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RESUMEN

En la actualidad el cdncer se encuentra entre las tres primeras causas de muerte a nivel
mundial (INEGI, 2015). Para tratar esta enfermedad se utilizan tratamientos como
guimioterapia y radioterapia, los cuales se sabe no presentan selectividad en cuanto a las
células normales y tumorales, afectando seriamente la vida del paciente ya que en la etapa
avanzada de la enfermedad son ineficientes. Por ello, se ha generado la necesidad de
implementar nuevas terapias, especialmente aquellas que estan basadas en compuestos de
origen natural, con actividad antiproliferativa, de baja o nula actividad necrética y de accidn
selectiva. Al respecto, las saponinas esteroidales han causado un fuerte interés debido a sus
diversas actividades bioldgicas, incluyendo su actividad antitumoral. Por ello, en este
trabajo se evalué la actividad antiproliferativa y necrética del compuesto diosgeninico B-D
Maltopirandsido de (25R)-espirost-5-eno-3B-ilo (MD-OH), en lineas tumorales de cdncer de
mama (MDA-MB-231), cervicouterino (CaSki) y pulmdn (Sk-LU-1). Los resultados obtenidos
indicaron que esta saponina diosgeninica afecta el potencial proliferativo de las tres lineas
tumorales de una manera dependiente de la dosis, con una CI50 de 36 pg/ml en CaSki, 52
pg/ml en Sk-LU-1y 78 ug/ml en MDA-MB-231. La nula o baja liberacién de la enzima lactato
deshidrogenasa en los sobrenadantes de los cultivos celulares indica que el MD-OH no
induce una muerte necrdtica en las lineas tumorales. La observacion de células con
caracteristicas morfoldgicas apoptdticas en los cultivos tratados y la deteccion de la Caspasa
3 activa, sugiere que el MD-OH induce a las células tumorales a una muerte apoptdtica. Con
respecto al efecto antiproliferativo y necrético del MD-OH en células no tumorales
(linfocitos humanos de sangre periférica), los resultados mostraron que el MD-OH afecta un
porcentaje la proliferacion de estas células, sin embargo, no lleva a los linfocitos a una
muerte necrdtica, por lo que se puede deducir que este compuesto presenta una accién
antiproliferativa de accién selectiva, de baja o nula actividad necrdtica, haciendo a este
compuesto un digno candidato para ser estudiado en modelos in vivo y ser considerado un

agente con potencial terapéutico.
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INTRODUCCION

Dentro de las principales causas de muerte de la poblacién femenina en México se
encuentra el cdncer de mamay el de cérvix con 5997 y 4 076 defunciones respectivamente,

asi como para la masculina el cancer de pulmén causando 4 276 defunciones (INEGI, 2016).

El cdncer de mama es detectado por la aparicién de pequefias protuberancias en el seno,
cambios en la textura de la piel, secrecién, retraccién del pezén y fruncimiento, este
padecimiento debe de ser tratado de inmediato, ya que, si se ignoran estas sefiales, las
células tumorales emigran a otros drganos, lo que se conoce como metastasis, ocasionando
que los factores de riesgo como son los hereditarios o el estilo de vida favorezcan y se
aceleren en el desarrollo del cancer. Con respecto al cancer cervicouterino, la mayoria de
las veces es causado por el Virus del Papiloma Humano (VPH), un virus de transmisiéon
sexual. Los principales indicadores de esta enfermedad son: sangrado vaginal anormal
después de una relacién sexual, flujo constante con olor fétido, periodos menstruales
irregulares, entre otros. Este padecimiento es diagnosticado con la prueba de citologia de
Papanicolaou. Por su parte el cancer de pulmdn comienza con las células epiteliales que
recubren los bronquios y sus sintomas abarcan tos persistente, esputo con sangre, dolor en
el pecho, cambios en la voz, neumonia recurrente o bronquitis. Sus métodos de deteccién

mas comunes son los rayos X del pecho, broncoscopia y citologia del esputo.

Para tratar estos padecimientos existen los tratamientos como la cirugia, la radiacién y la
guimioterapia, considerando a esta ultima eficaz en tumores tempranos y Unicos, sin
embargo, en pacientes terminales la quimioterapia resulta ser ineficiente, con efectos
colaterales graves, fuertemente relacionados con su actividad necrética, ademas de ser
poco selectivos, generando la necesidad de desarrollar tratamientos alternos. Actualmente
existe un fuerte interés por la blisqueda de compuestos de origen natural, de baja o nula

actividad necrética, inductores de muerte apoptodtica y de accidn selectiva. Al respecto, las
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saponinas esteroideas han generado fuerte interés debido a su amplia actividad bioldgica,
destacando su actividad antitumoral. Por ello, en el presente trabajo se determind el efecto
antiproliferativo, necrético y apoptoético del compuesto B-D Maltopirandsido de (25R)-
espirost-5-eno-3B-ilo (MD-OH), derivado de la diosgenina; sapogenina esteroidal extraida
de Dioscorea composita, conocida como barbasco. Actualmente se sabe que la diosgenina
tiene actividad antiproliferativa frente a varias lineas celulares; como Hela (cancer
cervicouterino), HELy K562 (eritroleucemia); osteosarcoma 1547, hepatocarcinoma HepG2,
C3A y HUH-7, cancer de mama MCF-7 y otras. De igual manera se ha descrito que en ciertos
casos es inductora de apoptosis y que actla como agente quimiopreventivo (Fernandez,

2010).
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MARCO TEORICO

LA CELULA

La célula es la unidad basica de la vida. Para su supervivencia, cada célula debe mantener
unas condiciones internas que permitan el desarrollo de sus reacciones bioquimicas
esenciales, a pesar de los cambios extracelulares. Por lo tanto, todas las células se
caracterizan por la presencia de una membrana plasmatica con permeabilidad selectiva que
rodea una solucidn acuosa con gran concentracion de elementos quimicos (Manson et al.,

2003).

Las células regulan su medio interno, lo que les permite crecer, proliferar, dividirse y morir;
los mecanismos de muerte pueden ser: necrosis o apoptosis y el mecanismo que les permite
replicarse y dividirse es el ciclo celular; en el cual la célula aumenta su tamaiio, el numero
de componentes intracelulares (proteinas y organelos), duplica su material genético y

finalmente se divide (Alberts et al., 2002).

CICLO CELULAR

El ciclo celular es la base para la reproduccidon de los organismos. Su funciéon no es
solamente originar nuevas células sino asegurar que el proceso se realice en forma debida

y con la regulacion adecuada (Lomanto et al., 2003).

El ciclo celular se divide en varias fases: la interfase y mitosis. La interfase es donde se
produce la sintesis del acido desoxirribonucleico (ADN) y el crecimiento celular. La
replicacion de ADN nuclear sucede durante la fase de sintesis (fase S) de la interfase. El

intervalo entre la fase M y S se conoce como G1 (gap 1), y el intervalo entre la fase Sy M
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como G2 (gap 2). Las fases G1y G2 permiten el tiempo suficiente no sélo para el crecimiento
celular sino también para asegurar un control correcto del desarrollo del ciclo celular, asi
como verificar la integridad del ADN que se incorpora antes de la division final de la célula

(Fig.1) (Baynes y Dominiczak., 2008).

La fase G1 que sigue a la citocinesis y precede a la fase S es un periodo de actividad
bioquimica intensa. La célula incrementa el material enzimatico, sus organelos se replican,
asi como otras moléculas y estructuras citoplasmaticas también aumentan en nimero; en
consecuencia, la célula aumenta en tamafo. Las estructuras membranosas como el aparato
de Golgi, los lisosomas, las vacuolas y las vesiculas se derivan del reticulo endopldsmico, el
cual se renueva y aumenta de tamafo por la sintesis de proteinas y lipidos. También hay

replicacion de mitocondrias y cloroplastos previamente existentes. (Lomanto et al., 2003).

Fase S: La replicacion del ADN comienza cuando la célula adquiere el tamafio suficiente, las
proteinas necesarias se han sintetizado y se tiene el ATP necesario. Dado que el ADN lleva
la informacién genética de la célula, antes de la mitosis debe generarse dos juegos o
complementos de ADN idénticas para ser repartidas entre las dos células hijas. Durante la
interfase el ADN asociado a las histonas constituye la cromatina, que se encuentra
desenrollada en largas y delicadas hebras. EL ADN es una doble hélice que durante la
replicacion se abre y cada cadena es utilizada como molde para produccion de una nueva
doble cadena, que queda unida a la original y que sirve como guia. Por esta razén, la
replicacion del ADN se denomina conservativa. Estas dos dobles cadenas de ADN quedan
unidas por el centrémero hasta la mitosis, recibiendo el nombre de cromatidas hermanas.
El proceso clave de la replicacién del ADN ocurre durante la fase S (sintesis) del ciclo celular,
momento en el cual las histonas y otras proteinas asociadas al ADN son sintetizadas

(Lomanto et al., 2003) (Karp, 2006).

Fase G2: En esta fase ocurre la preparacidn para la mitosis en la cual se producira reparticiéon
equitativa del material genético; todos los organelos y la maquinaria necesaria esencial para
la division de la célula progenitora en dos células hijas idénticas en contenido, aunque de

menor tamano, se adquieren en esta etapa. Durante este periodo la célula empieza a
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ensamblar las estructuras especiales requeridas para asignar un conjunto completo y
equitativo de cromosomas a cada célula hija, lo cual se desarrollard durante la mitosis (Karp,

2006).

Mitosis denominada fase M, tiene una duracién menor a una hora y esta subdividida en
varias fases. Aqui es donde los cromosomas duplicados se condensan, la membrana nuclear
se desintegra y los cromosomas se segregan en cantidades equivalentes mediante
estructuras de tubulina (huso mitdtico). Posteriormente, el huso mitdtico se desensambla
y se forman dos nucleos con sus respectivos cromosomas. Finalmente, inicia la citocinesis o
divisién celular para formar dos células hijas con la misma informacién genética (Alberts et

al., 2002).

Si al término de la fase M la célula no recibe los estimulos adecuados para iniciar el proceso

de replicacién y seguir a la fase G1, esta puede pasar a GO.

El estado GO difiere de todos los estados que experimenta el ciclo celular. La ausencia de
factores de crecimiento apropiados lleva a las células a una especie de latencia en el ciclo
celular, en el cual el sistema de control no avanza a través de G1; ya sea porque es incapaz
o porque no lo necesita; ademas, si se suprimen los nutrientes a la célula no podria

proseguir con el ciclo (Lomanto et al., 2003).
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Duplicacidon de centriolos en
células animales

FIGURA 1. ETAPAS DE CICLO CELULAR. Tomada de http://ciencias-naturales-para-septimo.webnode.es/la-

celula/division-celular/

El funcionamiento correcto de los procesos del ciclo celular requiere de cambios en los
complejos proteicos, entre los que se encuentran las ciclinas, las cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) y los complejos que se forman entre ambas (CDK-ciclina) (Baynes vy

Dominiczak., 2008).

Las cinasas dependientes de ciclinas dirigen la transicion de las células, de una fase a la
siguiente. Estas proteinas pertenecen a la familia de las cinasas de serina/treonina y por
medio de fosforilaciones activan secuencialmente la maquinaria del ciclo celular. Existen
diferentes tipos de CDK (CDK2, CDK4, CDK6, CDK7 principalmente) aunque las
concentraciones cambian a lo largo del ciclo, la actividad cinasa de cada una, se inicia en

eventos particulares de cada fase (Ortega et al., 2002).

En su estado monomérico las CDK son inactivas. Su principal forma de activacidn es la uniéon
a subunidades reguladoras, llamadas ciclinas (ciclinas D, ciclina E, ciclina A y ciclina B). Las
ciclinas D son sintetizadas en la fase G1. La ciclina E se sintetiza al final de la fase G1 alcanza
su maxima expresion durante la transicion de la fase G1 a fase S y se degrada durante la

fase S. La ciclina A se sintetiza al inicio de la fase S, alcanza su maxima expresién durante la
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transicion de la fase S a G2 y se degrada en la fase M (Alberts et al., 2002). El dafio
irreparable de los componentes celulares como el ADN da como consecuencia que la célula

active el mecanismo de muerte celular programada.

MUERTE CELULAR

El estado normal o fisioldgico de un organismo se consigue con respuestas celulares que
permiten a las células y a los tejidos adaptarse y sobrevivir en las condiciones de su entorno
y responder adecuadamente a estimulos. Para ello, una variedad de sistemas y procesos
estan implicados en el mantenimiento de la integridad celular, desde la membrana celular
(procesos de endocitosis y exocitosis), a cambios metabdlicos y de expresidon génica, o a los

mecanismos de defensa y a los sistemas de reparacion (Lizarbe, 2007).

En los seres humanos, como en todos los demas organismos multicelulares, los ritmos de

proliferaciéon celular y muerte celular determinan la produccidn neta de células (Ross, 2007).

La muerte celular puede ser el producto de una lesidn accidental o de mecanismos que
causen la autodestruccion de las células (Ross, 2007). La necrosis y apoptosis son dos de las

principales causas de muerte celular mas estudiadas actualmente.

NECROSIS

La necrosis se ha definido como la serie de eventos que conducen a la ruptura de la
membrana citoplasmatica y la consecuente salida de material intracelular lo que
desencadena una reaccién inflamatoria (Ramirez et al., 2010). El proceso de necrosis es
desencadenado por toxinas, hipoxia, severa agresidon masiva y cualquier otra condicién que
genere la caida de ATP, esto crea cambios que, histoldogicamente, estan representados por
desorganizacién vy lisis del citoplasma, con dilatacién de reticulo endopldsmico y las

mitocondrias, disolucién de la cromatina y pérdida de la continuidad de la membrana
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citoplasmatica. EI ADN es partido en fragmentos irregulares al azar. Debido a la pérdida de
la integridad de la membrana celular, el contenido del citoplasma es volcado al espacio
extracelular, produciéndose la atraccién de células inmunes en el drea, lo que genera el
proceso de inflamacién, en el cual los restos celulares son eliminados por fagocitos

inmigrantes (Fig.2) (Elena, 2002).

APOPTOSIS “Muerte celular programada”

En 1972 se descubrid el proceso de apoptosis, siendo desencadenado por condiciones
fisioldgicas o patoldgicas sin pérdida de niveles de ATP, debido a que requiere energia para
su realizacién. Existen dos vias principales que pueden llevar a la apoptosis: induccidn
positiva o externa por un ligando unido a los receptores especificos de la membrana
plasmatica y la induccién negativa o interna que ocurre por pérdida de la actividad
supresora de mecanismos intracelulares. La induccién positiva involucra ligandos que por
una porcidon intracelular del receptor transmiten al interior una sefal; esa porcidn
intracelular es llamada dominio de muerte. La induccién negativa se produce por la pérdida
de la actividad supresora a cargo de una familia de proteinas especificas que se hallan
relacionadas con la mitocondria, liberandose desde la misma Citocromo C que dispara la

actividad de las proteasas, enzimas encargadas de ejecutar la apoptosis (Elena, 2002).

Histoldgicamente la apoptosis se caracteriza por la condensaciéon o encogimiento de los
componentes del citoplasma, con grandes brotes en la membrana celular y condensacion
de la cromatina que llevan a la formacidon de cuerpos apoptéticos. Este fendmeno se
produce en células aisladas dentro de un tejido. El ADN es fragmentado en trozos de 185
pares de bases o multiplos, mientras que la membrana celular permanece intacta. Luego el
cuerpo apoptaético es fagocitado por células vecinas sin generar un proceso inflamatorio, ya

gue no se vuelca contenido intracelular al espacio extracelular (Fig.2) (Elena, 2002).
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FIGURA 2. DIFERENCIAS MORFOLOGICAS ENTRE APOPTOSIS Y NECROSIS. Tomada de

http://retina.umh.es/docencia/confsvivos/temas/apoptosis/apoptosis.html

CASPASAS

Las caspasas son proteasas dependientes de tioles (residuos de cisteina), caracterizadas por
su especificidad para hidrolizar péptidos y proteinas en la vecindad de residuos asparticos.

o« II

Su especificidad catalitica ha originado el término “Caspasa” en el que la representa al
residuo cisteina de la enzima y “aspasa” representa residuos asparticos de la proteina

sustrato (Dubin et al., 2000).

Hay dos clases de caspasas, unas que rompen y activan exclusivamente otras caspasas

(caspasas iniciadoras: 8,9 y 10) y otras que fracturan otras proteinas (caspasas efectoras: 3,
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6y 7) (Taleisnik, 2006). De estas ultimas, la caspasa mds prevalente en la célula es la caspasa
3, la cual es la ultima responsable de la mayoria de los efectos apoptéticos junto con la
caspasa 6y 7. Estas son, en tltimo término, las que degradan una amplia gama de sustratos

durante la apoptosis (Lizarbe, 2007).

La familia de enzimas implicadas en la apoptosis encierra dos aspectos, son cisteina
proteasas y son especificas para escindir después del residuo aspartico. La mayoria de las
caspasas son sintetizadas como precursores (procaspasas) encontrandose en las células en
un estado inactivo llamada zimégeno. Para que el zimdégeno pase a la forma de una enzima
activa una parte del polipéptido debe ser removido por protedlisis. Una vez activada la
caspasa iniciadora procesa y activa una o mas caspasas en direccion descendente de la
cadena de eventos (caspasas efectoras) que a su vez fracturan varias proteinas celulares

conduciendo a la apoptosis (Taleisnik, 2006).

La activacion de las caspasas que llevan apoptosis estd determinada por una cascada de
eventos sometidos a la regulacién por proteinas pro- y antiapoptdticas que actuan a
diversos niveles de las vias de sefializacién. Las cascadas activadoras de las caspasas que
regulan la apoptosis pueden iniciarse desde receptores de superficie o ser inducidas por

alteraciones de la integridad mitocondrial (Alfaro, 2000).

Las seflales que desencadenan la apoptosis son captadas por receptores de la membrana
plasmdtica. Son receptores de transmembrana que tiene una porcién extracelular, que
consiste en tres a seis dominios ricos en cisteina, una parte media que atraviesa la
membrana plasmatica, y una parte intracelular, dominio citoplasmatico, que contiene una
secuencia llamada dominio de muerte (DD), de ahi que reciban la denominacién de

receptores de muerte (Martinez, 2009).

Estos receptores pertenecen por su estructura a las familias TNF (tumor necrosis factor) y
NGF (nerve growth factor). Los receptores de muerte mejor caracterizados son CD95,

también llamado Fas o Apol y TNFR1, también llamado p55 o CD120a (Taleisnik, 2006).
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Se sabe que la activacidon y ejecucién de las caspasas es un paso fundamental para la
apoptosis. Cuando hay un mal funcionamiento de la apoptosis se beneficia la aparicion de

diversas enfermedades entre ellas el cancer.

EL CANCER

El cuerpo estda compuesto por millones de células vivas. Las células normales del cuerpo
crecen, se dividen en nuevas células y mueren de manera ordenada. Existen muchos tipos
de céncer, pero todos comienzan debido al crecimiento sin control de las células anormales

(Manson et al., 2003).

El cdncer se desarrolla debido a una acumulacién de mutaciones. La mayoria de los agentes
identificados que se sabe que contribuyen a la etiologia del cancer, como por ejemplo la
radiacion ionizante y casi todas las sustancias quimicas carcinégenas, producen mutaciones:
esto significa que ocasiona cambios en la secuencia de nucledtidos del ADN (Alberts et al.,

2002).

Las células tumorales presentan caracteristicas que las distinguen de las normales: se
reproducen de manera descontrolada, son capaces de invadir y colonizar tejidos, ademas
de drganos distantes en lugares en donde normalmente no pueden crecer, proceso al que

se le Ilama metastasis (Alberts et al., 2002).

Muchos tipos diferentes de genes son cruciales para el desarrollo del cancer; por lo tanto,
se han utilizado varias estrategias para determinar cudles son estos genes (Alberts et al.,

2002).

En algunos casos las mutaciones peligrosas son las que determinan que los genes afectados
se activen en forma excesiva. Estas mutaciones ejercen un efecto dominante, se necesita
una sola copia mutada del gen para producir problemas, y el gen mutante se denomina
oncogén; por ende, la forma normal del gen se denomina protooncogén (Alberts et al,,

2002).
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Las células cancerosas tienen una capacidad disminuida para responder a los estimulos que
desencadenan la apoptosis. La mayoria de las células normales desarrollan una
dependencia de factores ambientales especificos para mantener su viabilidad, por su parte
las células tumorales desarrollan cierto grado de independencia de estos factores
ambientales, aparentemente son inmortales en el sentido de que contindan dividiéndose
de manera indefinida mientras las condiciones de nutrientes y de cultivo sean adecuadas

para su sobrevivencia (Karp, 2006).

Los canceres se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo de célula a partir del cual se
originan (Alberts et al., 2002). En el primer grupo se encuentran las leucemias y linfomas
que incluyen los cdnceres de los tejidos formadores de las células sanguineas. Producen
inflamacidén de los ganglios linfaticos, invasidon del bazo y médula ésea, y sobreproduccién
de células blancas inmaduras. El segundo grupo lo forman los sarcomas, los que proceden
del tejido conectivo tales como el hueso, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos y
tejido adiposo (Pardo, 1998). El tercer grupo son los carcinomas, que proceden de tejidos
epiteliales como la piel o de los epitelios que revisten las cavidades y érganos, y los tejidos
glandulares de la mama y préstata. Los carcinomas de estructura parecida a la piel se
denominan como carcinomas de células escamosas, los que tienen una estructura glandular
se denominan adenocarcinomas; los carcinomas incluyen algunos de los cdnceres mas

frecuentes como el cancer cervicouterino (CaCu) (Pardo, 1998).

CANCER DE MAMA

El cancer de mama es un tumor maligno que se origina en las células del seno, ésta es una
enfermedad que tiene mayor incidencia en mujeres; actualmente ocupa la primera causa

de muerte en México por cancer (INEGI, 2016).

El seno femenino consiste principalmente en lobulillos (glandulas productoras de leche),

conductos (tubos diminutos que llevan la leche desde los lobulillos al pezén) y estroma
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(tejido adiposo y tejido conectivo que rodean los conductos y los lobulillos, los vasos

sanguineos y los vasos linfaticos). (Fig. 3)

Lobulilio

Células Lobulillares

Células
Ductales

Conducto

Conductos

Aureola
Pezon

Lobulilos Ductos Colectores

Tejido adiposo conectivo

FIGURA 3. ANATOMIA DEL SENO FEMENINO Tomada de https://biotaetscientia.wordpress.com/tag/cancer/

La mayoria de los canceres de seno comienza en las células que recubren los conductos
(canceres ductales). Algunos canceres de seno se originan en las células que recubren los
lobulillos (canceres lobulillares), mientras que un pequefio niumero se origina en otros

tejidos.

La mayoria de protuberancias o masas en el seno no son cancerosas, sino benignas

(American Cancer Society, 2014).

Existen factores de riesgo que nos indican la posibilidad de padecer cancer de mama como
son los genéticos, el simple hecho de ser mujer y el envejecimiento, ya que en la mayoria
este padecimiento ataca a mujeres de entre 30 y 55 afios o mads, terapias hormonales
después de la menopausia, tener senos densos, consumo de bebidas alcohdélicas, sobrepeso

u obesidad, implantes de seno, entre otras.
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No existe una manera segura de prevenir el cdncer de seno, pero existen algunas cosas que
todas las mujeres pueden hacer que podrian reducir el riesgo, o en caso de que el cancer
suceda, podrian favorecer las probabilidades de detectar la enfermedad en sus etapas
iniciales cuando es mas tratable.

Existen varias medidas para detectar el cdncer en etapa oportuna como: pruebas genéticas,
la quimioprevencion, mastectomia preventiva, mamografias y realizar autoexamen

periédicamente (American Cancer Society, 2014).

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

s AUTOEXAMEN

La mujer debe conocer el aspecto natural de sus senos, mediante la observacién y la
palpacidon como se muestra en la Fig. 4, y notificar a su médico cualquier cambio nuevo

relacionado con sus senos tan pronto sea encontrado.

Con las puntas
de los dedos
juntas, palpar

con gentileza
cada seno en
una de estas
tres direcciones

Autoexamen de seno:
Inspeccion manual

FIGURA 4. EXAMEN DE AUTOEXPLORACION PARA LA DETECCION TEMPRANA DE CANCER DE MAMA. TOMADA DE:
http://mediaccess.mx/2012/10/
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% MAMOGRAMAS

Es una radiografia utilizada para diagnosticar alguna enfermedad del seno en mujeres que
presentan sintomas. Un mamograma no puede demostrar que un area anormal es cancer.
Para confirmar si hay presencia de cancer, se debe extraer una cantidad pequefia de tejido

y examinarse con un microscopio (American Cancer Society, 2014).

< RESONANCIA MAGNETICA

Las imagenes por resonancia magnética (MRI) utilizan ondas de radio e imanes potentes
en lugar de rayos X. Se absorbe la energia de las ondas radiales y luego se libera en un patrén
formado por el tipo de tejido corporal y por ciertas enfermedades. Una computadora
traduce el patrén en una imagen muy detallada de las partes del cuerpo. Para realizar una
MRI del seno con el fin de detectar cancer, se inyecta un liquido de contraste, llamado

gandolino, en una vena antes o durante el estudio para mostrar mejor los detalles.

% ECOGRAFIA (ULTRASONIDO DE LOS SENOS)

También conocida como sonografia o ultrasonido, utiliza ondas sonoras para delinear una
parte del cuerpo. En esta prueba, se coloca un pequefio instrumento llamado transductor
en la piel antes lubricado. Un transductor emite las ondas sonoras y detecta los ecos a
medida que rebotan de los tejidos del cuerpo. Una computadora convierte los ecos en una
imagen en blanco y negro que aparece en una pantalla. Este estudio no causa dolor ni

expone a radiacién.
+* DUCTOGRAMA O GALACTOGRAMA.

A veces es Util para determinar la causa de la secrecién del pezdn. En esta prueba, se
introduce un tubo plastico muy delgado en la abertura de un conducto del pezén por donde
sale la secrecion. Se inyecta una pequefia cantidad de medio de contraste, que delinea la
forma del conducto en una imagen de radiografia y muestra si hay una masa en el interior

del conducto.
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< EXAMEN DE SECRECION DEL PEZON

Si se presenta secrecion en el pezén, se puede colectar una muestra del liquido y observarlo
con un microscopio para ver si contiene células cancerosas. En general, si la secrecién luce
lechosa o de color verdoso claro es muy poco probable que se trate de cancer. Si la
secrecion es roja o café rojizo, lo cual sugiere que contiene sangre, es probable que pudiera
tratarse de un cancer, aunque es mas probable que se trate de una lesidn, infecciéon o tumor

benigno.
+» BIOPSIA

Se realiza cuando se encuentra en mamogramas, pruebas por imagenes o examen fisico,
una anomalia en un seno que pudiera ser cancer. La biopsia es la Unica manera de indicar
la presencia real de un cancer. Durante una biopsia, se extrae una porcidn pequeia de

tejido del drea sospechosa para que sea examinada con un microscopio.

Para detectar en qué etapa se encuentra esta patologia se considera la extensién del cancer
en el cuerpo, basdndose si es invasivo o no, el tamafo del tumor, cuantos ganglios linfaticos
estan infectados y si estd presente el proceso de metdstasis (American Cancer Society,

2014).

Los tipos principales de tratamiento para el cancer de seno son:

= TERAPIA HORMONAL

Se trata de un tratamiento contra el cancer por el que se extraen las hormonas o se bloquea
su accidn, y se impide el crecimiento de las células cancerosas. Las hormonas son sustancias
elaboradas por las glandulas del cuerpo que circulan por la corriente sanguinea. Algunas
hormonas pueden hacer crecer ciertos cdnceres. Si las pruebas muestran que las células
cancerosas ofrecen sitios donde pueden adherirse las hormonas (receptores) se utilizan
medicamentos, cirugia o radioterapia para reducir la producciéon de hormonas o impedir
gue funcionen. La hormona estrégeno, que hace crecer algunos canceres de mama, es

Pagina - 17 -



elaborada en su mayor parte por los ovarios. El tratamiento para impedir que los ovarios
elaboren estrégeno se llama ablacién ovarica. La terapia hormonal con tamoxifeno a
menudo se suministra a pacientes con estadios tempranos de cdncer de mamay a pacientes
con cancer metastatico de mama (cdncer que se ha diseminado hasta otras partes del
cuerpo). La terapia hormonal con tamoxifeno o estréogenos puede actuar sobre las células
de todo el cuerpo y puede aumentar la posibilidad de padecer cancer del endometrio. Las
mujeres que toman tamoxifeno deben someterse a un examen pélvico todos los afios para
verificar si hay signos de cadncer. Todo sangrado vaginal que no sea sangrado menstrual

debe comunicarse a un médico tan pronto como sea posible.

= CIRUGIA

La mayoria de los pacientes con cancer de mama se someten a cirugia a fin de extirpar el
cancer de la mama. Generalmente se extirpan algunos de los ganglios linfaticos de abajo
del brazo y se observan bajo un microscopio para verificar si contienen células cancerosas.
Cirugia conservadora de la mama, una operacién para extirpar el cancer, pero no la mama

misma. Incluye los siguientes procedimientos:

Lumpectomia: cirugia para extirpar el tumor (masa) y una pequefa cantidad de tejido
normal alrededor del mismo.
Mastectomia parcial: cirugia para extirpar la parte de la mama que tiene cancer y algo del

tejido normal que la rodea. Este procedimiento también se Ilama mastectomia segmentaria.

Los efectos secundarios de estas operaciones pueden incluir dolor, inflamacién temporal,

sensibilidad y tejido cicatricial rigido que se forma en el drea de la cirugia.

= RADIOTERAPIA

Tratamiento para el cancer en el que se usan rayos X de alta energia u otros tipos de

radiacion para destruir células cancerosas o impedir que proliferen. La radiacion de seno a
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menudo se administra después de la cirugia de conservacidn de seno para ayudar a reducir
la probabilidad de que el cancer regrese en el seno o en los ganglios adyacentes.

Hay dos tipos de radioterapia. La radioterapia externa usa una maquina fuera del cuerpo
que envia radiacién al area donde se encuentra el cancer. La radioterapia interna usa una
sustancia radiactiva sellada en agujas, semillas, alambres o catéteres que se colocan
directamente dentro del tumor o cerca del mismo. La forma en que se administra la

radioterapia depende del tipo y el estadio del cancer que esta siendo tratado.

= QUIMIOTERAPIA

Es un tratamiento del cancer en el que se usan medicamentos para interrumpir el
crecimiento de las células cancerosas, ya sea mediante su destruccién o impidiendo su
multiplicacién. Cuando la quimioterapia se administra via oral, intravenosa o intramuscular,
los medicamentos ingresan al torrente sanguineo y afectan a células cancerosas de todo el
cuerpo (quimioterapia sistémica). Cuando la quimioterapia se coloca directamente en la
columna vertebral, un érgano o una cavidad corporal como el abdomen, los medicamentos
afectan principalmente las células cancerosas de esas areas (quimioterapia regional). La
forma en que se administre la quimioterapia depende del tipo y el estadio del cancer que
se esta tratando.

En la mayoria de los casos la quimioterapia es mas eficaz cuando se usan combinaciones de
mas de un medicamento. Los medicamentos de quimioterapia que se emplean con mas
frecuencia contra el cancer de seno en etapa inicial incluyen: Adriamycin®, Ellence®, Taxol®,
Taxotere®. Estos se pueden ocupar en combinacidon con otros medicamentos tal como el
Cytoxan®.

Los medicamentos de quimioterapia funcionan al atacar a células que se estdn dividiendo
rapidamente, es por eso que atacan a las células cancerosas, sin embargo, otras células del
cuerpo, como las que se encuentran en la médula dsea, el revestimiento de la boca y los

intestinos, asi como los foliculos pilosos, también se dividen rapidamente. Estas células

Pagina - 19 -



también son propensas a verse afectadas por la quimioterapia, lo cual ocasiona los efectos
secundarios.
Los efectos secundarios dependen de la cantidad administrada asi como la duracién del
tratamiento, algunos de los posibles efectos son los siguientes:
¢ Pérdida del cabello
% Ulceras en la boca
+» Pérdida o aumento de apetito
% Nauseas y vomitos
+* Puede afectar las células productoras de sangre de la médula ésea, aumentando la
posibilidad de infecciones, tendencia a presentar moretones o sangrado vy

cansancio.

CANCER CERVICOUTERINO

El CaCu es uno de los principales problemas de salud publica en el mundo, acontece en 10%
de todos los canceres, es la tercera neoplasia diagnosticada. Cada afio alrededor de 500,000
casos nuevos son diagnosticados en todo el mundo. Se estima que produce alrededor de
231,000 muertes por afo, 80% de las cuales ocurren en paises en vias de desarrollo

(Chavaro et al., 2009).

El cérvix normal como se muestra en la Figura 5, se compone de diferentes tipos de células
epiteliales, el canal cervical medio y el cérvix superior estan compuestos por epitelio
columnar secretor, originado embriolégicamente de la invaginacion de los conductos
miullerianos. Existe un pequeno potencial neoplasico para este tipo de células. La vaginay
el ectocérvix estan compuestos de epitelio escamoso, estas células escamosas reemplazan
a las células columnares mullerianas originales cuando se forma el canal uterovaginal

(Chavaro et al., 2009).
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FIGURA 5. ESQUEMA ANATOMICO QUE MUESTRA EL UTERO, EL CERVIX O CUELLO UTERINO DEL SISTEMA
REPRODUCTOR DE LA MUJER. (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2012)

Este tipo de cadncer, aparece en la union del canal cervical y del ectocérvix, que es el sitio
donde las células pueden sufrir transformaciones por la acciéon de uno o mas factores de
riesgo, ya sean bioldgicos (mutaciones, virus, edad), socioculturales (escolaridad, habitos de
higiene), e incluso factores medioambientales a los que todos estamos expuestos. Las
anormalidades tempranas del cérvix, conocidas como neoplasias intraepiteliales cervicales
(NIC) se diagnostican cominmente en mujeres de entre 30 y 40 afios de edad. Para que el
NIC evolucione a CaCu invasor necesita de 8 a 20 afios y en la mayoria de los casos se
requiere de 5 a 10 afios para que las células transformadas penetren a la membrana basal

del cérvix e invadan otros tejidos (Lazcano et al., 1999) (American Cancer Society, 2014).

El factor etiolégico mas importante para el desarrollo del CaCu es la infeccion con el virus
de papiloma humano (VPH) que estd asociado en un 97.7 % (Vazquez-Ortiz et al., 2005) de
los casos. Entre los VPH mas incidentes se tienen principalmente a los tipos de 16 y 18 con

un 50.8 % y 15.5 % respectivamente (Berumen-Campos, 2003). Los VPH han convivido con
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la especie humana durante decenas de miles de aios y sufren relativamente pocos cambios
en su composicién genética. Se ha identificado mas de 100 tipos diferentes de VPH
(Castellsagué, 2008). El VPH causa la produccion de dos proteinas conocidas como E6y E7,
las cuales desactivan a algunos genes supresores de tumores. Esto podria permitir que las
células que recubren el cuello uterino crezcan demasiado y desarrollen cambios en genes

adicionales, lo que en algunos casos cause cancer.

Los VPH, se han clasificado en virus de alto o bajo riesgo, de acuerdo a su potencial
oncogénico que presentan para el desarrollo de lesiones cancerosas. Dentro de esta
clasificacién podemos encontrar ejemplos representativos de cada grupo en la siguiente

tabla (Tabla 1) (Tjalma et al., 2004).

Riesgo Tipo de VPH
Alto 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Bajo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81

TABLA 1. PRINCIPALES VPH DE ALTO Y BAJO RIESGO ONCOGENICO (Tjalma, et al, 2004)

La linea celular CaSki son células provenientes de carcinoma cervicouterino, establecidas a
partir de células metastasicas en el mesenterio del intestino delgado, la linea es positiva a

VPH 16 (ATCC, 2009).

El cdncer de cuello uterino en etapas tempranas es asintomatico, los sintomas comienzan a
presentarse cuando es invasivo y crece hacia el tejido adyacente. Cuando esto ocurre los

sintomas mas comunes son:

++ Sangrado vaginal anormal, tal como sangrado después de una relacién sexual,
sangrado después de la menopausia o sangrado y manchado entre periodos

menstruales.
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+»+ Secrecion vaginal inusual (la secrecién puede contener algo de sangre y se puede
presentar entre periodos o después de la menopausia).

X/

% Dolor durante las relaciones sexuales.

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

Una manera bien comprobada para la deteccidn de cuello uterino consiste en realizarse la
prueba de Papanicolaou y la prueba del virus del papiloma humano (VPH). Si se muestra
algo extrafio en estas pruebas es necesario realizar otras pruebas, para determinar si en

realidad hay cancer (American Cancer Society, 2014).
e COLPOSCOPIA

En esta prueba se coloca un espéculo en la vagina para ayudar al médico a observar el cuello
uterino. El doctor usara el colposcopio para examinar el cuello uterino. Este instrumento
gue permanece fuera del cuerpo, tiene lentes de aumento como los binoculares. El
colposcopio permite al doctor ver de cerca y claramente la superficie del cuello uterino.

Esta prueba no causa efectos secundarios y se puede realizar incluso en el embarazo.

e BIOPSIAS CERVICALES

Se pueden realizar dos biopsias, una con ayuda de la colposcopia en la que se detecta el
area anormal y la conizacidn, se extrae del cuello uterino un fragmento de tejido en forma
de cono. La base del cono estd constituida por el exocérvix (la parte externa del cuello
uterino), y la punta o apice del cono esta formada por el canal endocervical. El tejido que
se extirpa en el cono incluye la zona de transformacion (el limite entre el exocérvix y el

endocérvix).

Los tres tratamientos principales del cdncer son: cirugia, radioterapia y quimioterapia y se
aplican de forma separada o conjunta. Estas técnicas se usan para curar o prevenir que el
tumor crezca y/o paliar los sintomas cuando la enfermedad esta muy avanzada.
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e CIRUGIA

La cirugia se usa para diagnosticar cancer, determinar su estado y tratarlo. La biopsia es un
tipo comun de cirugia que ayuda en el diagndstico. Consiste en tomar una muestra de tejido
sospechoso de ser canceroso para que sea examinado por un especialista en un

laboratorio.
e RADIOTERAPIA

La radioterapia usa ondas de alta energia para dafiar o matar las células cancerosas y
prevenir el crecimiento de éstas. Del mismo modo que la cirugia, la radioterapia es un

tratamiento local para eliminar o erradicar tumores visibles.

Cuando se usa la radiacién como tratamiento principal para el cdncer cervicouterino, la
radioterapia externa usualmente se combina con quimioterapia. A menudo, se usa una
dosis baja de un medicamento llamado cisplatino, aunque también se pueden usar otros
medicamentos de quimioterapia. Los tratamientos de radiacién se administran 5 dias a la

semana por 6 a 7 semanas.

Los efectos secundarios comunes de la radioterapia externa incluyen: cansancio, problemas

estomacales, nduseas, vomitos y cambios en la piel.
e QUIMIOTERAPIA

La quimioterapia hace referencia al uso de farmacos para matar a las células cancerosas.

Puede ser administrada oralmente o intravenosa.

Los medicamentos que se utilizan con mas frecuencia para tratar el cancer de cuello uterino

avanzado incluyen: Cisplatino, Carboplatino, Paclitaxel, Topotecdn y Gemcitabina.
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CANCER DE PULMON

Los dos pulmones, derecho e izquierdo, estan situados en el térax a ambos lados del
mediastino y de los érganos que éste contiene. El volumen global del 6rgano no tiene mayor
interés: el del pulmén derecho supera en un tercio a un sexto al del pulmén izquierdo.
También se sabe que depende de la capacidad tordcica y de la forma del térax. Cada pulmdn

tiene la forma de un semicono con vértice superior y una base inferior.

Se pueden describir:

Tres caras: costal, mediastinica y diafragmatica
Un vértice

Dos bordes: anterior e inferior

YV V V V

Una base o circunferencia, inferior.

Por ultimo, cada pulmdn estd profundamente separado por las fisuras interlobulares, que

lo dividen en partes desiguales, los I6bulos pulmonares. (Fig 6).

Tragquea \_‘)‘/Gongho linfatico

Pulmén derecho Brongquios

Lbulo SUPEFiOr edm Pulmén izquierdo

\
o | dbulo superior

ILébulo médiomgel S
Lébulo inferior

Diafragma L’

Arteria
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N

@ Patricia Sddaba RAlcaraz

FIGURA 6. MORFOLOGIA DE LOS PULMONES
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El cdncer de pulmén comienza en las células que revisten los bronquios y en otras partes

del pulmdn, como los bronquiolos o los alvéolos.
Hay dos tipos principales de cadncer de pulmdn:
e Cancer de pulmdn microcitico (células pequefas)

Se denomina asi por el tamano de las células cancerosas cuando se observan con un
microscopio; a menudo comienza en los bronquios, cerca del centro del térax, suele crecer

y propagarse rapidamente (American Cancer Society, 2014).

e Cancer de pulmdn no microcitico (células no pequefias)

a) Carcinoma de células escamosas. - Estos cdnceres comienzan en las versiones
tempranas de las células escamosas, las cuales son células planas que cubren el
interior de las vias respiratorias en los pulmones. A menudo estan asociados con
antecedentes de fumar y tienden a estar localizados en el centro de los pulmones,
cerca del bronquio.

b) Adenocarcinoma.- Estos canceres comienzan en las versiones tempranas de las
células que normalmente segregarian sustancias, como moco. Por lo general, se
encuentra en partes externas del pulmdn, suele crecer mas lentamente.

c) Carcinoma (indiferenciado) de células grandes.- Puede aparecer en cualquier parte

del pulmdn, y tiende a crecer y a propagarse rapidamente.

La sospecha de cancer de pulmdn surge habitualmente en una de las siguientes situaciones:
una imagen sospechosa en la radiografia (Rx) de térax realizada con motivo de
determinados sintomas, o bien casualmente al realizar una Rx de térax por otro motivo

(American Cancer Society, 2014).

SINTOMAS

e Tos persistente
e Expectoraciones sanguinolentas

o Siel tumor esta cerca de la pleura, podria ocasionar dolor en el pecho
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A diferencia de los demads tipos de cancer, en los que estos sintomas se retrasan, en
las etapas tempranas del cancer de pulmon el paciente puede experimentar fiebre, pérdida
de peso y fatiga. Las localizaciones metastdsicas mads frecuentes del cdncer de pulmdn son:

glandulas adrenales, hueso, higado, cerebro.

En México, el 7.2% de los pacientes con cdncer tienen tumores malignos en los pulmones,
segln estimaciones de Globocan. El cancer de pulmén es el segundo mas mortal para los
hombres, con el 14% de las muertes por tumores malignos, después del de préstata, segln

el INEGI. (INEGI, 2016)
FACTORES DE RIESGO
Demograficos/Ambientales

e Edad Avanzada > 70 afios

e Género masculino

e Tabaquismo: 90%

e Exposicion ocupacional: 8%

e Contaminacion: 2%
Bioldgicos

e Obesidad
Hereditarios

e Agregacion familiar

e Sindromes alto riesgo: RB familiar (RB), Li-Fraimeumeni (p53)

La evidencia clinica de una lesién pulmonar sospechosa de cancer conlleva a una evaluacién
multidisciplinaria de riesgo epidemioldgico (edad, tabaquismo, exposicion ocupacional,
etc.) y radiolégico (tamafio, forma, densidad, anormalidades asociadas) que lleva a tomar
la decision de la toma de biopsia o excisién de la lesion. Los estudios necesarios para

determinar la estirpe histoldgica en tumores de localizacidon periférica son:
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e Broncoscopia con biopsia

e Transbhronquial

e lLavado/cepillado bronquial

e Toracoscopia con toma de biopsia/excision

e Toracotomia

En aquellas lesiones centrales se puede realizar la biopsia mediante broncoscopia.
Actualmente, el 95% de los tumores pueden ser efectivamente diagnosticados y tipificados

previos a la toracotomia.
TRATAMIENTO

El tratamiento quirdrgico, quimioterapia y radioterapia son las tres modalidades

comunmente usadas. (American Cancer Society, 2014)
e TRATAMIENTO QUIRURGICO

Las mas frecuentemente usadas son la toracotomia lateral, idealmente conservadora de
musculo, la posterolateral, la incisidon transversal con esternotomia parcial en media concha
de almeja, la cervicotoracica (para tumor de Pancoast) y la anterolateral. Reseccion

anatdémicas conservadoras son preferidas sobre neumonectomias.
e QUIMIO-RADIOTERAPIA

Los esquemas mas usados en concomitancia previo a la cirugia son: Cisplatino + vinblastina.
De manera secuencial también se puede administrar carbotaxol. En aquellos pacientes no
candidatos a cisplatino se adminstra carbotaxol. En los pacientes con progresion de la
enfermedad o metastasica la quimioterapia a base de platino prolonga la sobrevida (4-6
meses), mejora la sintomatologia y provee una mejor calidad de vida contra aquellos que
solo reciben medidas de soporte. Es importante el status funcional del paciente para la
administracidn de cualquier y la histologia tumoral. Cetuximab + Cisplatino/ vinorelvine es

terapia de primera linea al igual que cetuximab (Vallejo, 2007).
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ESTEROIDES Y CANCER

Debido a todos los efectos secundarios de los tratamientos que se tienen en contra del
cancer se ha tomado importancia por obtener compuestos naturales con los mismos
beneficios, evitando o disminuyendo los efectos secundarios; es por esto que se toma cierto
interés a los esteroides ya que se les han atribuido diferentes actividades bioldgicas, entre

ellas la actividad antitumoral. (Schlaepfener et al., 2010)

Los esteroides junto con los terpenoides son derivados del hidrocarburo tetraciclico
saturado perhidrociclopentanofenantreno, y son conocidos genéricamente como
isoprenoides. Los esteroides no son verdaderos triterpenos, en el sentido de que su
estructura no se apega al patrén C30; poseen esqueletos C27-C29 (o mas pequeno), pero
estan correctamente clasificados dentro del grupo de los triterpenos verdaderos, ya que

todos derivan del mismo precursor (Anaya, 2003).

Los derivados esteroideos se han manejado como agentes citotdxicos que mejoran la
especificidad en el tratamiento del cancer. El descubrimiento de estos nuevos agentes con
propiedades anticancerigenas es en base a sustancias con estructura y citotoxicidad
conocidas (Camoutsis et al., 2005). Recientemente se ha encontrado que algunos
compuestos esteroidales presentan actividad anticancerigena; sin embargo, aln no tienen
el avance clinico necesario si se les compara con otros agentes de uso terapéutico.

Entre las diversas familias que conforman el grupo de los esteroides, se encuentran las
saponinas, que son compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, poseen una
compleja estructura anfifilica formada por un nucleo esteroidal hidrofébico y una parte
hidrofilica constituida por unidades de monosacaridos. La especie humana ha aprendido a
emplear en su provecho la amplia actividad biolégica de las saponinas; ademas, muchas de
ellas son muy utilizadas en sintesis para la obtencion de compuestos de origen natural

(Hostettmann et al., 1995).
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De la hidrdlisis enzimdtica o quimica de las saponinas, se obtienen sapogeninas
esteroidales, las cuales poseen 27 dtomos de carbono y ademas del nucleo esteroidal
presentan dos anillos mas: los anillos E (tetrahidrofuranico) y F (tetrahidropiranico) (Tobari

et al., 2000).

Sin duda la mas util de todas las sapogeninas esteroides es la diosgenina (Anaya, 2003). La
diosgenina fue aislada por primera vez en 1936 por Takeo Tsukamoto, a partir de Dioscorea
tokoro. En la década de los cuarentas, Russell Marker encontré en México que la Dioscorea
composita, conocida como barbasco, contiene de 7 a 9% de diosgenina; la diosgenina se ha
utilizado también como material de partida para la obtencion de diversos compuestos
esteroidales de interés en sintesis parcial. Recientemente, se encontrd que posee actividad
antiproliferativa frente a varias lineas celulares; como Hela (cdncer cervicouterino), HEL y
K562 (eritroleucemia); osteosarcoma 1547, HepG2, C3A y HUH-7 (carcinoma
hepatocelular), MCF-7 (cdncer de mama) y otras. Se determiné también que en ciertos
casos es inductora de apoptosis y que actia como agente quimiopreventivo. Debido a ello,

se abrid un nuevo campo de estudio en el ambito de las sapogeninas (Fernandez, 2010).

Con el propésito de incrementar la actividad anticancerigena, algunos grupos de
investigacion sintetizaron andlogos y derivados de la diosgenina efectuando modificaciones
en la parte hidrofilica de la molécula (Fernandez, 2010); entre los cuales destaca la sintesis
del B-D Maltopirandsido de (25R)-espirost-5-eno-3B-ilo (MD-OH), derivado de la diosgenina

que se muestra en la figura 7.
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FIGURA 7. RUTA DE SINTESIS DEL B-D Maltopiranésido de (25R)-espirost-5-eno-3p-ilo (MD-OH). Tomado de
Fernandez, 2010.

Sin embargo, este compuesto aun no se le ha determinado su actividad antitumoral, por lo
que este trabajo tiene como objetivo evaluar la actividad antiproliferativa, necrética y
apoptética del MD-OH in vitro, con la intencidn de establecer si esta sapogenina puede ser
considerada como un agente con actividad antitumoral con posible aplicacién terapéutica

contra el cancer.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tratamientos de quimioterapia que actualmente se utilizan para tratar el cancer
resultan ser muy agresivos para los pacientes terminales y poco eficientes. En la mayoria de
los casos los farmacos por su alta citotoxicidad ocasionan efectos secundarios severos
demeritando ain mas la salud del paciente, generando la necesidad de implementar nuevas
alternativas terapéuticas contra esta patologia. Al respecto, actualmente ha surgido un
fuerte interés en la busqueda de compuestos con actividad antiproliferativa y no necrética.
Los fitoesteroides y en particular las saponinas esteroidales han llamado la atencién de
diferentes grupos de investigacion, debido a sus diferentes actividades bioldgicas

reportadas, destacando entre ellas, la actividad antitumoral.
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JUSTIFICACION

El cancer es considerado una de las enfermedades mds acuciantes y un problema de salud
importante debido a su incidencia, asi como a la tasa de mortalidad que presenta en nuestro
pais y en el mundo. El cancer de mama, pulmédn y cervicouterino (CaCu), se encuentran
entre las neoplasias de mayor incidencia e indice de mortalidad en México y el mundo,
donde a pesar de los avances tecnoldgicos, cientificos y de las campafias de prevencién y
tratamientos, esta enfermedad no se ha logrado erradicar, por lo que es necesario
continuar con la busqueda de nuevas terapias o agentes terapéuticos que contribuyan al

tratamiento o cura de esta enfermedad.
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HIPOTESIS

Es conocido que la sapogenina esteroidea diosgenina posee actividad antiproliferativa
frente a varias lineas celulares como Hela (cancer cervicouterino), HEL y K562
(eritroleucemia); osteosarcoma 1547 HepG2, C3Ay HUH-7 (carcinoma hepatocelular), MCF-
7 (cdncer de mama) etc., asi como inductora de apoptosis. Debido a que el compuesto B-D
Maltopirandsido de (25R)-espirost-5-eno-3B-ilo (MD-OH), es un derivado de la diosgenina
genera la posibilidad de que potencie estas mismas caracteristicas frente a lineas celulares

de cancer de mama, cervicouterino y de pulmén.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si el compuesto esteroidal B-D Maltopirandsido de (25R)-espirost-5-eno-3B-ilo
(MD-OH) derivado de la diosgenina, presenta actividad antiproliferativa, necrética e
inductora de apoptosis en las lineas celulares provenientes del cancer de mama,

cervicouterino y de pulmon.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar la actividad antiproliferativa del MD-OH en cultivos de células tumorales (MDA-
MB-231, CaSki y SK-LU-1), expresada como la concentracién requerida del compuesto
para reducir en un 50% el numero celular (CI50).

2) Determinar el efecto necrético del MD-OH en los cultivos de células tumorales (MDA-
MB-231, CaSki y SK-LU-1), mediante la deteccidn de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes provenientes de los cultivos celulares.

3) Establecer si el MD-OH induce a las lineas celulares (MDA-MB-231, CaSki y SK-LU-1) a
expresar una morfologia apoptética, asi como inducir un incremento de la caspasa 3
activa, mediante la técnica de tincién con DAPI y la deteccién por inmunocitoquimica
cuantificada por citometria de flujo respectivamente.

4) Evaluar si el MD-OH a las concentraciones de CI50 determinadas para las lineas
tumorales afectan el potencial proliferativo de células no tumorales (cultivos de
linfocitos humanos, provenientes de sangre periférica) y si son inducidas a una muerte

necrotica.
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MATERIAL Y METODO

Cultivo de las lineas tumorales de Cancer de mama, CaCu y pulmén.

Las lineas celulares CaSki y Sk-LU-1 se sembraron en cajas de Petri de cristal de 100 mm
(Pirex USA), con 10 ml de medio 1640 del Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640;
Gibco, USA) con rojo fenol suplementado con bencilpenicilina (Griinenthal, Mex) y al 5 %
de suero de ternera neonata (STN, Gibco, USA) desactivado a 56 °C por 30 min (Apéndice
A), la linea celular MDA-MB-231 con 10 ml de medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(D-MEM) con suero fetal bovino al 5% (SFB, Gibco, USA). Los cultivos se mantuvieron a 37
°C, 5 % de CO, y una atmdsfera hiumeda a saturacién en incubadora (Nuaire USA). Para la
realizacion de los ensayos se utilizaron cultivos de células tumorales en fase de crecimiento
exponencial a una densidad celular del 70 % (Morgan y Darling, 1993). Para realizar los
ensayos con los cultivos de las células CaSki y Sk-LU-1 se utilizé un control (Células en RPMI-
1640 con 5 % de STN), un vehiculo (Células en RPMI-1640 con 5 % de STN y 1 % de mezcla
de Etanol-Dimetilsulféxido 5:1) y los tratamientos (Células en RPMI-1640 con 5 % de STN y
la concentraciéon de MD-OH), para las células de MDA-MB-231 se utilizd un control (Células
en D-MEM con 5% de SFB), un vehiculo (Células en D-MEM con 5% de SFB y 1% de mezcla
de Etanol-Dimetilsufoxido 5:1) y los tratamientos (Células en D-MEM con 5% de SFB y la

concentracion de MD-OH).

Preparacion del Stock del compuesto MD-OH

El stock consiste en pesar 1 mg del compuesto MD-OH vy solubilizarlo en 100 pl de una
mezcla de Etanol/DMSO proporcion 5:1, manteniéndolo a temperatura ambiente. El

compuesto MD-OH fue sintetizado en el Laboratorio de Sintesis y Modificacién de
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compuestos Naturales a cargo del Dr. Jesus Sandoval Ramirez, de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Determinacion de la proliferacidn celular de las lineas celulares de Cancer de mama,

CaCu y pulmon a través de la técnica de incorporacion del colorante cristal violeta

Se sembraron 7,500 células de las lineas celulares en cajas de 96 pozos (Corning. USA), con
100 pl de medio RPMI-1640 al 5 % de STN para CaSki y Sk-LU-1, para la linea MDA-MB-231
se utilizé6 D-MEM al 5% de SFB, durante 24 h y posteriormente los cultivos fueron tratados
con 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90 pug/ml del compuesto durante 24 h mas. Se graficaron los
resultados obtenidos y mediante la ecuacion de la recta se calculd la CI50. La determinacion
del nimero celular se realizé por la técnica de incorporacién del colorante cristal violeta de
acuerdo a Kueng et al., (1989). Brevemente, esta técnica consiste en retirar el medio de
cultivo de la placa de 96 pozos, e inmediatamente las células se fijan con glutaraldehido al
1.1 % (Sigma- Aldrich. USA) (Apéndice D) por 20 min, al término del tiempo, se retira el
fijador, se realizan dos lavados a la caja con agua destilada y se deja secar al aire,
posteriormente se tifien las células con el colorante cristal violeta al 0.1 % (Sigma- Aldrich.
USA) (Apéndice F) por 20 min, posteriormente se retira el exceso de colorante a través de
lavados con agua destilada, nuevamente, se deja secar al aire. Por ultimo, el colorante se
solubiliza en acido acético (J.T.Baker, Mex) al 10 % en agitacién por 20 min (Apéndice C),
para finalmente medir la absorbancia a 590 nm en un lector tipo ELISA (CHROMATE, USA).
Los resultados de los grupos tratados fueron comparados con el respectivo control y fueron

graficados.

Evaluacion de muerte necrética por liberacion de LDH en células tumorales

El ensayo se realizé con el kit de LDH (BioVision, USA). En la placa de 96 pozos se siembran
7,500 células por pozo, se dejaron adherir durante 24 h, se aplicé la concentracién de MD-

OH correspondiente a la CI50 y se incubaron por 24 h mas. Transcurrido el tiempo, se retiré
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el medio de cultivo y se centrifuga a 2000 rpm durante 5 min, después se toméd 40 pl de
sobrenadante y se transfirieron a una placa de 96 y se afiadié 40 ul de mezcla de reaccién
(250 pl de solucién catalitica y 11.25 ul de solucién de marcado) a cada pozo y se incubd
durante 20 min, protegida de la luz a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se leyé la
absorbancia en un lector de placas a una absorbancia de 490 nm. Finalmente se calculd el
porcentaje de muerte necrdtica con la siguiente férmula: % citotoxicidad = [(muestra —

control negativo) / (control alto — control negativo)]*100.

Efecto del compuesto MD-OH en la morfologia y condensacion de la cromatina de
células tumorales a través de la tincion con el fluorocromo 4’, 6-diamidino-2-fenilindol

(DAPI)

Se sembraron 300,000 células de las lineas celulares en cuatro cajas de 2.5ml sobre
cubreobjetos de 1x1 cm, se dejaron adherir por 24 h. Transcurrido el tiempo, se trataron
las células con la concentracién de MD-OH correspondiente a la CI50 dejandolas incubar
por 24 h mas. Al término, las células fueron fijadas y permeadas con Etanol al 70% durante
5 min. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS filtrado a través de un filtro de
membrana (Millipore) con didmetro de poro de 0.22 pm. Las preparaciones fueron
escurridas ligeramente en un papel absorbente sin dejarlas secar. Enseguida se adiciono 5l
a una concentracion de 3ug/ml de fluorocromo 4’, 6-diamidino-2-fenilidol (DAPI; Sigma-
Aldrich, E.U.A) formando un domo sobre cada cubreobjeto y se dejo 30 s en placa de hielo
en oscuridad. A continuacién, fueron lavadas las muestras con PBS filtrado y se montaron
con medio de montaje (Vector Laboratories, E.U.A) sobre portaobjetos, para evitar la salida
del medio de montaje, las muestras (cubreobjetos) fueron selladas con resina acrilica.
Después de ser etiquetadas como corresponde, se guardaron en oscuridad a -20°C hasta su
observacion en un microscopio de epifluorescencia. Se tomaron fotografias de alta

definicion, para su andlisis.
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Deteccidn especifica de la caspasa 3 activa en cultivos celulares

Se sembraron 30,000 células de cada linea celular por pozo en placas de 24 pozos, para
CaSki y Sk-LU-1 se utilizdé un volumen de 500 ul de RPMI-1640 al 5 % de STN y para la linea
MDA-MB-231 se utilizé un volumen de 500 pl de D-MEM al 5% de SFB. Al paso de 24 h las
células fueron tratadas con la CI50 de MD-OH en medio de cultivo correspondiente, durante
24 h y se procedié a realizar la deteccion de la caspasa 3 por citometria de flujo. El
procedimiento se lleva a cabo de la siguiente manera: las células son cosechadas y fijadas a
las 24 h de cultivo con metanol al 50 % en PBS filtrado durante 1 h a 4 °C, al término del
tiempo se lavan cuidadosamente 2 veces con PBS filtrado, pH 7.3. Inmediatamente se
adiciona el anticuerpo primario, anticaspasa 3 activa, anticuerpo producido en conejo
(SIGMA) 1:250 en PBS filtrado durante 24 h a 4 °C. Al término del tiempo, las muestras son
lavadas 2 veces con PBS filtrado. Posteriormente se aplica el anticuerpo secundario
acoplado al fluorocromo FITC, anticuerpo de cabra anticonejo anticaspasa 3 con FITC 1:500
en PBS filtrado (Invitrogen, USA), mantenido en incubacidn durante 2 h, después se lavan
las muestras 2 veces con PBS filtrado y se Illevan a un volumen de 500 Ul de PBS para ser
analizadas en el citémetro de flujo marca FACS Aria Il y finalmente se procesan los datos en

el programa FACSDiva version 6.1.2.

Evaluacién de las CI50 obtenidas para las lineas tumorales sobre el potencial proliferativo

de células linfociticas

Se obtuvo sangre de un donador aparentemente sano. En tubos cénicos de vidrio se colocé
histopaque en una relacién 1:1 con los ml de sangre, se centrifuga inicialmente a 300 rpm
durante 5 min incrementando 300 rpm cada 5 min hasta llegar a 1500 rpm y se deja 30 min.
Se desecha el suero y se obtiene el anillo de linfocitos, cada anillo recuperado se coloca en
tubos de 15 ml agregandole 5 ml de RPMI sin suero (para evitar el exceso de histopaque),
se realizan dos lavados con 5 ml de RPMI sin suero, centrifugandolo a 1500 rpm por 5 min.
En una caja Petri de 10 ml de vidrio se agregan los anillos recuperados en 10 ml de RPMI al

5% SFB dejando incubar durante 10 min. Pasado los 10 min se recuperan las células en
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suspension en un tubo de 15 ml de vidrio, se centrifuga a 1500 rpm por 5 min, decantar y
agregar 5ml de RPMI sin suero y se realiza el conteo. Se separan 2 millones 1y 1 para los
dos controles (sin carboxifluoresceina y sin fitohemaglutinina) y (sin carboxifluoresceina y

con fitohemaglutinina), a las células restantes se les marca con carboxifluoresceina.

Resuspender en 5 ml de RPMI sin suero y agregar la carboxifluoresceina (10uL/1ml) y se
deja 15 min para que se incorpore. Se realizan dos lavados con 5 ml de RPMI al 5% SFB
centrifugando a 1500 rpm por 5 min. Resuspender el botédn con RPMI al 20% SFB en una
relacion 1millon de linfocitos/ ml. Agregar la fitohemaglutinina (20ul/ml) y dejar activar de
20 a 30 min. Se separan 3 millones (con carboxifluoresceina y sin fitohemaglutinina) (con
carboxifluoresceina y con fitohemaglutinina) y (con carboxifluoresceina y con
fitohemaglutinina; fijado con paraformaldehido al 2%) Se agrega 1 millén de linfocitos/1ml
de RPMI al 20% en un tubo cénico de 1.5 ml (segln las condiciones) y aplicar el estimulo.

Sembrar en una placa de 96 pozos; 200 000 células por pozo y se deja incubar por 72 h.

Transcurridas las 72 h se recupera cada condicién en un tubo cénico de 1.5 ml, se centrifuga
a 1500 rpm por 5 min, decantar y colocar 200 pl de verseno durante 5 min, se centrifuga a
1500 rpm por 5 min, se decanta y se lleva a 500 pl de PBS, se resuspende lentamente y se
pasan a tubos de citometria para su lectura en el citdmetro de flujo marca FACS Aria Il y

finalmente se procesan los datos en el programa FACSDiva versiéon 6.1.2.

Evaluacion de muerte necrética por liberacion de LDH en células linfociticas

Se sembrd en una placa de 96 pozos 200 000 linfocitos por pozo dejando incubar por 72 h.
Transcurridas 71 h en un control positivo se colocd Tritén al 2% durante 1 h. Después de
este tiempo se centrifugd la placa a 1500 rpm por 5 min a 20°C. Se recuperé 100 pl del
sobrenadante de 3 pozos por condicidn, y se transfirieren 40 pl a una placa de 96 y se
afiaden 40 pul de mezcla de reaccion del kit de LDH (BioVision, USA) (250 ul de solucién
catalitica y 11.25 pl de solucidon de marcado) a cada pozo y se incubd durante 20 min,

protegida de la luz a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se leyd la absorbancia en un
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lector de placas a una absorbancia de 490 nm. Finalmente se calculé el porcentaje de
muerte necrotica con la siguiente formula: % citotoxicidad = [(muestra — control negativo)

/ (control alto — control negativo)]*100.

Analisis estadistico

Los datos experimentales son presentados como la media S.D. de al menos tres
experimentos independientes con seis repeticiones y son estadisticamente analizados
usando un andlisis de varianza (ANDEVA) seguido de una prueba de Tukey con una
significancia de p<0.05 comparado contra el EtOH/DMSO 5:1. Utilizando el programa de
Excell 2010.
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RESULTADOS

Actividad antiproliferativa del MD-OH en células tumorales

Con el propésito de evaluar el efecto antiproliferativo del compuesto MD-OH en células
tumorales, cultivos de las lineas celulares MDA-MB-231, CaSki y Sk-LU-1 fueron tratadas con
diferentes concentraciones del compuesto y la actividad antiproliferativa fue expresada
como la concentracién requerida del compuesto para inducir un decremento del 50% en el

numero celular (CI50) (Fig. 8).
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FIGURA 8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA (CI50) DE MD-OH SOBRE LAS LINEAS TUMORALES:
A) MDA-MB-231 (CI50= 78ug/ml) DE CANCER DE MAMA, B) CASKI (CI50= 36pg/ml) DE CACU Y C) SK-LU-1 (CI50=
52ug/ml) DE CANCER DE PULMON. LA BARRA I INDICA LA DESVIACION ESTANDAR Y * INDICA QUE ESTADISTICAMENTE
EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS VALORES OBTENIDOS. ANDEVA, SEGUIDA DE UNA PRUEBA DE TUKEY
(* p <0.05 VS ETOH/DMSO 5:1).
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Linea celular CI50 (ng/ml) CIS0 (umol/l)

MDA-MB-231 78 pg/mi 309
CaSki 36 pg/ml 143
Sk-LU-1 52 pg/ml 204

TABLA 2. CONCENTRACION REQUERIDA DEL COMPUESTO DIOSGENINICO MD-OH PARA INDUCIR UN DECREMENTO DEL
50% EN EL NUMERO CELULAR EN LAS LINEAS TUMORALES MDA-MB-231, CASKI Y SK-LU-1, EXPRESADA EN pg/ml Y/O
pumol/I.

Los resultados obtenidos en la Figura 8 establecen que el compuesto MD-OH afecta el
potencial proliferativo de las tres lineas tumorales de una manera dependiente de la dosis
con una CI50 de 36, 78 y 52 pg/ml para las células CaSki, MDA-MB-231 y Sk-LU-1

respectivamente. (Tabla 2)

Una vez obtenidas las CI50 respectivamente, se procedié a confirmar estos resultados. (Fig.

9).

Comprobacion CI50 en las tres lineas
tumorales

120 -
100
80
60
40
20

“MD-OH 78 pl/ml
m MD-OH 36 pl/ml
4 MD-OH 52 pl/ml

% Poblacion celular

Control EtOH/DMSO 5:1 MD-OH

FIGURA 9. CONFIRMACION DEL EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DEL MD-OH A LAS CONCENTRACIONES DE CI50 OBTENIDAS
EN LAS LINEAS TUMORALES MDA-MB-231, CASKI Y SK.LU-1. LA BARRA I INDICA LA DESVIACION ESTANDAR Y * INDICA
QUE ESTADISTICAMENTE EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS VALORES OBTENIDOS. ANDEVA, SEGUIDA
DE UNA PRUEBA DE TUKEY (* p < 0.05 VS ETOH/DMSO 5:1).
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Actividad necrotica del MD-OH en células tumorales

Con la intencidn de establecer si el decremento en el nimero celular inducido por el MD-
OH en las lineas tumorales es debido a una actividad necrética, cultivos de células MDA-
MB-231, CaSki y Sk-LU-1 fueron tratados con el compuesto MD-OH a las concentraciones
de sus CI50s respectivas y la actividad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa
(LDH) fue evaluada en los sobrenadantes de los cultivos celulares y tomada como un
indicador de pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, la cual es una

caracteristica principal de muerte celular por necrosis. (Fig. 10)
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FIGURA 10. EVALUACION DE EFECTO NECROTICO MEDIANTE LA LIBERACION DE LDH EN LAS LINEAS TUMORALES MDA-
MB-231 (10.66%), CASKI (9.96%) Y SK-LU-1 (6.29%) EN COMPARACION CON EL VEHICULO (EtOH/DMSO 5:1) LOS
RESULTADOS MUESTRAN UN ENSAYO REPRESENTATIVO DE 3 PRUEBAS INDEPENDIENTES CON AL MENOS 3
REPETICIONES. LA BARRA I INDICA LA DESVIACION ESTANDAR Y * INDICA QUE ESTADISTICAMENTE EXISTEN
DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS VALORES OBTENIDOS. ANDEVA, SEGUIDA DE UNA PRUEBA DE TUKEY (* p «
0.05 VS ETOH/DMSO 5:1).

Los resultados mostrados en la Figura 10 indican que el compuesto MD-OH induce una baja
actividad de la enzima LDH en las tres lineas (menor al 11%), determinada en los

sobrenadantes de los cultivos celulares, indicando que el MD-OH es un compuesto de baja
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actividad necrdtica y el decremento en el nimero celular es debido a una causa diferente a

la muerte necratica.

Actividad apoptotica del MD-OH en células tumorales

Ya descartada la muerte necrética de los cultivos de células tumorales se prosigue a evaluar

si el compuesto diosgeninico MD-OH afecta la morfologia celular, asi como la condensacion

de la cromatina (Figura 11 a, by c).
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C.F MDA-MB-231 DAPI

Control Control

EtOH/DMSO 5:1 EtOH/DMSO 5:1

Colchicina Colchicina

MD-OH 78ug/ml MD-OH 78ug/ml
N

FIGURA 11 a). CELULAS MDA-MB-231 FUERON TRATADAS CON SU CI50 CORRESPONDIENTE DEL COMPUESTO
DIOSGENINICO MD-OH Y MARCADAS CON EL FLUOROCROMO DAPI, EVALUADAS A LAS 24H DEL ESTIMULO. EL
CONTRASTE DE FASES MUESTRA EL CAMBIO EN LA MORFOLOGIA CELULAR Y EN LA TINCION CON DAPI SE APRECIA LA
COMPACTACION DE LA CROMATINA TRAS EL TRATAMIENTO CON EL MD-OH.
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FIGURA 11 b). CELULAS CASKI FUERON TRATADAS CON SU CI50 CORRESPONDIENTE DEL COMPUESTO DIOSGENINICO
MD-OH Y MARCADAS CON EL FLUOROCROMO DAPI, EVALUADAS A LAS 24H DEL ESTIMULO. EL CONTRASTE DE FASES
MUESTRA EL CAMBIO EN LA MORFOLOGIA CELULAR Y EN LA TINCION CON DAPI SE APRECIA LA COMPACTACION DE
LA CROMATINA TRAS EL TRATAMIENTO CON EL MD-OH.
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FIGURA 11 c). CELULAS SK-LU-1 FUERON TRATADAS CON SU CI50 CORRESPONDIENTE DEL COMPUESTO DIOSGENINICO
MD-OH Y MARCADAS CON EL FLUOROCROMO DAPI, EVALUADAS A LAS 24H DEL ESTIMULO. EL CONTRASTE DE FASES
MUESTRA EL CAMBIO EN LA MORFOLOGIA CELULAR Y EN LA TINCION CON DAPI SE APRECIA LA COMPACTACION DE LA
CROMATINA TRAS EL TRATAMIENTO CON EL MD-OH.
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Las fotografias de la Figura 11 a, b y ¢ muestran la compactacién de la cromatina y la
formacién de algunos cuerpos apoptoéticos a diferencia de los controles, los cuales
mantienen su morfologia poliédrica y citoplasma extendido, lo que sugiere que el
compuesto diosgeninico MD-OH induce una muerte por apoptosis en las lineas tumorales

MDA-MB-231, CaSki y Sk-LU-1.

A pesar de observar caracteristicas morfoldgicas propias de células apoptdticas en los
cultivos de las tres lineas tumorales tratadas con el MD-OH, es necesario determinar un
marcador bioquimico que nos permite establecer si el proceso apoptético se llevd a cabo.
Para ello, cultivos de células MDA-MB-231, CaSkiy Sk-LU-1 fueron tratadas con el MD-OH y
la Caspasa 3 activa fue determinada por inmunocitoquimica y cuantificada por citometria

de flujo (Figura 12 a, by c).
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Caspasa 3 activa en MDA-MB-231

Control EtOH/DMSO 5:1

97% . 3% 98% . | 2%
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FIGURA 12 a). DETECCION DE CASPASA 3 ACTIVA EN LAS LINEA TUMORAL MDA-MB-231 AL SER ESTIMULADA CON SU
CI50 CORRESPONDIENTE. LOS RESULTADOS MUESTRAN UN ENSAYO REPRESENTATIVO DE 3 PRUEBAS CON AL MENOS
3 REPETICIONES.
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Caspasa 3 activa en CaSki
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FIGURA 12 b). DETECCION DE CASPASA 3 ACTIVA EN LAS LINEA TUMORAL CASKI AL SER ESTIMULADA CON SU CI50
CORRESPONDIENTE. LOS RESULTADOS MUESTRAN UN ENSAYO REPRESENTATIVO DE 3 PRUEBAS CON AL MENOS 3
REPETICIONES.
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Caspasa 3 activa en Sk-LU-1

Control EtOH/DMSO 5:1
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FIGURA 12 c). DETECCION DE CASPASA 3 ACTIVA EN LAS LINEA TUMORAL SK-LU-1 AL SER ESTIMULADA CON SU CI50
CORRESPONDIENTE. LOS RESULTADOS MUESTRAN UN ENSAYO REPRESENTATIVO DE 3 PRUEBAS CON AL MENOS 3

REPETICIONES.
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Los resultados obtenidos en la Figura 12, indican que los cultivos de las lineas tumorales
MDA-MB-231, CaSki y Sk-Lu-1 al ser tratadas con el compuesto MD-OH expresan de un 11

a 29% de Caspasa 3 activa a 24 h, sugiriendo que se lleva a cabo un proceso apoptético.

Efecto del MD-OH (CI50) en el potencial proliferativo de células linfociticas

Con la intencion de establecer si el efecto antiproliferativo del MD-OH es de accidn
selectiva, cultivos de linfocitos obtenidos de sangre periférica humana fueron marcados con
carboxifluoresceina y estimulados con 36 ig/ml, 52 ug/mly 78 pug/ml del MD-OH y la marca

fluorescente fue cuantificada mediante citometria de flujo (Fig. 13).
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Proliferacion de Linfocitos humanos
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FIGURA 13. EFECTO DEL COMPUESTO DIOSGENINICO MD-OH EN LA PROLIFERACION DE LINFOCITOS HUMANOS. LOS
CULTIVOS DE LINFOCITOS FUERON MARCADOS CON CARBOXIFLUORESCEINA Y EVALUADOS POR CITOMETRIA DE
FLUJO. LOS RESULTADOS MUESTRAN UN ENSAYO REPRESENTATIVO DE 3 PRUEBAS CON AL MENOS 3 REPETICIONES.
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En la figura 13 se muestra el efecto del compuesto MD-OH sobre la proliferacién de
linfocitos humanos. En los linfocitos activados se obtuvo una proliferacion del 51% tomando
este porcentaje como el maximo de proliferacion, por lo que el EEOH/DMSO 5:1 disminuyd
la proliferacion en un 8%. Mientras que los linfocitos estimulados con las diferentes CI50
del MD-OH muestran un considerable decremento del potencial proliferativo (43 a 35%),

estableciendo que el MD-OH inhibe la proliferacién de células linfociticas normales.

Con el propdsito de establecer si el efecto antiproliferativo inducido por el MD-OH en las
células linfociticas es debido a un efecto necrético, cultivos de células linfociticas fueron
tratados con 36 pg/ml, 52 pug/ml y 78 pg/ml del MD-OH y la actividad de la enzima
citoplasmatica LDH presente en los sobrenadantes de los cultivos celulares fue cuantificada

alas 72 h. (Figura 14)
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FIGURA 14. EFECTO NECROTICO DEL MD-OH EN CULTIVOS DE CELULAS LINFOCITICAS. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA LACTATO DESHIDROGENASA EN SOBRENADANTES DE CULTIVOS CELULARES DE LINFOCITOS OBTENIDOS DE SANGRE
PERIFERICA HUMANA ESTIMULADOS CON 36, 52 Y 78ug/ml POR 72 HORAS. EL TRITON X-100 FUE CONSIDERADO EL 100% DE
ACTIVIDAD. LOS RESULTADOS MUESTRAN UN ENSAYO REPRESENTATIVO DE 3 PRUEBAS CON AL MENOS 3 REPETICIONES. LA BARRA |
INDICA LA DESVIACION ESTANDAR Y * INDICA QUE ESTADISTICAMENTE EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS ENTRE LOS VALORES
OBTENIDOS. ANDEVA, SEGUIDA DE UNA PRUEBA DE TUKEY (* p < 0.05 VS ETOH/DMSO 5:1).
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El grafico de la Figura 14 muestra que el compuesto MD-OH induce una baja actividad de
LDH (4 a 11%) en los sobrenadantes de los cultivos celulares, indicando que el decremento

en la proliferacion celular inducido por el MD-OH en los cultivos de células linfociticas es

debido a una causa diferente a la muerte por necrosis.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se ha descrito que los farmacos aplicados en las quimioterapias son ineficientes en
pacientes con cancer terminal, los cuales se caracterizan por su actividad antiproliferativa,
su alto efecto necrético y su baja selectividad, generando efectos secundarios graves en el
paciente. La busqueda de nuevos farmacos para combatir el cancer ha llevado a evaluar
compuestos de origen vegetal con la esperanza de ayudar a prevenir y curar esta
enfermedad. En ese sentido se han realizado investigaciones en una diversidad de
compuestos, entre éstos hay un particular interés en las saponinas esteroidales, a quienes
se les ha atribuido una importante actividad bioldgica, como la accién antiproliferativa en
lineas celulares de cdncer humano mediante la detencién del ciclo celular y por induccién
de muerte celular por apoptosis (Pérez, 2010). Dentro de la familia de las saponinas
esteroidales la Dioscina, se caracteriza por presentar una estructura esteroidal (aglicona) a
la cual estd unida en el carbono 3 una glucosa y en ésta se encuentran unidos dos ramnosas.
Esta saponina exhibe una actividad antiproliferativa en varias lineas celulares de cancer
humano con un rango de CI50 que va de 0.5 a 10 uM. Por ejemplo, en la linea celular sw1990
de cancer de pancreas la CI50 es de 0.5 uM, en la linea celular Hela (cancer cervical) la CI50
es de 4.4 uM. En la linea celular HL-60 (leucemia humana) se determiné una CI50 de 5 uM,
mientras que para la linea celular K562 (leucemia humana) la CI50 esta determinada en 10
uM (Cai, 2002), (Liu, 2004). Sin duda, este fitoesteroide es una de las saponinas con
actividad antiproliferativa mas potentes evaluadas hasta ahora, hecho que ha despertado
la inquietud de establecer qué parte de la molécula es la causante de la actividad
antiproliferativa, asi como la magnitud de ésta. La gran complejidad de la estructura de las
saponinas surge de la variabilidad de la estructura de la aglicona, la naturaleza de las
cadenas laterales y la posicién de unién de los azlcares en la regién de la aglicona,
principalmente las diferencias en la estructura de la saponina que incluyen el tipo, posicién,

y numero de restos de azlcar unidos por un enlace glicosidico en diferentes posiciones de
e —
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los anillos, los cuales pueden influir en la respuesta bioldgica, especialmente para la
actividad antitumoral (Podolak, 2010). Ademas, estudios recientes han mostrado que la
fuerte actividad antiproliferativa de las saponinas es altamente dependiente de los restos
glicosidicos y la pérdida de éstos producen una disminucién en su actividad bioldgica (Yu
W., 2002) (Morzycki, 2002). En este sentido, se han generado derivados de la saponina
Dioscina, por ejemplo, cuando los sacaridos son removidos de esta saponina, se obtiene la
Diosgenina (aglicona), de la cual existen varios estudios que han mostrado que también
tiene actividad antiproliferativa en varias lineas celulares de cancer humano; sin embargo,
su actividad es menor comparada con la Dioscina, ya que se requiere de mayor
concentracion de la Diosgenina para obtener el mismo efecto que la Dioscina. Actualmente
se ha estudiado la relacion de la actividad antiproliferativa, citotdxica y apoptética de
derivados de la dioscina, con respecto a la presencia o ausencia de sus residuos glicosidicos,
obteniendo que la diosgenina (aglicona de la dioscina), la cual carece de azlcares en su
estructura presentd una actividad antiproliferativa basal en lineas celulares de cancer
cervicouterino, la cual fue menor con respecto a la actividad antiproliferativa mostrada por
la dioscina en las mismas células, sugiriendo que la parte glicosidica presente en la dioscina
sirve para incrementar la actividad antiproliferativa (Lopez, 2013). Sin embargo, el estudio
de la diosgenina-3-glu, un derivado de la dioscina que presenta la misma aglicona, la cual
presenta una glucosa unida en el carbono 3 y del derivado diosgenina-di, el cual presenta
una glucosa unida en el carbono 3 a la cual estd unida una ramnosa, mostraron una
actividad antiproliferativa menor que la dioscina, sugiriendo que los azlcares presentes en
el carbono-3 de la aglicona pueden inducir un incremento o un decremento en la actividad
antiproliferativa y de igual modo, el tipo de azucar y/o su posicion pueden contribuir de
manera positiva o negativa en dicha actividad (Gonzélez, 2013). Con respecto al MD-OH,
nuestros resultados mostraron que al igual que las saponinas anteriormente citadas, el MD-
OH conserva la actividad antiproliferativa. En cuanto a su relacidn estructura actividad, en
la linea celular CaSki, el MD-OH presentd una actividad antiproliferativa menor que la
presente en la dioscina (18 a 89 veces menor), mientras que con la diosgenina, las

diosgenina 3-glu y la diosgenina-di, el MD-OH presentd una disminucién en la actividad
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antiproliferativa de 2.8, 1.6 y 1.1 menor respectivamente, indicando por un lado que la
presencia de azUucares modula la actividad antiproliferativa presente en la dioscina y por el
otro que la ramnosa unida a la glucosa es un azlcar importante para incrementar la
actividad antiproliferativa de la dioscina. También, nuestros resultados establecen que la
maltosa unida al carbono 3 de la diosgenina induce un mayor decremento en la actividad
antiproliferativa de la diosgenina, sugiriendo que este tipo de azucar no es favorable para
potenciar la actividad antiproliferativa de estas saponinas. Con respecto a la actividad
apoptética, la dioscina, la diosgenina, la diosgenina-3-glu y la diosgenina-di mostraron una
actividad apoptética en células tumorales de CaCu dependientes de caspasa-3 activa,
(Gonzalez, 2013) (Lépez, 2013), mientras que en el MD-OH la presencia de esta caspasa en
las células CaSki (11%), en las células de mama y pulmdn fue de 18 y 29% respectivamente,
sugiriendo que la actividad antiproliferativa del MD-OH es llevada a cabo mediante la
muerte celular necrdtica en menor grado, por muerte apoptética en un mayor grado y
posiblemente mediante una muerte celular diferente a las antes mencionadas. Es
importante resaltar que el MD-OH presentd baja actividad necrética en células tumorales,
asi como en células no tumorales, indicando que este esteroide es de baja toxicidad,
caracteristica que lo hace relevante si lo comparamos con los compuestos
guimioterapéuticos aplicados hoy en dia contra el cdncer, los cuales son altamente
necroticos. Con respecto a la accidn selectiva, nuestros resultados muestran que el MD-OH
inhibe la proliferacion de células linfociticas, indicando que un efecto colateral de este
compuesto podria ser la disminucion de la respuesta inmune. Es importante resaltar, que
la baja actividad citotdxica del MD-OH en ambos tipos celulares (tumorales y no tumorales),
genera la posibilidad de disminuir los efectos colaterales relacionados directamente con la
actividad necrdtica, que junto con su actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis,
hacen de este compuesto un digno candidato para ser evaluado como agente antitumoral

con accidén terapéutica.
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CONCLUSIONES

» El compuesto B-D Maltopirandsido de (25R)-espirost-5-eno-3B-ilo (MD-OH) induce
una disminucion de la densidad celular en cultivos de las lineas tumorales MDA-MB-
231, CaSki y Sk-LU-1 de manera dependiente de la dosis, con una CI50 de 78, 36 y

52 ug/ml respectivamente.

» EI MD-OH presenta una baja actividad necrética (< al 11%) en las lineas tumorales

MDA-MB-231, CaSki y Sk-LU-1, asi como en las células linfociticas.

» El compuesto MD-OH induce a las células tumorales MDA-MB-231, CaSki y Sk-LU-1

a una muerte por apoptosis dependiente de la caspasa-3 activa.

» El compuesto MD-OH a concentraciones de 36, 52 y 78 pMg/ml afecta
considerablemente el potencial proliferativo de las células linfociticas humanas a

72h.
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PERSPECTIVAS

A pesar de demostrar el compuesto MD-OH induce una muerte apoptética a lineas
tumorales provenientes de cancer de mama, cervicouterino y de pulmon, seria conveniente
ampliar este estudio, en mas lineas celulares tumorales, tanto de estos cdnceres como de

otros tipos para tener un mayor conocimiento del comportamiento de este compuesto.

Asi mismo por medio de otras técnicas se podria evaluar la muerte por apoptosis como el
fraccionamiento de ADN (Alfaro, 2000) y el fraccionamiento de la enzima Poli ADP-Ribosa
(PARP), fraccionada en estadios apoptodticos tardios por parte de la caspasa 3 (ejecutora)
(Zhivotovsky y Orrenius, 2001; Elmore, 2007). Se reporta que este sustrato es cortado en
dos fragmentos de 89 y 24 kDa cada uno, que se pueden determinar por Western o
inmunohistoquimicamente con el anticuerpo PARP-p89 (Zhivotovsky y Orrenius, 2001;

Huerta et al., 2007) (Martinez, 2005).

La actividad antiproliferativa, no necrética e inductora de apoptosis presente en el
compuesto diosgeninico MD-OH hace de este compuesto un digno candidato para ser

estudiado en modelos in vivo con la intencidén de evaluar su potencial terapeutico.
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APENDICE

A) Medio de cultivo

RPMI-1640 (1640 del Roswell Park Memorial Institute; Gibco, E.U.A.) ------------- 1042 ¢

NaHCOs (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 2g

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

una membrana con poro de 0.22 um.

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

SALES INORGANICAS mg/L L-triptofano 5
Ca(NO3)2.4H,0 1 L-prolina 2

KCL 4 L-tirosina 28.33
MgS04.7H.0 1 L-serina 3
NaCl 6000 L-valina 2
NaHCO3 2000 L-treonina 2
Naz;HPO4 8 VITAMINAS

AMINOACIDOS mg/L Biotina 0.200
L-arginina.HCL 2 pantotenato de calcio 0.250
L-asparigina.H20 5 cloruro de colina 3
L-4cido aspartico 2 acido folico 1
L-cistina 65.20 Inositol 3
L-acidoglutamico 2 nicotinamida 1
L-glutamina 3 acido p-aminobenzéico 1
Glicina 1 piridoxina.HCL 1
L-histidina.HCL.H20 1 Riboflavin 0.200
Hidroxiprolina 2 tiamina.HCL 1
L-isoleucina 5 vitaminaB12 0.005
L-leucina 5 OTROS COMPONENTES

L-lisina.HCL 4 Glucose 2
L-metionina 1 Glutationa 1
L-fenilalanina 1 rojo de fenol 5
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Desactivacion del suero
Tanto el SFB (suero fetal bovino; Hyclone, E.U.A.) como el STN (suero de ternera
neonatal; Gibco, E.U.A.) se coloca en bafo de agua a temperatura ambiente para ser

descongelado, posteriormente se pasa a un bafio maria 57 °C durante 30 min.

Posteriormente es trasvasado en alicuotas de 40 ml en tubos cénicos de plastico

estériles para su mejor uso y manipulacion.

B) Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisioldgicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato.

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

Cloruro de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 8.00g
Cloruro de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 0.20g
Fosfato monoacido de sodio (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 2.16g
Fosfato didcido de potasio (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 0.20g

Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCl 1 N y se afora finalmente a un volumen final de
1000 ml. Esta solucidn se esteriliza por calor hiumedo, la solucién se almacena a 4 °C

hasta el momento del uso.

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

bidestilada.
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D) Glutaraldehido
Esta solucidn la utilizamos para fijar las células. La tendencia a formar uniones cruzadas
hace del glutaraldehido un fijador util, ademas para mantener la integridad estructural
de los tejidos. Se prepara tomando 1.57 ml de glutaraldehido (70 % v/v) se le agrega

98.43 ml de agua bidestilada. Se almacena a 4 °C.

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

celulares. Para su preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

Tris base (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 3.04g
Cloruro de sodio (NacCl) (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 8.00g
Cloruro de potasio (KCI) (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 0.04g
Etilen- diamen- tetra- acetico (EDTA) (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 0.40¢g

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

autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

F) Colorante cristal violeta (0.1%)

NaOH (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 39¢g
Acido Férmico (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 4.28 ml
Cristal violeta (Sigma-Aldrich, E.U.A.) lg

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

filtrada.

Pagina - 65 -



0

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

X/
°

BIBLIOGRAFIA

American Cancer Society. (2014). Cancer de seno (mama) [fecha de consulta: 9
de marzo de 2016] American Cancer Society. Disponible en:
http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/002284-
pdf.pdf

American Cancer Society. (2014). Prevencién y deteccién temprana del cancer
de cuello uterino. [fecha de consulta: 9 de marzo de 2016] American Cancer
Society. Disponible en:
http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/002580-
pdf.pdf

American Cancer Society. (2014). Prevencidn y deteccidon temprana del cancer
de pulmodn. [fecha de consulta: 9 de marzo de 2016] American Cancer Society.
Disponible en:
http://www.cancer.org/acs/groups/cid/documents/webcontent/acspc-
044386-pdf.pdf

Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Raberts, K., Watson. (2002). Molecular
biology of the Cell. 4a ed. Garland Publishing Inc. New York. Pag 1294.

Alfaro E., Garcia C., Dueias A., (2000). Métodos de deteccién de la apoptosis,
aplicaciones y limitaciones. Rev. Inst Nal Cancerol (Mex). Vol. 46, NUm. 4. Oct-
Dic. p 275- 280.

Anaya, L. (2003). Ecologia Quimica, UNAM. Plaza y Valdés editores. México. pp.
53-59.

Baynes J. M. y Dominiczak M. H. (2008). Bioquimica médica. 2a edicién. Editorial
Elsevier. Espafia, 703 pp.

Berumen-Campos J. (2003). Nuevos Virus del Papiloma Humano descubiertos en
Meéxico: su asociacion a la alta incidencia del cdancer del cérvix. Gac. Méd. Méx.

Vol.139, Suplemento No. 4

Pagina - 66 -



X/
°

X/
°

Cai, J., Liu, M., Wang, Z., and Ju, Y. (2002). Apoptosis induced by dioscin in Hela
cells. Biol. Pharm. Bull., Vol. 25. pp.193-96.

Camoutsis, C., Trafalis, D. (2005). On the formation of 4-[N, N-bis (2-chloroethyl)
amino] phenyl acetic acid esters of hecogenin and aza-homo-hecogenin and their
antileukemic activity.Farmaco, Vol. 60, Nam. 10. pp. 826-829.

Castellsagué, X. (2008). Natural history and epidemiology of HPV infection and
cervical cancer. GynecolOncol. Vol. 110. pp. 4-7

Chavaro Vicufia N., Arroyo Herndndez G., Felipe Alcazar L., Muruchi Garrén G.,
Pérrez Zuiiiga |., (2009). Cancer cervicouterino. Anales de Radiologia México. (en
linea). [fecha de consulta: 10 de agosto de 2014]. Disponible en:
http://www.medigraphic.com/pdfs/anaradmex/arm-2009/arm091g.pdf.
Dubin, Marta and Stoppani Andres O.M. (2000). Muerte Celular Programada y
Apoptosis. Funcién de las mitocondrias. [en linea] MEDICINA VOL 60, N° 3. P.
375-386. [fecha de consulta: 9 de marzo de 2016]. Disponible en:
http://www.medicinabuenosaires.com/revistas/vol60-
00/3/v60_n_3_p375_386.pdf

Elena A. Mecanismos de muerte celular: apoptosis y necrosis. Revista Argentina
de Anestesiologia. [en linea]. (2002). N° 60. [fecha de consulta: 10 de agosto
2014]. Disponible en:
http://www.bidi.uam.mx/index.php?option=com_content&view=article&id=62
:citar-recursos-electronicos-normas-apa&catid=38:como-citar-
recursos&ltemid=65#2

Elmore, S. (2007). Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicol Pathol
35 (4): 495-516.

Fernandez, H. M. (2010). Sintesis de derivados esteroidales con actividad
bioldgica: Anticancerigenos y Promotores del crecimiento vegetal. “Tesis
doctoral”. Benemérita Universidad Auténoma De Puebla. pag. 154

Gonzélez Ballesteros Mauricio Misael. (2013). Efecto antitumoral de la saponina

esteroidal O-[a-L ramnopiranosil (1 +4]-8-D- glucopirandsido de (25R)-espirost-

Pagina - 67 -



X/
L X4
X/
L X4
X/

L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

5-en-36-ilo (Diosgenina Di) en lineas celulares de cdncer cervicouterino.
Licenciatura en Biologia. Universidad Nacional Auténoma de México.
Hostettmann, K., Marston, A. (1995). Saponins, Chemistry and Pharmacology of
Natural Products. Cambridge University Press: New York.

Huerta, S., Goulet, E., Huerta-Yépez, S. y Livingston, E. (2007). Screening and
Detection of Apoptosis. Journal of Surgical Research 139: 143-156.

INEGI (2016). Consulta interactiva de datos. Estadisticas de mortalidad.
Consultada el 9 de marzo de 2016. Disponible en: www.inegi.com

Karp, G. (2006). Biologia Celular y Molecular. 42 Ed. Mc Grawl-Hill
Interamericana. México. Pag. 899.

Kueng, K., E. Silfer, & V. Eppenberger. (1989). Quantification of cells cultured on
96-well plates. Anal. Biochem. Vol. 182. pp.16-19.

Lazcano-Ponce, E., Moss, S., De Ruiz, P., Castro, J., & Avila, M. (1999). Cervical
cancer screening in developing countries. Why is it ineffective? The case of
Mexico. Archives of Medical Research.Vol. 30. pp. 240-250.

Liu M. Wang Z. Ju Y. Zhou J. Wang Y. & Wong R. (2004). The Mitotic-Arresting
and Apoptosis-Inducing Effects of Diosgenyl Saponins on Human Leukemia Cell
Lines. Biol Pharm Bull 27: 1059-1065.

Lizarbe M. (2007). El suicidio y la muerte celular. Revista de la Real Academia de
Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales, 101: 1-33.

Lomanto Diaz L., Ortiz Cala L., Bretdn Pinto C., GOomez Lizcano [, Mesa
Cornejo V., (2003). El Ciclo Celular. Med UNAB. [en linea]. 16 de febrero de 2003.
[fecha de consulta: 10 de agosto de 2014]. Disponible en:
http://www.biologia.bio.br/curso/r616_ae_cl.pdf

Lépez Ddvila, M. (2013). Efecto antitumoral de los derivados Sapogeninicos
provenientes de la Diosgenina. Maestria en Ciencias Bioldgicas. Universidad
Nacional Auténoma de México.

Manson A., Jones E., Morris L., (2003). Lo esencial en célula y genética. 2° Edicidn.

Ed. ELSEVIER. Madrid, Espaia. p. 3

Pagina - 68 -



+» Martinez, T., Bénitez, D., Zafra, T. and Pastor, F. (2005). Método isotdpico para
la determinacion de la enzima poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP-1) en muestras
bioldgicas. Quimica Clinica, [online] (24 (6). Available at:
http://file:///C:/Users/Andrea%20Acosta/Downloads/QC_2005_464-
467%20(2).pdf [Accessed 6 Apr. 2016].

** Morgan, S. ). and Darling, D. C. (1993). Introduction to Basic Cell Culture: Animal
Cell Culture. BIOS Scientific Publishers. Pag.162

+» Morzycki J. & Wojtkielewicx A. (2002). Synthesis of a cholestane glycoside OSW-
1 with potent cytostatic activity. Carbohydr Re 337:1269-1274.

+»+ OrtegaS., Malumbres M. y Barbacid M. (2002). Cyclin D-dependent kinases, INK4
inhibitors and cancer. Biochimica et Biophysica Acta, 1602: 73-87.

% Pardo, F. (1998). Anatomia patologia general y especial de las neoplasias.
Editorial Cientifico- Médico. Espafia. p. 335

<+ Pérez C. E. (2010). Efecto antiproliferativo y apoptético de la saponina (20S.
25R)-3B, 16B-diacetoxi-12,22-dioxo-5a-colestan-26-ilo &-D-glucopiranédsido (26-
OH-He-Glu) en células provenientes de cancer cervicouterino. Trabajo de grado,
Bidlogo, Universidad Nacional Autonoma de México, México D.F.

+* Podolak Irma, Galanty Agnieszka, Sobolewska Danuta; (2010). Saponins as
cytotoxic agents: a review. Phytochem Rev. Sep. 9(3), 425-474

+*» Ramirez Agudelo, Maria Elena; Rojas Lopez, Mauricio; (2010). La necrosis, un
mecanismo regulado de muerte celular. /atreia, Junio-Sin mes, 166-177.

** Ross & Pawlina. (2007). Texto y Atlas color de Biologia Celular y Molecular. 5°
Edicion. Ed. Médica Panamericana. Madrid, Espana. p. 98-101

+» Schlaepfener, L. and Mendoza-Espinoza, J. (2010). Medicinal plants as potential

agents against cancer, relevance for Mexico. Revista Mexicana de Ciencias

Farmacéuticas, [online] (Vol 41 Num. 4), pp.18-27. Available at:

https://www.researchgate.net/profile/Loraine_Schlaepfer2/publication/23703

6865 Las_plantas_medicinales_en_la_lucha_contra_el cncer_relevancia_para

Pagina - 69 -



_Mxico/links/0a85e53a367224f7c3000000.pdf#tpage=18 [Accessed 6 Apr.
2016].

++» Taleisnik Samuel. (2006). Receptores celulares y la transduccién de sefiales.
Temas de Biologia celular. 1° Edicién. Ed. ENCUENTRO. Argentina. P. 254-264

+» Tjalma W., Arbyn M., Paavonen J., Van W. y Bogers J. J. (2004). Prophylactic
human papillomavirus vaccines: the beginning of the end of cervical cancer.
International Journal of Gynecological Cancer, 14:751-761.

% Tobari, A., Teshima, M., Koyanagi, J., Kawase, M., Miyamae, H., Yoza, K.,
Takasaki, A., Nagamura, Y., Saito, S. (2000). Eur. J. Med. Chem. Vol. 35. pp. 511-
527.

++ Vallejo M.C., Hernanz R., Fernandez E. (2007). Tratamiento radioterapico
carcinoma no microcitico pulmén. Rev. Patol Respir, 10 (2), 110-117

++ Vazquez-Ortiz G., Pifia-Sanchez P., Hidalgo A., Lazos, M., Moreno, J., Alvarado, I.,
Cruz, F., Hernandez, D., Pérez-Plascencia C., Salcedo, M. (2005). Andlisis de
expresion global del cdncer cérvico uterino: rutas metabdlicas y genes alterados.
Rev. Invest. Clin. Vol. 57. pp. 434-441.

¢ YuW. & Jin Z. (2002). Total Synthesis of An Antitumor Natural Product OSW-1. J
Am Chem Soc 123:3369-3370.

¢+ Zhivotovsky, B. y Orrenius, S. (2001). Current Concepts in Cell Death. En: Wiley,
J. & Sons (eds). Current Protocols in Cell Biology. USA: Wiley InterScience. 18.1.1-

18.1.18.

Pagina - 70 -



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Marco Teórico
	Planteamiento del Problema
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	Material y Método
	Resultados
	Discusión de Resultados
	Conclusiones
	Perspectivas
	Apéndice
	Bibliografía

