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RESUMEN

El céancer cervical es un problema de salud publica importante ya que es el
segundo cancer mas comun en mujeres en el mundo, solo después del céncer de
mama y es la primera causa de muerte por cancer en mujeres mexicanas. Dentro de
las estrategias de prevencién y tratamiento del cancer se ha contemplado la
valoracion de compuestos de origen vegetal y el caso del carcinoma de cérvix no es la
excepcion. En el presente trabajo se realiza una evaluacion de la actividad antitumoral
de la flavanona 5,7-dihidroxi-8-(3’",3"’-dimetilalil)-flavanona (GL) y de su derivado
5°"-hidroxi-7,8-(6"",6"-dimetilcromano) de la glabranina (CAM), sobre cultivos in
vitro de las lineas celulares provenientes de cancer cérvico-uterino positivas al virus
del papiloma humano tipo 18. La valoracién de la actividad biolégica de estos
compuestos contempld el efecto sobre el potencial proliferativo de las células
tumorales, encontrandose una ICsy de 26 pg/ml (P<0.1) de GL para las células Cal.o
y HeLa y de 30 pg/ml de GL para las células InBl (P<0.1), para CAM se obtuvo una
ICso de 30 pg/ml (P<0.1) en las tres lineas celulares Calo, HelLa e InBl. La
disminucién del potencial proliferativo no se debe a una detencion del ciclo celular
como lo indica la evaluacion de la distribucion de ADN realizada por citometria de
flujo para las células Calo y Hela, sin embargo induce una detencién en la fase Go/M
en las células InBl. Se propone como mecanismo de disminucion del potencial
proliferativo una induccion de muerte celular por necrosis de acuerdo a los datos
obtenidos de viabilidad celular, prueba realizada por exclusion molecular del
colorante azul tripano, donde se revela un 47 % de muerte celular para las células
Calo (P<0.1), 43 % de muerte para las células HeLa (P<0.1) y un 49 % de muerte
para las células InBl (P<0.1). Sin embargo, se observo un pequeio porcentaje de
cuerpos apoptoticos evaluado por tincién con yoduro de propidio indicando una

posible muerte por apoptosis.



INTRODUCCION

El cancer cérvico-uterino es el carcinoma de mayor incidencia en México y
es la primera causa de muerte por cancer de mujeres mexicanas. Los factores de
riesgo involucran el inicio a edad temprana de relaciones sexuales, la promiscuidad,
haber tenido varias parejas sexuales y el haber padecido enfermedades de transmision
sexual. Ademaés los habitos de higiene deficientes, consumo de tabaco, alcohol o
anticonceptivos son las principales causas en la adquisicién, manifestacion y
progresion de éste cancer (Lira, 2001). El carcinoma de cérvix, en un 99%, es
originado por la infeccién del Virus de Papiloma Humano (VPH) y en particular los
tipo 16 y 18 acumulan el 70% de los casos de este cancer, el resto de los casos
presentan VPH 31 y 45 (Muilos & Bosch, 1997) y solo un minimo porcentaje (1%)
del cancer cérvico-uterino es negativo a VPH. El estudio de la biologia del cancer
cérvico-uterino ha arrojado el conocimiento de los mecanismos moleculares por los
cuales se desarrolla y manifiesta, sin embargo, pese a los esfuerzos encaminados a
combatir este cancer, no se tiene un proceso adecuado para disminuir su incidencia en

la poblacién mexicana.

Dentro de las estrategias para combatir al cancer en general, se tiene que en
los ultimos aflos la investigacion basica ha explorado el papel de compuestos de
origen vegetal para su uso como agentes terapéuticos 0 como preventivos en el
desarrollo de esta enfermedad, entre tales elementos se tiene a los flavonoides.
Existen antecedentes de la actividad antitumoral de los flavonoides sobre lineas
celulares de cancer de mama, prostata, pulmoén asi como de cérvix. Actualmente se
han descrito mas de 6 000 flavonoides y aunque se tiene registros bien detallados de
la actividad antitumoral de flavonoides como apigenina, (-)-epigalocatequina galate,
genisteina, vitexicarpina y quercetina (Brownson ef al, 2002) se tienen pocos datos
sobre la actividad de estos compuestos sobre lineas provenientes de carcinoma de
cérvix. El estudio de la actividad de estos compuestos de origen vegetal sobre
carcinoma de cérvix contempla evaluaciones de lineas celulares normales,

inmortalizadas, transformadas y carcinogénicas (Gupta et al, 2001).



MARCO TEORICO

LA CELULA

La célula es la unidad estructural de la vida, es el elemento basico con la cual
todos los organismos estan compuestos y en donde se reconocen todas las funciones
de los organismos vivos. Esta se auto-reproduce y experimenta procesos de
desarrollo, diferenciacion y muerte. En organismos pluricelulares las células guardan
una estrecha interrelacién entre si, organizandose en una estructura jerarquizada y
colaborando para mantener un estado de homeostasis en donde las condiciones de un
ambiente relativamente constante son sostenidas para la sobrevivencia (Anthony &
Thibodeau, 1991). Sin embargo cada uno de los diferentes linajes de células que
conforman al organismo tienen un micro ambiente particular en el cual se retinen las
condiciones necesarias para el establecimiento de una densidad celular requerida para

conservar la estructura de un tejido o de un érgano (Alberts et al, 1994).

El mantenimiento de la estructura que constituye a un organismo pluricelular
requiere de sefiales celulares que permitan a un tejido u érgano crecer o detener su
crecimiento. Estas sefiales guardan un equilibrio entre proliferacion, diferenciacién y
muerte celular, procesos que estan enmarcados dentro de lo que se denomina ciclo
celular (Callen, 2000).

(8]



PROLIFERACION CELULAR

La proliferacion, propiedad constitutiva dominante de las células, se regula
mediante sefiales quimicas que la activan o inhiben. Las células tienen ritmos de
proliferacion variables, lo cual depende del tejido del que forman parte. Ademas de
las células especializadas que no se dividen después de su diferenciacion se tienen a
otras que se dividen de manera regular y a ritmo acelerado, entre estos dos extremos
se observan células que se dividen muy lentamente o que no se dividen pero que
pueden ser estimuladas por factores de crecimiento secretados por células vecinas o
localizadas en tejidos u 6rganos distantes y que actian de manera autocrina, paracrina

o endocrina.

La proliferacion celular estd gobernada por la influencia de factores
activadores e inhibidores. Ambos factores interaccionan con receptores localizados
en la superficie celular para influir sobre el metabolismo y la decision final de las
células para dividirse o no (Johnson, 1994). En ambos casos se tiene la activacion de
genes reguladores normales, estos se clasifican en aquellos cuyos productos ayudan
a estimular la proliferacion celular y aquellos cuyos productos ayudan a inhibirla,
estableciéndose una estrecha relaci(';n en el proceso de activacion celular y los puntos

de control del ciclo celular (Sonnenschein & Soto, 1999).



CICLO CELULAR

Los procedimientos por los cuales una célula eucariota se divide estan
agrupados en el ciclo celular el cual consiste de fases bien distinguibles: Gy, S, Gy y
M. Este es un proceso altamente ordenado que termina con la duplicacién y
transmision de la informacién genética de una generacion celular a otra. La fase G,
es el periodo que sigue a la mitosis y la separa de la fase S , en ella se desencadena el
compromiso de divisioén por lo que especialmente al principio de esta fase se presenta
una activa sintesis de ARN y proteinas, ademas de otros componentes celulares por lo
que la célula aumenta de tamafio. La fase S es un periodo que transcurre con la
sintesis del acido desoxirribonucleico (ADN), estd culmina con la duplicacion del
ADN, formandose una copia exacta. La replicacion del ADN no modifica el aspecto
del nucleo celular. La fase G, es el periodo que sigue a la fase S y la separa de la
mitosis, en este estadio tiene lugar un crecimiento ulterior, pero ademas actiia como
un periodo de seguridad durante el cual la célula controla y verifica que todo el
ADN se haya duplicado en forma correcta antes de comenzar la mitosis. M es la fase
que sigue a G, y designa a la mitosis, esta es la fase donde se presenta la division del
material genético y la divisién celular siguiendo una serie de pasos progresivos:
profase, metafase, anafase y telofase. Como producto de esta division se obtendran
dos células hijas con idéntico contenido genético. GO se refiere a las células que se

encuentran temporal o permanentemente fuera del ciclo (figura 1).

Durante el ciclo celular se deben completar los eventos de cada fase antes de
pasar a la siguiente, por lo que existen puntos de control que monitorean la integridad
del ADN y se encuentran en puntos estratégicos del ciclo celular, como son en la fase
tardia de G1 y en la interfase G,/M, para prevenir la propagacion de células dafiadas o
mutadas (Mathews and van Holde, 1998). Se deben respetar los puntos de
verificacion donde se reparen las anormalidades que pudiesen presentarse, esto para
que se guarde la integridad gendmica, asi como para una duplicacion celular

adecuada que respete la disponibilidad de espacio, asi como el tiempo de duplicacion



caracteristico, y que contribuya al mantenimiento de la especializacion estructural y

funcional del tejido correspondiente (Garrod, 1976).

G2

Fase S

Sitio de

restriccién
e Mitosis

G1 GO

Figura 1. Fases del ciclo celular

Las células normales dependen de estimulos externos, tales como factores de
crecimiento, para salir de Gp hacia G; respondiendo con una cascada de
fosforilaciones intracelulares en donde las ciclinas y las cinasas dependientes de
ciclinas (CDKs por sus siglas en ingles) adquieren una papel fundamental
desencadenando sefiales positivas o negativas que regulan la progresién del ciclo
celular. Los complejos CDK-ciclina permiten la transicidn del ciclo y los inhibidores
de cinasas dependientes de ciclinas (CKI por sus siglas en ingles) y las proteinas RB
—regulador negativo de factores de transcripcion—, p53 —induce detencién de ciclo
celular por dafio en ADN y activa genes promotores de apoptosis— y p73 —proteina
homologa de p53— frenan el desarrollo del ciclo celular (Lopez-Marure et al, 2000;
John-Sup et al, 2001). Los complejos ciclina/CDK fosforilan sustratos proteicos
especificos, moviendo a la célula a través del ciclo celular con una activacién de
sintesis de ADN y formacién de componentes estructurales especificos asociados a la
mitosis (Zentella et al, 1993; Lopez-Marure et al, 2000). El ciclo avanza por G; con
un incremento de la expresion de las ciclinas D que se asocian con CDK4 y CDK®,
resultando en su fosforilacion y activacién, estos ya activados fosforilan la proteina
RB (retinoblastoma) que tiene una papel critico en la regulacion de la progresion del

punto de restriccion de G;. Los miembros de la familia RB pueden capturar a E2F
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evitando su actividad transcripcional. Cuando CDK4/6 fosforila a RB, ésta se disocia
de E2F y el ciclo continua. Cuando la célula avanza por G; tardia hay también un
aumento de la expresion de la ciclina E que se asocia con CDK2 para la transicion de
G1 a S, en esta transicién, aumenta la expresion de ciclina A y persiste durante la
fase S. La ciclina A es capturada por CDK2 y procede a la sintesis del ADN
(Figura 2).

CDK 4,6 CDK 2 CDK 2 CDK 2 CDK 2
CiclinaD1,2,3 CiclinaE Ciclina A Ciclina A Ciclina B

—_

I
Punto de restriccidén ]:
ADN datiado

Punto de restriccidn
ADN replicado

| ]
Sensibilidad a factores de
crecimiento

Figura 2. Presencia de ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas durante el
ciclo celular (McLaughlin et al, 2003).



MUERTE CELULAR

La muerte celular es un fendmeno conceptualmente independiente del control
de la proliferacién celular que contribuye al mantenimiento de la homeostasis.
Basados en diferencias distintivas de la morfologia, cambios quimicos y moleculares
de las células muertas, se han descrito dos tipos de muerte celular, apoptosis y

necrosis.
Apoptosis

La apoptosis es un tipo particular de muerte celular, la cual pude ser distinguida
por un patrén caracteristico de cambios morfolégicos y moleculares. Debido a una
deshidratacion rapida, las células originalmente redondeadas llegan a presentar una
forma elongada o convolucionada y disminuyen su tamafio. La condensacion y pérdida
de la estructura distintiva de la cromatina se presentan al mismo tiempo de la
contraccion celular, inicia en la periferia del nicleo y es seguida por la fragmentacion
nuclear. Los fragmentos nucleares junto con los constituyentes del citoplasma,
incluyendo organelos intactos son empacados en los llamados cuerpos apoptdticos, los
cuales, envueltos en la membrana plasmatica, se separan de la célula muerta (Figura 3).
En vivo estos cuerpos apoptoéticos son fagocitados por las células vecinas sin provocar

una respuesta inmune.

; . apoplosis 4
cuerpos

@ apopldticos

Figura 3. Las caracteristicas morfoldgicas distintivas de la apoptosis son la
condensacion de la cromatina y formacién de cuerpos apoptoticos
(Tomado y modificado de Bianchi & Manfredi, 2004).

célula normal condensacion de
cromatina



El incremento en la concentracion de calcio citoplasmatico y la activacién de
las proteasas, asi como endonucleasas, las cuales degradan el ADN en las secciones
internucleosomales, son también eventos caracteristicos de la apoptosis. También es
tipica la activacion de algunos genes que se sugiere, sus productos son requeridos
para que la apoptosis se presente. Cuando los estados de la apoptosis avanzan, la
integridad estructural y funcional de la membrana celular, la mitocondria y lisosomas
es preservada. Considerando todos los cambios que ocurren en la célula que
experimentan apoptosis la caracteristica mds comun de éste proceso es la
participacion activa de la célula en su muerte. La célula activa una cascada de eventos
moleculares que resultan en una degradacion ordenada de los constituyentes celulares

con un impacto minimo en las células vecinas (Studzinski, 1995).

Necrosis

La necrosis es definida frecuentemente como un fendémeno pasivo y
degenerativo que es una consecuencia de un trauma ambiental. El evento primario en
la necrosis es un hinchamiento de la mitocondria seguida de la ruptura de la
membrana plasmatica y liberacién del contenido citoplasmatico. Involucra cambios
en la membrana plasmatica conduciendo a una pérdida en el balance de los iones Ca"™
y Na®, que presentan un influjo al tiempo que se presenta una perdida de K, seguido
por una acidosis, un trauma osmotico, condensacién de cromatina y los patrones
caracteristicos de picnosis nuclear. El cambio inicial resulta en la dilatacién del
reticulo endoplasmaético y un incremento del volumen celular. Las células alteran su
forma y pueden formar un abultamiento en la superficie probablemente como un
resultado de cambios en la concentracién de Ca™ afectando los componentes del
citoesqueleto. En éste estado la mitocondria pierde la matriz granulosa llegando a
presentar una apariencia densa y la membrana interna se contrae alejandose de la
membrana externa. Hay un agrupamiento de la cromatina nuclear caracteristica de

picnosis y un declive de la sintesis de proteinas. Esta fase reversible de hinchamiento



hidrico es seguida por un rapido cambio irreversible que involucra un hinchamiento
de alta amplitud de la mitocondria. Tanto los compartimentos interno como externo
de la mitocondria llegan a estar muy distendidos y aparecen deposiciones de
lipoproteinas de la matriz. La activacion de fosfolipasas unidas a membrana por el
calcio es probablemente la principal causa de perturbacion celular durante la fase
final de muerte celular necrética (Studzinski, 1995) debido a una pérdida precipitada
de fosforilacién oxidativa y un descenso en la produccion de ATP con la consecuente
pérdida de la capacidad sintética y homeostatica. Una sobrecarga de calcio conduce a
la disfuncién de la membrana mitocondrial guiando finalmente a un estado de dafio
irreversible. La Autolisis secundaria sigue involucrando hinchamiento de los
lisosomas, dilatacién y vesiculacion del reticulo endoplasmético, una pérdida de
enzimas y proteinas y una pérdida resultante de compartimentalizacion celular
(Bowen & Bowen, 1990).

La necrosis se presenta generalmente en repuesta a un dafio severo y es
inducida frecuentemente por una sobredosis de agentes citotoxicos o por agentes
dafiinos como hipoxia, hipertermia, hipotermia, infecciones virales liticas y venenos,
observandose que ciertos tipos celulares responden a concentraciones farmacolégicas
de algunos medicamentos. Tal estimulo letal incrementa generalmente Ia
permeabilidad de la membrana plasmética con cambios estructurales que afectan los
poros y canales de la membrana o por inhibicién de las bombas de iones de la
membrana (Figura 4). Mientras que una participacion activa de la célula afectada
involucra la sintesis de proteinas de novo, caracteristica esencial, en la apoptosis, la
necrosis es un fenémeno degenerativo, cuya consecuencia final es la liberacion del
contenido citoplasmatico hacia el exterior, con la consecuente respuesta inflamatoria

(Bowen & Bowen, 1990).
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perforaciones en
membrana citoplasmatica

& necrosis j
> T

Célula normal v

liberacion del contenido celular

Figura 4. Las caracteristicas distintivas de la necrosis celular son
perforaciones en la membrana celular con la consecuente
liberacion del contenido plasmatico celular al medio extracelular

(Bianchi & Manfredi, 2004).
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CANCER

Cuando la estructura y funciéon de un tejido u 6rgano son modificadas los
cambios se pueden deber a alteraciones a nivel celular. Tales cambios en la célula son
provocados por la acumulaciéon de alteraciones genéticas inducidas por agentes
fisicos, quimicos, biologicos o virales (Yocota, 2000), tales como radiacion
ultravioleta, emisiones radiactivas e infeccion recurrente con organismos patogenos,
asi como la exposicién a compuestos quimicos carcinogénicos (Weinberg, 1996). El
desarrollo de una célula con crecimiento y caracteristicas anormales puede generar un
tumor, el cual derivara a partir de una célula que presenta alteraciones que han sido
seleccionadas y transmitidas y que provocan un descontrol en el ritmo de la division
celular, asi como una mejor adaptacion a condiciones de bajas concentraciones en
nutrientes y cambios en las caracteristicas morfoldgicas debidas a una perturbacion de
los procesos de diferenciacion, alterando con ello, la homeostasis del organismo
(Alberts ef al, 1994).

El desarrollo de los diferentes tipos de tumores depende del tipo de tejido en
el que progresan estos sitios de crecimiento anormales, y €stos pueden ser benignos o
malignos. Los tumores malignos derivan en cdancer y estos se clasifican en sarcomas
para el tejido conjuntivo y el muscular, leucemias en el tejido hematopoyético y
linfoide, asi como carcinomas en el tejido epitelial (Pardo, 1998). El desarrollo de
cancer deriva de una célula que presenta alteraciones que han sido seleccionadas y
que son transmitidas generando células con caracteristicas fenotipicas diferentes de
aquellas células de la cual provino la célula originaria del nuevo linaje y con las

cuales guarda una correspondencia.

En general el cancer de tejidos sdlidos es una enfermedad neoplasica,
constituida por una masa anormal de células cuyo crecimiento lo hace sin respetar el
mantenimiento de la estructura del tejido y sin respetar la disponibilidad de espacio

con respecto a las células normales vecinas.
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Esta enfermedad neoplasica persiste de manera excesiva luego de cesar el
estimulo que desencadené su transformacion (Fidler, 1999). El sitio de crecimiento
donde empieza a emerger esta masa celular se le denomina tumor primario, el cual
no ha desarrollado aun su capacidad de infiltrar, invadir o generar metastasis a
diferentes tejidos u érganos (Welch et al, 2000). En cambio un tumor invasivo
consiste de una masa celular que ha lograda destruir la ldmina basal y a través de un
proceso de migracién celular invade, penetra y lesiona progresivamente los tejidos
adyacentes (Wienberg, 1996; Keleg et al, 2003). Un tumor secundario connota el
desarrollo de implantes celulares, los cuales carecen de continuidad con los sitios de
crecimiento primarios, ya que después de penetrar e ingresar a los vasos sanguineos
viaja a través del torrente sanguineo llegando a colonizar otros Organos lejanos. A

este tumor secundario se le denomina metastasico.
Entre los tumores malignos sélidos, la formacion de lesiones a nivel de la

region cérvico-uterina es la segunda causa de muerte en mujeres por cancer a nivel

mundial y la primera a nivel nacional. (Muiioz & Bosch, 1997).
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CANCER CERVICO-UTERINO

El cancer cérvico-uterino (CaCu) es el carcinoma de mayor incidencia en
México y es la primera causa de muerte por cancer de mujeres mexicanas (Muflos &
Bosch, 1997). Los factores de riesgo involucran el inicio a edad temprana de
relaciones sexuales, la promiscuidad, haber tenido varias parejas sexuales y el haber
padecido enfermedades de transmisién sexual, ademés los habitos de higiene
deficientes, consumo de tabaco, alcohol o anticonceptivos, asi como una deteccion
tardia, son las principales causas en la adquisicion, manifestacion y progresion del
CaCu. (Lira, 2001). Los eventos tisulares en la progresion del cancer cervical se
clasifican en los diferentes estadios de esta enfermedad. Se inicia con el cancer in sifu
denominado Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), donde se presentan varios
estados de desarrollo. La NIC-I es una lesién Intraepitelial de bajo grado y es una
displasia leve. La NIC-II es una displasia moderada y junto con la NIC-III, displasia
grave, son consideradas lesiones intraepiteliales de alto grado. Presentandose de ésta
manera un cancer in situ. Posteriormente se pasa a un estado de cancer invasor

denominado cdncer metastasico (de Vita et al,1993; Alonso et al, 2000).

El carcinoma de cérvix, en un 99%, es originado por la infeccion del Virus de
Papiloma Humano (VPH) y en particular los tipo 16 y 18 acumulan el 70% de los
casos de este cancer, el resto de los casos presentan VPH 31 y 45 y solo un minimo
porcentaje (1%) del cancer cérvico-uterino es negativo a VPH. No obstante, la
infeccion del VPH no es causa suficiente para la malignidad, se necesita de la
colaboracion de cofactores para la progresion y persistencia de la infeccion. Estos
incluyen factores del hospedero como respuesta inmunolégica, influencia de
hormonas y otras infecciones transmitidas sexualmente (Muflos & Bosch, 1997). De
esta forma la asociacion de la infeccion con VPH vy el desarrollo de cancer no es
absoluta, ya que la mayoria de las mujeres infectadas con este virus no padecen

cancer cervical (Lira, 2001).
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Actualmente se han descrito mas de 130 tipos diferentes de VPH que son
catalogados como de bajo riesgo —tipos cuya infeccién no provoca patologias
malignas— y de alto riesgo —aquellos tipos que provocan malignidad. Treinta de los
tipos de VPH identificados estan relacionados con lesiones anogenitales (Taja-
Chayeb ef al, 1996). Tales VPH son especificos de tejido y especie, ya que pueden
infectar epitelio himedo o seco de diferentes mamiferos (Guzman-Rojas et al, 1998).
La infeccion por VPH en los epitelios escamosos, secos y himedos, se inicia en las
células basales del epitelio y es en este lugar en donde se tiene el desarrollo del ciclo
de vida del VPH, el cual esta relacionado al programa de diferenciacion de la célula
hospedera con la produccién de particulas virales maduras restringida a las células
suprabasales diferenciadas (figura 5). La infeccion por VPH se presenta a través de
microheridas en el epitelio que exponen células de la lamina basal a la infeccion viral.
Las células de la lamina basal son células que estan en constante divisiéon y proveen
un reservorio de células para la region suprabasal. La infeccion viral activa la
maquinaria celular para producir de 20 a 100 copias extracromosomales del ADN
viral por célula. Entre las primeras proteinas virales expresadas se tienen factores de
replicacion como las proteinas E1 y E2 que forman complejos que se unen a
secuencias en el origen de replicacion viral y que utilizan las polimerasas celulares y
proteinas accesorias para mediar la replicacion. Las proteinas E4 y ES se piensa estén
involucradas en la regulacién de funciones virales posteriores. Las proteinas E6 y E7
de los VPH de alto riesgo actian como oncoproteinas que han de provocar que la
célula hospedera entre continuamente a ciclo celular y se divida. Como el VPH
infecta células basales que se dividen regularmente, el genoma viral es transmitido a
las células hijas, una de las cuales ha de permanecer en la ldmina basal y las otra ha
de migrar hacia los estratos superiores al tiempo que experimenta diferenciacion. En
un epitelio normal con células no infectadas, las células salen del ciclo celular
conforme se han alejado de la lamina basal, al tiempo que se presenta una perdida del
nucleo. Por el contrario, todas las células infectadas con VPH conservan la propiedad
de dividirse atin en los estratos suprabasales. Las proteinas L1 y L2 son ensambladas

posteriormente y forman espontaneamente una capside icosahédrica que ha de
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contener al viriébn que ha de ser liberado de las capas superiores del epitelio
(Longworth & Laimins, 2004).

epitelio normal epitelio infectado con VPH

@ @
)
@@@

= } estrato cdrmeo

' I estrato
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estrato espinoso

WE J 0 } estrato basal

Figura 5. El epitelio infectado presenta células nucleadas y en division en los
estratos suprabasales. Tomado y modificado de Longworth &
Laimins, 2004.

La caracterizaciéon de estirpes celulares malignas de esta region cérvico-
uterina ha llevado a identificar lineas celulares que difieren en estado clinico, como
por ejemplo Calo (Carcinoma epidermoide IIB), HelLa (Adenocarcinoma IVB
metastasico) e InBl (Carcinoma epidermoide IVB) las cuales presentan infeccion
con VPH-18 (Monroy et al, 1992), ademas existen lineas celulares infectadas con
VPH-16 como SiHa y CasKi y otras lineas celulares negativas VPH como ViBo y
C33. La expresion de un fenotipo maligno depende de la expresion de los oncogenes
E6 y E7 del VPH para mantener las caracteristicas de inmortalizacion y
transformacion celular (John-Sup ef al, 2001). Las lineas celulares que presentan

infeccién con el Virus del Papiloma Humano y que provienen de céncer cérvico-
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uterino presentan una transformacion e inmortalizacion relacionada a la interferencia
que realizan las proteinas virales E6 y E7 con las proteinas celulares supresoras de
tumor p53, p73 y RB, impidiendo la detencion del ciclo celular en los puntos de
restriccidén y esquivando la verificacién de la integridad gendmica, ocasionando la
acumulacién de alteraciones a este nivel. El estudio de la biologia del cancer cérvico-
uterino ha arrojado el conocimiento de los mecanismos moleculares por los cuales
actuian estas oncoproteinas, sin embargo, pese a los esfuerzos encaminados a combatir
este cancer, no se tiene un proceso adecuado para disminuir su incidencia en la

poblacién mexicana.

VPH 16 18 31-45 Cualquier
Ciudad b
México 52% 12 % 5%
Espaiia 19 7 0%
Colombia 63

Incidencia de VPH (Muiios & Bosch, 1997).
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FLAVONOIDES

Dentro de las estrategias para combatir al cancer en general, se tiene que en
los ultimos afios la investigacion basica ha explorado el papel de compuestos de
origen vegetal para su uso como agentes terapéuticos o como preventivos en el
desarrollo de esta enfermedad, entre tales elementos se tiene a los flavonoides (figura
6) entre otros (Herber & Go, 1999).

FLAVONOIDE

Figura 6. Flavonoide. Estructura general mostrando los tres
anillos y las posiciones donde se localizan los

sustituyentes (Vera, 2002).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos relacionados estructuralmente
de origen vegetal y constituyen uno de los grupos mds caracteristicos y extensos de
los metabolitos secundarios de las plantas superiores siendo reconocidos como
pigmentos (Harborne & Williams, 2000; Lea & Leegood, 1993; Azcon-Bieto &.
Talon. 1993). Los flavonoides en la célula vegetal son sintetizados a partir de
subunidades suministradas por las vias metabdlicas del acetato y el acido shiquimico,
en tal proceso la fenilalanina es precursora de la unidad p-cumaril la cual es
condensada en chalconas (Mann, 1987) dando origen a la gran variedad de estructuras
de estos compuestos, los cuales se acumulan en las vacuolas y se les encuentra
localizadamente en el meséfilo y epidermis de las hojas, en la cuticula epidérmica de

los frutos y en otros érganos jovenes como las flores, estructuras que presentan poca
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o nula actividad fotosintética, ademds puedc c¢star restringida a etapas especificas del
desarrollo, a tipos especificos de células cspecializadas y a periodos de estrés

causados por la deficiencia en nutrientes o por ¢l ataque de organismos.

En el mas amplio sentido el término flavonoide se aplica a estructuras muy
diversas: 2-fenilcromonas (flavonas, flavonoles, flavanonas y biflavonoides), 2-
fenilcromanos (flavanos, catecoles, 3,4-flavandioles), flavilios (antocianos), calconas,
acronas (Bruneton,1991). Todos estos compuestos presentan un nucleo polifendlico
de tres anillos también conocido como ntcleo de fenilbenzopirona. El anillo A se une
a una cadena de tres carbonos la cual es una ramificacién del anillo B. El grupo
propano puede presentarse de forma abierta (chalconas) o cerrada utilizando un
enlace éter en cuyo caso se forma el anillo C. Las diferencias entre éstos es por tanto
en la estructura basica, en el grado de polimerizacién y en el tipo de conjugacién con
glucodsidos, ésteres maldnicos y ésteres sulfato. Se han registrado ya mas de 6400
flavonoides aislados a los cuales se les a determinado su estructura y de los cuales
existe referencia de su actividad biologica que van desde las bioquimicas hasta las
ecoldgicas. Por otro lado, los flavonoides son parte importante de la dieta humana y
se ha determinado que su consumo, hasta de 1 g por dia, esta relacionado en la
prevencion de enfermedades entre las que se encuentra el cancer (Herber & Go,1999;
Frankel er al, 1993; Hertog et al, 1993) por lo que se les ha considerado como
fitoquimicos en las terapias de quimioprevencion (Sizer & Witney, 2000),
asignandoles propiedades antitumorales (Wang et al, 1998; You et al, 1998),
antiinflamatorias (Wang ef al, 1999; Williams et al, 1999), antimicrobianas
(Haraguchi et al, 1998; Harborne, 1999), antiviral (Kim et a/, 1998; Li et al, 1997,
Lin et al, 1997), antioxidante (Miyase et al 1999, Arora et al, 2000), analgésica y
antihepatotéxica (Xu ef al 1997; Chen et al, 1999)

Estudios recientes han evaluado la actividad biologica de estos compuestos de
origen vegetal sobre lineas celulares provenientes de la region cérvico-uterina, tanto
normales, inmortalizadas, transformadas y carcinogénicas en modelos in vitro

(Yokoyama ef al, 2004). En particular han mostrado tener actividades como la
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disminucién de actividad telomerasa, detencién del ciclo celular (Beniston & Campo,

2003) e induccién de muerte celular por apoptosis (Ahn er al, 2003 ).

El  compuesto  5,7-dihidroxi-8-(3"",3’’-dimetilalil)-flavanona  también
denominada glabranina (GL) (Mitscher et al, 1983; Cano, 2000) es una flavanona
prenilada en su posicion 8, presentando ademds dos grupos hidréxido en las
posiciones 5y 7 en el anillo A (figura 7). Esta pertenece al grupo de flavanonas a las
que se les ha descrito actividad antiviral, antimicrobiana y antitumoral (Shing-Chuan
et al, 2004). Especificamente la glabranina presenta una actividad antiviral (Sanchez
et al, 2000), sin embargo no hay registro de estudios que evalien su actividad
antitumoral. Los diversos grupos funcionales que se pueden localizar en el nucleo de
fenilbenzopirona son responsables de las actividades bioldgicas que presentan los
flavonoides y para la exploracién de tal relacion se tiene la elaboracion de derivados
en donde se realizan modificaciones en las posiciones, alteraciones de estructura,
cambiando, agregando o eliminando grupos funcionales, estableciendo una relacion
con una actividad biolégica particular. En este contexto el compuesto 5’’-hidroxi-7,8-
(6,6’ -dimetilcromano) de la glabranina, denominado CAM, es un derivado de la
glabranina a la cual se le a hecho una ciclizacion al grupo prenilo de la posicion 8
(figura 7), éste es uno de los derivados que presenta actividad antimicrobiana contra

Micrococcus luteus, propiedad que no tiene la glabranina (Vera, 2002).
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Glabranina CAM

Figura 7. Glabranina, grupo prenilo en posicién 8. CAM, Ciclizacion del
grupo prenilo desde la posicion 8 a la 7 (Cano, 1998).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de las estrategias para combatir al cancer en general, en los tltimos
afios se ha explorado la actividad de compuestos de origen vegetal para su uso como
agentes terapéuticos o preventivos en el desarrollo de esta enfermedad, entre tales

compuestos figuran los flavonoides.

Estudios de la actividad biologica de los flavonoides sobre lineas celulares
carcinogénicas provenientes de la regién cérvico-uterina han mostrado que éstos
pueden tener actividad antitumoral; sin embargo, son pocos los flavonoides que han
sido bien estudiados y a los que se les ha determinado el mecanismo por el cual
ejercen su efecto antitumoral, por lo que resulta de gran interés realizar una
valoracién de la actividad biolégica de las flavanonas 5,7-dihidroxi-8-(3"",3"’-
dimetilalil)-flavanona y 5’’-hidroxi-7,8-(6"’,6’"-dimetilcromano) de la glabranina en
lineas celulares provenientes de cancer cérvico-uterino, de tal manera que se aporte

informacion que determine si estas flavanonas afectan el potencial proliferativo asi

como determinar el mecanismo por el cual ejercen su actividad.
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JUSTIFICACION

El céncer cérvico-uterino es la principal causa de muerte en mujeres
mexicanas siendo responsable del 30% de las muertes por cancer. El virus del
papiloma humano, tipos 16 y 18, estan asociados a un 70 % de los casos. Pese a los
resultados obtenidos en el estudio de la biologia del carcinoma de cérvix, €ste ha

mantenido su incidencia en la poblacién mexicana.

Ademas, el numero creciente de resultados en investigacion basica que
emplean compuestos de origen vegetal y que han sido propuestos en terapias
alternativas estan orientados hacia la quimioprevencion del cancer. Dentro de este
grupo de compuestos se encuentran los flavonoides a los cuales se les ha atribuido un
efecto citotoxico e inhibitorio de la proliferacion de células tumorales; sin embargo,
se tienen pocos estudios sobre la actividad biolégica de éstos sobre el carcinoma de
cérvix, por lo que es necesario generar informacidén acerca de la actividad de

flavonoides sobre células tumorales de cancer cérvico-uterino.
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HIPOTESIS

Es conocido que los flavonoides presentan actividad antifungica,
antibacteriana, antiviral e incluso antitumoral, particularmente se conoce que ciertos
flavonoides como la quercetina y (-)-epigalocatequina galate presentan actividad
antitumoral mediada por la detencién del ciclo celular, disminucion de la actividad
telomerasa e induccién de muerte celular por apoptosis, sobre lineas celulares
provenientes de carcinoma de cérvix. Considerando que el compuesto 5,7-dihidroxi-
8-(3"’,3"’-dimetilalil)-flavanona es un flavonoide y que el compuesto 5°’-hidroxi-7,8-
(6’,6"’-dimetilcromano) de la glabranina es su derivado, se espera que ambos
compuestos presenten un efecto antiproliferativo sobre las lineas celulares

provenientes de cancer cérvico-uterino Calo, HeLa e InBl.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si los compuestos 5,7-dihidroxi-8-(3"’,3"’-dimetilalil)-flavanona y
5’-hidroxi-7,8-(6"’,6"’-dimetilcromano) de la glabranina, afectan el potencial
proliferativo de las células tumorales provenientes de cancer cérvico-uterino: Calo,

HelLa e InBl.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Establecer cultivos de células tumorales provenientes de cancer cérvico-uterino:
Calo, HeLa e InBl.

b) Determinar la concentracién media que indica el 50% de densidad celular, a través
de la realizacion de curvas dosis-respuesta (concentraciéon vs proliferacion), para
cada una de las lineas celulares con los compuestos: 5,7-dihidroxi-8-(37,37’-
dimetilalil)-flavanona y 5°’-hidroxi-7,8-(6’",6’’-dimetilcromano) de la glabranina.

¢) Determinar la viabilidad celular en cultivos de células tumorales Calo, Hela e
InBl tratadas con flavanonas 5,7-dihidroxi-8-(3"’,3"’-dimetilalil)-flavanona y 5’-
hidroxi-7,8-(6"’,6°’-dimetilcromano) de la glabranina.

d) Determinar si las flavanonas 5,7-dihidroxi-8-(3"",3"’-dimetilalil)-flavanona y 5’-
hidroxi-7,8-(6"",6"’-dimetilcromano) de la glabranina detienen el ciclo celular de
las lineas tumorales Cal.o, HeLa e InBl.

e) Determinar su hay evidencia de muerte celular por apoptosis en las lineas
tumorales Calo, HeLa e InBl inducida por las flavanonas 5,7-dihidroxi-8-(3"°,3"’-

dimetilalil)-flavanona y 5°’-hidroxi-7,8-(6"",6’’-dimetilcromano) de la glabranina.
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METODO

Cultivo de células tumorales. Las células provenientes de cancer cérvico-uterino son
sembradas en cajas petri de cristal de 10 mm (Pirex USA), en 10 ml de medio
RPMI-1640 (Laboratorios Microlab) suplementado con L-glutamina vy
bencilpenicilina (Griinenthal, Lakeside) y sin rojo de fenol, al 10% dc sucro
fetal bovino (SFB) desactivado a 56 °C por 30 minutos (Gibco BRL). Los
cultivos fueron mantenidos a 37° C, 5% de CO, y una atmésfera himeda a
saturacion en un incubadora (Nuaire US Autoflow). Para la realizacion de los
ensayos los cultivos se desarrollan hasta un 60-70% de saturacion de la caja

de cultivo (Morgan y Darling, 1993).

Preparacién de los flavonoides. Los compuestos son suministrados en sélido y se
solubilizan para su uso de acuerdo a lo siguiente: CAM en etanol (J. T. Baker)
(5 mg/ml) y GL en metanol (J. T. Baker) (5 mg/ml). Las soluciones son

filtradas usando un filtro para jeringa de 26 mm y 0.20 um (Corning Inc.).

Actividad biolégica de GL y CAM sobre el potencial proliferativo de células de
cancer cérvico-uterino. Las lineas celulares son sembradas en cajas de
plastico de 98 pozos (Corning Inc.), 5000 células/pozo, en 100 pl de medio
RPMI al 10 % de SFB, por 24 h. Posteriormente se retira el medio de cultivo y
se adiciona el compuesto a probar en RPMI fresco (10% de SFB) a las
concentraciones 1, 10, 15, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 35 pg/ml de GL o 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pg/ml de CAM. El ensayo control contemplaré la
cantidad de vehiculo (disolvente) utilizada en la concentracion maxima a
probar. En estas condiciones se mantiene el cultivo por 48 h mas dando un
tiempo total de cultivo de 72 h. La medicion de la proliferacion celular se
realiza con la técnica de tincion de cristal violeta de acuerdo a Kueng et al
(1989). Se retira el medio de cultivo. Se deja secar al aire. Las células son
fijadas con glutaraldehido al 1.1% (Sigma Chemical Co.) por 10 minutos, al

cabo de los cuales se retira el fijador y se deja secar al aire. Se tifie con
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colorante cristal violeta al 0.1% (Sigma Chemical Co.) por 10 min, al cabo de
los cuales se retira el exceso de colorante lavando con agua desionizada
(Milli-Q plus Millipore). Se deja secar al aire. Se adiciona acido acético (J. T.
Baker) al 10 % en agitacion por 20 min. Se mide la absorbancia a 570 nm
(Image Tecan Spectra). Los resultados de los grupos estimulados se comparan

con el respectivo control.

Evaluacion de detencién del ciclo celular. La cantidad ADN presente en las células
se determinada utilizando citometria de flujo de acuerdo al método descrito
por Vindelot et al, 1985. Las células son sembradas con una densidad de 500
000 células por caja de 5 ml en cajas de plastico (35 x 10 mm, Corning Inc.),
en RPMI al 10% de SFB. Se deja el tiempo necesario para que las células se
adhirieran al piso de la caja (24 h), después de lo cual son estimuladas con GL
a concentraciones de ICsg, 26 pg/ml para las células Cal.o y HeLa, y 30 pg/ml
para las células InBl. Para CAM se utiliza una concentracion de 30 pg/ml. Las
concentraciones anteriores son preparadas en medio fresco, RPMI al 10%
SFB y en estas condiciones se mantiene el cultivo por 24 h. El grupo control
contempla la cantidad de vehiculo empleado en el ICso en RPMI al 10 % de
SFB, un control sin estimulo contempla RPMI al 10% de SFB. Para la
evaluacion por citometria de flujo, las células son despegadas de las cajas de
cultivo con verseno, centrifugadas y lavadas con un buffer salino de fosfatos,
pH = 7.2 (PBS). El botén celular es fijado y resuspendido en 1 ml de metanol
al 50% en PBS, pasados 20 min se centrifuga y lava con PBS. El botén es
resuspendido en 200 pl de ARNasa (2.5 U/ml) y se incuba a 37° C por 30
minutos. Posteriormente se adiciona 750 pl de una solucidon de ioduro de
propidio (200mg/l), se mezcla y se incuba en hielo por 15 min protegiendo los
nicleos de la luz. Finalmente se analizan las muestras en un FACS
(Coulter,USA) (Unidad de Biologia Molecular del Instituto de fisiologia
Celular-UNAM: Dr. Alejandro Zentella).
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Viabilidad celular. 5000 células/pozo fueron sembradas en una placa de 96 pozos
por 24 h en RPMI al 10% de SFB. Se retir6 el medio de cultivo y se adiciono
medio fresco conteniendo GL o CAM a una concentracion de ICsy y el
estimulo se mantuvo por 48 h. Se realizé una tincion con azul tripano (Sigma,
cell culture reagents) contando el nimero de células tefiidas y el nimero de

células totales.

Tincién con yoduro de propidio. 500 000 células son sembradas en cajas petri de
plastico (35 x 10 mm, Corning Inc.) por 24 h un RPMI al 10% de SFB. Se
retiro el medio de cultivo y se adiciono medio fresco conteniendo GL o CAM
a una concentracién de ICsy y el estimulo se mantuvo por 48 h. Las células
son despegadas con verseno, centrifugadas y resuspendidas en PBS a una
proporcién 10° / ml. Se preparan laminillas en Cytospin (Shandon Souther)
con botones de 10° células, se dejan secar y se fijan con metanol al 50% en
PBS. Las preparaciones son teflidas con yoduro de propidio 0.2 mg/ml por

5 minutos.

Analisis estadistico. Los valores medios fueron sometidos a un analisis de varianza,

ANDEVA, con una significancia de 0.1, seguida de una prueba de Tukey.
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RESULTADOS

Actualmente, la bisqueda de compuestos antitumorales ha despertado un gran
interés, sobre todo, aquellos que son de origen biologico y especificamente los de
origen vegetal. En el caso particular de los flavonoides, se ha reportado que algunos
de ellos presentan actividad antiviral y antitumoral entre otros efectos. Por ejemplo, la
apigenina, un isoflavonoide extraido de la soya, se ha reportado como un inductor de
apoptosis en células tumorales de prostata (Gupta et al, 2001). Sin embargo, poco se
conoce de cudantos y cudles flavonoides pudieran presentar actividad antitumoral. Al
respecto, en nuestro grupo de trabajo se ha logrado purificar la flavanona glabranina,
de la cual se han obtenido derivados, CAM entre ellos. De ambos compuestos se
desconocen sus propiedades antitumorales, por lo que es de interés la evaluacion de
su efecto antiproliferativo sobre lineas celulares tumorales provenientes de cancer
cérvico-uterino. Al respecto se evalud si GL afectan el potencial proliferativo de las

células Calo, HeLa e InBI (Figura 8).

Como se puede apreciar la flavanona glabranina provoca un descenso en la
densidad celular de las tres lineas celulares d;: cancer cérvico-uterino, observandose
una disminucion de la densidad con el incremento de la concentracion de GL, efecto
dependiente de la concentracion. En el caso de las células Calo, GL presenta
actividad sobre la proliferaciéon celular entre las concentraciones de 20 y 35 pg/ml
con una disminucién de la proliferacion de 10 % a 90 % respectivamente,
estableciéndose una ICsg a 26 pg/ml. Para las células HelLa el intervalo en el cual GL
presenta su efecto sobre la proliferacion estd entre las concentraciones 10 y 35 pg/ml
con un descenso de la densidad celular de 10 % a 90 % respectivamente. Al igual que
las células Calo, se tiene una ICso en 26 pg/ml. Sin embargo, las células InBl,
parecieran ser mas resistentes al efecto de GL, ya que se registré una ICsg aproximada
a 30 pg/ml, presentando actividad bioldgica desde los 26 pg/ml con 10 % de

disminucién de la densidad celular hasta 35 pg/ml con disminucién de un 80.
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Figura 8. Efecto de la flavanona GL sobre el potencial proliferativo de las lineas
celulares provenientes de tumores de cancer cérvico-uterino Calo, HeLa
e InBl. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (5000
células/pozo) por 24 horas para adherencia y estimuladas con GL por 48
h. El numero celular fue evaluado con la técnica de cristal violeta. Las
graficas representan uno de los tres experimentos realizados por
separado con 6 repeticiones por condiciéon. M=metanol, C=control.
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Para saber si el decremento en el nimero celular es causado por muerte
celular, la viabilidad de las células fue evaluada con el colorante azul de tripano el
cual es excluido cuando las células estan vivas, y cuando las células estan muertas

¢stas se colorean de azul (Tabla 1).

GL | MeOH | CAM | EtOH | Control

% % % % %
Calo | 47 95 47 95 99
HeLa | 43 94 50 93 98
InBl 49 99 48 95 99

Tabla 1. Viabilidad de las células estimuladas con GL y CAM. 5000
células/pozo fueron sembradas en una placa de 96 pozos en RPMI
al 10% de SFB. A las 24 horas se retird el medio de cultivo y se
adiciono medio fresco conteniendo GL o CAM a una concentracion
de ICso y el estimulo se mantuvo por 48 horas. Se realizd una
tincién con azul tripano contando el numero de células tefiidas y el
numero de células totales (P<0.1).

La prueba de viabilidad establece que el decremento en el numero celular
observado es causado parcialmente por una muerte aparentemente necroética, ya que
el tamafio de la molécula del colorante azul tripano es muy grande (960 g/mol),
sugiriendo que al penetrar en las células, la membrana de éstas se encuentra dafada.
Con el propésito de determinar si las células sufren una alteracion en su morfologia
debido a muerte por necrosis, las células fueron estimuladas con GL a diferentes
concentraciones y observadas con un microscopio invertido para determinar cambios
en su forma (figura 9a). En los tratamientos con GL entre 30 y 35 pg/ml a 24 h de
estimulo se observa un decremento en el nimero de células con respecto a los
controles, ademds una parte pequefia de la poblacién (10%) de células presenta una
forma esférica , lo que indica perdida de adherencia celular. Hacia las 48 h de

estimulo se aprecia que la mayoria de las células (80%) presenta una forma esférica
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con contorno bien definido en algunas y contornos irregulares en otras indicando un
efecto sobre la membrana plasmatica. Estas células de forma esférica, la mayoria
permanece aun adheridas al piso de la caja de cultivo y el resto estan suspendidas en
el medio de cultivo, ademas de éstas, se presentan también células aun adheridas y
extendidas pero en pequefia proporcidon. Las concentraciones de 20 y 28 pg/ml a las
48 h se presentan células que adoptan una forma esférica de contorno irregular y otras

con contornos bien definidos .

El hecho de observar células extendidas con contornos bien definidos y sin
tefiirse con el colorante azul tripano, sugiere la presencia de células con membranas
integras, como lo indican las células que fueron tratadas con GL (ICsg) pero sin
descartar la posibilidad de presentar muerte por apoptosis donde las membranas
plasmaticas no pierden su continuidad. Para esclarecer un poco este ultimo punto, las
células tumorales de las tres lineas celulares fueron estimuladas con GL (ICsp), y
tefiidas con ioduro de propidio y observadas en un microscopio de epifluorescencia
con el objeto de encontrar cuerpos apoptéticos, los cuales se sabe son indicativos de
una muerte apoptética (figura 10a). Las imagenes revelan que los nucleos de las
células HelLa estan mas dafiados ya que se presentan cuerpos apoptoticos pero
ademas se distingue una afectaciéon mayor del nicleo que no es caracteristica de la
apoptosis. En las células CaLo e InBI los cuerpos apoptoticos son mas evidentes pero
estan en menor cantidad, observandose nicleos mejor conservados, lo que indica que
las células HeLa son mas sensibles al efecto provocado por GL. En las células Calo e
InBl al observar que existen células con nucleos completos sin mostrar cuerpos
apoptdticos y al relacionar esta observacion con la presencia de células aun adheridas
que no se tifien con azul tripano, sugiere que las células no son afectadas al mismo
tiempo y que pudiera deberse a la progresion del ciclo celular. Para determinar, si la
GL detiene a las células en alguna fase del ciclo celular, las células fueron
estimuladas con GL (ICsp) y posteriormente fueron tefiidas con yoduro de propido y
la distribucién del ADN fue evaluada por citometria de flujo con un citémetro de
flujo FAC-Scalibur (Tabla 2, figura 11 a). Los resultados revelan que para las lineas

celulares CalLo y HeLa no hay cambio en la progresion del ciclo celular (solo se
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muestran los datos de Calo, HeLa se comporta de manera idéntica), mientras que
para la linea InBl, se presenta un ligero incremento en la fase G2/M, sugiriendo una

detencion del ciclo en dicha fase, aunque en una pequefia proporcion.
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CaLo: RPMI -10% SFB -MeOH CaLo: RPMI -10% SFB —26 pg/ml GL

HeLa: RPMI - 10% SFB — MeOH HeLa: RPMI - 10% SFB 26 pg/ml GL

Figura 9 a. La flavanona GL induce cambio en la forma celular de las lineas
tumorales provenientes de tumores de céancer cérvico-uterino Calo,
HeLa, InBl presento el mismo comportamiento. Las células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos (5000 células/pozo) durante 24 h
posteriormente fueron estimuladas con la GL y observadas a las 48 h
con un aumento de 10X. CA=Célula adherida, CR=Célula de contorno
regular, CIr=C¢lula de contorno irregular.
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InBl: RPMI - 10 % SFB - EtOH InBl: RPMI - 10 % SFB — CAM 30 pg/ml

HeLa: RPMI - 10 % SFB - EtOH HeLa: RPMI - 10 % SFB — CAM 30 pg/ml

Figura 9 b. La flavanona CAM induce cambio en la forma celular de las lineas
tumorales provenientes de tumores de cancer cérvico-uterino Hela y
InBl, CaLo presento el mismo comportamiento. Las células fueron
cultivadas en placas de 96 pozos (5000 células/pozo) durante 24 h
posteriormente fueron estimuladas con la CAM y observadas a las 48 h
con un aumento de 10X. CA=Célula adherida, CR=Cé¢lula de contorno
regular, CIr=Célula de contorno irregular.
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HeLa: RPMI-10% SFB-MeOH HeLa: RPMI-10% SFB-26 pg/ml GL

CaLo: RPMI-10% SFB-MeOH CaLo: RPMI-10% SFB-26 pg/ml GL

InBl: RPMI-10% SFB-MeOH InBl: RPMI-10% SFB- 30 pg/ml GL

Figura 10 a. La glabranina induce muerte celular por apoptosis. 500 000 células son
sembradas en cajas petri de plastico (35 x 10 mm, Corning) por 24 h en
RPMI al 10% de SFB. Se retiro el medio de cultivo y se adiciono medio
fresco conteniendo GL a una concentracion de ICsy, el estimulo se
mantuvo por 48 h. Las preparaciones son tefiidas con yoduro de
propidio 0.2 mg/ml por 5 minutos. CA=Cuerpos apopt6ticos
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HeLa: RPMI-10% SFB-EtOH HeLa: RPMI-10% SFB-30 pg/ml CAM

CaLo: RPMI-10% SFB-EtOH CaLo: RPMI-10% SFB-30 pg/ml CAM

InBl: RPMI-10% SFB-EtOH InBl: RPMI-10% SFB- 30 pg/ml CAM

Figura 10 b. CAM induce muerte celular por apoptosis. 500 000 células son
sembradas en cajas petri de plastico (35 x 10 mm, Corning) por 24
horas un RPMI al 10% de SFB. Se retiro el medio de cultivo y se
adiciono medio fresco conteniendo CAM a una concentracion de
ICsp, €l estimulo se mantuvo por 48 horas. Las preparaciones son
tefiidas con yoduro de propidio 0.2 mg/ml por 5 minutos.
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Figura 11 a. Efecto de GL sobre la progresion del ciclo celular de las lineas
celulares Calo, HeLa e InBl. 500 000 células fueron sembradas en
cajas de plastico de 35 X 10 mm durante 24 h. Se retird el medio y se
agrego medio fresco con GL ICs, por 48 h Las células fueron tefiidas
con yoduro de propidio y evaluadas con citometro de flujo.
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Figura 11 b. Efecto de CAM sobre la progresion del ciclo celular de las lineas
celulares Calo, HeLa e InBl. 500 000 células fueron sembradas en
cajas de plastico de 35 X 10 mm durante 24 h. Se retir6 el medio y se
agrego medio fresco con CAM ICsp, por 48 h Las células fueron
tefiidas con yoduro de propidio y evaluadas con citometro de flujo.

39



CalLo HelLa InBI
GISGZ G|SGz G]SG;

MeOH 83 08 09 |73 16 11 (8 08 07
GL 79 08 13 (73 20 07 |68 10 22

EtOH 82 08 10 |77 14 09 |85 06 09
CAM 82 06 12 |74 15 11 |71 09 20

Tabla 2. GL y CAM no afecta el progreso del ciclo celular en las células
Calo y HeLa, pero provocan una ligera detencion en la fase G2 en
células InBI.
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Con respecto a la flavanona CAM, ésta se comporta de manera similar a la
flavanona GL, observandose una disminucién de la densidad celular con el
incremento de su concentracién. Al igual que GL, el efecto es dependiente de la

concentracion (Figura 12).
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Figura 12.- Efecto de la flavanona CAM sobre el potencial proliferativo de las lineas
celulares provenientes de tumores de cancer cérvico-uterino Cal.o, HeLa
e InBl. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (5000
células/pozo) por 24 h para adherencia y estimuladas con CAM por 48
h. El numero celular fue evaluado con la técnica de cristal violeta. Las
graficas representan uno de los tres experimentos realizados por
separado con 6 repeticiones por condiciéon. EtOh=etanol, C=control.
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En las células CalLo, CAM presenta actividad sobre la proliferacion celular
entre las concentraciones de 10 y 60 pg/ml con una disminucion de la proliferacion
de 15 % a 90 % respectivamente, estableciéndose una ICso a 30 pg/ml. Para las
células HeLa el intervalo en el cual CAM presenta su efecto sobre la proliferacion
esta entre las concentraciones 10 y 60 pg/ml con un descenso de la densidad celular
de 20 % a 70 % respectivamente, con ICsp en 30 pg/ml. Al estimular las células InBl
con CAM, al igual que en la lineas celulares Cal.o y HeLa, se tiene un intervalo de
actividad entre las concentraciones 10 y 60 pg/ml con disminucién de la densidad
celular de 20 % a 70 %, pero con ICso en 30 ug/ml. Las pruebas de viabilidad celular
indican que el decremento de la densidad celular causado por CAM se debe
posiblemente en parte a una muerte celular necrética (Tabla 1 y figura 9 b). Al igual
que en GL, las células tumorales presentan alteraciones en la forma celular
presentando una forma esférica irregular con contornos definidos en pequefia
proporcidn (30 pg/ml/24 hrs). A 70 pg/ml la mayor parte de la poblacion presenta
una forma esférica irregular pero aun permanecen adheridas al plato de cultivo. A las
48 h de estimulo desde 60 pg/ml la totalidad de la poblacién presenta la forma
esférica irregular asi como perdida de adherencia. Esto indica la presencia de células
con membranas citoplasméticas dafiadas por necrosis pero no se descarta la presencia
de células que hayan muerto por apoptosis por lo que se realizé una tincion con

ioduro de propidio para determinar la presencia de cuerpos apoptoticos (figura 10 b).

Las iméagenes revelan la presencia de cuerpos apoptdticos que indican un
efecto apoptotico del CAM. Al igual que GL, las células Hela presentan nucleos mas
alterados, mientras que las células CaLo e InBI presentan condensacion de cromatina.
Esto indica que las células HeLa son més sensibles a CAM. Sin embargo la presencia
de células adheridas en cultivos de las tres lineas celulares sugiere una inhibicion de
la proliferacion celular, por lo que fue necesario realizar un analisis de la distribucion
del DNA por citometria de flujo con el propdsito de evaluar si existe un paro en

alguna de las fases del ciclo celular (figura 11 b).
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Como se puede apreciar al igual que el efecto provocado por GL, las células
tumorales HeLa (los datos de distribucion de ADN son idénticos a los de Cal.o) y
CaLo no fueron afectadas en su ciclo celular por CAM, sin embargo, en la linea InBl,

CAM indujo un ligero incremento en la poblacion de células que se encuentran en la
fase G2/M (figura 10 b, tabla 2).
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DISCUSION

La valoracién de la actividad bioldgica de compuestos de origen vegetal ha
llevado en los Gltimos afios a una exploracion de estos compuestos en varios campos
de la salud humana. Datos epidemiologicos muestran que el tipo de dieta esta
relacionada con el progreso y desarrollo de diversas patologias ya sea contribuyendo
al aumento o disminucién de su incidencia en una poblaciéon determinada (O’Prey et
al, 2003). Los flavonoides han sido asociados en estos estudios con una reduccion
significativa en enfermedades como el cancer entre otras. El efecto de proteccion
contra cancer se ha demostrado en modelos animales en donde son administrados en
concentraciones no toxicas (Verma et al, 1988) obteniéndose resultados favorables
en la disminucion del desarrollo de ciertos tipos de cancer. Ademas de la evaluacion
de estos compuestos naturales hay un interés en la sintesis de compuestos derivados
de flavonoides para su evaluacién como farmacos anti-cancerigenos (Wang, 2000).
Los datos obtenidos de la evaluacion de estas flavanonas revelan que tanto la
glabranina como su derivado CAM tienen actividad antitumoral sobre las células de
cancer cérvico-uterino Calo, HeLa e InBl. Las concentraciones ICs; estan en el rango
de concentraciones reportados por Yokoyama et al, 2004, Beniston & Campo, 2003 y
Ahn et al, 2003, sin embargo, y basados en que esta células estan infectadas con el
HPV tipo 18, seria interesante determinar si el efecto antitumoral es conservado en
células de cancer cervical infectadas con el virus HPV del tipo 16 o sin HPV con el
proposito de establecer si la sensibilidad al compuesto presenta alguna relacion con el
tipo de virus. Las diferencias en las concentraciones utilizadas (ICsg) para inducir el
decremento en el nimero celular podria ser debido a la diferencia de estadios clinicos
al que pertenecen cada linea, ya que HelLa es un adenocarcinoma IVB metastasico,
CaLo un carcinoma epidermoide IIB e InBl es un Carcinoma epidermoide IVB. Esta
ultima al presentar una mayor concentracion de ICsy hace pensar que este tipo de
carcinoma epidermoide presenta mayor resistencia a la flavanona GL. EI hecho de
observar que el derivado de la glabranina, CAM, presenté un efecto antitumoral
similar al del compuesto madre, sugiere que el cambio en el grupo prenilo no altera la

actividad original, indicando que la actividad biolégica de la glabranina no se debe al
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grupo prenilo exclusivamente o que el grupo prenilo y el cuarto anillo formado
inducen una actividad semejante. Faltaria determinar si existen diferencias en la
respuesta celular a estos dos compuestos, evaluando otros parametros de
funcionalidad celular, como lo son respiracion celular, o algunas rutas metabdlicas

como la glucélisis entre otras.

La progresion del ciclo celular no es afectada por GL y CAM, lo que
corrobora que, pese a la modificacion estructural realizada a GL. esta conserva su
actividad, sin embargo se tiene una diferencia de respuesta entre las lineas celulares,
ya que InBl presento ana detencion en la fase Go/M, lo que hace pensar que InBl
presentaria otras caracteristicas que no presentan Calo y HeLa y que se pueden deber
al estado y tipo del carcinoma epidermoide. Del andlisis de ciclo celular surge la
interrogante si el tipo de neoplasia que presentan las células Calo, HeLa e InBlI es
determinante para la respuesta a GL y CAM por lo que seria conveniente en el fututo
una evaluacién mds consistente que permita concluir tajantemente este punto, como
se ha reportado para otros flavonoides (Lee, 2004; Kee-Lung, 2004). Con respecto al
decremento en el nimero celular, junto con la evaluacién de viabilidad, se sugiere
que las células de las tres lineas tumorales presentan por un lado una posible muerte
necrotica (ya que el colorante azul tripano al teiiir el interior de las células revela que
la membrana se encuentra dafiada), y una induccién de muerte apoptdtica como lo
revela la presencia de cuerpos apoptéticos observados en las tres lineas, por lo que se
debe establecer con mayor precision utilizando marcadores de membrana celular para
apoptosis en conjunto con pruebas de exclusién de colorantes para determinar la
proporcion de células que estan experimentando apoptosis por un lado y necrosis por
otro.

Es necesario realizar una caracterizacion completa de las propiedades
antitumorales que pudiera presentar la glabranina para poder hacer una valoracion
correcta de su uso como agente terapéutico o preventivo en el desarrollo del
carcinoma cervical asi como aportar evidencia de sus propiedades antitumorales que

pudieran ser de utilidad para su empleo en el tratamiento de otros tipos de cancer.
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CONCLUSIONES

La glabranina y su derivado inducen una disminuciéon de la densidad celular en

cultivos in vitro de células provenientes de cancer cérvico-uterino.
La glabranina presenta una ICsy de 26 pug/ml para las células Cal.o y Hela y de
30 pg/ml para las células InBI.

CAM presenta una ICsy de 30 pug/ml en las tres lineas celulares CalLo, Hela ¢

InBl.

GL y CAM no inducen detencion del ciclo celular en las lineas celulares Calo y

HelLa.
GL y CAM inducen detencidn del ciclo celular en la linea celular InBl.

La actividad citotoxica de GL no se altera con la modificacion de su grupo prenilo

como lo demuestra la valoracién que se hace de CAM.

GL y CAM inducen muerte celular por necrosis y apoptosis.
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APENDICE

RPMI 1640
Componente mg /1
L-arginina (base libre) 200
L-asparagina 50
Acido L-aspartico 20
L-cistina 50
Acido L-glutdmico 20
L-glutamina 300
Glicina 10
L-histidina (base libre) 15
L-hidroxiprolina 20
L-isoleucina 50
L-leucina 50
L-lisina HCI 40
L-metionina 15
L-fenilalanina 15
L-prolina 20
L-serina 30
L-treonina 20
L-triptofano 5
L-tirosina 20
L-valina 20
Biotina 0.2
D-Ca pantotenato 0.25
Cloruro de colina 3
Acido félico 1
i-inositol 35
Nicotinamida 1
Riboflavina 0.2
Tiamina HCI 1
Vitamina B12 0.005
Piridoxina HCI 1
Acido p-aminobenzoico 1
KCl 400
| MgSO4 7 H,O 100
NaCl 6 000
NaHCO; 2200
Na,HPO; 7 H,O 1512
CaNO; 4 H,O 100
D-glucosa 2 000
Glutation reducido 1
CO, fase de gas 5%
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Verseno

EDTA (Sigma Chem. USA) 040 g
NaCl (Sigma Chem. USA) 8.00 g
KCI (Sigma Chem. USA) 040¢g
Tris (Sigma Chem. USA) 3.04 g

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.7
con HCI IN y se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza a una
presion de 1.20 kg/em? durante 15 minutos. Se almacena a 4 °C.

Amortiguador salino de fosfatos (PBS)

MgCl; (Sigma Chem. USA) 0.10 g
CaCl; (Sigma Chem. USA) 0.10g
NaCl (Sigma Chem. USA) 8.00¢g
KCl (Sigma Chem. USA) 020¢g
Na,HPOy4 (Sigma Chem. USA) 2.16 ¢
KH;POy4 (Sigma Chem. USA) 020 g

El MgCl, y CaCl, se disuelve en 100 ml de agua bidestilada. Las sales
restantes, por separado se diluyen en 800 ml de agua bidestilada y después se
mezclan ambas soluciones. Se ajusta el pH a 7.2 utilizando HCI 1 N y se afora a 1000
ml. Se esteriliza usando filtro (Millipore) de poro de 0.22 pm y se almacena a 4 °C.

Glutaraldehido

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

Colorante azul tripano
Para pruebas de viabilidad celular se emplea colorante azul tripano (Sigma,

chem. USA) al 0.3% en PBS. Antes de su uso el colorante es filtrado en papel
Whatman No. 2.
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Solucion cristal violeta (0.1 %)

Para prepara 500 ml de cristal violeta en una concentracién 0.1 % se requiere
previamente prepara una solucién amortiguadora de 4cido férmico 200 mM con un
pH = 6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye muy bien y por ultimo
se filtra usando papel Whatman nim. 2. Se almacena a temperatura ambiente.

NaOH (Sigma Chem. USA) 396 ¢
Acido féormico (Sigma Chem. USA) 4.28 ml
Cristal violeta (Sigma Chem. USA) 1.00 g

Solucién de acido acético (10 %)

A 10 ml de é4cido acético glacial (J. T. Baker) se le agrega 90 ml de agua
bidestilada.

Desactivacion de suero fetal bovino (SFB)
El SFB es descongelado a temperatura ambiente, posteriormente es puesto a

bafio de agua a 56° C durante 30 minutos. Posteriormente se preparan alicuotas de 40
ml en tubos cénicos de plastico.
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