizada para retirar el exceso de
colorante. Se dejé secar al aire. Por dltimo, se solubilizé el colorante con 50 ul de una
solucion de acido acético al 10% (J.T. Baker, MEX) y se mantuvo en agitaciéon durante 10
min para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en lector de placas (Image Tecan
Spectra). Cada uno de los tratamientos se realiz6 por sextuplicado. En cada caso los
resultados fueron analizados por regresion lineal para la obtencion de la concentracion que

disminuye la poblacion celular en un 50% (ICso).
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Ensayo de citotoxicidad por liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

El ensayo de citotoxicidad se realiz6 con el kit de LDH Cyto Tox 96 (Promega, USA). En
placas de 96 pozos y de manera independiente para cada linea celular (CaSki, HeLa y ViBo)
fueron sembradas 7,500 células/pozo en 100 ul de RPMI 5% de SNT y se mantuvieron en
condiciones de incubadora por 24 h Se ubicaron en la placa de cultivo, células control,
células para control positivo a LDH, células para evaluar el efecto del etanol y células para
evaluar el efecto de los compuestos.  Tras las primeras 24 h se retir6 el medio y se
realizaron los siguientes tratamientos: remplazo por medio fresco a las células control
negativo y positivo (100 pl), adicion de la ICso del compuesto en RPMI al 5% de SNT (100
ul) y adicion RPMI-Etanol (100 pl) para evaluar el efecto del disolvente. Después de otras
23 h de incubacidn, al control positivo le fue remplazado el medio por 100 pl de medio
fresco al 1% de Triton-X-100 y regresado a incubacién. A término de 24 h totales se
recolecté individualmente el medio de cultivo en tubos cénicos de plastico de 0.6 ml los
cuales fueron centrifugados a 14 000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes fueron
recuperados y transferidos a una placa de 96 (50 ul por pozo). Se adicionaron ademas 50
ul de mezcla de reaccién a cada pozo. La placa se mantuvo a temperatura ambiente y
protegida de la luz durante 30 min., tiempo tras el cual, se determiné la absorbancia de las
muestras a 490 nm. en un lector de placas para Elisa (ChroMate, USA). Los datos fueron
analizados haciendo una comparacion relativa al control positivo tratado con tritén X-100

y la actividad fue determinada por la siguiente férmula:

_ o (Densidad Optica 490nm)Liberaciéon experimetal LDH
% de Citotoxicidad = 100 X

(Densidad Optica 490nm)Liberacién maxima de LDH

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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Evaluacion de la proliferacion de linfocitos humanos por la incorporacion de

carboxifluoresceina

La sangre periférica de un donador presuntamente sano (20 ml) fue vertida en tubos
conicos de vidrio de 15 ml (Pyrex, USA) con 5 ml de Histopaque (Sigma, USA) (un total de
4 tubos). Se centrifugaron (centrifuga; Dinac, USA) inicialmente a 300 rpm y se aumento
gradualmente la velocidad (300 rpm cada 2 minutos) hasta llegar a 1500 rpm, velocidad a
la cual se mantuvo por 25 minutos mas. Terminado el tiempo de centrifugacion, se retiré
el plasma y se colecto el anillo de leucocitos. El paquete celular de cada tubo fue transferido
a tubos limpios en 10 ml de PBS (por tubo), se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min. y se
retiré el sobrenadante y se resuspendi6 en 1 ml de RPMI-1640 suplementado con 10 % de
suero fetal bovino (SFB). El total de células qued6 contenido en un solo tubo con un
volumen total de 4 ml. Se sembraron las células en una caja de Petri de 100 mm (Pyrex,
USA) en un volumen total de 10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20 % de SFB y se
incub6 durante 1 h en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo se cosecharon todas
las células que permanecieron en suspension en un tubo de vidrio de fondo cénico. Se
centrifugd la suspension celular a 1500 rpm durante 5 min., se lavaron 3 veces y se retird
el sobrenadante, el botén se resuspendi6é en 5 ml de RPMI-1640 sin suero. Se tomd una

alicuota de 20 ply se determiné el nimero celular con ayuda de la cAmara de Neubauer.

Para marcar las células linfociticas con carboxifluoresceina (CSFE) (Sigma, USA), los
linfocitos fueron resuspendidos en 4 ml de PBS con 10 ul/ml de solucion
carboxifluoresceina (2 mM) o por millén de células y se incubaron 15 minutos protegidos
de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron con PBS al 5% de SFB, se
centrifugaron a 1500 rpm (dos veces) y nuevamente fueron resuspendidos en 4 ml de
RPMI-1640 al 20% de SFB. Para activarlos con fitohemaglutinina (FHG), los linfocitos
fueron transferidos a tubos cénicos de plastico de 1.6 ml a una densidad de 106 células/ml
de RPMI-1640 al 20% de SFBy 25 ul de FHG/ml (Micro Lab S.A., Méx.). La preparacion de
los tratamientos se realiz6 en ese momento: control sélo con medio de cultivo con y sin

FHG, control para el disolvente al cual se le agregé la cantidad de etanol empleada en la
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preparacion de la ICso mas alta y mas baja obtenida para las células CaCu y las
correspondientes para los compuestos

Las células contenidas en cada tubo cénico se sembraron en una placa de cultivo de 96
pozos a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 ul medio de
cultivo y fueron incubadas en condiciones de cultivo por 72 hrs. Para la evaluacion las
células se cosecharon extrayendo todo el medio de cultivo y recolectando en tubos cénicos
de plastico de 0.6 ml. Se centrifugé a 1500 rpm por 5 minutos, se eliminé el sobrenadante
y se resuspendio el botén celular en 1 ml de verseno frio y se incub6 por 5 minutos a
temperatura ambiente; se centrifug6 de nuevo y se retird el verseno. El botdn celular se
resuspendio con 500 ul de PBS y se agregaron 500 pl de p-formaldehido al 2 %. El indice
de proliferacion se determiné por citometria de flujo y los datos fueron procesados con el

programa WinMDI 2.9. (Purdue University Cytometry Laboratories)

Deteccion especifica de la caspasa 3 activa en cultivos celulares

Las células provenientes de CaCu se sembraron en cajas de 24 pozos a una densidad inicial
de 50,000 células/pozo en 500 ul de RPMI-1640 al 5 % de SNT e incubadas durante 24 hrs.
Posteriormente se les retir6 el medio de cultivo y se sustituyé con 500 ul medio fresco
conteniendo los compuestos en su ICso determinada para cada linea celular, colchicina 20
ul/ml y un control solo con cambio por medio de cultivo al 5% de SNT fresco. El
tratamiento se mantuvo por 24 hrs. Las células se cosecharon y fijaron en etanol al 70 %
por 30 min. a 4°C, al término del tiempo fueron lavadas 2 veces con PBS.

Posteriormente se adicionaron 50 pl de una solucién de anticuerpo primario policlonal
anti-caspasa 3 desarrollado en conejo a una dilucién de 1:500 en PBS y se incubaron por
12 hrs. a 4°C. Posteriormente las células se lavaron 2 veces con PBS y se adicionaron 25 pl
de una solucién de anti-anticuerpo secundario acoplado a isotiocianato de fluoresceina
(FIT-C) en una dilucién 1:250 en PBS y se dejo incubar por 2 hrs. a 4°C. Al término del

tiempo, las células fueron lavadas 2 veces con 0.5 ml de PBS y el bot6n fue suspendido en
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500 pl de PBS y las células marcadas fueron cuantificadas por citometria de flujo, en un
citometro (FACSAria II BD); los datos fueron procesados con el programa WinMDI 2.9.

(Purdue University Cytometry Laboratories)

Condensacion de cromatina por tincion con 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI).

Las células tumorales de las lineas de CaCu, CaSki, HeLa y ViBo (30,000) fueron sembradas
en cubreobjetos de 1X1 cm a una densidad celular de 30,000 en un volumen de 5 ml de
RPMI-1640 al 5 % de SNT en cajas de Petri de 50 mm, 1 caja por condicién. Al paso de las
24 hrs. se procedio a retirar el medio de cultivo y se realizaron los siguientes tratamientos
en un volumen de 5 ml: un control al que Unicamente se le hizo un cambio de medio de
cultivo, un control con un volumen de etanol igual al empleado para preparar la ICso
correspondientes a cada uno de los compuestos, los tratamientos con los compuestos a la
concentracién ICso determinada para cada linea celular y un control positivo de colchicina
a una concentracién de 20 pl/ml. El estimulo se mantuvo por 24 hrs. Posteriormente las
células se fijaron con para-formaldehido al 2 % en PBS (el cual se prepar6 al momento)
por 15 minutos. Las muestras se lavaron 3 veces con PBS. A continuacién se procedié a
incubar con DAPI (Sigma-Aldrich, USA) por 60 segundos, las muestras se lavaron 3 veces
con PBS en camara himeda; 1 minuto cada lavado. Las preparaciones se montaron con
medio de montaje para fluorescencia (Vectashield, USA), se etiquetaron y guardaron en

oscuridad a -20 °C hasta su observacion en un microscopio de epifluorescencia (Nikon,

Japan).

Analisis estadistico.

Los datos fueron presentados como la media SD y analizados por una prueba de Tukey.
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Resultados

Actividad antiproliferativa en células tumorales Hela, CaSki y ViBo

Para determinar la actividad antiproliferativa de los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He en
células tumorales, cultivos de células HeLa, CaSkiy ViBo fueron tratados a concentraciones
crecientes en un rango de 0 a 100 ug/ml y la actividad antiproliferativa fue expresada como

la concentraciéon requerida del compuesto que abate en un 50% el niimero celular (ICso).

Los resultados obtenidos (Fig. 5 y 6) demuestran que los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-
He provocan una disminucion de la poblacién celular en las tres lineas tumorales y que este

decremento es dependiente de la concentracion.

Las células CaSki presentaron una mayor sensibilidad al compuesto 26-OH-He, en tanto
que las células ViBo lo hicieron al compuesto glicosilado con las ICso de 14 pg/mly 31 pg/ml
respectivamente. A la concentracién mas alta (100 pg/ml) el porcentaje de proliferacion

es aproximadamente 20% en todas las lineas celulares y para ambos compuestos.
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Figura 5. Efecto del compuesto 26-OH-He sobre el potencial proliferativo de las lineas celulares CaSki, HeLa
y ViBo. Las células se sembraron en cajas de cultivo de 96 pozos a una densidad de 7,500 células/pozo por 24
hrs. y posteriormente fueron expuestas al compuesto en dosis de 1.5, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50,100 ug/ml por 24 hrs.
El nimero celular se evalu6 mediante la técnica de cristal violeta. Los graficos representan tres ensayos
independientes. Cada punto representa la media de cada condicion evaluada por sextuplicado.
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Figura 6. Efecto del compuesto 26-Glu-He sobre el potencial proliferativo de las lineas celulares CaSki, HeLa
y ViBo. Las células se sembraron en cajas de cultivo de 96 pozos a una densidad de 7,500 células/pozo por 24
hrs. y posteriormente fueron expuestas al compuesto en dosis de 1.5, 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50,100 pg/ml por 24 hrs.
El nimero celular se evalu6 mediante la técnica de cristal violeta. Los graficos representan tres ensayos
independientes. Cada punto representa la media de cada condicion evaluada por sextuplicado.
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ICso calculadas

Concentraciones que abaten el 50% del naumero celular

LINEA ICs0 26 - OH - He pg/ml ICso M
Hela 50 94
CaSki 14 26
ViBo 52 97
ICso 26 - Glu- He pg/ml
Hela 45 65
CaSki 44 63
ViBo 31 44

Tabla 1. 1Cso de los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He en las lineas celulares HeLa y CaSki y ViBo.

Actividad antiproliferativa en linfocitos de sangre periférica humana (LSPH)

Las principales desventajas de los compuestos antitumorales son; su elevada citotoxicidad
y nula selectividad, con la finalidad de establecer la selectividad de nuestros compuestos,
linfocitos de sangre periférica humana de individuos presuntamente sanos, fueron
expuestos a las concentraciones de ICso obtenidas para los compuestos 26-OH-He y 26-
Glu-He y el nudmero celular fue evaluado mediante la técnica de marcaje con

carboxifluoresceina y cuantificado por citometria de flujo (Fig. 7 y Fig. 8).

Los resultados demuestran que el 26-Glu-He no disminuye la proliferacion de los linfocitos
de sangre periférica humana, en tanto que el compuesto 26-OH-He si inhibe su

proliferacion en hasta en un 90 % en la concentracién de 52 pg/ml.

26



Compuesto 26-Glu-He

A)

5%

Rl [T

EVENTS

FITC-A

EVENTS

FITC-A

EVENTS

EVENTS

B) C)

57 % 76%

(T [(Trs

EVENTS

E)

73%)“].” RED

FITC-A

Figura 7. Efecto del compuesto 26-Glu-He sobre el potencial proliferativo de linfocitos humanos. A) LSPH sin
tratamiento. B) LSPH en presencia de FHA C) LSPH con 4.5 ul de etanol D) LSPH expuestos a la ICso 45 pug/ml E) LSPH

expuestos a la ICs 31 ug/ml. M1 es la region de proliferacion y M2 region de no-proliferacion.
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tratamiento. B) LSPH en presencia de FHA C) LSPH con 5 ul de etanol D) LSPH expuestos a la ICsy 52 ug/ml E) LSPH

expuestos a la ICs 50 ug/ml. M1 es la region de proliferacion y M2 region de no-proliferacion.
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Evaluacion de la citotoxicidad de las saponinas 26-OH-He y 26-Glu-He en lineas

tumorales de CaCu

Con la finalidad de establecer si el decremento celular originado por los compuestos se
debe a un efecto citotéxico, evento bioldgico caracterizado entre otros aspectos por dafio
en la membrana celular y consecuente liberacion del contenido citoplasmatico, entre los
que se encuentra la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH), cultivos de las
tres lineas tumorales HeLa, CaSki y ViBo fueron tratadas con sus respectivas IC50 de ambos
compuestos y la enzima LDH fue cuantificada en los sobrenadantes de los cultivos celulares

mediante el Kit Cytotox (figura 9 tabla 2).

Liberacion de LDH en células tumorales Hela, CaSki y ViBo

120 - 125 -

] L i mVi
105 - T HeLa mCaSki mViBo

—

100 - L, mHela mCasKi mViBo

80 - 85

T i 65 -
o 60

% LDH
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Control  Triton x-100 ETOH  26-OH-He " Control Tritonx-100 Et-OH 26-Glu-He

Figura 9. Determinacion de la enzima LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos de las lineas celulares
tumorales. Células tumorales HeLa, CaSki y ViBo fueron expuestas a las concentraciones de ICso de 26-OH-He y 26-Glu-He
por 24 hrs. La liberacion maxima de la LDH se determind con triton X-100 en un cultivo como control (Positivo) y el resultado
fue tomado como el 100 % de actividad. El control (Negativo) consistié en células sin tratamiento, ademas se utilizd etanol
para evaluar el efecto del disolvente. La grafica muestra uno de tres ensayos independientes, cada tratamiento se realiz6 por
triplicado.
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Células tumorales

Linea Celular Compuesto ICs0 (g/ml) % LDH

26-OH-He

26-Glu-He

Tabla 2. Valores de la actividad de la LDH en los sobrenadantes de cultivos de las lineas celulares
CasSki, HeLa y ViBo tratadas con sus respectivas ICs de los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He medido
como porcentaje de células lisadas.

Los resultados mostrados indican que el 26-OH-He no induce liberacién de la LDH en los
cultivos de células HeLa, CaSki y ViBo, mientras que el compuesto 26-Glu-He induce
actividad de la LDH en un maximo de 25%, indicando que ambos compuestos son de nula

o baja actividad citotoéxica.

Evaluacion de la citotoxicidad mediante la liberacion de la LDH en células no tumorales
(Linfocitos Humanos)

Con la finalidad de establecer si los compuestos 26-OH-He y el 26-Glu-He inducen necrosis
en las células no tumorales, cultivos de células linfociticas fueron tratados con las dosis de
ICs0 de estos compuestos de manera independiente y la presencia de la LDH fue

determinada mediante el kit Cytotox (Promega, USA) (Fig. 10, Tabla 3).
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Figura 10. Determinacion de la enzima LDH en sobrenadantes de cultivos de células linfociticas.
Sobrenadantes provenientes de los cultivos de linfocitos humanos tratados con la ICso respectiva de cada
compuesto, fueron centrifugados para la determinacion de la presencia de la LDH. Glu-1 (26-Glu-He; 45 pg/ml),
Glu-2 (26-Glu-He; 31 pg/ml); OH-1 (26-OH-He 52ug/ml), OH-2 (26-OH-He; 14 ug/ml). La liberacion maxima
(100%) se determind con Tritdn X-100 y se tomd como control positivo. Para el control se utilizaron células sin tratar
y fue empleado Etanol como control de disolvente. La grafica muestra uno de tres ensayos independientes, cada
tratamiento se realizd por triplicado.

Linfocitos humanos

Compuesto ICso0 (ng/ml) % LDH
OH-1 (26-0OH-He) 52 10
Glu-1 (26-Glu-He) 45 0

Tabla 3. Valores de la determinacién de la LDH en los sobrenadantes de medios cultivos
de Linfocitos humanos.
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La fig. 10 representa los niveles de LDH liberados en las células linfociticas tratadas con los
compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He y se aprecian niveles de liberacion de la LDH bajos o
nulos, lo que demuestra que los compuestos no inducen muerte necrética en linfocitos.

(Tabla 3)

Morfologia celular

Las células que mueren por apoptosis presentan ciertas caracteristicas morfolégicas que
distinguen a este proceso de eliminacion; disminucién del tamafio celular, condensaciony
compactacion de la cromatina y formacion de cuerpos apoptoéticos. Para evaluar si el 26-
OH-He y el 26-Glu-He son capaces de dirigir a la célula a una muerte por apoptosis, cultivos
de células HeLa, CaSki y ViBo se trataron con las ICso respectivas para cada linea celular y
las caracteristicas morfologicas celulares fueron evaluadas a nivel de microscopia 6Optica,
utilizando la iluminacion de contraste de fases, asi como la tincion fluorescente del nucleo
con el colorante 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI).

Los resultados demuestran que tras el tratamiento con los compuestos, las células

adquieren cambios morfoldgicos evidentes con respecto los controles. (Fig. 11,12y 13)
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CONTRASTE DE FASES DAPI CONTRASTE DE FASES DAPI

Control e 26-OH-He

Colchicina

Figura 11. Micrografias épticas de células HeLa tratadas con los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He. Las células fueron
tratadas con la ICsq por 24 hrs. y tefiidas por la técnica de DAPI. Para el control positivo de apoptosis, se utilizd colchicina 10
ul/ml al 0.5%. En contraste de fases se puede observar la morfologia celular. En azul, DAPI se evidencia la distribucion y
compactacion de la cromatina nuclear en los diferentes tratamientos.
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CONTRASTE DE FASES DAPI CONTRASTE DE FASES DAPI

Colchicina

Figura 12. . Micrografias dpticas de células CaSki tratadas con los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He. Las células
fueron tratadas con la ICso por 24 hrs. y tefiidas por la técnica de DAPI. Para el control positivo de apoptosis, se utilizd
colchicina 10 ul/ml al 0.5%. En contraste de fases se puede observar la morfologia celular. En azul, DAPI se evidencia la
distribucién y compactacion de la cromatina nuclear en los diferentes tratamientos.
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CONTRASTE DE FASES DAPI CONTRASTE DE FASES DAPI

Control 50um 5 26-OH-He

Eranel 26-Glu-He

—S0um: Colchicina

Figura 13. . Micrografias 6pticas de células ViBo tratadas con los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He. Las células
fueron tratadas con la ICsp por 24 hrs. y tefiidas por la técnica de DAPI. Para el control positivo de apoptosis, se utilizo
colchicina 10 ul/ml al 0.5%. En contraste de fases se puede observar la morfologia celular. En azul, DAPI se evidencia la
distribucidn y compactacion de la cromatina nuclear en los diferentes tratamientos.

En las micrografias del contraste de fases es posible apreciar que las células control
presentan, forma poliédrica, buena adherencia, citoplasma extendido, se observan los
nucleos redondeados y bien definidos, ocupando una gran parte del citoplasma, condicién
que se resalta en la tincién con DAPI, donde se observa la cromatina, distribuida en toda
el area nuclear (Fig. 11, 12 y 13). En contraposicion, en las células expuestas a los
compuestos, se hace evidente el cambio en la morfologia. Para ambos compuestos y en las
3 lineas, claramente se observa la pérdida en la adherencia intercelular, evidenciada por la
carencia o disminucion de las proyecciones citoplasmaticas, se aprecian células mas
pequeiias y esféricas, los nucleos en algunas células ya no se distinguen claramente del

citoplasma, debido a la contracciéon de ambos elementos.
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También se distinguen algunas células con protuberancias en la membrana fen6meno
conocido como “blebbing”.

Con la tincién de DAPI, los cambios nucleares son mas evidentes: hay una disminucion en
el tamafio del nucleo, también se pueden apreciar indicios de fragmentacion nuclear por
condensacion de la cromatina (Fig. 11, 12 y 13).

Las caracteristicas morfolégicas de las células tumorales HeLa, CaSki y ViBo, al ser
expuestas a la ICso de los compuesto 26-OH-He y 26-Glu-He son similares a las células
tratadas con colchicina, el cual se conoce como una molécula inductora de apoptosis, lo que
sugiere los compuestos evaluados inducen a las células tumorales a adquirir una

morfologia caracteristica de apoptosis.
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Determinacion de la caspasa-3 activa como parametro de muerte celular apoptotica

Con la finalidad de confirmar si las células estdn cursando un proceso apoptético, se
realizaron ensayos para determinar la presencia de caspasa-3 en su forma activa, esta es
una proteasa ejecutora caracteristica de esta via de muerte. Para ello, cultivos de células

HeLa, CaSki y ViBo fueron tratadas a las concentraciones de sus respectivas ICso y la

presencia de la caspasa-3 activa fue evaluada por citometria de flujo (Fig. 14).

Compuesto 26-OH-He

Hela

@ Control
® Etanol
Colchicina

® 76-OH-He

Compuesto 26-Glu-He

Hela

@ Control

@ Etanol
Colchicina

® 26-Glu-He

rrrrr

Figura 14. Deteccion de la caspasa 3 activa en cultivos de las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo, tratadas con sus
respectivas ICso. Graficas superiores compuesto 26-OH-He vs Lineas tumorales. Graficas inferiores compuesto 26-Glu-He vs
Lineas tumorales. Como control positivo se utiliz6 a la colchicina. Los porcentajes representan la cuantificacion de caspasa 3
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activa determinada por citometria de flujo. La grafica muestra uno de tres ensayos independientes.
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Los resultados obtenidos demuestran que el compuesto 26-OH-He induce una ligera
activacién de la caspasa-3 activa en las lineas CaSki y HeLa, siendo en la linea celular HeLa,
donde presenta un mayor porcentaje de activacion de esta enzima con un 30%. En tanto
que el 26-Glu-He, indujo una activaciéon menor de caspasa-3 en las células HeLa y CaSki y
con un maximo de expresion en las células CaSki, estos resultados demuestran ambos

compuestos promueven la expresion de la caspasa-3 en su forma activa.
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Discusion

Los principales efectos secundarios de los farmacos antitumorales son originar una
muerte necrotica en las células y baja selectividad contra las células tumorales, condiciones
que limitan fuertemente el éxito de la terapia por los efectos colaterales que estas
condiciones provocan. En consecuencia, un gran namero de investigaciones centran sus
esfuerzos en encontrar farmacos mas eficientes y con menos efectos secundarios. Dentro
de esta busqueda, los compuestos de origen natural se proyectan como candidatos
primordiales para cumplir con este objetivo. En este rubro las saponinas se destacan por
su gran diversidad de efectos biolégicos, como su accion antiproliferativa. Troullias y
colaboradores, demostraron el efecto antiproliferativo de ocho saponinas relacionadas
estructuralmente sobre la linea celular de osteosarcoma 1547, a una concentracion de 40
pM. El porcentaje mas alto de inhibicidn de proliferacion fue de 86 % para la diosgenina y
tan solo 38 % para la hecogenina.#® De igual manera, el grupo de Masaki determiné la
actividad antiproliferativa de la saponina furcreastatina, compuesto derivado de la
hecogenina, en diversas lineas celulares y encontré una ICso en un rango de 2.5 a 9.6
ng/ml.s0, en tanto que el acetato de hecogenina present6 una ICso de 106.1 uM en la linea
celular A549 proveniente de cancer de pulmoénsl. Estos fitoesteroides tienen en comun, la
aglicona esteroidal de la hecogenina con algunas modificaciones estructurales como son
azucares y el grupo acetato. Se sabe que, la diversidad en la actividad antiproliferativa esta
influida por la naturaleza y tipo de aglicona, asi como por los sustituyentes que acompafian
a esta estructura tales como, cadenas laterales, dobles enlaces en los anillos de la genina,
grupos hidroxilo, azucares, entre otros.52 Xu y colaboradores reportaron que la remocidn,
cambio en la posicion o sustitucion de los azticares reduce la actividad del compuesto OSW
53, en tanto que el grupo de Troullias establecié que pequefios cambios puntuales en cuanto
a dobles enlaces o la estereoquimica modifican gradualmente les efectos sobre el ciclo

celular e induccién de la apoptosis.*? En nuestro estudio, las lineas celulares HeLa, CaSki y
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ViBo presentaron una disminucién en la proliferacién dependiente de la concentracion, al
ser expuestas a los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He, estos compuestos poseen una
aglicona de hecogenina, la cual presenta una modificacidn en el grupo hidroxilo (OH) del
carbono 3 (C-3), el cual esta acetilado en ambas estructuras, ademas de una modificacion
puntual en C-26, el cual presenta un grupo OH para el 26-OH-He y una glucosa para el 26-
Glu-He (Fig. 3). Las ICso calculadas en las diferentes lineas celulares tumorales, presentan
un rango de inhibicién de concentracién entre 14.5 y 52 pug/ml para el compuesto
hidroxilado en C-26 y entre 30 y 45 pug/ml para el compuesto glucosilado en ese mismo
carbono. Esto indica que el compuesto glicosilado es ligeramente mas potente que el
hidroxilado, con excepcion de la linea celular CaSki que present6 una alta sensibilidad al
compuesto 26-OH-He. Comparado al 26-OH-He y al 26-Glu-He con otros compuestos
similares ya estudiados, se observa que ambos compuestos presentan una actividad menor
a la de la furcreastatina. Sin embargo, la actividad que demostraron ambos compuestos es
mayor que la reportada para la hecogenina y el acetato de hecogenina, en los que ademas
nuevamente se observa que la fraccién sacarida parece incidir en estos resultados. Es
relevante mencionar la sensibilidad observada en las células CaSki al compuesto 26-OH-He,
lo que sugiere que la actividad de un compuesto quimico no solo depende del tipo de
molécula sino también de la linea celular; en este caso la linea celular CaSki es positiva al
HPV-16, en tanto que Hela lo es al HPV-18 y ViBo es negativo para HPV, lo que podria
propiciar mecanismos moleculares diferentes y originar su mayor sensibilidad. En cuanto
a la selectividad hacia células no tumorales, se logré determinar que solo el compuesto 26-
Glu-He presenta bajo efecto de inhibicidn, en la proliferacion de linfocitos de sangre
periférica sugiriendo que puede presentar accion selectiva, en tanto que el 26-OH-He
inhibe la proliferacion hasta en un 90% aproximadamente. Estos resultados nuevamente

indican que los restos sacaridos y pueden influir en el efecto biolégico de las moléculas.
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Considerando que los diversos tratamientos farmacolégicos contra las células tumorales,
conllevan a una serie de reacciones secundarias generalmente relacionadas con la
citotoxicidad, es importante que se valore la promocion de la necrosis, por efecto de los
compuestos sugeridos en células tumorales y no tumorales. En este sentido, en el presente
trabajo hemos encontrado que el 26-OH-He no promueve la liberaciéon de LDH por lo que
no provoca una muerte necrotica, en tanto que el compuesto 26-Glu-He originé liberacién
de LDH hasta en un 24% sobre las células CaSki y 17% para las células HeLa (sin embargo
esto no explica el decremento celular del 50% en esa linea celular). En contraste, ninguno
de los compuestos demostro toxicidad, cuando los linfocitos humanos son expuestos a ellos

en las concentraciones de ICso, lo que sugiere selectividad.

Las caracteristicas de todo proceso canceroso son: la desregulacion del ciclo celular, nula
respuesta a las sefiales de inhibicion de la proliferacion, pérdida de adherencia y evasion a
las sefiales de muerte por parte de las células tumorales entre otras, sobre estos puntos
diversas investigaciones centran sus esfuerzos, en tratar de encontrar un farmaco que
induzca a la célula a revertir estos cambios y conducirla a una muerte preferentemente
natural conocida como apoptosis y la desregulacion de este evento esta fuertemente
implicado en la progresion de la enfermedad.

En otras investigaciones se han sefialado a las saponinas esteroidales, como moléculas
capaces de inducir apoptosis por interaccion con sus receptores nucleares en diversos tipos
celulares. Una elaborada “red” de sefiales pro-apotéticas extra e intracelulares culmina con
la activacion de las caspasas, moléculas encargadas de ejecutar este tipo de muerte.54

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, demuestran que tanto el compuesto 26-
OH-He como el 26-Glu-He, inducen la expresion de la caspasa-3 en su forma activa en las
células CaSki, HeLa y ViBo, lo que sugiere que las células estan cursando por un proceso
apoptético, evento que ademas provoca que la célula sufra cambios morfolégicos como
condensacion de la cromatina nuclear y compactacion nuclear, disminucién del volumen

citoplasmatico, alteraciones del citoesqueleto y aspecto de burbuja de la membrana.
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Durante el proceso final ocurre fragmentacion del DNA debido a su ruptura
internucleosomal, originandose asi fragmentos nucleares recubiertos de membrana
(cuerpos apoptdticos), todas estas caracteristicas pudieron ser observadas en el presente
trabajo, con ambos compuestos en las 3 lineas celulares, lo que sugiere fuertemente la

induccién de una muerte apoptotica por parte del 26-OH-He y 26-Glu-He.
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Conclusiones.

Se logré demostrar que los compuestos 26-OH-He y 26-Glu-He, disminuyen la
proliferacién de las lineas celulares de CaCu en con un efecto dependiente de la
concentracion. El compuesto 26-OH-He impidi6 la proliferacién de linfocitos humanos.
En cuanto a citotoxicidad, el compuesto 26-Glu-He generd baja necrosis en la linea
celular CaSki. El efecto necrotico sobre linfocitos humanos es nulo en ambos
compuestos, lo que les confiere especificidad sobre las lineas celulares tumorales.
Finalmente se observa tanto en morfologia, como en expresion proteica que ambos
compuestos inducen a las células tumorales HelLa, CaSki y ViBo a desarrollar
caracteristicas tipicas de una muerte apoptética y producir la expresion de caspasa-3
en su forma activa.

Asi ambos compuestos se reportan como sustancias con capacidad de producir

apoptosis, baja toxicidad al no producir necrosis y selectividad

Perspectivas:

Se siguiere a los compuestos 26-Glu-He y 26-OH-He como estructuras promisorias para
su evaluacidn in vivo, con la intencién de valorar su potencial terapéutico como agente

contra el cancer.
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Apéndice.

e Medio de cultivo
Composicion por litro.

10.42 g RPMI-1640 (GIBCO, USA)
2 g carbonato &cido de sodio NaHCOs (SIGMA, USA)

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCI 1 N y se afora a
1000 ml con agua bidestilada. La solucién se esteriliza por filtracion a vacio en membrana con poro de
22 um en campana de flujo laminar y se almacena a 4°C. El medio de cultivo se complementa con suero
de neonato de ternera (SNT) en la concentracidn requerida (5%).

e Desactivacion del suero

La botella de suero de neonato de ternera (SNT) se descongela y posteriormente se calienta en bafio de
agua a 57°C durante 30 minutos. Preferentemente se fracciona para su mejor manipulacion.

e Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisioldgicas durante periodos cortos. La capacidad
amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los componentes se diluyen en un volumen
final de 1000 ml en agua bidestilada.

Composicion por litro:

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

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

2.16 g de fosfato acido de sodio (NazHPO4 SIGMA, U.S.A)
0.20 g de fosfato diacido de potasio (KH2PO4 SIGMA, U.S.A)

Las sales se disuelven previamente en agua bidestilada. EIl pH se ajusta a un pH entre 7.2 y 7.4 utilizando
HCI 8 N y se ajusta a un volumen final de 1000 ml con agua bidestilada. La solucion resultante se
esteriliza por filtracion a vacio sobre membranas (Millipore) con poro de 22 um en campana de flujo
laminar y se almacena a 4°C hasta su uso. Preferentemente se fracciona para su mejor manipulacion.
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e \erseno

Esta solucidn se emplea para despegar las células tumorales adherentes y funciona como agente quelante
que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones celulares.

Composicidn por litro

3.04 g 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (tris base SIGMA, U.S.A)

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

0.04 g cloruro de potasio (SIGMA, U.S.A)

0.04 g acido etilendiamentetraacético (EDTA SIGMA, U.S.A)

Los reactivos se disuelven en agua bidestilada, se ajusta al pH a 7.7 con HCI 1 M y se afora a 1000 ml

de agua bidestilada. La solucion se esteriliza por medio de autoclave a 20 Lbs durante 20 min.
Preferentemente se fracciona para su mejor manipulacion.

e Solucion de glutaraldehido.
Se mide un volumen de 1.57 ml de glutaraldehido (70% v/v) y se completa a 100 ml con agua bidestilada.
Se mantiene en refrigeracién a 4°C.

e Solucion de &cido acético (10%)

Para 100 ml se disuelven 10 ml de acido acético glacial y se completa con agua bidestilada a un volumen
final de 100 ml.
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