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1. Resumen

Se realizé una revision historica de articulos cientificos acerca de los efectos
antitumorales de la dioscina, un compuesto natural de la familia de las saponinas.
Las investigaciones concluyeron que la dioscina ejerce sus efectos antitumorales
dependiendo de la dosis y del tiempo: a mayor dosis y a mayor tiempo de
tratamiento, mayor efecto antitumoral. Estos hallazgos fueron consistentes en los
ensayos In Vitro e In Vivo y se reportaron pocos casos de toxicidad de la dioscina
en los individuos. Ademas, se incluyeron los estudios donde a la dioscina se le
incorpord con otros farmacos quimioterapéuticos, las formulaciones indicaron una
sinergizacion y potenciacion de los efectos antitumorales de ambos compuestos.
Entre los efectos antitumorales descritos sobre la dioscina, se encuentran la
inhibicion de la viabilidad celular, proliferacion, invasion, migracion, Transicion
Epitelio Mesenquimal (EMT), Mimetismo Vasculogénico (VM), induccion de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), liberacion de Ca?*, induccion
de procesos de autofagia, detencion del ciclo celular y activacién de vias de
sefalizacion PI3K/AKT/mTOR y MAPK. Todos estos procesos activaron de manera
parcial y simultanea las Vias Intrinseca y Extrinseca de la apoptosis, con muy poca
poblacion celular necrética reportada. Se observd que el tipo de cancer mas
sensible a la dioscina fue el osteosarcoma, seguido del melanoma, el cancer de
prostata y el cancer de pulmén. Lo contrario sucedio en el cAncer de estbmago, que
fue el menos sensible, seguido del cancer de ovario, leucemiay el cancer de higado.
La dioscina ha demostrado ser un excelente farmaco con potencial antitumoral
debido al tipo de regulacién que ejerce en vias de sefializacion relacionadas con la
apoptosis, activando o inactivando diversas proteinas consideradas como objetivos
clave en el disefio de nuevos tratamientos quimioterapéuticos. Considerar el tipo de
cancer y el farmaco terapéutico a utilizar es un factor imprescindible en el
tratamiento adecuado del cancer, de modo que se mejoren las probabilidades de
supervivencia del individuo.

2. Introduccion

El cdncer y sus caracteristicas distintivas

El cancer es una enfermedad cuya incidencia y mortalidad crecen con rapidez a
nivel mundial afio con afio; estos fendmenos reflejan tanto el envejecimiento como
el crecimiento de la poblacidn, asi como cambios en la prevalencia y distribucion de
los principales factores de riesgo para desarrollar cancer, varios de los cuales
también estan asociados con el desarrollo socioeconomico (Sung et al., 2021,
Omran, 1971; Gersten & Wilmoth, 2002). Las células cancerigenas tienen
caracteristicas funcionales que las distinguen de las células normales,
proporcionandoles la capacidad de formar tumores. Hanahan y Weinberg



describieron en el afio 2000 una serie de parametros que comparten todos los tipos
de cancer a nivel fenotipico, denominandolos como “Caracteristicas distintivas del
cancer” o “Hallmarks of cancer” (ver Figura 1).

Actualmente, se reconocen las siguientes caracteristicas: 1) Las capacidades
adquiridas para sostener la sefializacion proliferativa, 2) la evasion de supresores
de crecimiento, 3) la reprogramacién epigenética no mutacional, 4) la evasion de la
destruccion por el sistema inmune, 5) la habilitacién de la inmortalidad replicativa,
6) la inflamacion promotora de tumores, 7) los microbiomas polimérficos, 8) la
activacion de la invasion y la metastasis, 9) la induccién o el acceso a la vasculatura,
10) las células senescentes, 11) la inestabilidad gendmica y existencia de
mutaciones, 12) la resistencia a la muerte celular, 13) la desregulacién o
reprogramacion del metabolismo celular y 14) desbloqueo de la plasticidad
fenotipica (Hanahan & Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).
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Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer, indicando aquellas cuya evidencia
cientifica ha ameritado su inclusién dentro de la lista de propiedades (vifietas con
contorno azul y contorno rojo). Modificado de Hanahan, 2022.

Al atacar las propiedades distintivas del cancer, se generan efectos citotoxicos en
las células tumorales, siendo este el principio basico de cualquier terapia contra el
cancer. La toxicidad celular o citotoxicidad se define como los efectos adversos que



resultan de la interferencia con la estructura, los procesos celulares o ambos, que
suceden en todas las células y son esenciales para el correcto funcionamiento,
supervivencia y proliferacion celular (Casado Hernandez et al., 2016). Existen
métodos comunmente empleados para evaluar la citotoxicidad de un compuesto en
las células tumorales: ensayos de viabilidad celular, ensayos de invasion y
migracion celular, citometria de flujo, ensayo de Western Blot y ensayos In Vivo en
modelos animales de xenoinjerto.

De acuerdo con lo expuesto por Vasan y colaboradores en 2019, afios después de
que se introdujera la poliquimioterapia (que es la administracion combinada de
agentes con mecanismos de accion que no se superponen) el rotundo éxito que
alguna vez tuvo comenzo a mermar considerablemente, pues la combinacién de la
radioterapia con la quimioterapia ya no era suficiente para curar varios tipos de
cancer. Por ende, se buscé desarrollar nuevas terapias que se enfocasen en atacar
las caracteristicas distintivas del cancer y las capacidades adquiridas que logran
transformar a las células normales en malignas (Vasan et al., 2019).

Las saponinas

Las saponinas son un tipo de glucésidos cuyo nombre deriva de la palabra en latin
sapos (jabon), que se refiere a su capacidad para formar espuma persistente
cuando se le agita con agua, inclusive en una solucion diluida (Savage, 2003). Estos
compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas (sobre todo en
las legumbres) y en algunos organismos marinos (lvanchina et al., 2011; Zhao et
al., 2018). El contenido de saponinas en cada planta depende de diversos factores
como la especie, el tipo de cultivo, la edad de la planta, su estado fisioldgico, la
localizacion geogréfica o el 6rgano vegetal del que provengan estas sustancias. Por
ejemplo, en el Panax ginseng su produccién se da en la parte subterranea, mientras
gue en Centella asiatica se producen y/o acumulan en las partes aéreas,
principalmente en las hojas (Kim et al., 2004). En la naturaleza, las saponinas de
estdn ampliamente distribuidas, especialmente en las familias de las Didscoreas
(ver Figura 2), Amarilidaceas, e lliaceas (Tomas et al., 2010). Se clasifican segun el
resto aglicona, que es la porcion de una molécula glicidica que carece de azucar;
como sapogenina, puede ser un esterol 0 mas comunmente un triterpeno (ver Figura
3), denominandose como saponinas esteroidales o triterpénicas, respectivamente
(Scognamiglio et al.,, 2015). El papel de las saponinas en los organismos
productores no ha sido completamente esclarecido, pero sus roles en la defensa de
las plantas, en su desarrollo, entre otros, ha sido reportada en la literatura (Faizal &
Geelen, 2013). En tanto que se han descrito diversos efectos farmacolégicos de
estos compuestos, de los cuales destacan los reguladores del colesterol,
hemoliticos y antitumorales, siendo estos pertinentes para motivos de la presente
investigacion.



(A)

Figura 2. (A) Planta y (B) rizomas de Dioscorea nipponica (Tomadas de Ou-Yang
et al., 2018).

Propiedades hemoliticas de las saponinas

La liberacién de la hemoglobina de los eritrocitos es el resultado directo de la
interaccidn de las saponinas con los esteroles unidos a la membrana, lo que provoca
un incremento en la permeabilidad de la membrana plasmatica, desencadenando la
destruccion de la célula. Los efectos potencialmente tdxicos en el suministro
intravenoso de los extractos de saponinas han resultado en el descarte de esta
clase de compuestos como factores nutritivos dentro de la dieta. Su toxicidad por
via oral y el valor nutrimental potencialmente util sélo se han apreciado
recientemente. Ademas, el grado del efecto hemolitico en los eritrocitos varia entre
las especies de mamiferos cuando se administran via intravenosa (Savage, 2003).

Propiedades de unidn al colesterol de las saponinas

Muchas saponinas provenientes de leguminosas forman complejos de adicién con
el colesterol que resultan insolubles, previniéndose asi la absorcion del colesterol
dentro del tracto gastrointestinal. Una dieta rica en saponinas ha demostrado reducir
el colesterol en el plasma de pollos y primates, por lo que, las saponinas pueden
ayudar a prevenir enfermedades coronarias en los humanos. Debido a la formacién
de estos complejos de adicion con el colesterol, algunas saponinas incrementan la
permeabilidad en las células de la mucosa del intestino delgado, inhibiendo asi el
transporte activo de algunos nutrientes. Al mismo tiempo, facilitan la asimilacion de
los materiales a los que el intestino normalmente seria impermeable. Se ha
reportado que las saponinas provenientes de distintas plantas reducen la eficiencia
de la alimentacion y las tasas de crecimiento en modelos animales. Sin embargo,
las respuestas a la saponina alimenticia difieren considerablemente segun la
especie (Savage, 2003).

Propiedades antitumorales de las saponinas

Anteriormente, se han descrito los efectos antitumorales de diversas saponinas
esteroidales vy triterpénicas, ademas de compuestos derivados de ellas; sin
embargo, existe una mayor cantidad de investigaciones realizadas sobre estos
efectos en saponinas como la diosgenina y la dioscina. La dioscina (ver Figura 3),
una saponina esteroidal natural, es extraida de las raices de plantas dioscoreas
como Dioscorea zingiberensis y Dioscorea nipponica. El registro mas antiguo sobre
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la actividad antitumoral de la dioscina es del afio 1991 por los investigadores Chiang
y colaboradores, cuyas investigaciones consistieron en aislar diversos compuestos
de la planta de Solanum indicum L. Entre sus hallazgos, obtuvieron que la dioscina
mostro citotoxicidad en siete lineas celulares tumorales: Colo-205, KB, Hela,
HA22T, Hep-2, GBM8401/TSGH, H1477 y C6 de acuerdo con los ensayos DEA y
MTT. Ademas, la dioscina tuvo un efecto inhibidor sobre la sintesis de ADN en las
células C6. A partir de ahi, diversos autores reportaron que los efectos inhibitorios
sobre la viabilidad, los efectos anti-proliferativos y los efectos antimetastasicos de
las saponinas se deben a su capacidad para inducir apoptosis.

Dioscina

Figura 3. Estructura quimica de la dioscina, indicando las partes que le otorgan
sus caracteristicas anfipaticas y sus propiedades tensoactivas. Modificado de
Manda et al., 2013.

Durante los ultimos afios, se ha estudiado progresivamente la actividad antitumoral
de la dioscina en diferentes lineas celulares de cancer cerebral, oral, laringe,
es6fago, pulmon, estdbmago, pancreas, higado, rifién, vejiga, vesicula biliar,
colorrectal, leucemia, linfoma, macréfagos asociados a tumores, melanoma,
osteosarcoma, prostata, mama, ovario, cérvix y endometrio. Por lo que, se han
escrito varios articulos cientificos que intentaron sintetizar los resultados obtenidos
en las investigaciones con la dioscina. Tao y colaboradores plantearon en 2019 un
esquema breve que resume los efectos que puede ejercer la dioscina en el
tratamiento de diversas afecciones en la salud humana (ver Figura 4).

Sin embargo, debido a lo descrito anteriormente, es importante profundizar en todos
los hallazgos con respecto a la actividad antitumoral de la dioscina. Asi, se podra
dilucidar si es de alto valor terapéutico para complementar los tratamientos actuales,
o en dado caso, llegar a reemplazarlos, pues es de conocimiento general que las
terapias con los farmacos actuales suelen provocar varios efectos secundarios
adversos gque disminuyen la calidad de vida de los pacientes y que no garantizan
una remision del cancer del que padecen.



Efectos antitumorales

-Incremento del dafio al ADN
-Induce la detencién del ciclo
celular

-Mejora la apoptosis

-Induce la autofagia

-Supera la resistencia a
medicamentos

-Inhibe las células madre
cancerigenas

-Incrementa el dafio a las
mitocondrias

-Mejora la cumulacion de ROS

\-Induce la liberacion de Ca?*

N

Efectos protectores sobre varios
organos

Klnhibe la inflamacion, apoptosis y \

necrosis

-Inhibe la peroxidacién de lipidos
-Reduce la disfuncién de las
mitocondrias

-Inhibe la via inflamatoria
TLR4/MyD88

-Activa la via antioxidante Sirt1/ Nrf2

-Inhibe la via de sefializacién TGF-

Efecto de enfermedades anti-metabdlicas

-~

-Alivia la acumulacion de lipidos
-Inhibe el dafio oxidativo
-Activa la autofagia

MAPK
-Inhibe la osteoclastogénesis

-Regula el metabolismo de la
glucosa

"

-Inhibe los niveles de fosforilacién

-Promueve la osteoblastogénesis

~

/

-Ajusta la via de sefializacion FXR

\B/Smads

Figura 4. Esquema de algunos de los efectos descritos para la dioscina.

Modificado de Tao et al., 2020.

3. Hipotesis

Con base en lo descrito en la literatura sobre las actividades biolégicas de las
saponinas esteroidales donde se destaca la actividad antitumoral de éstas, se abre
la posibilidad de emplear a la saponina esteroidal dioscina como un compuesto
secundario en el tratamiento terapéutico de diversos tipos de cancer.



4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Realizar una revision bibliografica histérica de la dioscina y su actividad antitumoral
In Vitro e In Vivo.

4.2 Objetivos Particulares

1) Con base en la literatura consultada, determinar la actividad antitumoral de
la dioscina, expresada como la concentracion necesaria de este compuesto
para reducir la viabilidad en un 50% de la densidad celular (ICso).

2) Determinar la sensibilidad al tratamiento con dioscina observado en los
distintos tipos de cancer.

3) Describir la actividad antitumoral de la dioscina en modelos de xenoinjerto In
Vivo.

4) Con base en la literatura consultada, exponer si la dioscina ejerce una
detencion o paro del ciclo celular en ensayos In Vitro.

5) ldentificar las proteinas e ilustrar las rutas de sefializacion involucradas en la
actividad apoptética de la dioscina reportadas en la literatura consultada.

5. Metodologia

5.1 Recopilacion bibliografica

Se llevé a cabo una compilacion bibliogréafica acerca de la actividad antitumoral de
la dioscina In Vitro e In Vivo. Con el fin de delimitar la basqueda, se emplearon las
bases de datos ProQuest, PubMed, Elsevier, Science Direct, SciELO, Springer,
Nature y Science y se tomaron en cuenta los términos “dioscin and cancer”, “dioscin

and tumor” y “dioscin antitumoral activity” en un periodo que comprende desde el
afo 1960 hasta el mes de mayo de 2022.

A continuacion, se describen los criterios de inclusion y exclusion considerados para
recabar los articulos pertinentes para los fines de esta investigacion:

Criterios de inclusién

e Atrticulos cientificos que evaluaron la actividad antitumoral de la dioscina en
lineas celulares de cancer.

e Atrticulos cientificos que expresaron sus resultados como la Concentracion
Inhibitoria 50 (ICso0) obtenida por medio de ensayos de viabilidad.



e Articulos cientificos cuyos ensayos In Vivo consistieron en emplear un
modelo de xenoinjerto, especificando las dosis terapéuticas empleadas.

e Articulos cientificos que evaluaron la sobreexpresion o subexpresion de
proteinas en lineas celulares tumorales tratadas con dioscina mediante
ensayos de Western Blot.

e Atrticulos cientificos que evaluaron los efectos de la dioscina sobre el ciclo
celular en lineas celulares tumorales.

Criterios de exclusion
e Cualquier articulo cientifico que no cumpliera las condiciones anteriores.

5.2 Elaboraciéon de tablas de Viabilidad Celular

En la actualidad, se emplean diferentes técnicas y ensayos de laboratorio para
evaluar la actividad antitumoral de un compuesto. Después de obtener todos los
articulos cientificos que cumplieran con los criterios de seleccién anteriormente
mencionados, se extrajo y se sintetizo la informacion en cinco tablas que expusieran
los resultados de las experimentaciones con dioscina en los distintos tipos de
cancer.

Ensayos de Viabilidad

Para evaluar la actividad antitumoral de cualquier compuesto, se han utilizado
diferentes técnicas basadas fundamentalmente en la viabilidad celular o en la
proliferacion celular. La mayoria de estas técnicas evallan la viabilidad celular
(MTT, XTT, MTS, etc.), sin embargo, existen técnicas como la tincién con cristal
violeta, la cual puede evaluar el nimero celular contenido en un cultivo (Kueng et
al., 1989) entre otras. De igual manera, la bibliografia destaca que las actividades o
eventos celulares que son considerados primordiales para evaluar la actividad
antitumoral de un compuesto In Vitro, son el efecto sobre la viabilidad celular y/o
proliferacion celular y el efecto citotoxico del compuesto en lineas celulares
tumorales.

Para la tabla sobre la accion de la dioscina en lineas celulares tumorales In Vitro,
se organizo la informacion segun: el tipo de cancer, las lineas celulares tratadas con
dioscina, la concentracion de dioscina que induce un decremento del 50% (ICso)
sobre la viabilidad celular en la linea tumoral, las horas de tratamiento y la técnica
de evaluacion del ensayo de viabilidad con el que se obtuvieron estos resultados y
finalmente, el autor de manera cronoldgica (ver Tabla 1).

Despueés, se realiz6 una segunda tabla donde se incluyeran los valores minimos y
méaximos de las ICso obtenidas, esto con el fin de identificar la magnitud de los
valores obtenidos durante los ensayos de viabilidad en cada tipo de cancer.
Ademas, se considero pertinente calcular medidas de tendencia central para cada
tipo de cancer, de modo que pudieran identificarse los valores de ICso que
predominaron en las lineas celulares tumorales después de los tratamientos con
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dioscina y finalmente, el nUmero de datos disponibles para la realizacion de los
calculos (ver Tabla 2). La bibliografia indica que el promedio o media tiende a
inclinarse demasiado por valores extremos u “outliers” como se les denomina en
inglés, por lo que fue imperativo considerar otra medida de tendencia central como
la mediana, la cual es mas precisa cuando se trabaja con un conjunto de datos de
distribucion sesgada (Dawson & Trapp, 2004; Manikandan, 2011; Swinscow &
Campbell, 2002). No se consideré incluir el calculo de la moda en este analisis
debido a la poca cantidad de repeticiones de un mismo valor en el conjunto de datos
de las ICs0o. En esta tabla se excluyeron el cancer de esofago, vesicula biliar,
endometrio y linfoma, pues los datos no eran suficientes como para calcular los
paradmetros anteriormente mencionados (Ver Tabla 1).

Posteriormente, se calcularon la media y la mediana para todos los tipos de cancer
segun las horas de tratamiento con dioscina reportadas por los autores y se indico
el nimero de datos (ver Tabla 3). Finalmente, se sintetizd6 en una tabla toda la
informacion con respecto a los valores minimo y maximo, la media y la mediana que
se obtuvieron a partir de todos los valores de la ICso de viabilidad de todos los tipos
de cancer y el numero de datos disponibles para los céalculos (ver Tabla 4).

Es importante mencionar que en casos como los datos reportados por Xi y
colaboradores en 2022, que se encuentran en términos de pg/ml, se determiné
realizar la siguiente conversion para obtener valores con las mismas unidades (UM),
de modo que pudieran considerarse dentro de los calculos del promedio y la
mediana:

Peso Molecular de la Dioscina = 869.05 g/mol

5.05ug 1000ml 1lg 1 mol 1x106,um0l_581um0l_581 u
Tml © 1L “1x1064g 7869059 1mol >0 [ _ OHH

Ensayos con Liposomas

En la busqueda de nuevos modelos terapéuticos para el tratamiento del cancer, se
ha considerado la utilizacibon de varias nanoparticulas o conjugados
macromoleculares. Los liposomas son nanoparticulas estables con un interior
acuoso, rodeado de una o mas bicapas concéntricas de estructura fosfolipidica. El
tamafio es variable, puede ir desde 1 nm a varios micrones de diametro.
Dependiendo de la solubilidad que tenga el farmaco en el agua, este puede ser
encapsulado en el nacleo o en la bicapa lipidica que lo rodea (Alavi & Hamidi, 2019;
Barenholz, 2003; Byrne et al., 2008; Khan et al., 2008).

De este modo, cientos de investigadores han trabajado con estas estructuras para
administrar compuestos antitumorales. Se encontraron algunos datos referentes a
la utilizacién de liposomas y dioscina, por lo que, se separ0 en otro apartado la
informacion que respecta a los ensayos In Vitro realizados con mezclas donde la
dioscina se encontrd presente, especificandose el o los compuestos dentro de la
mezcla (ver Tabla 5).



5.3 Elaboracién de tabla de Ensayos In Vivo

Ensayos con modelos animales de Xenoinjerto

Los ensayos de xenoinjerto en las investigaciones con cancer consisten en la
utilizacién de animales vivos inmunosuprimidos a los que se les implantan células
tumorales, con el fin de evaluar la capacidad de un farmaco para combatir dichas
células malignas. El propdsito principal de desarrollar modelos animales de
xenoinjerto tumoral es unir la investigacion basica con la investigacion clinica,
ademas de complementar el uso de sistemas con modelos In Vitro. Estos modelos
animales proporcionan una plataforma mas sofisticada para estudiar el proceso de
la tumorigénesis en un escenario In Vivo. Asi, es posible entender mejor el
involucramiento de ciertos oncogenes o supresores de tumores en el desarrollo,
descubriéndose asi sus rutas de sefializacion y mecanismos de accion. Ademas,
estos modelos son una poderosa herramienta para evaluar una posible respuesta
preclinica al farmaco, pudiéndose evaluar aspectos como la eficacia antitumoral,
farmacodinamia, farmacocinética y la practicidad en la deteccion o tratamiento de
tumores (Cekanova & Rathore, 2014; Kelland, 2004; Khaled & Liu, 2014; Lee et al.,
2018).

De este modo, se elabor6 una tabla que expusiera los resultados de los
experimentos In Vivo reportados por los autores que contemplara la siguiente
informacion: tipo de cancer, linea celular tumoral con la que se inoculé a los
animales, caracteristicas del modelo (cepa, tipo de animal, sexo y edad en
semanas), tipo de administracion del compuesto (intraperitoneal, oral, intravenosa
y peritumoral) y duracién total del tratamiento en dias, dosis terapéutica empleada
expresada como mg por cada kg al dia (mg/kg/dia), porcentaje de inhibicion tumoral
(volumen o peso), signos de toxicidad y autor de manera cronoldgica (ver Tabla 6).
Posteriormente, se realizaron los célculos correspondientes para obtener medidas
de tendencia central como la media y la mediana.

En casos como los datos reportados por Cui y colaboradores en 2020, se realizé la
siguiente conversion para obtener valores con las mismas unidades (mg/kg), de
modo que pudieran considerarse dentro de los calculos del promedio y la mediana:
100 uL 1000 g 1L 1000 ml 1000 mg

10g  1kg 1x105uL™ " 1L 1000 ml

=10mg/kg

Con respecto a los resultados reportados por Zhang y colaboradores en 2016, se
obtuvieron las tasas de inhibicién tumoral en términos de volumen y peso mediante
una férmula, la cual también fue por otros autores:

Tasa de Inhibicion (IR) = [(W — L)/W]x100%

Donde W es el valor promedio del peso o volumen de los tumores en el grupo control
y L es el valor promedio del peso o volumen de los tumores en el grupo tratado con
dioscina.

Por lo que, se hizo la siguiente conversion para los datos proporcionados por Liu y
colaboradores en 2018:
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IR = [(1981.10 — 533.55)/1981.10]x100% = 73.06% de Inhibicién en Volumen
IR = [(1.89 — 0.41)/1.89]x100% = 78.30% de Inhibicién en Peso

Asi, se cont6 con dos datos mas para analizar las tasas de inhibicion.
5.4 Elaboracién de tabla de Ciclo Celular

Citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia que analiza rapidamente células o particulas
individuales a medida que pasan por uno O varios laseres mientras estan
suspendidas en una solucion amortiguadora salina. Cada particula se analiza para
determinar la dispersion de la luz visible y uno o varios parametros de fluorescencia.
La dispersion de la luz visible se analiza en dos direcciones diferentes, la direccion
hacia el frente (Forward Scatter en inglés o FSC) que puede indicar el tamafo
relativo de la célula y la direccion “de lado” (Side Scatter SSC), que es medida a 90°
e indica la complejidad interna o granularidad de la célula. La dispersién de la luz
es independiente de la fluorescencia. Las muestras se preparan para medir la
fluorescencia a través de la transfeccion y de la expresion de proteinas
fluorescentes (ej. proteina verde fluorescente o GFP, por sus siglas en inglés, Green
Fluorescent Protein), tinciones con tintes fluorescentes (ej. Yoduro de propidio o PI,
por sus siglas en inglés, Propidium lodide, DNA) o tinciones con anticuerpos
fluorescentes conjugados (ej. CD3 FITC). La citometria de flujo es una poderosa
herramienta que permite la caracterizacion simultanea de poblaciones mezcladas
en tejidos liquidos (como la sangre y médula ésea) y en tejidos sdlidos como
diversos tipos de tumores. De este modo, es posible distinguir la cantidad de células
gue se encuentran en una fase celular o en otra (McKinnon, 2018).

Diversos autores describen cambios en el ciclo celular de las lineas tumorales
expuestas a tratamientos con dioscina, por lo que resulté pertinente sintetizar estos
hallazgos en una tabla con la siguiente informacion: tipo de cancer, linea celular,
concentraciones de dioscina empleadas en los ensayos, los tipos de tincién
utilizados, los resultados descritos por los autores y el autor de manera cronoldgica.

5.5 Elaboracién de tablas de Expresidn de Proteinas

Ensayos Western Blot

El ensayo Western Blot es una importante técnica ampliamente utilizada en biologia
celular y molecular, pues permite identificar proteinas especificas a partir de una
compleja mezcla de proteinas que han sido extraidas de una célula. La técnica usa
tres elementos para cumplir con este proposito: (1) separacion por tamaifo, (2)
transferencia a una base sélida y (3) marcaje de proteinas especificas mediante un
anticuerpo primario o secundario apropiado para visualizarlas. Al separarse por
peso, se separa por tipo, esto mediante una electroforesis en gel. Estos resultados
se transfieren a una membrana produciendo una banda para cada proteina,
entonces la membrana es incubada con anticuerpos de marcaje especifico para la
proteina de interés. El grosor de la banda corresponde a la cantidad de proteina
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presente, por lo que establecer un estandar puede indicar la cantidad de proteina
presente (Mahmood & Yang, 2012). Al ser posible cuantificar la expresion de
proteinas, la utilizacién de esta técnica se ha vuelto imprescindible para identificar
las vias de sefalizacion y mecanismos involucrados por los cuales un farmaco
ejerce sus efectos In Vitro.

Se elabor6 una tabla donde se registraron los resultados de estos ensayos una vez
gue se trataron lineas celulares tumorales con dioscina. La informacién se organizo
de la siguiente manera: tipo de cancer, linea celular tumoral, concentracion de
dioscina empleada y el tiempo de exposicion, técnicas empleadas para la deteccion
y cuantificacion de proteinas, las proteinas evaluadas y su estado de regulacién y
el autor de manera cronoldgica.

Se determind la siguiente clasificacion de los resultados para términos practicos de
esta investigacion:

Sobreexpresion de la proteina en
comparacion con el grupo control

Subexpresion de la proteina en
comparacion con el grupo control

Posteriormente, se realizaron tablas y graficas dinAmicas por medio del software
Excel para poder identificar el numero de veces que una proteina fue mencionada
en la bibliografia consultada, asi como el estado de regulacion reportado por los
autores (ver Figura 5). Debido a la cantidad de informacién y por fines de
practicidad, sélo se consideraron aquellas proteinas que fueron mencionadas dos o
mas veces en los articulos cientificos al momento de realizar las graficas dinamicas
de regulacion positiva y negativa.

Autor Linea Celular Proteina Estado de regulacion Cuenta de Proteina Etiquetas de columna |-T

Bak Positivo Etiquetas de fila !T Positivo
Bax Positivo Cas-3 19
Bid Positivo Bax 19
c-PARP Positivo CPARP 13
p53 Positivo psa .
Ly 2013 P Cas-3 Positivo Cas-3 -
Cas-9 Positivo c-Cas-9 3
CDK2 Cytoc ;
CyclinA Cas5 .

DMA Topo |

Bcl-2 p-p38 8
Bel-xl p21 7
TIMP-2 Bak 8
Chien 2012 HsC-3 MMP-2 LeE-n 5
MMP-9 Beclin-1 5
p-LATS (Ser909) Positivo E-cadherin 5
p-MST Pasitivo Cas-8 a
(A) p-YAP (Ser3g7) Positivo (B) Bid. a

Proteinas subexpresadas

NCIONES

8
&
=
-1

(©) =
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Figura 5. (A) Tabla que comprende todos los resultados de la regulacion de
proteinas. (B-C) Tabla y graficas dinamicas donde se resumen los resultados
obtenidos sobre el estado de regulacion de proteinas y su nimero de menciones.

5.6 Elaboracién del esquema de Induccidn de la Apoptosis por la Dioscina
Apoptosis

La apoptosis, también denominada muerte celular programada, es un fenomeno
natural dentro del metabolismo celular. Este proceso se activa en incontables
situaciones dentro de la fisiologia de un ser vivo, sin embargo, es imprescindible
para la eliminacién genéticamente determinada de células no deseadas en un
cuerpo. Es decir, funciona como mecanismo de defensa contra las respuestas
inmunitarias y la eliminacion de células dafadas después del curso de la
enfermedad. Existen varias condiciones o estimulos que, segun el tipo y el grado de
intensidad pueden desencadenar muerte por apoptosis o necrosis (Kashyap et al.,
2021; Favaloro et al., 2012; Kashyap et al., 2018; Kashyap et al., 2019; Yadav et al.,
2018; Vermeulen et al., 2003; Fink & Cookson, 2005).

A lo largo de los afios, se han realizado estudios cuyos resultados indican que existe
una serie de regulaciones anormales de diversas rutas de sefalizacion en el
metabolismo de las células cancerigenas. De este modo, se ha buscado enfocar las
terapias del cancer en atacar proteinas y, por ende, vias de sefalizacién
imprescindibles para detener el avance de esta enfermedad en un tejido.

Finalmente, se realiz6 un esquema donde se sintetizé toda la informacién referente
a las rutas de sefializacion por las que la dioscina induce apoptosis en las lineas
celulares de canceres humanos y en modelos animales segun los ensayos in vitro
e in vivo que se han realizado con este compuesto (ver Figura 10).

6. Resultados
6.1 Accion de la dioscina sobre la viabilidad celular

Los resultados obtenidos en la Tabla 1 hacen referencia al efecto que tiene la
dioscina sobre la viabilidad en las lineas celulares provenientes de diferentes tipos
de tumores (cancer de mama, pulmon, cérvix, etc.). Después, se calcularon la media
y la mediana para agrupar los datos por tipo de cancer (ver Tabla 2) y por horas de
tratamiento (ver Tabla 3) para finalmente, obtener los valores generales de todos
los tipos de cancer (ver Tabla 4). Sin embargo, se encontré que los valores de la
media y la mediana se alejan significativamente uno del otro, por lo que, basado en
la literatura anteriormente mencionada fue pertinente considerar a la mediana como
el valor de tendencia central mas adecuado para analizar estos resultados.

El cancer de pulmon cuenta con varios registros que datan del afio 2001 hasta el
2022, se describen datos sobre el decremento del 50 % (ICso) que oscilan entre 0.8
uMy 18.2 uM, con una mediana de 2.72 uM para todas las lineas celulares de este
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tipo de cancer (ver Tabla 2). El cancer de estbmago tiene pocos registros, se
mencionan valores para la ICso que van desde 1.38 a 56 uM, con una mediana de
ICs0 de 10.04 uM. Para el cancer de higado se cuenta con registros que datan del
afio 2006 al 2019, con valores que oscilan entre 0.79 y 9.5 uM, obteniéndose una
media de ICso de 5.03 uM. EIl cancer colorrectal cuenta con registros que datan del
afo 2002 al 2018, cuyos valores de ICso van desde 0.58 hasta 14.13 uM,
obteniéndose una mediana de 4.55 uM. Se tienen registros de leucemia desde el
afio 2001 al 2020, con valores que oscilan entre 3.3 a 10 uM, con una mediana de
6.1 uM. Los datos obtenidos a lo largo de 3 afios diferentes sobre osteosarcomas
van de 0.66 a 6.9 uM, con una mediana de 1.90 uM. Para melanoma, hay registros
que van desde 0.57 a 3.22 uM con una mediana de 2.06 uM. El cAncer de mama es
de los canceres mas estudiados y cuenta con registros desde el afio 2001 al 2022,
cuyo valor minimo es de 0.64 y el valor maximo es de 50.6, obteniéndose una
mediana de 5.18 uM. Para el cancer de cérvix, se tiene registros que oscilan entre
2y 40.2 uM, con una mediana de 4.4 uM. El cancer de ovario tiene valores desde
3.1 hasta 16.8 uM, obteniéndose una mediana de 6.11 uM. El cancer de proéstata
tiene pocos datos, con un valor minimo de 1.7 y un valor maximo de 2.86 uM, con
una mediana de 2.11 uM.

Existen casos particulares donde se cuenta con escasos registros sobre la viabilidad
celular como en el cancer de eséfago, vesicula biliar, linfoma y endometrio. En estas
lineas celulares se obtienen datos de 5.4 uM, 4.47 y 5.05 uM, 21.9 uM y 2.37 uM,
respectivamente. Por lo que, se requiere de un mayor nimero de datos para poder
calcular valores de tendencia central sobre estos tipos de cancer (ver Tabla 1).

A las 24 h se obtuvo una mediana para la ICso de 4.72 uM para todas las lineas de
cancer tratadas con dioscina, a las 48 h fue de 3.45 uM y a las 72 h fue de 2.69 uM
(ver Tabla 3).

En general, se obtuvo un valor minimo de 0.57 uM y un valor maximo de 56 uM, asi
como una mediana de 3.58 uM sobre el decremento del 50 % (ICso) para todos los
tipos de cancer tratados con dioscina (ver Tabla 4).

Tabla 1. Actividad antitumoral de la dioscina (In Vitro)

Eséfago Kyse510 5.4 (24 h) MTT Wang et al.,
2012

5 Wanget al.,
Pulmoén H14 0.8 (24 h) MTT 2001
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Lul 1.2(72h) MTT Mi et al., 2002
H460 18.2+1.3 (72 h) MTT He et al., 2006
1.06 (72 h) Yum et al.,
AS49 4.01 (72 h) MTT 2010
A549
H460 5.75 (48 h) MTT Wei et al., 2013
H446
Wang et al.,
H1650 1.7 (48 h) MTT 2018
Wang et al,,
PCOGR 2.1 (48 h) MTT 2018
Wang et al,,
CL97 4.1 (48 h) MTT 2018
Wang et al,,
H1975 4.3 (48 h) MTT 2018
Wang et al,,
A549 1.13 (48 h) MTS 2018
4.67+0.10 (24 h) .
H460 2.45 0,06 (48 h) MTT Li et al., 2018
2.72+0.05 (24 h) .
H446 2,09 £ 0.90 (48 h) MTT Li et al., 2018
3.78+0.21 (24 h) .
H520 2.44 % 0.14 (48 h) MTT Lietal., 2018
4.27 +0.41 (24 h) .
H1299 4.11+0.49 (48 h) MTT Lietal., 2018
H520 4.59 (48 h) CCK-8 Yao et al., 2020
SK-MES-1 2.05 (48 h) CCK-8 Yao et al., 2020
5.81 (24 h)
A549 3.62 (48 h) MTT Xi et al., 2022
2.49 (72 h)
3.49 (24 h)
PC-9 2.43 (48 h) MTT Xi et al., 2022
2.42 (72 h)
15.84 (24 h)
SCG-7901 10.04 (48 h) MTT Gao etal.,, 2011
Estémago 4.17 (72 h)
SCG-7901 1.38 (48 h) MTT Hu et al., 2013
MGC803 56 (48 h) MTT Ma et al., 2016
Ensayo
Zhang et al.,
HepG2 7.82 (48 h) neufcral 2006
rojo
HepG2 8.3+0.2(72h) MTT He et al., 2006
Higado 0.79 (72 h) Yum et al.,
HepG2 6.97 (72 h) MTT 2010
9.50+ 0.03 (24 h)
Bel-7402 3.54+ 0.03 (48 h) MTT Zhang et al,

1.56+ 0.02 (72 h)

2016
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HepG2

5.3(48h)

MTT

Zhang et al.,

2016
Zhang et al.,
HepG2 8.34 (24 h) MTT 2018
Wang et al,,
SMMC-7721 0.79 (48 h) MTS 2018
Chenetal.,
HepG2 6.65 (2 h) CCK-8 2019
Mao et al.,
HepG2 3.24 (24 h) MTT 2019
Mao et al.,
SMMC7721 2.55 (24 h) MTT 2019
NOZ 4.465 (24-72 h) CCK-8 Sonzgoit;al"
Vesicula Biliar Song et
SGC996 5.049 (24-72 h) CCK-8 2017
Col-2 2.8(72h) MTT Mi et al., 2002
5.21 (72 h) Yum et al.,
HT-29 0.72 (72 h) MTT 2010
0.85 (72 h)
Caco-2 4.55 (72 h) MTT Y“r;oelzal"
8.53(72h)
1.40 (72 h)
1.74 (72 h) Yum et al.,
HCT-116 2.88(72h) MTT 2010
3.54(72h)
Tongetal,,
Colorrectal C26 7.36 (24 h) CCK-8 2014
Zhang et al.,
LoVo 6.4 (48 h) MTT 2016
8.95 (24 h)
RKO 5.93 (48 h) MTT Li et al,, 2018
4.43 (72 h)
14.13 (24 h)
HT-29 9.53 (48 h) MTT Li et al,, 2018
6.04 (72 h)
Wang et al.,
SW480 0.58 (48 h) MTS 2018
Wangetal.,,
HL-60 7.5(24 h) MTT 2001
K562 10 (48 h) MTT Liu et al., 2004
Wangetal.,,
Leucemia HL-60 7.6 (24 h-48 h) MTT 2006
Wangetal.,,
+
K562 4.7+1.3 (48 h) MTT 2013
Wangetal.,,
+
K562/ADR 3.3+0.8 (48 h) MTT 2013
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HL-60

7.6 +0.12 (24 h)

MTT

Wang et al,,

2014
Wang et al,,
HL-60 3.39 (48 h) MTS 2018
Raw264.7 3.809 (48 h) CCK-8 Cui etal., 2020
Linfoma P-388 21.9(72h) MTT Mi et al., 2002
u20s 2.1710 (72 h) MTT Liu et al., 2018
U20S/MTX300 2.4570 (72 h) MTT Liu et al., 2018
HOS 0.7005 (72 h) MTT Liu et al., 2018
MNNGHOS 0.8308 (72 h) MTT Liu et al., 2018
143B 0.7606 (72 h) MTT Liu et al., 2018
MG63 1.6370 (72 h) MTT Liu et al., 2018
Z0S 1.6300 (72 h) MTT Liu et al., 2018
Z0OSM 2.5800 (72 h) MTT Liu et al., 2018
SJSA1 0.6551 (72 h) MTT Liu et al., 2018
Osteosarcoma -
G292 0.7478 (72 h) MTT Liu et al., 2018
Hwang et al.,
u20S 6.90 (48 h) MTS 2019
Ding et al.,
u20S 4.212 (24 h) CCK-8 2020
Ding et al.,
MNNG/HOS 4,949 (24 h) CCK-8 2020
Ding et al.,
MG63 3.500 (24 h) CCK-8 2020
Mel-2 1.8(72 h) MTT Mi et al., 2002
Dong et al.,
+
A375 2.31+1.12 (72 h) MTT 004
Ensayo
Zhang et al.,
SK-MEL 3.22 (48 h) nigjc;al 2006
sl J Nishina et al
B16 3(3h) MTT >01s
1.54 +0.32 (24 h) .
A37 K- L 1., 202
375 0.57 +0.18 (48 h) cek-s luetal, 2020
3.14+£0.14 (24 h) .
B16F10 1.16 +0.17 (48 h) CCK-8 Liu et al., 2020
MDA-MB-435 2.6 (24h) mrr | Wensetal,
) 2001
BC1 3.8(72h) MTT Mi et al., 2002
MCEF-7 22.4(72 h) MTT Mi et al., 2002
Ensayo
Mama Zhang et al.,
BT-549 3.45 (48 h) neujcral 2006
rojo
MCEF-7 50.6 +2.8(72 h) MTT He et al., 2006
13.70 (24 h) Aumsuwan et
MCF-7 3.85 (72 h) XTT al., 2016
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6.77 (24 h)

Aumsuwan et

MDA-MB-231 2.05 (72 h) XTT al., 2016
MCF-7 6.5+ 0.4 (24 h) MTT Wang et al.,
D 2016
Wang et al.,
- +
MCF-7/ADR 7.3+0.2 (24 h) MTT 2016
Zhao etal.,
- +
MCF-7 15.40 £ 3.56 (24 h) MTT 2017
Wang et al,,
MCEF-7 0.64 (48 h) MTS 2018
33.55 (24 h) Chaeetal,
MDA-MB-231 3.23(72 h) MTT 2021
11.03 (24 h) Chaeetal,
MCF-7 2.50 (72 h) MTT 2021
Wang et al.,
4T1 1.38 (48 h) CCK-8 2022
Wang et al,,
Hela 4.5 (24 h) MTT 2001
Ishikawa 4.4 (24 h) MTT Cai et al., 2002
KB 20.7 (72 h) MTT Mi et al., 2002
KB-V1 >23 (72 h) MTT Mi et al., 2002
Dongetal.,
+
Hela 3.06+1.95 (72 h) MTT 004
Cérvix Ensayo
Zhang et al.,
KB 2.19 (48 h) neujcral 2006
rojo
Hela 40.2 £3.1(72 h) MTT He et al., 2006
Cristal Hernandez et
Hela 2.0 (24 h) violeta al.,, 2020
. Cristal Hernandez et
Caski 2.0(24h) violeta al., 2020
Endometrio Ishikawa 2.37 (24 h) MTT Lietal, 2021
SW626 3.1(72h) MTT Mi et al., 2002
Ensayo
Zhang et al.,
SK-OV-3 5.52 (48 h) neujcral 2006
rojo
Ovario 16.80 (24 h)
SK-OV-3 8.79 (48 h) MTT Gao et al., 2011
6.69 (72 h)
Zhao et al,,
+
A2780s 472 £1.01 (24 h) MTT 017
LNCaP 1.7 (72 h) MTT Mi et al., 2002
. 2.86 (12 h)
Préstata LNCaP 2.19 (24 h) MTT Chezr:)ia/.,
2.03 (48 h)
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Tabla 2. 1ICso de la dioscina en cada tipo de cancer (In Vitro)

Pulmén 0.8 18.2 3.62 2.72 27
Estomago 1.38 56 17.49 10.04 5
Higado 0.79 9.5 5.03 53 13
Colorrectal 0.58 14.13 5.03 4.55 19
Leucemia 33 10 5.99 6.1 8
Osteosarcoma 0.66 6.9 241 1.90 14
Melanoma 0.57 3.22 2.09 2.06 8
Mama 0.64 50.6 10.60 5.18 18
Cérvix 2 40.2 11.34 4.4 8
Ovario 3.1 16.8 7.60 6.11 6
Préstata 1.7 2.86 2.20 2.11 4

Tabla 3. ICso de la dioscina en todos los tipos de cancer por horas (In Vitro)

Tabla 4. ICso de la dioscina en todos los tipos de cancer (In Vitro)

0.57 56 6.11 3.58 136

6.2 Accidn de la dioscina en combinacién con otros compuestos

En algunas investigaciones, se evaluaron los efectos de la dioscina sobre la
viabilidad en conjunto con otros farmacos antitumorales como la epirubicina,
vinorelbina y adriamicina, asi como su actividad en combinacién con liposomas de
diferentes formulaciones, micelas mixtas y nanofibras de colesterol (ver Tabla 5).

En los estudios de cancer de pulmén, Kong y colaboradores emplearon los
compuestos epirubicina y dioscina en combinaciones diferentes (radios molares de
1:1, 1:2 y 2:1), asi como liposomas para tratar a las lineas celulares tumorales, sin
embargo, solo se especifican las ICso de algunos datos. Se reportaron efectos de
citotoxicidad sinérgica entre la epirubicina y dioscina; por su parte, la dioscina libre
mostré un efecto insignificante sobre la tasa de supervivencia de las células A549.
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Ademas, los liposomas de co-administracion modificados con RPV con epirubicina
y dioscina tuvieron un efecto inhibitorio significativo de la viabilidad celular en la
linea A549 en comparacion con la formulacion de liposomas convencional (Kong et
al., 2020).

Kong y colegas realizaron estudios similares con la vinorelbina. Sus resultados
indicaron que el efecto citotdéxico de la vinorelbina libre fue mejorado al afadir
diferentes concentraciones de dioscina de manera dosis-dependiente (con radios
molares de 1:10, 1:20 y 1:50). Ademas, los liposomas de vinorelbina con dioscina
modificados con CPP (mmp) pudieron mejorar la eficacia antitumoral tanto en los
ensayos In Vitro como In Vivo (Kong, Zhang et al., 2020).

En el caso de la leucemia, Wang y colaboradores realizaron ensayos con células
K562 y K562/ADR, siendo estas Ultimas resistentes al compuesto adriamicina. Los
autores indican que en estas dos lineas celulares la ICso disminuyd
significativamente al realizar ensayos de co-incubacion con adriamicina-dioscina y
agregar nuevamente adriamicina durante 24 horas, esto en comparacién con la
adriamicina por si sola; los autores no especifican la ICso obtenida con la adriamicina
libre (Wang et al., 2013).

Wang y colegas realizaron estudios similares con dioscina y adriamicina en lineas
celulares de cancer de mama. En este caso, emplearon células MCF-7 y células
MCF-7 resistentes a la adriamicina (MCF-7/ADR). Indican que la co-incubacion con
ambos farmacos es capaz de disminuir significativamente los valores ICso de la
adriamicina tanto en las células MCF-7 como en las células MCF-7/ADR en
comparacién con la dioscina y la adriamicina por si solas; no se especifica la IC50
obtenida de los ensayos solo con adriamicina. Concluyen que la dioscina potencia
el efecto citotdxico de la adriamicina en ambas lineas celulares de cancer de mama
(Wang et al., 2016).

Investigadores como Zhao y coautores disefiaron micelas mixtas compuestas de
Soluplus® y copolimeros TPGS para encerrar la dioscina, que es poco soluble en
agua. Realizaron sus ensayos con las lineas celulares de cancer de mama y de
ovario MCF-7 y A2780s, respectivamente. Sus resultados indicaron que las micelas
mixtas cargadas de dioscina demostraron tener mayor citotoxicidad que el
compuesto por si solo. Es posible observar como en las células MCF-7 la ICso
obtenida en los ensayos con micelas fue hasta tres veces menor que la ICso
obtenida con la dioscina libre en un tratamiento de 24 horas de duracion. En el caso
de las células tumorales de ovario, la ICs, del tratamiento con micelas fue 1.7 veces
menor que la del tratamiento con dioscina. Concluyeron que, en ambas lineas
celulares las micelas mixtas cargadas con dioscina mostraron una eficacia
antitumoral notablemente mayor que la dioscina libre in vitro (Zhao et al., 2017).

En los estudios realizados por Wang y colaboradores se pusieron a prueba
tratamientos de dioscina y nanofibras de colesterol con dioscina contra las células
4T1 de cancer de mama. Se obtuvo una ICso de 1.38 uM para la dioscina libre a las
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48 horas, mientras que el tratamiento con nanofibras de colesterol arrojé una ICso
de 6.43 uM en el mismo periodo de tiempo. Los resultados indicaron que el uso de
nanofibras de colesterol con dioscina no fue mas efectivo para reducir la viabilidad
de las células 4T1 en comparacion con el tratamiento de dioscina libre en los
ensayos In Vitro. Cabe destacar que se demostrd lo contrario en los ensayos In
Vivo, donde las nanofibras fueron sujetas a tratamientos de pegilacién y se observo
que tuvieron una tasa de inhibicion tumoral mayor a la de la dioscina (Wang et al.,
2022).

Tabla 5. Actividad antitumoral de la dioscina combinada con otros
compuestos (In Vitro)

Actividad antitumoral de la dioscina combinada con otros compuestos (In Vitro)

Técnicas

Rango de ICso (1M) de Autor
Viabilidad

Tipo de Linea
Cancer Celular

2.02+0.23
Epirubicina
(24-48 h)
1.24+0.23
Epirubicina y dioscina, radio molar 1:1
(24-48 h)

2.32+0.07
Liposomas de epirubicina

CellTiter- Kong et
A549 1.96 £0.18 Blue al,, 2020

Liposomas de co-administracién de
epirubicina y dioscina
(24-48 h)
1.06 £ 0.08
Liposomas de co-administracién
Pulmén modificados con RPV con epirubicina y
dioscina
(24-48 h)
0.038 + 0.002
Vinorelbina
(48 h)
0.0023 *+ 0.002
Vinorelbina y dioscina, radio molar 1:50

(48 h) Kong et
A549 CCK-8 al, 2020

0.050 £ 0.011
Liposomas de vinorelbina (48 h)

0.031 + 0.005
Liposomas de vinorelbina con dioscina
(48 h)
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0.014 + 0.001
Liposomas de vinorelbina con dioscina
modificados con CPP (48 h)
0.006 + 0.002
Liposomas de vinorelbina con dioscina
modificados con CPP y enzimas MMP2
(48 h)

3.8+0.8
Co-incubacién con adriamicina y dioscina
(48 h) Wang et
34+0.8 MTT al., 2013
Co-incubacién con adriamicina y dioscina
+ ADR (48 h)
424126
Co-incubacién con adriamicina y dioscina
(48 h) Wang et
24+0.1 MTT al., 2013
Co-incubacién con adriamicina y dioscina
+ adriamicina (48 h)

K562

Leucemia

K562/ADR

6.51+0.4
Dioscina (24-48 h)
1.5+0.1
Co-incubacién con adriamicina y dioscina MTT Wang et
(24 h) al., 2016
04+0.1
Co-incubacién con adriamicina y dioscina
+ ADR (24 h)
7.3+0.2
Dioscina (24-48 h)
34.7+1.1
Co-incubacién con adriamicina y dioscina Wang et
Mama | MICF7/ADR (24 h) MTT al., 2016
0.710.1
Co-incubacidn con adriamicina y dioscina
+ ADR (24 h)
15.40 £ 3.56
Dioscina (24 h) Zhao et
3.37+1.33 MTT al., 2017
Micelas con dioscina (24 h)
1.38
Dioscina (48 h)
4T1 6.43 CCK-8
Dioscina con nanofibras de colesterol
(48 h)

MCF-7

MCF-7

Wang et
al., 2022

4,72 +1.01
Ovario A2780s Dioscina (24 h) MTT
2.78 £0.52

Zhao et
al.,, 2017
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| | ‘ Micelas con dioscina (24 h) \

6.3 Accion de la dioscina en modelos In Vivo

Los investigadores emplearon ratas o ratones, a los cuales se les administraron
dosis terapéuticas que van desde los 0.56 mg/kg/dia hasta los 125.14 mg/kg/dia. El
tiempo total de administracion de las dosis terapéuticas de la dioscina oscil6 entre
los 4 y 50 dias de tratamiento. Por lo que, al calcularse medidas de tendencia central
sobre estos datos, se obtuvo que el valor de la mediana de las dosis terapéuticas
es de 12.43 mg/kg. En el caso del tiempo total de tratamiento, se obtiene una media
14.32 dias. En comparacion con otros tipos de administracion, la inyeccion en el
peritoneo fue la via de administracidon mas utilizada en los estudios, seguida de la
oral.

Valor minimo ,V_alor Mediana de | NUumero Media de ,
; maximo de . : NUmero
de dosis dosi dosis de tiempo de de d
terapéutica 0SIS. terapéuticas datos tratamiento e datos
terapéutica
0.56 125.14 .
malkg/dia ma/kg/dia 12.43 mg/kg 61 14.32 dias 31

Desafortunadamente, la mayoria de las investigaciones no fueron consistentes con
el reporte de métricas como las tasas de inhibiciobn tumoral (porcentaje de
disminucién del volumen o del peso del tumor), por lo que la escasez de datos no
permitié obtener medidas de tendencia central para evaluar la efectividad In Vivo de
la dioscina. EI mismo caso se presenta con respecto a la falta de registros acerca
de los posibles dafios que pueda ejercer la dioscina en los érganos de los modelos
experimentales.

Lv y colaboradores administraron oralmente 30 mg/kg de dioscina diariamente
durante 50 dias a ratas macho Sprague-Dawley inoculadas con células C6 de
glioblastoma. Reportaron sus hallazgos como porcentajes de inhibicién del peso en
los dias 15, 20 y 25 con valores de 25.12%, 36% y 60.05% respectivamente. El
tiempo promedio de supervivencia de las ratas en el grupo tratado con el compuesto
fue de 49.97 dias en comparacion con los 31.5 dias del grupo control. No reportaron
ningun efecto adverso sobre los animales (Lv et al., 2013).

Kou y colegas inocularon ratones hembra de la cepa C57BL/6 con células de
melanoma B16. Establecieron ensayos de metastasis experimental donde
inocularon células tumorales via intravenosa y ensayos de metastasis espontanea
donde inocularon células via subcutanea en los animales. Administraron dosis
terapéuticas de 30 y 60 mg/kg por via oral durante 18 dias seguidos y evaluaron el
porcentaje de inhibicién en el nUmero de nédulos metastasicos. En los ensayos de
metastasis experimental las dosis de 30 y 60 mg/kg redujeron dramaticamente el
namero de nédulos metastasicos con porcentajes de 36.36 + 2.02% y 70.13 +
1.67%, respectivamente. En los ensayos de metastasis espontanea obtuvieron un
porcentaje de inhibicion de 34.62 + 3.02% y 60.88 + 1.67% para las dosis de 30 y
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60 mg/kg, respectivamente. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 1,000
mm?3 estos se removieron y continuaron administrando dioscina por otros 30 dias.
Al final del experimento, se colectaron tejidos pulmonares y muestras de sangre
para sus analisis. No se reportd toxicidad para ninguna de las dosis terapéuticas
empleadas (Kou et al., 2017).

Xiao y coautores emplearon ratones macho y hembra C57BL/6J inoculados
subcutaneamente con células B16. Administraron intraperitonealmente 100 mg/kg
de GCV (Ganciclovir), 50 mg/kg de dioscina y 50 mg/kg de dioscina combinada con
GCV durante 14 dias consecutivos. Registraron tasas de inhibicion tumoral en
términos de volumen y peso de los tumores extraidos de los ratones. EI GCV indujo
una inhibicién del 33.00% en el volumen del tumor y 37.46% para el peso. La dosis
de dioscina indujo una inhibicion en el volumen de 47.03% y de 39.24% en el peso;
por otra parte, la dosis de dioscina combinada con GCV indujo tasas de inhibicion
de volumen y peso de 69.95% y 58.70%, respectivamente. No se reportaron efectos
adversos para ninguna de las formulaciones (Xiao et al., 2017).

Liu y colaboradores inocularon células B16F10 en ratones macho de la cepa
C57/BL6. Administraron diariamente 5y 10 mg/kg de farmaco por via intraperitoneal
en un periodo de 14 dias. Reportaron que, durante el tratamiento, la dioscina
disminuyo significativamente el volumen tumoral desde el dia 6. Después de 14 dias
de tratamiento, el promedio del volumen y peso tumorales del grupo tratado con 5
mg/kg de dioscina fue de 26.3% Y, respectivamente; por otro lado, el promedio del
volumen y peso tumorales del grupo tratado con 10 mg/kg fue de 16.1% y 17.8%
respectivamente, esto en comparacion con el grupo control. Los autores reportaron
algunos efectos adversos en los grupos administrados con altas dosis de dioscina:
reduccion en actividades motoras, pérdida significativa de peso y ligero dafio en las
mucosas del tracto gastrointestinal segun las necropsias (Liu et al., 2022).

Liu y colegas inocularon subcutaneamente células 143B en ratones hembra
desnudos, no especificaron la cepa. Administraron diariamente 60 mg/kg de
dioscina y 6 mg/kg de ADM (Adriamicina) via oral durante 23 dias. La adriamicina
fue empleada como control positivo. Reportaron sus hallazgos como el promedio
del volumen tumoral en milimetros clbicos (mm?3) para los grupos control, dioscina
y ADM. Al emplearse la formula anteriormente mencionada en la metodologia, se
obtuvieron las tasas de inhibicion del volumen (60.26%) y peso (66.14%) del tumor
para los grupos tratados con ADM. En contraste, la dioscina tuvo mayores efectos
inhibitorios sobre estos dos aspectos, obteniéndose tasas de inhibicion de 73.06%
en el volumen tumoral y 78.30% en el peso. Los autores sefialaron que la dioscina
podria ser un tratamiento mas efectivo que la adriamicina para tratar
osteosarcomas; no reportaron ningun efecto adverso sobre la salud de los animales
(Liu et al., 2018).

Shuli y coautores realizaron ensayos de xenoinjerto con células LA795 en ratones
macho y hembra de la cepa T739. Se les administr6 una mezcla de polifilina D,
formosanina C, dioscina, pars H, PRRG y paris VIl en una concentracion de 44
mg/kg/10ml por via oral y a otro grupo se le administro ciclofosfamida (CTX) (20
mg/kg/10 ml) por via intraperitoneal durante 14 dias consecutivos. Reportaron una
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tasa de inhibicion del peso del tumor del 54.97% para el grupo tratado con CTX,
mientras que para el grupo tratado con la mezcla fue del 33.82%. Los investigadores
sefalaron que esta ultima no solo redujo el volumen del tumor, si no que logré
retrasar el crecimiento de las masas tumorales en comparacion con el grupo control.
La administracion de la mezcla no tuvo efectos sobre el peso del bazo de los ratones
T739, mientras que el tratamiento con CTX parecio ejercer cierto dafio a este 6rgano
(Shuli et al., 2011).

Zhang y colaboradores inocularon ratones desnudos con células Bel-7402 no
especificaron la cepa de los ratones. Administraron dioscina en dosis de 6, 12y 24
mg/kg al dia por via intraperitoneal durante 10 dias seguidos. La dosis de 6 mg/kg
reporté una tasa de inhibicion tumoral en términos tanto de volumen y peso del
49.51%, para la dosis de 12 mg/kg fue de 79.50% y para 24 mg/kg fue de 86.68%.
Los autores no reportaron ningun dafio sobre los animales de investigacién (Zhang
et al., 2016).

Wang y colegas realizaron ensayos de xenoinjerto con células H22 en ratones
hembra de la cepa Kunming. Mediante la via intraperitoneal, administraron durante
7 dias consecutivos una mezcla de polifilina D, formosanina C, dioscina, diosgenina-
3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-p-D-glucopiranosido, paris saponina H, penogenina-
3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-glucopiranosido,
pariposido A y crustecdisona. Las dosis que emplearon de 0.56, 1.13 y 2.25 mg/kg
al dia indujeron tasas de inhibiciobn del peso del 18.9%, 14.9% y 42.6%,
respectivamente. Los autores evaluaron la toxicidad de las muestras y obtuvieron
las siguientes tasas de inhibicion para la dosis mas alta de las saponinas totales:
26.0% en el peso total, 17.3% en el peso del higado y 80.3% en el peso del timo.
Para el rifidn y el bazo no hubo efectos inhibitorios evidentes para las demés dosis,
en contraste, la dosis alta increment6 el coeficiente del rifidbn en 12% y la dosis
media increment6 el coeficiente del bazo en 36.6%. Mientras tanto, las tasas de
inhibicion del cisplatino para el peso total, el peso del higado, el peso del bazo y
timo fueron de 23.9%, 16.4%, 59.4% y 53.7%, respectivamente. Sugirieron que
estos resultados indican que las saponinas totales tuvieron un efecto inhibitorio mas
débil en el bazo de los ratones, mientras que su efecto fue mas potente en los timos
en comparacion con el cisplatino mediante administracion intraperitoneal (Wang et
al., 2018).

Mao y coautores utilizaron ratones BALB/c macho como modelo de xenoinjerto con
células HepG2 y SMMC7721, el compuesto 5-FU fue el control positivo.
Administraron via oral dosis terapéuticas de dioscina de 20, 40 y 80 mg/kg al dia en
un periodo de 27 dias consecutivos. Los volumenes en el grupo tratado con la dosis
mas alta de dioscina y el grupo tratado con 5-FU fueron disminuidos al 75.1% y
36.3% en los ratones trasplantados con células SMMC7721 y disminuy6 70.3% y
35.0% en los ratones trasplantados con células HepG2, respectivamente. El peso
de los tumores también disminuyo significativamente. Aungque no reportaron efectos
adversos de los tratamientos sobre los modelos de xenoinjerto, los pesos totales de
las ratas a las que se les indujo cancer de higado mediante el compuesto DEN
fueron mas bajos que aquellas en el grupo control. Sin embargo, la dioscina previno
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significativamente la disminucién en los pesos totales desde la semana 12 a la 18,
en comparacion con el grupo control (Mao et al., 2019).

Tong y colaboradores inocularon células C26 en ratones macho de la cepa BALB/c.
Al alcanzar los 100 mm3 de volumen se les administr6 dioscina una vez al dia en
un periodo de 3 semanas. La administracion oral de las dosis de 30 y 60 mg/kg
resultod en la reduccion del crecimiento tumoral en un 47% y 57%, respectivamente,
en comparacion con el grupo control. No reportaron efectos adversos sobre el
comportamiento, peso corporal total, pelaje, higado ni en otros 6rganos de los
animales (Tong et al., 2014).

Wang y colegas realizaron ensayos con células 4T1 en ratones hembra de la cepa
BALB/c. Los trataron con dosis de 5 y 10 mg/kg de nanofibras pegiladas de dioscina
(Dio NFs/PEG) cada dos dias via intravenosa en un periodo de 11 dias a través de
la vena de la cola. Mencionaron que, en experimentos preliminares, encontraron la
solucion de 2 mg/kg de dioscina como causa de extrema irritacion o ulceracion de
la cola y alta letalidad en los ratones después de solo dos inyecciones. Para el dia
11, el volumen promedio de la masa tumoral del grupo tratado con 10 mg/kg fue de
434.2 mm3, que es significativamente menor al promedio 1172.5 mm3 del grupo
control negativo. Al utilizarse la ecuacion anteriormente mencionada para obtener
tasas de inhibicion, se obtuvo un valor de 63% de inhibicion del volumen del tumor.
Mencionan que, el peso final del tumor fue consistente con los resultados del
volumen, de los cuales la dosis alta y baja indujeron tasas de inhibicién de 39% y
61%, respectivamente. Concluyen que las nanofibras pegiladas de dioscina no
provocaron irritacidbn en comparacion con la dioscina libre (Wang et al., 2022).
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Tabla 6. Accidn de ladioscina en modelos In Vivo

Accion de la dioscina en modelos In Vivo
. T _n . . Dosi " : .
T||')o de inea Caracteristicas del Tipo y t'lempc.)’de osis terapéutica (%) de Inhibicion tumoral Slgr'io_s de Autor
Cancer Celular modelo administracion (mg/kg) toxicidad
Inhibicion del peso
25.12%
(dia 15)
Glioblastoma C6 Sprague-Dawley Orall 30 al dia 36% Ninguno Lvetal,
Ratas macho (50 dias) (dia 20) 2013
60.05%
(dia 25)
NCr nu/nu ‘ 6.20 al dia Ligero .
Ratones hembra Intraperitoneal , . o decremento e Mi et
Mel2 .. , 12.43 al dia Sin especificar .
atimicos (4 dias) 24.77 al dia incremento de | al.,, 2002
(Edad 5-6 semanas) ' peso total
*Inhibicion en el nimero de
C57BL/6 (1;):;;5) 30 al dia ndédulos metastzzsicos
B16 Ratones hembra *Ensavo de 36.36 £ 2.02% Nineuno Kou et
(Edad 6-8 ayod & al, 2017
metastasis
semanas) . , 0
experimental 60 al dia 70.13+1.67%
Melanoma
*Inhibicion en el nimero de
C57BL/6 (1;3;?;5) 30 al dia ndédulos metastasicos
B16 Ratones hembra *Ensavo de 34.62 +3.02% Nineuno Kou et
(Edad 6-8 ayo ¢ & al,, 2017
metastasis
semanas) espontanea 60 al dia 60.88 + 1.67%
Inhibicion
0,
y (14 dias) 39.24% (Peso) g al., 2017
hembra
50 al dia 69.95% (Volumen)
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*Mezcla de GCV y 58.70% (Peso)
dioscina
*Sdlo especifican los
, promedios .
5al dia 26.3% (Volumen) Ninguno
29.4% (Peso)
C57/BL6 Reduccion de
B16F10 Ratones macho Intraperitoneal actividades Liu et
(14 dias) motoras al., 2022
(Edad 6 semanas) Pérdida de peso
10 al dia 16.1% (Volumen) significativa
17.8% (Peso) . 8 o
Ligero dafio en
las mucosas del
tracto
gastrointestinal
NCr nu/nu ‘ 6.20 al dia Ligero .
. Ratones hembra Intraperitoneal , . o decremento e Mi et
Linfoma P-388 .. , 12.43 al dia Sin especificar .
atimicos (4 dias) 24.77 al dia incremento de | al.,, 2002
(Edad 5-6 semanas) ) peso total
Ratones desnudos Inhibicion .
Oral , . Liu et
143B hembra (23 dias) 60 al dia 73.06% (Volumen) Ninguno al. 2018
(Edad 4 semanas) 78.30 (Peso) v
Osteosarcoma
BALB/c R
MNNG/ h/ecmsrtaones Peritumoral 12 cada 3 dias Sin especificar Ninguno Ding et
HOS (15 dias) 24 cada 3 dias P & al,, 2020
(Edad 4-5 semanas)
NCr nu/nu ' 6.20 al dia Ligero .
Ratones hembra Intraperitoneal , . . decremento e Mi et
Lul .. , 12.43 al dia Sin especificar .
atimicos (4 dias) 24.77 al dia incremento de | al.,, 2002
(Edad 5-6 semanas) ) peso total
Oral
Pulmé
uimon 735 (14 dias)
*Mezcla de polifilina 44 mg/kg/10 mL Inhibicién del peso . Shuli et
LA795 Rato;:_:nn;facho y D, formosanina C, al dia 33.82% Ninguno al., 2011
dioscina, pars H, PRRG
y paris VI

28



BALB/c Intravenosa , . . . Wang et
A549 Ratones macho (12 dias) 8 cada 2 dias Sin especificar Ninguno al., 2019
3LL Rat(():r?ZSIr-rfgcho Oral 303l dia Sin especificar Ninguno Cui et
(Edad 6-8 semanas) (17 dias) 60 al dia al., 2020
C578L/6 Intraperitoneal Cui et
3LL Ratones macho (2p2 dias) 60 al dia Sin especificar Ninguno al. 2020
(Edad 6-8 semanas) v
Intraperitoneal
C57BL/6 (24 d|as.) . 10 al dia . - . Cui et
3LL Ratones macho *Mezcla de dioscina , Sin especificar Ninguno
. 5 cada 4 dias al., 2020
(Edad 6-8 semanas) con liposomas de
clodronato
Intravenosa
(4 dias)
BALB K
A549 /e *Mezcla de 7.5 mg/kg 7.9 al dia Sin especificar Ninguno ong et
Ratones L al., 2020
de dioscinay 0.4
mg/kg vinorelbina
NCl- RatoE:sLi/ecmbra Oral 80 al dia Sin especificar Ninguno Yaoet
H520 (12 dias) P & al., 2020
(Edad 3-4 semanas)
Pancreas AsPC-1 BALB/c Ratones Oral 40 al dia Sin especificar Nineuno Sietal,
PANC-1 | (Edad 4-6 semanas) (26 dias) 80 al dia P g 2017
Ratones
q . Macho , 5 cada 2 dias . . . Song et
Vesicula Biliar NOZ desnudos (25 dias) 10 cada 2 dias Sin especificar Ninguno al, 2017
(Edad 4-6 semanas)
Tasas de inhibicion general
6 al dia (Volumen y peso)
, Bel- Intraperitoneal 49.51% . Zhang et
Higado 2402 Ratones desnudos (10 dias) Ninguno al, 2016
12 al dia 79.50%
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24 al dia

86.68%

Intraperitoneal
(7 dias)

Inhibicién del peso

26% pérdida de

*Mezcla de polifilina 0.56 al dia . peso total
D, formosanina C, 18.9%
dioscina, 17.3% pérdida
diosgenina-3-0-a-L- de peso del
ramnopiranosil-(1->2)- higado
. B-D-glucopiranosido,
Kunming . . 1.13 al dia 14.9% o érdi Wang et
H22 Ratones hembra paris saponina 80% perdld.a de al, 2018
H, peso del timo
penogenina-3-0-a-L-
ramnopiranosil-(1->2)- 12% aumento de
[a-L-ramnopiranosil- peso del rifién
(1->4)]1-B-D-glu , o
copiranosido, 2.25al dia 42.6% 36.6% aumento
pariposido Ay de peso del bazo
crustecdisona
20 al dia Inhibicién t_i_el volumen
HepG2 BALBn/:;cRP?:)ones Oral 40 al dia -- Ninguno Mao et
(Edad 4 semanas) (27 dias) al., 2019
80 al dia 70.3%
SMMC7 BALBr{](;(F:{s;ones Oral 80 al dia Inhibicién del volumen Ninguno Mao et
1 0,
721 (Edad 4 semanas) (27 dias) 75.1% al., 2019
30 al dia Inhibicién del crecimiento
BALB/c Ratones Oral 47% - Tong et
C26 macho , Ninguno
(Edad 4-6 semanas) (21 dias) al., 2014
60 al dia 57%
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NCr nu/nu ‘ 6.20 al dia Ligero .
Ratones hembra Intraperitoneal , . o decremento e Mi et
MCF-7 . , 12.43 al dia Sin especificar .
atimicos (4 dias) 24.77 al dia incremento de | al.,, 2002
(Edad 5-6 semanas) ) peso total
BALB/c Ratones Intravenosa Irritacion Wang et
471 hembra (11 dias) 2 cada 2 dias Sin especificar Ulceras al 2322
(Edad 7-8 semanas) Alta letalidad v
Mama
, Inhibicion del peso
2
Intravenosa ?cada 2 s 39%
BALB/c Ratones ,
(11 dias) — . Wang et
4T1 hembra N . . Inhibicién del Volumen Ninguno
Nanofibras pegiladas al., 2022
(Edad 7-8 semanas) . 63%
de dioscina ,
10 cada 2 dias
Inhibicién del Peso
61%
NCr nu/nu ‘ 6.20 al dia Ligero .
Ratones hembra Intraperitoneal , . - decremento e Mi et
KB .. , 12.43 al dia Sin especificar .
atimicos (4 dias) , incremento de | al., 2002
24.77 al dia
.. (Edad 5-6 semanas) peso total
Cérvix
NCr nu/nu
Ratones hembra Intraperitoneal 49.97 al dia . - . Mi et
KB atimicos (4 dias) 125.14 al dia Sin especificar Alta letalidad al., 2002
(Edad 5-6 semanas)
Ratgﬁtre:%arr]:bra Intraperitoneal 6.20 al dia decrl-(f:;to e Mi et
Ovario SW626 . b , 12.43 al dia Sin especificar .
atimicos (4 dias) , incremento de | al., 2002
24.77 al dia
(Edad 5-6 semanas) peso total
NCr nu/nu ‘ 6.20 al dia Ligero '
, Ratones hembra Intraperitoneal , . - decremento e Mi et
Préstata LNCaP e , 12.43 al dia Sin especificar .
atimicos (4 dias) , incremento de | al.,, 2002
24.77 al dia
(Edad 5-6 semanas) peso total
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6.4 Accion de la dioscina sobre el ciclo celular

En practicamente todas las investigaciones, se describe una influencia de este
compuesto sobre el ciclo celular de manera dosis y tiempo dependiente. Es decir,
el efecto antitumoral de la dioscina fue mayor conforme aumentaron la
concentracion y el tiempo de estimulacion. De este modo, la Tabla 7 se enfocé en
ilustrar las dosis de dioscina empleadas, las técnicas y tinciones con las que se
obtuvieron los resultados y finalmente, los cambios registrados en el ciclo celular
segun cada tipo de cancer.

Se obtuvieron datos a partir de ensayos de citometria de flujo con células de
glioblastoma, cancer oral, cancer de laringe, eséfago, pulmoén, leucemia,
osteosarcoma, estbmago, higado, colorrectal y rifién desde el afio 2002 hasta el
afio 2021. Los autores reportaron sus hallazgos como el porcentaje de incremento
o decremento de poblaciones celulares segun la fase celular. En la mayoria de las
investigaciones, determinaron la fase en la que ocurrié la detencion del ciclo celular,
en otros articulos sélo mencionaron brevemente si hubo cambios o no en la
poblacion celular de la fase que denominaron sub-G1, sin especificar porcentajes.

Se describieron detenciones del ciclo celular en las fases GO/G1, G1/S, Sy G2/M,
de las cuales predomind la ultima como resultado de los tratamientos con dioscina.
Los ensayos In Vitro se realizaron con concentraciones desde 0.5 uM a 287.67 uM
en un periodo de 6 a 72 horas. Cabe destacar que, en todos los casos los efectos
sobre el ciclo celular se hicieron més significativos conforme aumentaba la dosis de
dioscina.
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Tabla 7. Accion de la dioscina sobre el ciclo celular del cancer

Accién de la dioscina sobre el ciclo celular del cancer

Dioscina Tincién
Tipo de cancer Linea , (P37 emp_leada en Datos sobre ciclo celular
celular tiempo de la citometria
exposicion de flujo
Decremento de células en fase GO/G1
1.44
. 2.88 Pl Incremento de células en fase S Detencion
Glioblastoma C6 5 75 RNasa A en fase S Lv et al., 2013
(24-72 h) Incremento de células en fase sub-G1
(% sin especificar)
11.51
23.01 P
34.52 : Sin cambios significativos en fase sub-G1y fase S Chien et al.,
HSC-3 46.03 RNasa libre (% sin especificar) 2012
de DNasa
57.53
(24 h)
Oral Decremento de células en fase G2/M
5.663+0.350% con 0.5 uyM
0.5 1.816+0.304% con 1 pM
1 Pl 0.5667+0.173% con 2 uM Tian et al.,
SCC15 2 RNasa 2021
(24 h) Incremento de células en fase GO/G1
69.740+1.3960% con 1 uM
74.20020.305% con 2 uM
1.44 Decremento de células en fase G0/G1
- 0, 0,
Laringe HEp-2 2.88 Pl 61.38% a 35.43% Detencion Sietal. 2016
9 TU212 5.75 RNasa A . en fase S .
(24 h) Incremento de células en fase S
30.62% a 59.77%

33



Esofago

Decremento de células en fase S
(46.53% Control)

Of’ (31.23% Dioscina)
2.5 ,
Kyse510 5 Sin Decremen(ti)ldgot(:)zlLgiitfgl)fase G2M Detencion Wang et al.,
12 especificar (8.79% Dioscina) en fase G1/S 2012
1220h Incremento de células en fase G0O/G1
( ) (42.27% Control)
(54.38% Dioscina)
Decremento de células en fase S
05 (46.53% Control)
i (19.32% Dioscina)
2.5 ,
5 Sin Decremento de células en fase G2/M Detencién Wang et al.,
Kyse510 10 ificar (11.20% Control) en fase G1/S 2012
15 especit (4.64% Dioscina)
Zioh Incremento de células en fase G0O/G1
( ) (42.27% Control)
(70.05% Dioscina)
Decremento de células en fase S
05 (46.53% Control)
i (12.11% Dioscina)
2.5 ,
. Decremento de células en fase G2/M .,
Kyse510 ; Sin (11.20% Control) Dl?tenc(l?-olr}s Wagg o al.,
ig especificar (3.96% Dioscina) en fase
20 ,
(48 h) Incremento de células en fase GO/G1

(42.27% Control)
(75.83% Dioscina)
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1.25

AB49 25 P Incremento de células en fase sub-G1 Hsieh et al.
H1299 5 (% sin especificar) 2013
(24 h)
Decremento de células en fase G1
(86.79% Control)
0 i
5.75 (68.59% Dioscina) Detencion Wei et al.,
A549 Pl
(48 h) . en fase S 2013
Incremento de células en fase S
(11.57 £ 1.09% Control)
(25.60 + 3.21% Dioscina)
Decremento de células en fase G1
Pulmén (68.17% Control)
Or i
5.75 (58.07% Dioscina) Detencion Wei et al.,
NCI-H446 Pl
(48 h) . en fase S 2013
Incremento de células en fase S
(26.21 * 3.32% Control)
(33.93 + 3.5% Dioscina)
Decremento de células en fase G1
(69.49% Control)
o e
5.75 (50.15% Dioscina) Detencion Wei et al.,
NCI-H460 Pl
(48 h) . en fase S 2013
Incremento de células en fase S
(24.5 £ 2.45% Control)
(45.84 £ 2.56% Dioscina)
Decremento de células en fase G2/M e
incremento de células en fase sub-G1 Detencion
: 10 RNasa A (En el periodo de 36 a 96 h) Liu et al.,
Leucemia K562 en fase
(24-96 h) Pl G2/M 2004

Incremento de células en fase G2/M
(En el periodo de 24 h)
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0.32

0.63
HL-60 1.25 P Incremento de células en fase sub-G1 Chan et al.,
2.5 (% sin especificar) 2018
5
(24 h)
Decremento de células en fase S
(50.43% Control)
(36.18% Dioscina) Detencion .
U20S (2245h) PI en fase "“égig"’
Incremento de células en fase G2 G2/M
(13.36% Control)
(25.43% Dioscina)
Decremento de células en fase S
(35.79% Control)
Osteosarcoma o5 (23.11% Dioscina) Detencién Li
. iu et al.,
143B (24 h) Pl en fase 2018
Incremento de células en fase G2 G2/M
(11.01% Control)
(21.53% Dioscina)
2
MNNG/HOS 2.5 Decremento de células en fase GO/G1ly | Detencion Ding et al
MG63 4 Annexin V/PI S en fase 5020 "
u20s 5 (% sin especificar) G2/M
(24 h)
Incremento de células en fase G2/M
1151 Pl 24.48% + 1.62% Detencidén Gao et al
Estémago SGC-7901 (24 h) NP-40 en la fase 2011 N
RNasa A Decremento de células en fase G1 G2/M

43.58% *+ 1.79%
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Incremento de células en fase G2/M
Pl 33.00% + 3.16% Detencion
SGC-7901 ?27455 NP-40 en la fase Gagoeltla"'
RNasa A Decremento de células en fase G1 G2/M
49.58% + 1.79%
P Incremento de células en fase G2/M Detencién
0 0,
SGC-7901 287.67 NP-40 38.32% i 3.90% en la fase Gao et al.,
(24 h) RNasa A Decremento de células en fase G1 G2/M 2011
45.58% + 1.79%,
3 Incremento de células en fase G2/M Detencion
. 6 (23.20% para 3 uM) Zhang et al.,
Higado HepG2 9 Pl (24.51% para 6 M) enéz;/f'\e/llse 2018
(24 h) (29.77% para 9 uM)
Decremento de células en fase G1
(% sin especificar)
HT-29 (22 h) RNPaIsa Incremento de células en fase sub-G1 Yur;oelzt)al.,
(2.0% 0 h)
(94.0% 24 h)
Colorrectal Fase GO/G1
Decremento de 64.32% a 12%
LCT116 5.75 PI Fase S Detension | Chenetal.,
(48 h) RNasa Decremento de 28.45% a 15.01% G2/M 2014

Fase G2/M
Incremento de 7.23% a 72.99%
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1.15

3.45
5.75
RifiGN Caki 8.05 Pl Incremento de_ células en fase sub-G1 Kim et al.,
9.78 RNasa (% sin especificar) 2012
11.51
23.01
(24 h)
MDA-MB- 1.15
231 2.30 Pl Incremento de células en fase sub-G1 Kim et al.,
MDA-MB- 4.60 RNasa (% sin especificar) 2014
453 9.21
TA7D (12 h)
2.5
Mama MDA-MB- 5 Pl Detencion en fase G2/M Chae et al.,
231 10 RNasa A (% sin especificar) 2021
(24 h)
2.5
MCE-7 5 Pl Detencion en fase GO/G1 Chae et al.,
10 RNasa A (% sin especificar) 2021
(24 h)
Cérvix Hela 5 Pl Incremento de_ células en fase sub-G1 Caietal.,
(6-48 h) RNasa A (% sin especificar) 2002
Incremento de células en fase G0O/G1
1 (48.47% Control)
5 (49.55% 1 uM) Detencion
Endometrio Ishikawa 3 Pl (51.25% 2 pM) en fase Lietal., 2021
(12-24 h) (56.51% 3 uM) GO0/G1

Decremento de células en fase Sy G2/M
(% sin especificar)
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6.5 Accidn de la dioscina sobre la regulacion de proteinas en el cancer

La tabla siguiente describe los resultados obtenidos con respecto al estado de
sobreexpresidon o subexpresién de determinadas proteinas evaluadas en células
tumorales durante los tratamientos con dioscina. Las investigaciones consideraron medir
la expresion de proteinas como las caspasas, proteinas de la familia Bcl-2, familia TNF,
familia TGF-b, familia Snail, ciclinas, metaloproteinasas, MAP cinasas, cadherinas,
citocromo C, citocinas, polimerasas, vimentinas, proteinas supresoras de tumores,
proteinas reguladoras de la autofagia y proteinas de resistencia a multidrogas.

En la mayoria de los casos se empled la técnica de Western Blot, sin embargo, en
algunos articulos cientificos también se considerd evaluar la expresion de proteinas a
nivel de mRNA mediante técnicas de gRT-PCR. Emplearon concentraciones de dioscina
desde 0.5 uM hasta 287.67 UM, en un periodo de 1 a 72 h en los ensayos In Vitro. En
total, se contd con 417 registros sobre las proteinas evaluadas en lineas celulares de
cancer tratadas con dioscina que datan del afio 2004 hasta el 2022 (ver Tabla 8).
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Tabla 8. La dioscina altera el estado de regulacion de diversas proteinas en el cancer.

Bak
Bax
Bid
c-PARP
p53
Cas-3
Cas-9

CDK2
CyclinA
DNA Topo |
Bcl-2
Bcl-xI

Lv et al., 2013

TIMP-2

MMP-2
MMP-9

Chin et al., 2012

p-LATS (Ser909)
p-MST
p-YAP (Ser397)
Bax
RASSF1A

YAP
CyclinD1
Bcl-2

Tian et al., 2021

1.44 Western Blot
) 2.88 SDS-PAGE
Clieslasia e C6 5.75 Kits de actividad de
(24-72 h) Cas-3y-9
11.51
23.01
34.52 Western Blot
HSC-3 46.03 Zimografia
57.53
(24 h)
Oral
0.5
1 Western Blot
SCC15 2 SDS-PAGE
(24 h)
1.44
. HEp-2 Western Blot
LS TU212 g'gg SDS-PAGE

p53
p-JNK
p-p38

Sietal., 2016
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(24 h)

Bax
c-Cas-3
c-Cas-9

CytoC

Eso6fago

Kyse510

5.4
(12-24 h)

Western Blot

CDK2
CyclinA
MMP-2
MMP-9

p-ERK1/2
Bcl-2

c-Cas-3
c-Cas-9
CytoC
Bax

Pulmén

A549
H1299

1.25
2.5

(24 h)

Western Blot

Bcl-2

Wang et al., 2012

LC3-II
Beclin-1
ERK1/2
JNK1/2

A549
NCI-H460
NCI-H446

2.88
5.75
11.51
(48 h)

Western Blot
SDS-PAGE
Kit de ensayo de
Caspasas

Bcl-2
PI3K
p-AKT
p-mTOR

Hsieh et al., 2013

Positivo

Cas-3
Cas-9
Bax
Bak
Bid

A549

2.5

(2h)

Western Blot
gRT-PCR

Bcl-2
Bcl-xl

Wei et al., 2013

Positivo

E-cadherin

N-cadherin
SNAI2

Lim et al., 2017
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CL97
H1975
H1650

PCI9GR

[ERN

(5h)

Western Blot
SDS-PAGE

Vimentin
Smad?2
TGF-b

TGFbR1
SNAIL
MMP-2
MMP-9

p-Smad2

p-p38

Positivo

c-Cas-3
p53

A549
H1299

(24 h)

Western Blot
SDS-PAGE

SHP2
p-AKT
p-ERK

Wang et al., 2018

Positivo

E-cadherin
claudin-1
Z0-1

SK-MES-1
NCI-H520

1.25
2.5

(48 h)

Western Blot
SDS-PAGE

N-cadherin
Vimentin
MMP-9
b-catenin
ZEB1
SLUG
SNAIL
p-AKT
p-mTOR
p-GSK3b

Mao et al., 2020

Positivo

E-cadherin
c-Cas-3
c-PARP

Bax
p-p38
p-HSP27

N-cadherin
Vimentin
Bcl-2

Yao et al., 2020
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1.44 Positivo Cas-3
2.88 Western Blot :
MMP-2
A549 1151 SDS-PAGE CAKT Xi et al., 2022
(24-72 h) PCNA
0.86 Cas-3
1.73 Western Blot MMP-2 :
PC-9 3.45 SDS-PAGE 0-AKT Xi et al., 2022
(24-72 h) PCNA
Ensayos
5 colorimétricos y " Cas-3 .
HL-60 (48 h) fluorescentes de Positivo Cas-9 Liu et al., 2004
caspasa ApoAlert®
76 Positivo p53
HL-60 (6- 4'8 h) Western Blot Pro-Cas-3 Wang et al., 2006
Bcl-2
FasL
7.6 Western Blot Positivo FADD
HL-60 (3-24 h) Electroforesis 2-DE Cas-8 Wang etal., 2007
Bid
0.1
0.2 Western Blot MDR1
L eucemia K562/ADR 03 SDS-PAGE o-IkB-a Wang et al., 2013
(0-48 h)
c-Cas-7
c-Cas-8
HL-60 (3_72';3 h) Western Blot Positivo C(i-CCais-’-lgO Wang et al., 2014
p-p38
p-JNK
Kit de arreglo de Fas
anticuerpos para FasL
5 apoptosis humana Cas-3
HL-60 (24 h) Western Blot Positivo Cas-8 Chan et al., 2018
2-DGE Cas-9
Western Blot p21
SDS-PAGE p27
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Bax

Bad
Bid
CytoC
TNF-a
TNF-b
clAP-2
TRAIL
NFkB
HSP27
Bcl-2
Raw264.7 ey Western Blot P-STATS3 Cui et al., 2020
(48 h) SDS-PAGE p-JNK
Positivo c-PARP
Bcl-2
01'62255 Bcl-xl
' B-catenin -
U20S 255 Western Blot 0-AKT (Sera73) Liu et al., 2018
-GSK-3a (Ser21)
24-48 h Y
( 8 p-GSK-3b (Ser9)
GSK-a
KSK-B
0.3125 POSitivo c-PARP
Osteosarcoma 0.625 p21
143B 1.25 Western Blot Bcl-2 Liu et al., 2018
2.5 Bcl-xI
(24-48 h) B-catenin
5 " c-PARP
U20S (24 h) Western Blot Positivo Cas-3 Hwang et al., 2019
2 p53
MNNG/HOS 2.5 p21
MG63 4 Inmmi?’ltf(;?eggncia Positivo p-cdc2 Ding et al., 2020
U20S 5 p-ATM
(24 h) Bax
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CytoC
Cas-3

Gao et al., 2011

Fas
FasL
FADD
TNF-a
TRAF-1
Bax
Bak
CytoC
Cas-3
Cas-8

Bcl-2
Bid
Pro-Cas-3

Hu et al., 2013

11.51
57.53 Western Blot
SGC-7901 287.67 SDS-PAGE
(24 h)
0.75 Western Blot
1.50 SDS-PAGE
SGC-7901 3 Kit de ensayo de
(48 h) caspasa 3y 8
2.30 Western Blot
HepG2/ADR [ 54 'p) SDS-PAGE
1.25
2.5
Huh7 5 Western Blot
(24 h)

P-glycoprotein

Sun et al., 2011

CytoC
Cas-3
Cas-9
LC3-II
Beclin-1
p-ERK1/2

Bcl-2

Hsieh et al., 2012
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TP53
Bax
Cas-3

25

5 Western Blot

Bel-7402 75 SDS-PAGE
10

(24 h)

Zhang et al., 2016
Bcl-2

Bak
Cas-3
Cas-9

FasL
TNF-R1

p53 Zhang et al., 2018

p21
Bcl-xI

CyclinB1
CDK1
CHK2
Connexin-43
Z0-1
Claudin-1
E-cadherin
N-cadherin
Vimentin
SLUG
SNAIL
MKK3
p-ERK
p-p38
p-JNK
p53
c-Cas-3
c-Cas-9
c-PARP
Bax
LC3
Beclin-1
p-AKT

Western Blot

HepG2 SDS-PAGE

o o w

(24 h)

0.5
HepG2 1 Western Blot

2 Inmunofluorescencia
(24 h)

Chen et al., 2019

1.4
SMMC7721 29 Western Blot
HepG2 5.8 SDS-PAGE

Mao et al., 2019
(24 h)

46



p-mTOR

TIGAR
10 Western Blot " LC3-II
HepG2 (1-24 h) SDS-PAGE Positivo 062 Okubo et al., 2021
3.45
5.75
Bcl-2
e . 7.48 Western Blot .
RiAGN Caki 9921 SDS-PAGE CI\é(l:_llFl)L Kim et al., 2012
11.51
(24 h)
Bax
14 Apaf-1
' Positivo c-Cas-3
, ASPC-1 2.9 Western Blot :
Pancreas PANC-1 58 SDS-PAGE c-Cas-9 Sietal., 2017
(24 h) c-PARP
AKT1
Bcl-2
Cycl
1.44 Positivo ND1
2.88 Western Blot Camk2g
HCT-116 5 75 SDS-PAGE Rhoa Chen et al., 2014
(48 h) Ccnbl
Gnaqg
c-Cas-3
;gg c-Cas-9
RKO 5'75 Western Blot Positivo c-PARP Li et al., 2018
) p-JNK
Colorrectal (24-48 h) 0-p38
HCT-116 1 Western Blot Positivo c-PARP
HT29 2 SDS-PAGE c-Cas-3 Wu et al.. 2020
DLD1 5 Kit de ensayo de Hexokinase-2 "’
SW620 (24-72 h) caspasa 3 c-myc
1 Positivo p27
HCT-116
HT29 2 P Skp2 Zhou et al., 2020
SW620 (24 h) p-AKT
HK2
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0.23
5637 1.15 Western Blot DAPK-1
Vejiga T4 258.7757 SDS-PAGE Positivo RASSE-1a Zhou et al., 2017
(48 h)
c-Cas-3
5 c-Cas-9
Positivo c-PARP
. . NOZ 4 Western Blot
Vesicula Biliar SGC996 6 SDS-PAGE Sgg Song et al., 2017
(48 h) Bcl-2
p-AKT
11.51
57.53 Western Blot " Cas-3
SKOV3 287 67 SDS-PAGE Positivo CytoC Gao et al., 2011
(24 h)
Cas-3
Ovario Cas-9
1.25 Kits de actividad de Positivo Bax
2.5 Cas-3y-9 c-PARP
SKOV3 5 Western Blot 0-p38 Guo et al., 2018
(48 h) SDS-PAGE PI3K
p-AKT
VEGFR2
1.15
MCF-7
2.30 Western Blot "
MDg;/IB- 576 SDS-PAGE Positivo GATA3 Aumsuwan et al., 2014
(24 h)
Mama 1.15
2.50 Bcl-2
MDA-MB- Western Blot )
231 4.60 SDS-PAGE clAP-1 Kim et al., 2014
9.21 Mcl-1

(9 h)
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1.15

MDA-MB- 2.30 Western Blot "
231 576 SDS-PAGE Positivo GATAS Aumsuwan et al., 2016
(72 h)
" LC3-lI
0.1 POSItVO Beclin-1
0.2 MDR1
MCF-7/ADR 0.4 Western Blot p-IkB-a Wang et al., 2016
(24-48 h) p-PI3K
p-AKT
8' é Positivo Bl_e%ﬁr_1|-|1
MCF-7 04 Western Blot 0-PI3K Wang et al., 2016
(24-48 h) p-AKT
10 " Cas-3
MDA-MB- (12 h) Western Blot POSitivo Bax Vo et al. 2020
435S *Liposoma SDS-PAGE Bcl-2 "
con dioscina
p53
Positivo p21
2.5 0-p38
MDA-MB- 5 Western Blot
231 10 SDS-PAGE cd_cZ Chae et al., 2021
(24 h) CyclinB1
p-AKT
p-mTOR
p53
Positivo p21
p-p38
MCF-7 255 Western Blot ggg Chae et al., 2021
10 SDS-PAGE . "
(24 h) CyclinD
CyclinE
p-AKT
p-mTOR
Cérvix Hela 2 Kit de deteccion de Positivo Cas-3 Cai et al., 2002
5 caspasas Cas-9
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8
(24 h)

Citometria de flujo
con FITC

HelLa
SiHa

1.44

2.88

5.75
(12-24 h)

Western Blot
SDS-PAGE

Positivo

Bcl-2

HelLa
CaSki

(24 h)

Western Blot
SDS-PAGE

Positivo

Bax
Bak
Bid
p53
Cas-3
Cas-9

Bcl-2
Bcl-xl

Zhao et al., 2016

Cas-3
Cas-8
Cas-9

Hernandez et al., 2020

Endometrio

Ishikawa

wWwnN P

(24 h)

Western Blot
SDS-PAGE

Positivo

pl6
p21
p27
Bad
Bax
Bak
PUMA
CytoC
Fas
TNF-R1
c-Cas-8

CDK2
CDK6
CHK1
CyclinA2
CyclinD1
CyclinEl
Bcl-2
Bel-xl
Apaf-1
PARP
Cas-3
Cas-8
Cas-9

Li et al., 2021
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1 Positivo c-Cas-3
2 Western Blot Bax
LNCaP 4 SDS-PAGE Bol-2 Chen et al., 2014
(24 h) Procas-3
, p-SHP1
FligsliElE Positivo Cas-3
11.51 Bad
LNCaP-C81 (24 h) Western Blot 0-ERK1/2 He et al., 2020
p-p38
p-AKT
" p-ERK1
1.5 p-CREB
B16 25 Western Blot MITF Nishina et al., 2015
SDS-PAGE .
(96 h) Tyrosinase
TRP-1
TRP-2
Positivo E-cadherin
Cx43
1 N-cadherin
B16 2 Western Blot . Kou et al., 2017
(48 h) B-cadherin
SNAIL1
Vimentin
Melanoma 0.1
0.5
Western Blot o Cx43 )
B16 14.{2 SDS-PAGE Positivo Cx26 Xiao et al., 2017
(48 h)
0.25
0.50
A375 Western Blot p-Src .
B16F10 : SDS-PAGE p-STAT3 Liu etal., 2020
(12-48 h)
2.9 p-ATM
5.8 Western Blot " p53
A431 116 SDS-PAGE Positivo c-PARP Wang et al., 2021
(24 h) c-Cas-3
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c-Cas-9
Bax

MMP-2
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7. Discusion

7.1 La dioscina inhibe la viabilidad celular del cancer de manera dosis y tiempo
dependiente In Vitro

En todas las lineas celulares se reportd que la dioscina inhibe la viabilidad celular
de manera dosis-dependiente, con una mediana de 3.58 pM, es decir, a partir de
esa concentracion la dioscina fue capaz de reducir al 50% la poblacién celular
tumoral (ver Tabla 4). Sin embargo, el tratamiento resultd ser mas efectivo en ciertos
tipos de cancer. El osteosarcoma fue el tipo de cancer més sensible al tratamiento
con dioscina, seguido del melanoma y cancer de pulmén, con medianas de 1.9 uM,
2.06 uM y 2.72 pM, respectivamente; en tanto que, el cancer de cérvix, colorrectal,
mama, higado y leucemia arrojaron valores que oscilaron entre 4.4 uM y 6.1 uM de
dioscina, indicando un nivel medio de respuesta. Finalmente, el cancer de estomago
requirié una mediana de 10.04 uM de dioscina, siendo este el tipo de cAncer menos
sensible al tratamiento (ver Tabla 2 y Figura 6). Diversos autores han demostrado
gue los efectos antitumorales de la dioscina no so6lo dependen de la concentracion,
si no del tiempo. De modo que, se encontré que la dioscina es mas efectiva en dosis
altas y periodos prolongados de tratamiento (ver Tabla 3 y Figura 7).
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Figura 6. Grafica que ilustra la sensibilidad que tienen diferentes tipos de cancer
frente a los tratamientos con dioscina In Vitro.
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Efecto de la Dioscina con el tiempo
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Figura 7. Grafica que ilustra el efecto de la dioscina sobre la viabilidad celular segun
el tiempo de tratamiento In Vitro.

7.2 La dioscina mejora la actividad antitumoral de otros compuestos In Vitro

La dioscina es capaz de potenciar el efecto citotéxico de compuestos como la
epirubicina, vinorelbina y adriamicina; esto mediante la reduccién de la
concentracion necesaria para inhibir al 50% la viabilidad celular. Mas aun, al
agregarse factores como el uso de liposomas (convencionales o modificados),
micelas o nanofibras de colesterol, se consigue una mayor acumulacién de farmaco
en el tumor por el efecto denominado EPR (efecto de permeacién y retencién
aumentada) (ver Tabla 5). Asi, se sinergiza significativamente la farmacodinamia y
biodistribucién de los compuestos en cuestion, mejorando el tratamiento contra las
células cancerigenas. Cabe destacar que, los liposomas modificados demostraron
tener un mejor efecto terapéutico que las formulaciones con micelas o nanofibras
de colesterol. Algunos autores mencionan que podria ser debido a: (i) la adicién de
materiales hidrofilicos a la formulacién con dioscina prolongé la circulacién en
sangre, ya que se disminuiria la velocidad de absorcion por el sistema
reticuloendotelial, (ii) la interaccion de los péptidos modificados de la superficie
liposomal facilité el transporte de las drogas al interior de las células, (iii) la afinidad
de la dioscina por el colesterol, (iv) al emplear dosis terapéuticas menores, se
reducen los efectos secundarios adversos a largo plazo de los compuestos
mencionados.

7.3 La dioscina reduce el tamafio y volumen de los tumores malignos In Vivo

En aproximadamente la mitad de los articulos citados en la Tabla 6 se registraron
datos referentes a la inhibicion del peso y del volumen. Los autores reportaron las
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tasas de inhibicion del peso y del volumen segun el dia que midieron estos
parametros, otros reportaron el porcentaje de inhibicion de un solo parametro, otros
s6lo mencionaron el promedio del peso y del volumen de los tumores después de
los tratamientos con dioscina y otros autores reportaron “tasas de inhibicion general”
donde no especificaron si era de volumen o peso. Ademas, varios de estos estudios
fueron realizados con dosis terapéuticas provenientes de un extracto de saponinas
totales en vez de una preparacion exclusivamente de dioscina. Debido a la
variabilidad en la manera de exponer los resultados, no fue posible obtener medidas
de tendencia central referentes a las tasas de inhibicion tumoral referentes al peso
y al volumen. Sin embargo, en todas las investigaciones citadas los autores
concluyeron que existié una reduccion en el volumen y peso de los tumores tanto
en ratones como en ratas durante los tratamientos con dioscina. Los hallazgos
previos acerca del comportamiento dosis y tiempo dependiente de este compuesto
para ejercer sus efectos antitumorales durante los ensayos In Vitro fueron
consistentes en los ensayos In Vivo; los investigadores demostraron que las dosis
altas de dioscina y los periodos prolongados de tratamiento fueron mas efectivos
que las dosis bajas y periodos cortos para reducir significativamente el tamafio de
los tumores. Ademas, mencionaron que los individuos tratados con dioscina vivieron
mas dias que los del grupo control.

7.4 La dioscina puede tener efectos adversos en los tratamientos /n Vivo

En la mayoria de los estudios, no se reportaron efectos adversos sobre la salud de
los modelos experimentales. Sin embargo, algunos autores registraron cambios
significativos sobre el peso total de los animales con respecto al grupo control,
siendo mas frecuente la pérdida de peso. Se ha reportado que las saponinas
provenientes de distintas plantas reducen la eficiencia de la alimentacion y las tasas
de crecimiento en modelos animales (Savage, 2003). So6lo se encontré un registro
de afectaciones en las mucosas gastrointestinales de los sujetos experimentales.
Sin embargo, estos efectos se han observado anteriormente en otro tipo de estudios
y se le atribuye a que algunas saponinas incrementan la permeabilidad en las
células de la mucosa del intestino delgado, inhibiendo asi el transporte activo de
algunos nutrientes (Savage, 2003). Esto también podria explicar la pérdida de peso
total de los ejemplares durante los tratamientos orales. Cabe destacar que, algunos
autores reportaron cambios en el peso de 6rganos especificos. Mientras que ciertas
dosis del concentrado de saponinas totales provocaron pérdidas significativas en el
peso del higado y del timo, otras dosis aumentaron el peso del rifion y del bazo.

Estos resultados son consistentes con los hallazgos reportados por Xu vy
colaboradores en 2012, en un estudio enfocado especificamente en la toxicidad de
la dioscina. Encontraron que, en comparacion con el grupo control, el peso total
corporal de las ratas macho de la cepa Sprague-Dawley fue significativamente mas
bajo en todos los grupos tratados con dioscina, especialmente con las dosis altas.
Los pesos absolutos del timo, higado, bazo, rifidn, glandulas suprarrenales y
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corazon fueron significativamente menores dependiendo de las dosis terapéuticas
empleadas. Ellos consideraron que estos cambios fueron gracias a la capacidad de
las saponinas para provocar distension gastrointestinal (Shen et al. 2008),
disminucién en la digestion de proteinas (Potter et al.,1993) y disminucion de la
motilidad del tracto gastrointestinal (Klita et al., 1996) provocando una disminucién
en la ingesta de alimento y, por ende, la pérdida de peso. Cabe resaltar que, aunque
se registraron cambios significativos en los pesos absolutos y relativos de varios
organos, no reportaron ninguna alteracion histopatolégica importante en los
animales tratados con dioscina (Xu et al., 2012).

Otros dafios reportados incluyen irritacion y ulceraciones en la cola de los
organismos experimentales, los que, dependiendo de la dosis, pueden resultar en
la muerte del individuo. Sin embargo, algunos autores detallaron que estos efectos
se debian a la administracién de dioscina pura, ya que no se registraron dafios al
emplear dosis terapéuticas con nanofibras pegiladas de dioscina (ver Tabla 6). Las
ulceraciones podrian deberse a las propiedades hemoliticas de las saponinas
anteriormente mencionadas; la liberacion de la hemoglobina de los eritrocitos es el
resultado directo de la interaccion de las saponinas con los esteroles unidos a la
membrana, lo que provoca un incremento en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, desencadenando la destruccion de la célula (Savage, 2003).

En 18 de todos los articulos empleados para esta investigacion se mencioné el
hallazgo de necrosis, la mayoria no detallaron el porcentaje de células necroticas,
sino que indicaron que la dioscina o sus diferentes combinaciones con otros
compuestos aumentaron tanto la incidencia de apoptosis como de necrosis.
Algunos autores reportaron que los porcentajes de poblacion en apoptosis
avanzada o necrosis oscilé entre el 6% y el 19% de la poblacién total celular
después de los tratamientos con dioscina (Hu et al., 2013; Liu et al., 2004; Wang et
al. 2007). En todos los estudios describen que la poblacién de células necroticas
fue considerablemente menor en comparacion con la poblaciébn de células
apoptéticas. Lo que quiere decir que la muerte inducida por la dioscina no fue
mediada por necrosis, si no por apoptosis. Con base en lo que mencionan
Hernandez-Vazquez y colaboradores, la muerte celular por necrosis esta asociada
con la permeabilizacion temprana de la membrana plasmatica, por lo que se permite
el transporte de componentes citoplasmicos al medio extracelular, generando dafio
importante en las células vecinas (Hernandez-Vazquez et al., 2020). Ademas,
Karsch-Bluman y coautores concluyeron que la secrecion de factores necréticos
puede promover la progresion, resistencia a los tratamientos y evasioén tumoral del
cancer, pues se promueven la angiogénesis, proliferacion de células endoteliales,
induccion de la vasculatura, incrementa la migracion, invasion y la interaccion
célula-célula (Karsch-Bluman et al., 2019). Ya que, el mecanismo de muerte que
predomina en los tratamientos con dioscina no es la necrosis, esta sigue siendo un
componente prometedor para combatir el cancer.
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7.5 La dioscina induce la detencion del ciclo celular tumoral In Vitro

Las lineas celulares respondieron de manera distinta a los tratamientos, una de las
manifestaciones de estas diferencias se observé en la fase en que la dioscina
detuvo el ciclo celular. Existen dos tipos de mecanismos de control del ciclo celular:
la cascada de fosforilacidbn de proteinas que permiten la transicion de una fase
celular a otra y un grupo de puntos de control que monitorean el completamiento de
eventos criticos y, de ser necesario, la detencion de la progresion a la fase siguiente.
El primer tipo de control involucra a una familia de proteinas cinasas altamente
reguladas (ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y algunas proteinas
inhibidoras de ciclinas); el segundo tipo trata mas sobre la supervision de defectos.
Los puntos de control del ciclo celular establecen la sincronizacion y fuerza de las
respuestas de detencion, reparacion y apoptosis a los agentes dafiinos; se ha
descrito la relacién que tienen la pérdida de puntos de control y la pérdida de
estabilidad genomica, resultando en la evolucion de células normales a células
cancerigena (Collins et al., 1997; Elledge, 1996; Lin et al., 2008). Los autores citados
en la Tabla 7 indicaron que este compuesto inhibio la proliferacion celular mediante
diferentes rutas de sefializacion relacionadas con el ciclo celular.

De acuerdo con algunos autores, el evidente incremento de células en la region sub-
G1 sugirié que la acumulacion de células en esta region fue principalmente debido
a la apoptosis, pero no se consideré a estas descripciones como concluyentes.
Algunos autores concluyeron que los niveles elevados de Ciclina D1 (reguladora en
la fase G1) demostraron que los tratamientos con dioscina no indujeron la detencién
en la fase GO/G1. Asi, se mencioné en varias ocasiones la importancia de las
proteinas p21 y p53, ciclinas (Ciclina A, Ciclina B1 y Ciclina D1) y cinasas
dependientes de ciclinas (CDK2) pues su sobreexpresion o subexpresion estuvo
directamente ligada con la interrupcion del ciclo celular durante los tratamientos con
dioscina. Se mencion6 que la dioscina activo la via ATM/P53 e indujo la detencién
en la fase G2/M; también que la detencion en la fase G2/M y la apoptosis inducida
por la dioscina estuvieron asociadas con la inhibicion de la actividad de la quinasa
activadora de CDK vy la activacién de la ruta mitocondrial relacionada con Ca?*.

De acuerdo con todos los registros sobre el efecto antitumoral de la dioscina, es
mas probable que el ciclo celular se detenga en la fase G2/M (ver Figura 8). Se ha
observado la muerte inducida por farmacos o radiacién después de la detencién en
la fase G2/M en una variedad de tipos de células, incluidas especificamente las
células con p53 defectuoso (Sorenson et al., 1990; Cai et al., 2003).
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Detencion del Ciclo Celular Tumoral
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Figura 8. Gréfica que ilustra el nimero de veces que se registro la detencion del
ciclo celular en todos los articulos cientificos citados.

7.6 La dioscina afecta la regulacion de proteinas clave del metabolismo celular
tumoral In Vitro

La evidencia cientifica a lo largo de los afios ha demostrado que el metabolismo
celular del cancer se encuentra alterado, por lo que, para entender la capacidad de
la dioscina para ejercer sus efectos antitumorales, es imprescindible dilucidar las
rutas de sefalizacion involucradas en su mecanismo de accion. Esto es posible
mediante el analisis del estado de la regulacién de diversas proteinas, ya sea que
se encuentren sobreexpresadas o subexpresadas. Como se ha mencionado en la
literatura consultada, uno de los mecanismos por los cuales la dioscina ejerce sus
efectos antitumorales es a través de la induccion de cambios metabdlicos en las
células mediante la regulacion positiva o negativa de diversas proteinas (ver Figura
9). Para ello, se han empleado diversas técnicas como el Western Blot SDS-PAGE,
zimografias y kits de medicion de actividad enzimatica.

Se reporto que la dioscina es capaz de inducir la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) las cuales son sefiales criticas que son
capaces de actuar sobre vias de sefalizacion como las PI3K/AKT, MAPK y NF-kB.
La mitocondria es una importante fuente de ROS, cuando la mitocondria fabrica ATP
activamente, la tasa de produccion de ROS es bastante menor, y los sitios de
produccion son inciertos. Esto sugiere que la baja sintesis mitocondrial de ATP
puede también incrementar la tendencia de la mitocondria para liberar ROS; un nivel
alto de ROS intracelular afecta el potencial de membrana mitocondrial y la
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permeabilidad de la membrana, desencadenando una serie de eventos asociados
a la mitocondria, influye en la inestabilidad gendmica e induce dafio al ADN (Wang
& Yi, 2008; Tabrizi et al., 2016; Renschler, 2004; Chatterjee et al., 2008; Pathak &
Khandelwal, 2007).

Con respecto a las vias de sefalizaciéon que dan origen a la activacion de la
apoptosis, es conocido que la via intrinseca es activada por dafios internos al ADN
y estrés oxidativo (Fulda et al., 2010). En esta via participan proteinas de la familia
Bcl-2, las cual se divide en (1) anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, y BFL-
1/A1), (2) pro-apoptéticas (Bax, Bak y Bok) y (3) pro-apoptéticas de sélo BH3 (Bad,
Bid, Bik, Bim, BMF, HRK, Noxa y PUMA). Estas proteinas estan presentes en la
membrana mitocondrial y son mediadoras de la via apoptética mitoncondrial
(Shamas-Din et al., 2013). Su actividad induce la traslocacion del citocromo ¢ desde
la mitocondria hacia el citoplasma, formandose el apoptosoma con las proteinas
APAF1y procaspasa 9. Este complejo da lugar a la caspasa, que a su vez activa la
via ejecutora de caspasas (caspasas -3, -6 y -7) para inducir la apoptosis (Wang &
Youle, 2009). Los registros sobre la activacion de estas proteinas, el decremento de
citocromo ¢ mitocondrial y el incremento de citocromo c citosolico después de los
tratamientos con dioscina, indica que uno de sus mecanismos para inducir apoptosis
es por medio de la via apoptética mitocondrial (ver Figura 9 [A] y [B]).

Las proteinas pertenecientes a la via de las MAPK fueron frecuentemente
mencionadas durante los tratamientos con dioscina. Esta via es asociada con la
oncogénesis, progresion de tumores y resistencia a farmacos. En general, p38
MAPK y JNK estan asociados con la muerte celular, mientras que ERK1/2 esta
involucrado en la proliferacion celular (Park et al., 2011). En la nucleasa, ERK %2
puede activar factores de transcripcion como CREB y NF-kB. La mayoria de los
tumores sélidos suelen caracterizarse por sus mutaciones en los genes
RAS/RAF/MEK/ERK de la ruta de sefalizacién (Stern, 2018), también se incluyen a
las proteinas RHO y RHO-A (Haga & Ridley, 2016). Se ha reportado que ERK, cJNK
y STAT3 estan triangulados y fuertemente relacionados, o sélo STAT3 puede estar
conectado a la via ERK/p38/INK (Speth et al., 2017). Se ha observado la activacion
de TP53 a través de la via p38/TGF (Elston & Inman, 2012). La dioscina no sélo
inhibié la progresion tumoral al desregular las vias AKT/MAPK y MEK/ERK, si no
gue ayudo a superar la resistencia a los inhibidores de la tirosina cinasa (TKI) (Wang
et al., 2018). Esta familia consiste en un gran nimero de cinasas que se encuentran
alteradas en los canceres, por lo que, se han desarrollado diversas terapias
enfocadas en estas proteinas (Braicu et al., 2019).

La familia de PI3K constituye un gran grupo de proteinas kinasas de serina/treonina,
que incluyen fosfatidilinositol kinasas, proteinas kinasas dependientes de ADN
(DNA-PK), ataxia telangiectasia-mutada (ATM) y ataxia telangiectasia y Rad3,
relacionadas (ATR) (Hiles et al., 1992; Fruman et al., 1998; Oudit et al., 2004). AKT
es el homodlogo humano del oncogén viral v-AKT (retrovirus AKT 8) y esta
relacionado con proteinas kinasas A (PKA) y C (PKC) en humanos. Otros factores
de transcripcidn que incrementan la expresion de genes anti-apoptoticos son
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activados por Akt, incluyendo CREB (proteina de union a elementos de respuesta a
AMP-ciclico), mediante fosforilacion directa, NF-KB e HIF-1a (Pinzén et al., 2009).
La proteina serinal/treonina kinasa, mTOR (blanco mamifero de rapamicina)
activada por Akt, se puede considerar como el regulador central del crecimiento
celular; mTOR regula la traduccion proteica, en respuesta a nutrientes y factores de
crecimiento (Wendel et al., 2004). La activacion anormal de la via PI3K resulta en la
alteracion de los mecanismos de control del crecimiento y la supervivencia celular,
lo que favorece el crecimiento competitivo, la capacidad metastasica v,
frecuentemente, una mayor resistencia a los tratamientos (Pinzén et al., 2009).

Se reportd que la dioscina es capaz de inhibir la migracion e invasion de las lineas
celulares tumorales mediante la regulacion de diversas proteinas de adhesion,
proteinas relacionadas con la Transicion Epitelio-Mesenquimal (EMT, por sus siglas
en inglés) y Mimetismo Vasculogénico (VM, por sus siglas en inglés). La metastasis
celular involucra la adhesion tumoral a la Matriz Extracelular (ECM por sus siglas en
inglés), la escisidn proteolitica o destruccion de la ECM, dando como resultado la
migracion celular (Chien et al., 2012). Un paso crucial para la invasion y la
metastasis es el quebrantamiento de la base membranal, lo que requiere la
activacion de enzimas proteoliticas (Coussens & Werb, 1996; Liotta & Stetler-
Stevenson, 1991). Las proteinas MMP juegan un papel importante en la
angiogénesis tumoral, metastasis y estimulacion de la liberacion del factor de
crecimiento desde el ECM (Coussens & Werb, 1996). Las cadherinas E son
participes en la mediacion de la carcinogénesis, ya que actian como proteinas
supresoras de tumores, por su capacidad para bloquear la proliferacién incontrolada
y la diferenciacién celular hacia un fenotipo maligno (Koo et al., 2009; lonescu et al.,
2013; Fernandez et al., 2015). En muchos tipos de tumores, la expresion aberrante
de la molécula de adhesion N-cadherina es un marcador de la EMT, lo que resulta
en la adquisicion de un fenotipo tumoral agresivo. Esta transicién dota a las células
con la capacidad de escapar de los confines del tumor primario y hacer metastasis
en sitios secundarios (Mrozik et al., 2018). El fendmeno de angiogénesis tumoral
denominado mimetismo vasculogénico se ha desarrollado como mecanismo
aberrante de angiogénesis de supervivencia y adaptacién a las condiciones que
sufren las células tumorales revertidas a un fenotipo y genotipo desdiferenciado. Es
inducido por una gran variedad de genes con funciones relacionadas con la hipoxia,
angiogénesis y autofagia. Tres de los principales impulsores de este proceso son
EphA2, HIF-1a y Nodal, sin embargo, directa o indirectamente varias de estas
moléculas afectan a la VE-Cadherina (VE-Cad), la cual forma uniones gap para unir
vasos sanguiones angiogénicos. La proteina Cx43 es uno de los isotipos de
conexinas mas estudiados, y se ha reportado que funciona como un supresor de la
tumorigénesis (Wu et al., 2019). El VM compensa la falta de acceso a la sangre y
nutrientes en tumores no vasculares, por lo que promueve la invasion y metastasis
del cancer (Wechman et al., 2020).
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La via extrinseca esta mediada por estimulos externos a través de los receptores
de muerte, que incluyen a los receptores Fas, DR4/DR5, receptores de Factor de
Necrosis Tumoral (TNF-R) y Receptores de ligandos inductores de apoptosis
relacionados con TNF (TRAIL-R) presentes en la superficie de diferentes células
(Zhou et al., 2017). La familia de proteinas CD40 es importante para el desarrollo
de una respuesta antitumoral de las células cancerigenas (Unver et al., 2020). En
la superficie celular, el receptor de muerte interactta con sus ligandos especificos,
reclutan a las proteinas adaptadoras asociadas con el dominio de muerte Fas,
proteina del dominio de muerte asociada al receptor del factor de necrosis tumoral
tipo 1 (TRADD) y luego factores rio abajo de caspasa-8; este reclutamiento
eventualmente conlleva a la apoptosis celular (Kashyap et al., 2021; Guicciardi &
Gores, 2009). La dioscina demostré influir de manera simultanea entre las vias
intrinseca y extrinseca de la apoptosis.

La via de sefializacion mediada por Ca?* tiene un papel importante en el crecimiento
tumoral, la invasion, angiogénesis y metastasis (Parkash & Asotra, 2010; Florea &
Busselberg, 2009). Ha sido bien establecido que el incremento de niveles de Ca?*
mitocondrial puede promover la apertura de los poros de transicion de
permeabilidad en las membranas internas de la mitocondria, lo cual resulta en el
decremento del potencial de membrana (AWm) y en la liberacién del citocromo C
(Scorrano et al., 2001). Mas especificamente, se ha sugerido que tanto la liberacién
del Ca?* del Reticulo Endoplasmico (ER) y el influjo capacitivo de Ca?* a través de
los canales de calcio activados por el propio calcio son apoptogénicos (Wertz et al.,
2000). También hay datos que sugieren que concentraciones intracelulares altas de
Ca?* pueden promover la muerte por necrosis, mientras que los bajos niveles de
Ca?* promovidos por estimulos menos agresivos pueden promover la apoptosis
(Choi, 1995; Skulachev, 1996; Leo et al., 2005). El aumento de Ca?* intracelular
parece mediar los efectos letales de la sobre-activacion de receptores, por lo que,
inclusive se ha sugerido que la sobrecarga de Ca?* es la via de sefalizacion final
comun para todos los tipos de muerte celular (Lynch et al., 2000; Pinton et al., 2001;
Gao et al., 2011). La dioscina aumento significativamente los niveles intracelulares
de Ca?*, provocando apoptosis.
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Figura 9. Graficas de barras que ilustran la cantidad de veces que se reporto la (A)
sobreexpresion o regulacion positiva y (B) subexpresion o regulacién negativa de
una proteina después de exponer a las células tumorales a tratamientos con
diferentes concentraciones o formulaciones con dioscina. Se tomé en cuenta a las
proteinas mencionadas en mas de dos ocasiones.

8. Conclusiones

En conjunto, las investigaciones concluyeron que la dioscina ejerce sus efectos
antitumorales dependiendo de la dosis y del tiempo: a mayor dosis y a mayor tiempo
de tratamiento, mayor efecto antitumoral. Estos hallazgos fueron consistentes en
los ensayos In Vitro e In Vivo y se reportaron pocos casos de toxicidad de la dioscina
en los individuos. En diversos estudios se describio la sinergizacién y potenciacion
de los efectos antitumorales de la dioscina cuando se le incorporé con otros
compuestos como la epirubucina, vinorelbina, adriamicina, micelas, nanofibras de
colesterol y liposomas. La dioscina fue capaz de inducir la detencion del ciclo celular
en la fase G2/M. El tipo de cancer mas sensible a la dioscina fue el osteosarcoma,
seguido del melanoma, el cancer de préstata y el cancer de pulmén. Lo contrario
sucedio en el cancer de estobmago, que fue el menos sensible, seguido del cancer
de ovario, leucemia y el cancer de higado. Sefialar esto es importante, pues
considerar el tipo de cancer y el farmaco terapéutico a utilizar es un factor
imprescindible en el tratamiento adecuado del cancer, de modo que se mejoren las
probabilidades de supervivencia del individuo. Diversos estudios propusieron
mecanismos de accién por los que la dioscina induce la apoptosis en las lineas
celulares tumorales. Se describieron procesos como el estrés oxidativo, mediante
el cual la dioscina indujo la generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y
la liberacién de Ca®*. De este modo, se activaron de manera simultanea las Vias
Intrinseca y Extrinseca de la apoptosis. Las rutas de sefializacién de las MAPK y
PISK/AKT/mTOR se vieron afectadas de la misma manera, regulandose varias
proteinas que se consideran clave para el disefio de terapias contra el cancer.
Ademas de inducir la autofagia, la dioscina fue capaz de reducir la invasién y
migracion de las células tumorales al inhibir la Transicion Epitelio-Mesenquimal
(EMT) y la formacion de vasos sanguineos al inhibir el Mimetismo Vasculogénico
(VM) al regular negativamente diversas proteinas relacionadas con estos procesos
(ver Figura 10).

Desafortunadamente, el resultado de los tratamientos contra el cancer suele
conllevar un pronéstico desfavorable, alta probabilidad de reincidencia del cancery
una severa toxicidad sistémica debido a los farmacos pobremente dirigidos y
selectivos. La dioscina ha demostrado ser un excelente farmaco con potencial
antitumoral debido al tipo de regulacion que ejerce en vias de sefalizacion
relacionadas con la apoptosis, activando o inactivando diversas proteinas
consideradas como objetivos clave en el disefio de nuevos tratamientos
guimioterapéuticos. En cualquier caso, siempre es conveniente que se realicen
mayores estudios para complementar los registros y tener un panorama mas preciso
sobre los efectos antitumorales de la dioscina.
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Figura 10. Esquema que ilustra los diferentes mecanismos por los que la dioscina
induce apoptosis en las lineas celulares de canceres humanos y de ratones
realizados en ensayos In Vitro e In Vivo.
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