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En la vida tenemos que ser fuertes,

superar cada obstdculo para aprender

de el y ser mejores, no dejarse intimidar

por nada ni por nadie; ya que el miedo es un

freno que pone la mente, aunque la mente es

poderosa siempre debemos pensar positivo, los limites los

pones ti y nadie mds; todo tiene solucién menos la muerte-

Pensar asi me ha funcionado y hoy estoy orgullosa de convertirme en Profesionista-

El valor de una idea radica en el uso que se le da-

(Thomas Alva Edison)-

Es la falta de fe
Lo que hace que la gente
Tema enfrentar su retos, y yo crei en mi-

(Muhammad Ali)-
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RESUMEN

El cancer cervicouterino es la segunda causa de muerte en México y actualmente los
tratamientos que se tienen contra este afectan la calidad de vida de los pacientes, por lo
cual la comunidad cientifica se ha dado a la tarea de buscar nuevas alternativas que, si
bien no abatan al 100% la enfermedad mejoren significativamente la calidad de vida de
los pacientes. En la actualidad el estudio de los compuestos de origen vegetal ha abierto
un nuevo campo hacia la quimioprevencion y/o tratamientos contra este mal, como es el

caso de las saponinas esteroidales las cuales ejercen actividad antitumoral in vitro. Sin

embargo, existen pocos estudios sobre su actividad bioldgica en lineas de células de

cancer cervicouterino. Por ello, en el presente trabajo se valord el efecto antiproliferativo,
citotoxico y apoptotico del 2-DEOXI-2- ACETAMIDO-B-D-GLUCOPIRANOSIDO DE
DIOSGENILO (MF-10) en cultivos de lineas tumorales provenientes de CaCu CaSki y
Hela, asi como en células no tumorales. El efecto antiproliferativo del MF-10 en lineas de
CacCu fue llevado a cabo por la técnica de incorporacion de cristal violeta, mientras que
para las células linfociticas mediante el marcaje con carboxifluoresceina y evaluados por
citometria de flujo. La muerte por necrosis fue determinada mediante dos pruebas,
incorporacion de loduro de Propidio (IP) y la actividad de la enzima Lactato
Deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de cultivos tratados con el compuesto. La
muerte apoptética fue determinado mediante la observacion microscopica de células
tefiidas con DAPI y mediante la deteccion de la Caspas-3 activa. EI MF-10 ejercié un
efecto antiproliferativo en las células de CaCu con una Cls, de 50 pg/mL para ambas
lineas, en células linfociticas (no tumorales), no afecta su potencial proliferativo. El
compuesto no indujo muerte por necrosis ni en células tumorales ni en células linfociticas;
sin embargo, indujo muerte por apoptosis en células tumorales. EI compuesto mostro
actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en células tumorales sin afectar
significativamente a células no tumorales, sugiriendo que este compuesto ejerce una
accion selectiva que podria ser evaluado como un agente con potencial terapéutico para

esta afeccion.
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INTRODUCCION:
LA CELULA

Las células son estructuras complejas y variadas, con capacidad de auto-replicarse y de
realizar una amplia gama de tareas especializadas. Todas las células provienen de otras
células preexistentes, por lo que el material genético ha de ser replicado y transferido del
progenitor a la célula hija en cada division celular (Cooper y Hausman; 2007).

La caracteristica principal de las células y de los organismos es la capacidad para
reproducirse. El tipo de reproduccibn mas simple implica la division de una célula
"progenitora” en dos células "hijas". Esto ocurre como parte del ciclo celular, una serie de
acontecimientos que preparan a la célula para dividirse seguido por el proceso real de

divisién, denominado mitosis (Lodish et al.; 2005).
ELULAR

El ciclo celular se representa en
cuatro etapas (fig. 1). EI
cromosoma y el ADN que contiene
una célula son copiados durante la
fase S (sintesis). ElI cromosoma

replicado se separa durante la fase

} [Finai gress ' itosi 4
growth and ¢ AT
Sy b . (Caoitee] ‘5\(“,,‘;,_\#_] M (mitosis), en que cada célula
mitosis N replicate | | U9 . . .
- \ | \ % hija consigue una copia de cada

S cromosoma durante la division
DNA replication
celular. Las fases M y S estan
separadas por dos etapas, la Gl y
la G2, durante la cual los mRNA y
las proteinas se sintetizan. Las
FIGURA 1. ETAPAS DEL CICLO CELULAR (Imagen tomada células tienen un proceso de
de https://sites.google.com/site/elcanerygenes/ciclo-celular- replicacion bien definido conocido

y-cancer).
como ciclo celular (Lodish et al.; 2005).
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La mitosis (division del nucleo) corresponde a la separacién de los cromosomas hijos y
termina, generalmente, en la divisién celular (citocinesis). Sin embargo, la mitosis y la
citocinesis duran cerca de una hora por lo que aproximadamente el 95% del ciclo celular
transcurre en la interfase (Cooper y Hausman; 2007).

Durante la interfase los cromosomas se descondensan y se distribuyen por el ndcleo, por
lo que el ndcleo presenta un aspecto uniforme. Sin embargo, a nivel molecular, en la
interfase es cuando ocurren el crecimiento celular y la replicacién del ADN de manera

sucesiva, lo que deja a la célula preparada para la divisién (Cooper y Hausman; 2007).

La célula crece a un ritmo continuado durante la interfase, y la mayoria de las células
duplican su tamafio entre una mitosis y la siguiente. En cambio, el ADN sélo se sintetiza
durante una parte de la interfase. Asi, la duracion de la sintesis del ADN divide el ciclo de

las células eucariotas en cuatro fases diferenciadas (Cooper y Hausman; 2007).

La G;, que corresponde al intervalo entre la mitosis y el inicio de la replicacion del ADN.

Durante G; la célula es metabdlicamente activa y crece, pero su ADN no se replica.

Seguidamente tiene lugar la fase S (sintesis), durante la que se produce la replicacion del

ADN. Tras finalizar la sintesis del ADN se produce la G, durante la que prosigue el
crecimiento de la célula y en la que se sintetizan proteinas en preparacion para la mitosis

(Cooper y Hausman; 2007).

Por tanto, resulta esencial la replicacion exacta del ADN genémico para la vida de todas
las células y organismos. Cada vez que una célula se divide su genoma completo debe
duplicarse; por lo que se requiere de una compleja maquinaria para copiar las moléculas
de ADN que componen los cromosomas. Ademas las células han desarrollado
mecanismos para corregir los fallos que algunas veces se cometen durante la replicaciéon
del ADN y para reparar los dafios que puedan surgir por la accion de agentes ambientales

(como la radiacion) (Cooper y Hausman; 2007).

La progresion de las células a través del ciclo de divisién celular se regula por sefales
extracelulares del medio, asi como por sefiales internas que supervisan y coordinan los

procesos que tienen lugar durante las fases del ciclo celular (Cooper y Hausman; 2007).
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PUNTOS DE CONTROL

En las células normales, la progresién a través del ciclo celular esta estrictamente
regulada. Hay al menos tres puntos diferentes del ciclo celular en los que la célula
examina su equilibrio interno antes de continuar con el siguiente estadio del ciclo celular.
Estos puntos de control se encuentran en G1/S, en G2/M y en M. En el punto de control
G1/S, la célula examina su tamafio y determina si su ADN ha sido dafiado; si la célula no
ha alcanzado su tamafio adecuado, o si su ADN esté dafiado se detiene su marcha por el
ciclo celular hasta que se corrijan estas condiciones. Si tanto el tamafio celular como la
integridad del ADN son normales, se supera el punto de control G1/S y la célula entra en
fase S. En el segundo punto de control G2/M, la célula examina sus condiciones
fisiolégicas antes de entrar en mitosis; si no se ha completado la replicacion del ADN o la
reparacion de los dafios que pueda tener, el ciclo celular se detiene hasta que se
completen estos procesos. En el punto de control M, se examina la formacién del sistema
de fibras de huso acromatico y la union de estas fibras a los cinetocoros asociados a los
centrémeros; si las fibras de huso no se han formado adecuadamente, o la union de los

cinetocoros no es correcta, se detiene la mitosis (Klug et al.; 2006).

MUERTE CELULAR

Cuando la gravedad del dafio es tal que la célula no puede repararse, se activan

mecanismos que la dirigen al suicidio ya sea necrosis 0 apoptosis (Elinos et al.; 2003).
APOPTOSIS

También conocido como muerte programada, es el proceso por el cual las células se
autodestruyen sin desencadenar reacciones de inflamacién como se muestra en la figura
2. La apoptosis es considerada como una muerte natural fisiol6gica, de elimina las células
no deseadas, dafiadas o desconocidas y desempefia un papel protector frente a posibles

enfermedades (Jordan; 2003).

Las células que entran en apoptosis muestran disminucién del citosol y una pérdida de
contacto con las células vecinas por alteraciones en las moléculas de adhesion de la

membrana plasmatica. En el ndcleo hay compactacién del material genético y
3|Pagina
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segregacion hacia la membrana nuclear e intervenciéon de las desoxirribonucleasas que
fragmentan al ADN en segmentos especificos para finalmente cortarse cada 180 pares de
bases. El citoplasma se condensa y se forman vesiculas, denominadas cuerpos
apoptéticos que contienen restos del nlcleo protegido por la membrana nuclear,
organelos y reticulo endoplasmico. Estos cuerpos apoptéticos son fagocitados por las
células aledafias o por fagocitos profesionales, impidiendo que moléculas citoplasmicas,
organelos y material genético queden libres entre las células. (Elinos et al.; 2003).

La apoptosis se caracterizan por:

*Aumento de la densidad intracelular. El reticulo endoplasmatico se dilata, forma
vesiculas y se fusionan con la membrana plasmatica, eliminando asi su contenido al
medio extracelular. Esta rdpida pero selectiva salida de iones intracelulares se encuentra
mediada por transportadores i6nicos (cotrans-portador cloro-potasio-sodio, que inhibe la

pérdida de agua y sodio de las células afectadas) (Jordan; 2003).

*Incremento moderado, pero sostenido, de la concentracion de calcio libre citoplasmatico

(Jordan; 2003).

*Cambios en la composicion de la membrana celular. Translocacion de grupos glicanos a
la superficie celular que van a actuar como sefales de reconocimiento, permitiendo la
unién de fagocitos y, de esta manera, evitando la liberacion del contenido celular y la

posible reaccion de inflamacion (Jordan; 2003).

*Alteraciébn en la conformacion de elementos del citoesqueleto. Como consecuencia
aparece una deformacion, resultado de la actividad de las proteasas, modificandose el
transporte intracelular retrégrado de factores de crecimiento y de proteinas. (Jordan;
2003).

*Aumento y activacién de la sintesis de determinadas proteinas necesarias en las rutas

metabdlicas de los procesos de muerte celular (Jordan; 2003).

*Condensacién y fragmentacion de la cromatina, por accion de endonucleasas

enddgenas, en fragmentos denominados oligonucleosomas (Jordan; 2003).
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APOPTOSIS

Formacion de
vesiculas

Célula comienza
apoptosis

-

,f,%
S
- v

Condensacion del

nuckeo

Division del citoplasma y
nucleo dentrodelos
cuerpos apoptoticos

Fagocitosis

FIGURA 2. Proceso de Apoptosis (Imagen tomada y modificada de
http://thumbs.dreamstime.com/z/apoptosis-45763884.jpg.

Existen dos vias principales que pueden llevar a la apoptosis: induccién positiva o externa
por un ligando unido a los receptores especificos de la membrana plasméatica y la
induccién negativa o interna que ocurre por pérdida de la actividad supresora de

mecanismos intracelulares (Gustavo; 2002).

La induccion positiva involucra ligandos que por una porcién intracelular del receptor
transducen al interior una sefial; esa porcién intracelular es llamada dominio de muerte.
La induccién negativa se produce por 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 (fig. 3) (Gustavo; 2002).

El acontecimiento fundamental en la apoptosis es la activacibn de las enzimas

denominadas caspasas (asi denominadas porque son proteasas de cisteina que cortan

5|Pagina
CIUDAD DE MEXICO, OCTUBRE, 2016



http://thumbs.dreamstime.com/z/apoptosis-45763884.jpg

Claudia Cecilia Villar Vazquez

proteinas por los residuos de aspartico). Las caspasas activadas cortan numerosas
dianas, culminando en la activacién de nucleasas que degradan el ADN y otras enzimas
gue presumiblemente destruyen las nucleoproteinas y las proteinas citoesqueléticas.

La activacion de las caspasas depende de un equilibrio entre las vias moleculares
proapoptéticas y antiapoptéticas. Convergen dos vias distintas en la activaciéon de las
caspasas, denominadas via mitocondrial y via de los receptores de muerte. Aunque estas
vias pueden interactuar, son inducidas generalmente bajo diferentes condiciones
(Gustavo; 2002).

Via mitocondrial (intrinseca) de la apoptosis.

Se inicia dentro de la célula, los estimulos internos tales como dafio genético irreparable,
hipoxia, concentraciones elevadas de calcio, estrés oxidativo; pueden generar la
activacion de la via mitocondrial. La eleccion entre la supervivencia y la muerte celular
viene determinada por la permeabilidad mitocondrial, controlada por liberaciéon de
moléculas pro-apoptéticas como citocromo c hacia el citoplasma (Kumar et al.; 2008).

La liberacion de citocromo c activa a la caspasa 3-activa, por medio de la formacién de un
complejo conocido como apoptosoma, que esta conformado por citocromo c, Apaf-1 y
caspasa-9. El resultado es la activacion de la cascada de caspasas, que en ultimo término

lleva a la fragmentacion nuclear (Kumar et al.; 2008).

Via de los receptores de muerte (extrinseca).

Muchas células expresan moléculas de superficie, denominadas receptores de muerte,
gue desencadenan la apoptosis. La mayoria de éstas son miembros de la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) que contienen en sus regiones
citoplasmicas un «dominio de muerte» conservado, asi denominado porque media en la

interaccion con otras proteinas (Kumar et al.; 2008).

Los receptores de muerte, interaccionan a través de su dominio citoplasmatico de muerte
(DD), con el DD homdlogo que se localiza en las proteinas adaptadoras citosélicas. Estas
moléculas adaptadoras, comunican, los receptores de muerte, con las caspasas, y con
miembros de la familia Bcl-2, a través del dominio de muerte (DD), el dominio efector de
muerte (death efector domain, DED), y el dominio de reclutamiento de la caspasa

(caspase recruitment domain, CARD) (Sanchez et al.; 2008).
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FIGURA 3. Vias Intrinsecas y Extrinseca de la Muerte Por Apoptosis (imagen tomada y modificada de
Kumar et al.; 2008).

NECROSIS

El término necrosis conlleva a procesos donde la degeneracion celular es pasiva sin un
requerimiento de energia en forma de ATP. Aparece frecuentemente como consecuencia
de un dafio por la exposicibn a toxinas. En ella tiene lugar la pérdida aguda de la
regulacion y de la funcién celular que conlleva un proceso osmoético desmesurado y
finaliza con la lisis de la membrana celular, liberando el contenido intracelular. Este
fendbmeno conduce a las células vecinas también hacia la muerte, atrayendo, al mismo
tiempo, a las células inflamatorias, lo que hace que en las areas donde se observan
células necréticas sea frecuente encontrar nuevas células que desarrollan este tipo de
muerte celular, ademas de originar una reaccion de inflamacién y una cicatriz fibrosa que

deforma el tejido y el 6rgano afectado (Jordan; 2003).

Esto crea cambios que estan representados por desorganizacion y lisis del citoplasma,

con dilatacién del reticulo endoplasmatico y las mitocondrias, disolucién de la cromatina y
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perdida de la continuidad de la membrana citoplasmética (proceso de oncosis). EI ADN es
partido en fragmentos irregulares al azar. Debido a la perdida de la integridad de la
membrana celular (Ross y Wojciech; 2007), el contenido del citoplasma es liberado al

espacio extracelular, produciéndose la atraccién de células inmunes a esa area, lo que

genera el proceso de inflamacion, en el cual los restos celulares son eliminados por

fagocitos inmigrantes (fig. 4) (Gustavo; 2002).

NORMAL
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FIGURA 4. Proceso de necrosis (Kumar et al.; 2008).

Las anormalidades de estos procesos dan como resultado una replicacion y un
mantenimiento fallido que puede causar consecuencias desastrosas, como el desarrollo

de un cancer (Cooper y Hausman; 2007).
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CANCER

La principal alteracion que causa el desarrollo de un cancer es la proliferacién continua e
incontrolada de las células cancerosas. Las células cancerosas crecen y se dividen de
manera incontrolada invadiendo los tejidos y los organos sanos y finalmente
diseminandose por todo el cuerpo. La pérdida generalizada del control del crecimiento
gue muestran las células cancerosas es el resultado de la acumulacion de alteraciones en
multiples sistemas reguladores de la célula y se refleja en varios aspectos del
comportamiento celular que diferencian a las células cancerosas de sus equivalentes

sanas (Copper y Hausman; 2007).

El cancer es uno de los principales problemas de salud publica, ya que a pesar de los
avances en investigacion y de tratamientos, actualmente, fallecen mas de siete millones
de personas en el mundo (Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica 2013
(INEGI)).

El cancer se puede producir por la proliferacion anormal de cualquiera de los diferentes

tipos de células del cuerpo, por lo que hay mas de 100 tipos distintos de cancer que

pueden diferir sustancialmente en su comportamiento y respuesta al tratamiento. La
cuestion mas importante en la patologia del cancer es distinguir entre tumores benignos y
malignos. Un tumor benigno, como las verrugas comunes de la piel, permanece confinado
en su localizacion original, sin invadir el tejido sano adyacente ni propagarse a lugares
distantes del cuerpo. Sin embargo, un tumor maligno es capaz de invadir el tejido normal
adyacente y de propagarse por el cuerpo mediante los sistemas circulatorio o linfatico
(metéstasis). Solo a los tumores malignos se les denomina propiamente como canceres, y
es su capacidad para invadir y dar lugar a la metastasis lo que convierte al cancer en algo
tan peligroso. Mientras que los tumores benignos pueden eliminarse mediante cirugia, la
difusibn de los tumores malignos a lugares del cuerpo distantes los suele hacer
resistentes a este tratamiento local. Tanto los tumores malignos como los benignos se

clasifican de acuerdo al tipo de célula del que proceden (Cooper y Hausman; 2007).

La mayoria de los canceres se incluyen en uno de tres tipos principales: carcinomas,
sarcomas y leucemias o linfomas. Los carcinomas, que incluyen aproximadamente al 90%
de los canceres humanos, son alteraciones de las células epiteliales. Los sarcomas, que
son raros en humanos, son tumores sélidos de tejido conectivo, como el masculo, hueso,

cartilago y tejido fibroso. Las leucemias y los linfomas que contabilizan aproximadamente
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el 7% de los casos en humanos, surgen a partir de células hematopoyéticas y de las
células del sistema inmune, respectivamente (Alberts et al.; 2008).

A nivel celular, el desarrollo del cancer se considera un proceso multietapa constituido por
la mutacion y seleccion de aquellas células con una capacidad cada vez mayor de
proliferacion, supervivencia, invasion y metastasis tal como se muestra en la figura 5
(Cooper y Hausman; 2007).

EPITELIO DISPLACIA DE DISPLACIA DISPLACIA CANCER
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FIGURA 5. Etapas de progresién en el desarrollo de cancer en el epitelio (imagen tomada y modificada
de https://diariodeunamamifera.files.wordpress.com/2013/08/evolcuic3b3n-cc3alncer-de-
cc3a9rvix.jpg).

Los virus que causan cancer en humanos incluyen los virus de la hepatitis B y C (cancer
hepatico), los papilomavirus (cancer cervical y otras anogenitales), virus de Epstein-Barr
(linfoma de Buritt y carcinoma nasofaringeo), herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi
y virus linfotrépico de células T humanas (leucemia de células T adultas) (Cooper y
Hausman; 2007).

La infeccién genital con el virus del papiloma humano (VPH) es la enfermedad de
transmisién sexual viral mas frecuente a nivel mundial. Asimismo, es el factor de riesgo
mas importante para desarrollar lesiones preneoplasicas y neoplasicas del cuello uterino.
No obstante, menos de 5% de las mujeres infectadas con el VPH desarrollaran cancer
cervicouterino (CaCU) (Hidalgo; 2006).
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FIGURA 6. Genoma del VPH (Imagen tomada y
modificada de Lopez y Lizano; 2006).
Los VPH son un género de virus
agrupados juntos por su tumorigenicidad y homogeneidad de ADN Actualmente se
conocen mas de 70 tipos de VPH, mostrando cada tipo un tropismo particular por sitios

anatémicos especificos (Serman; 2002).

CANCER CERVICOUTERINO

El cancer cervicouterino es la tercera causa de muerte en la mujer a nivel mundial
(cancer) y es la principal causa de muerte por enfermedades malignas en las mujeres de
los paises en desarrollo, segun las ultimas recopilaciones de los datos mundiales cada
afio se producen en el mundo, alrededor de 83,000 nuevos casos y cerca del 83 %
corresponde a los paises en desarrollo. Mueren anualmente 36,000 mujeres por esta

causa (Martinez et al.; 2010).

El cancer cervicouterino es una alteracion celular que se origina en el epitelio cerca de la
unién escamosa del cuello del Gtero (fig. 7) y que se manifiesta inicialmente a través de
lesiones precursoras, de lenta y progresiva evolucion, que suceden en etapas de displasia
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leve, moderada y severa, que evolucionan a Céncer in situ, en grado variable cuando esta

se circunscribe a la superficie epitelial y luego a Céncer invasor cuando traspasa la

membrana basal (Duarte y Franco; 2004).

/ \

Trompa de Falopio, Trompa de Falopio
JO\. | //X
Ovario—— >, L Ovario
Utero r Endometrio
——Miometrio
Cuello uterino -

FIGURA 7. Anatomia del Gtero, el cérvix o cuello uterino y otras partes del sistema reproductor de la
mujer. (Imagen tomada y modificada de www.cancer.gov).

Inicialmente este proceso pre-invasivo esta limitado al epitelio cervical y se conoce como
neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Este tipo de lesiones cervicales, se clasifican en NIC
I, Il'y lll de acuerdo a la cantidad de epitelio que haya sido invadido por una poblacién
celular proliferativa e inmadura anormal. Con el tiempo puede extenderse a todo el
espesor del epitelio cervical, una condicidon que se reconoce como carcinoma cervical in
situ (CIS). Posteriormente, la enfermedad puede llegar a ser invasora (fig. 8) (Duarte y
Franco; 2004).

Este proceso puede tardar una década o mas. NIC | corresponde a la displasia leve, NIC
Il a la displasia moderada y NIC Il a la displasia grave y al Carcinoma in situ CIS segun el
sistema de clasificacion Reagan y Richart. En afios recientes el sistema de Bethesda
2001 clasifica las lesiones segun las anormalidades de las células escamosas en 4
categorias diferentes: ASC células escamosas atipicas; LSIL lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado; HSIL lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado y
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carcinoma de células escamosas. La lesion precursora del cancer cervical se le denomina

neoplasia intraepitelial cervical que equivale a LSIL mientras que HSIL equivale a NIC Il y
I (fig. 8).

Utero

Cel'Vix ﬂ

Vagina

Vista del
Cervix a
través de la
Vagina

NORMAL NIC II NIC 1li

FIGURA 8. Estadios del cancer cervicouterino (Imagen tomada de http://www.segundomedico.com/wp-

content/uploads/2015/09/tratamiento-cancer-cervicouterino-vph.jpg).

Se estima que el 15 por ciento de todos los canceres humanos en todo el mundo puede
atribuirse a los virus, lo que representa una porcion significativa de la carga global del
cancer. Tanto virus de acido desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico (ARN) han

demostrado ser capaces de causar cancer en seres humanos (Liao; 2006).

Actualmente, es reconocido por la Organizacion Mundial de la Salud que el desarrollo de
CaCu se asocia estrechamente con la infeccién por VPH, demostrado por primera vez en
la década de 1980 por Harold Zur Hausen, virélogo aleman, y que la infeccién por este
virus representa la enfermedad por transmision sexual mas propagada (Bosch et al.;
2002). Se ha demostrado que los genomas de los VPH usualmente se integran al genoma
de la célula hospedera. Esta integracién se realiza en diversos sitios, algunos de ellos
cercanos a oncogenes especificos o sitios fragiles, sugiriendo que este evento puede
tener un papel importante en el desarrollo de los tumores cervicales (fig.9) (Vazquez et al.;
2005).
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FIGURA 9. Progresion gradual por etapas intraepiteliales (Cancer Cervicouterino) (Imagen tomada de
http://Iwww.nature.com/nrc/journal/v2/nlffig_tab/nrc700_F1.html).

Sin embargo, este tipo de cancer es absolutamente prevenible y su tratamiento es
relativamente facil, cuando el diagnostico es oportuno. Sabemos que es de etiologia

infecciosa, pero desde la perspectiva de la salud publica, los programas de control no han
funcionado como se esperaba (Hidalgo; 2006).

La deteccion temprana y el tratamiento oportuno del VPH en lesiones precancerosas
pueden prevenir la progresion a cancer (LOpez y Lizano; 2006).
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TRATAMIENTOS

Existen tres tratamientos para el CaCu, cuya seleccién depende principalmente del
tamafo del tumor, de los deseos de tener hijos de la paciente, asi como de si el cancer se
ha diseminado.

Cirugia

La cirugia es una opcion para las mujeres con estadio | o Il de cancer cervicouterino.

Consiste en extirpar el tejido que pueda contener células cancerosas.

Cervicectomia uterina radical: Se extirpa el cérvix, parte de la vagina y los ganglios
linfaticos en la pelvis. Esta opcién es para pocas mujeres que tienen pequefios

tumores y que quieren intentar quedar embarazadas mas adelante.
Histerectomia total: Se extirpa el cérvix y el utero.

Histerectomia radical: Se extrae el cérvix, parte del tejido alrededor del cérvix, el
Utero y parte de la vagina. Ya sea con la histerectomia total o con la radical, el

cirujano puede extirpar otros tejidos.

Trompas de Falopio y ovarios: El cirujano puede extirpar tanto las trompas de

falopio como los ovarios. (Salpingooforectomia).

Cirugia con rayo laser: consiste en el uso de un haz de luz intensa para eliminar

células cancerosas.

Los efectos secundarios de la cirugia dependen principalmente del tamafio y ubicacion del
tumor y del tipo de cirugia (Instituto Nacional de Cancer 2015 (INC)).

Radioterapia

La radioterapia es una forma de tratamiento basado en el empleo de radiaciones
ionizantes (rayos X, rayos gamma y particulas alfa). Los médicos usan distintos tipos de

radioterapia. Algunas personas reciben una combinacion de tratamientos.

¢ Radioterapia externa: Radiacibn gamma dirigida hacia la pelvis u otros tejidos

donde se ha diseminado el cancer.
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Radioterapia interna: Dentro de la vagina se coloca un tubo delgado que contiene
un material radiactivo. El paciente se queda por lo general en el hospital. Los

implantes permanecen en el sitio generalmente por varios dias.

Radiacion sistémica: La radiacion proviene de un liquido o cdpsulas que contienen
material radioactivo que viaja por el cuerpo. El paciente toma el liquido o las
capsulas o recibe una inyeccién. Este tipo de radioterapia puede ser usada para
tratar el cancer o para controlar el dolor del cancer que se ha diseminado a los

huesos. Solo unos pocos canceres se tratan actualmente de esta manera.

Los efectos secundarios de la radioterapia dependen principalmente de la dosis y del tipo
de radiacion, asi como de la parte de su cuerpo que sea tratada. La radiacion en el
abdomen y pelvis puede causar nauseas, vomitos, diarrea o problemas urinarios. Puede
perder el vello del area genital. Ademas, la piel de la parte tratada puede enrojecerse,

resecarse y hacerse sensible (INC).
Quimioterapia

La quimioterapia es el uso de farmacos para destruir las células cancerosas. Los
farmacos para el cancer cervical se suelen aplicar por via intravenosa. Generalmente se
combina con radioterapia para el tratamiento del cancer cervicouterino. Cuando el cancer

se ha diseminado a otros érganos, se puede usar solo la quimioterapia.

La quimioterapia se administra generalmente en ciclos. El tratamiento se administra uno o
varios dias. Luego se tiene un periodo de recuperacion por varios dias 0 semanas antes

de la sesidn siguiente de tratamiento.

La mayoria de las personas reciben el tratamiento en la parte de consultas externas del

hospital, en el consultorio del médico o en casa. Sin embargo, algunas necesitan

guedarse en el hospital durante la quimioterapia.

Los efectos secundarios dependen principalmente de los farmacos y de la dosis. Los

farmacos afectan las células cancerosas y otras células que se dividen rapidamente:

e Gl6bulos de la sangre: cuando los farmacos dafian los glébulos sanguineos
sanos, se tiene mas probabilidades de contraer infecciones, de sangrar o

magullarse con facilidad y de sentirse muy débil y con mucho cansancio.
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e Células de las raices del pelo: la quimioterapia puede causar la caida del pelo.
Su pelo volvera a crecer, pero es posible que cambie de color y textura.

Células que recubren eltubo digestivo: la quimioterapia puede causar
disminucion del apetito, nauseas, vomitos, diarrea, o llagas en la boca y labios
(INC).

Los compuestos quimioterapéuticos que se utilizan en el tratamiento del cancer son poco
selectivos debido a que afectan a células que se dividen rapidamente (Schaepfer y

Mendoza; 2010); la cual tiene el inconveniente de inducir una fuerte reaccién inflamatoria,

gue es directamente proporcional a la cantidad de células dafiadas que provocan

inflamacién local, fiebre y malestar (Sanchez, 2003; Chul et al.; 2003; Tolaney et al.;
2008).

Las células cancerigenas han desarrollado resistencia contra la gran mayoria de los
farmacos actualmente utilizados en la terapéutica, en este entorno, los metabolitos
secundarios de las plantas pueden representar una fuente potencial para el desarrollo de
nuevos farmacos novedosos con un indice terapéutico aceptable y una menor cantidad de
efectos secundarios. Se sabe que las Saponinas esteroidales presentan actividad
antiproliferativa (Fernandez et al.; 2012), por lo cual los hallazgos anteriores despertaron
el interés de conocer el efecto antiproliferativo, necrético e inductor de apoptosis del MF-
10.

SAPONINAS ESTEROIDALES

Estructuralmente las saponinas o glucdsidos son compuestos organicos que contienen
uno o varios azucares. Se clasifican como esteroidales o triterpénicos, dependiendo de la
naturaleza de la aglicona. Las saponinas por hidrélisis acida o enzimética dan origen a

una sustancia libre del o los azlcares formando asi la sapogenina (Romo; 2006).

Los esteroides difieren entre si, en el nUmero y la posicion de sus dobles enlaces, en el
tipo, localizacion y numero de sus grupos funcionales sustituyentes, de los enlaces entre
los grupos sustituyentes y la configuracién que adoptan los anillos entre si, ya que el

hidrocarburo original posee seis centros de asimetria. Los principales puntos de
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sustitucién son el carbono 3 del anillo A, el carbono 11 del anillo C y el carbono 17 del
anillo D (Nelson y Cox; 2005).

Las saponinas esteroidales se producen en al menos 400 especies de plantas, pero
alrededor de 28 se utilizan como alimento, como la soya, garbanzos, cacahuates,
espinaca, berenjena. Son poco frecuentes en los animales; estan presentes en los
pepinos y estrellas de mar; se encuentran rara vez en esponjas y corales (Williams y
Gong; 2007).

La quimica medicinal de las saponinas esteroidales ha generado una gran variedad de
estructuras y actividades biologicas. Este grupo de productos naturales ha sido

ampliamente estudiado en el desarrollo de nuevos farmacos (Fernandez; 2010).

Las saponinas reducen la tensién superficial de las soluciones acuosas y, como los
jabones, causan la formacién de espuma, por esto se han utilizado ampliamente por sus
propiedades detergentes. Tienen propiedades hemoliticas, son téxicas si se inyectan, sin
embargo por via oral son practicamente inactivas (Anaya; 2003). Algunas saponinas
aisladas han demostrado tener diferentes propiedades biolégicas como antiinflamatorias
(Tapondjou et al.; 2008), antidiabéticas (Nakashima et al.; 2003; Fernandez et al.; 2012),
anticancerigenas (Cai et al.; 2002; Chun-Te et al.; 2007; Fernandez et al.; 2012); entre
otras. Aunque la aglicona juega el papel mas importante en la actividad biolégica, es bien
conocido que la composicion de los azUcares también tiene relevancia en la actividad de
los glicésidos esteroides; por ejemplo, incrementando la solubilidad de éstos en medio
fisiologico, ayudando a la permeabilidad celular, tiempo de accién y dirigiendo la molécula
al sitio activo. En general, reportes indican que la actividad de un esteroide se mejora

considerablemente si se encuentra glicosilado (Fernandez et al.; 2009).

La Dioscina (fig. 10 A), es una saponina esteroidal, molécula natural en el género
Dioscorea, que se distribuye en América del Norte y muestra capacidad para minimizar
los sintomas postmenopausicos (Mirunalini y Shahira; 2011); actividad antitumoral,
antifngica, antiviral (Li et al.; 2005); asi como diferenciaciéon y apoptosis en la linea
celular HL-60 de leucemia humana (Wang et al.; 2001); actividad antiproliferativa en
células HelLa (Cai et al.; 2002).

Sin duda la mas comun de todas las sapogeninas esteroides es la Diosgenina (fig. 10 B),

gue fue obtenida por primera vez de Dioscorea Tokoro en 1936 por Takeo Tsukamoto
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(Romo; 2006); se encuentra en diversas especies de la familia Dioscoreacea (Narula et
al.; 2007); este metabolito esta disponible en grandes cantidades (5 a 10%) en los
rizomas de estas plantas y es utilizado como materia prima en el proceso industrial de

fabricacion de cortisona y hormonas sexuales como la progesterona (Anaya; 2003).

La Diosgenina 3-glu (fig. 10 C) es una saponina esteroidal, sintetizada a partir de la
Diosgenina, por la adicion de una glucosa en el carbono tres de la estructura esteroidal.
La cual posee actividad antiproliferativa en varias lineas celulares tales como HelLa (Hou
et al.; 2004); HEL y K562 (eritroleucemia) (Son et al.; 2007); HepG2, C3A y HUH-7
(carcinoma hepatocelular); HCT-116; HT-29 (cancer de colon) (Lepage et al.; 2011); MCF-
7 (cancer de mama) (Li et al.; 2005).

Se ha reportado que la actividad de las saponinas esta relacionada con la estructura,

usando una combinacion de diferentes azUcares y agliconas, derivadas sintéticamente
(Hong-Ji et al.; 2006). Sin embargo, en la actualidad se pretende encontrar compuestos
adecuados con propiedad antitumoral; esto es dificil ya que dicha actividad debe estar
basada en el efecto selectivo que debe tener el compuesto entre las células tumorales y
las normales. Este es el caso del derivado de glucosamina 2-deoxi-2-acetamido-B-d-
glicopiranosido de Diosgenilo (MF-10) (fig. 10 D) un nuevo compuesto esteroidal

sintetizado a partir de la Diosgenina 3-glu.

19| Pagina
CIUDAD DE MEXICO, OCTUBRE, 2016




Claudia Cecilia Villar Vazquez

B. Diosgenina

_D.D

HO- OH \N
HO

A. Dioscina, precursor de la Diosgenina

C. Diosgenina 3-glu

OH
H D. MF-10
.9@
HAc

FIGURA 10. Estructura molecular de la Dioscina (A), Diosgenina (B), Diosgenina 3-glu (C) y el MF-10 (D) (Cortesia del

Laboratorio de Sintesis de Productos Naturales de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla).

Es natural en el ser humano la busqueda de una explicacién a lo que sucede a su
alrededor, y como en el caso de muchas otras ramas de las ciencias naturales, surgié la
necesidad de conocer la composicién quimica de las materias primas vegetales. Dicho
estudio comprende la caracterizacion de los compuestos quimicos responsables de la
actividad biol6gica que poseen las plantas que a lo largo de la historia han tenido un uso

terapéutico (Leyva et al.; 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia las terapias contra el cancer (radioterapia, quimioterapia y cirugia), presentan
efectos secundarios que no son benéficos para los pacientes. Ademas, el efecto
antitumoral de la mayoria de los farmacos utilizados para el tratamiento de esta patologia,
esta basado en su accion citotdxica, con nula o baja accion selectiva (afectan a todas las
células en general) estos tratamientos son ineficaces en estadios avanzados de la
enfermedad, por lo que surge la necesidad de generar nuevas alternativas terapéuticas;
sobre todo aquellas que estan basadas en compuestos de origen vegetal que presenten

actividad antiproliferativa y de accion no citotéxica, como las saponinas.

JUSTIFICACION

El cancer cervicouterino tiene gran impacto en las vidas de las mujeres en todo el mundo,
especialmente en los paises en desarrollo. Segun las dltimas estimaciones mundiales,
todos los afios surgen 83,000 casos nuevos de cancer cervical, y 36,000 mujeres mueren
de la enfermedad anualmente (OPS). Alrededor del 83% de los casos nuevos tienen lugar
en los paises en desarrollo, donde los programas de deteccién no estan bien establecidos
o0 no son efectivos (INEGI). Por lo que es primordial el desarrollo de nuevas terapias
basadas en compuestos que conserven la capacidad antiproliferativa, no citotoxica y
apoptética de las saponinas. Es por ello que este trabajo de investigacion tiene el
propédsito de evaluar el efecto antiproliferativo e inductor de apoptosis del MF-10 en lineas

tumorales provenientes de cancer cervicouterino.

Hipoétesis

Actualmente se ha encontrado que las saponinas como la Diosgenina, presentan
propiedades farmacologicas tales como antifingicas, antidiabéticas, actividad
antioxidante, anticancerigenas e inductoras de apoptosis. Considerando que el
compuesto 2-deoxi-2-acetamido-B-d-glicopiranosido de Diosgenilo (MF-10) es
sintetizado a partir de la diosgenina 3-glu que a su vez fue sintetizado de Diosgenina, se
espera que presente un efecto antiproliferativo y citotdéxico sobre las lineas celulares
provenientes de cancer cervicouterino CaSki y Hela.
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OBJETIVOS

General

e Evaluar el efecto antiproliferativo, necrético (citotoxico) y apoptético del compuesto
2-deoxi-2-acetamido-f-d-glicopiranosido de Diosgenilo (MF-10), en las lineas
celulares proveniente de cancer cervicouterino CaSki y HelLa.

Especificos

Desarrollar cultivos de las lineas celulares proveniente de cancer cervicouterino
CaSki y HelLa asi como de linfocitos humanos provenientes de sangre periférica

de donadores sanos.

Determinar la actividad antiproliferativa del MF-10, expresada como la

concentracion requerida del compuesto para inducir una disminucién del 50% en

el nimero celular (Clsp), en cultivos de células CaSki y Hela.

Evaluar la actividad necrética como parametro de citotoxicidad del compuesto MF-
10 en cultivos de células CaSki y HelLa, mediante la deteccion de la actividad de
la enzima citoplasmatica LDH en los sobrenadantes de los cultivos celulares y a la

incorporacion celular de IP.

Evaluar la actividad necrética (citotoxica) del compuesto MF-10 en cultivos de
linfocitos humanos mediante la deteccion de la actividad de la enzima
citoplasmaética lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos

celulares.

Determinar si el MF-10 a la concentracion de Cls, induce muerte celular
apoptdética, mediante la observacion al microscopio por contraste de fase y
epifluorescencia de caracteristicas morfolégicas apoptoticas a través de la técnica
de tincidon nuclear con el fluorocromo DAPI, asi como la cuantificacion de la

caspasa-3 activa en cultivos de células CaSki y HelLa.

Evaluar si la concentracion de la Clso del MF-10 afecta el potencial proliferativo de
células linfociticas.
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METODOLOGIA

Cultivo de células tumorales

Las lineas celulares provenientes cancer cervicouterino CaSki (positivo al VPH tipo 16) y
HelLa (positivo al VPH tipo 18), fueron sembradas en cajas Petri de cristal de 100 mm
(Pirex, USA), con 10 mL de medio RPMI-1640 (Gibco, USA) suplementado con L-
glutamina (300 mg/L) y bencilpenicilina (500 000 U/L) (Griinenthal, MEX), al 5 % de
suero de neonato de ternera (SNT; Gibco, USA) que previamente fue desactivado a 56 °C
por 30 minutos. Los cultivos se mantuvieron en incubadora (NuAire, USA) a 37°C, al 5 %
de CO, y una atmosfera himeda a saturacion. Se permitio la saturacién de los cultivos
hasta un 70 % de confluencia para realizar los ensayos (Morgan y Darling, 1993; Cultek,
2015).

Cultivo de linfocitos humanos

Para realizar el cultivo de linfocitos humanos, se colectaron 20 mL de sangre periférica de
humano aparentemente sano en tubos con EDTA, posteriormente la sangre fue vertida a
tubos coénicos de vidrio de 15ml (Pirex, USA), a los cuales se le adiciono 5 mL de
Histopaque™-1077 (Sigma-Aldrich, USA) (un total de 4 tubos), se centrifugaron
(centrifuga; Dinac, USA), inicialmente a una velocidad de 300 rpm y la velocidad se
incremento gradualmente 300 rpm mas cada 2 minutos hasta llegar a 1500 rpm, se
dejaron centrifugar durante 25 minutos mas. En seguida se les retir6 el plasma sanguineo
y se colecté el anillo de leucocitos, el paquete celular obtenido de cada tubo fue
transferido a tubos limpios y resuspendido con 10 mL de buffer fosfato salino (PBS por
sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline) por tubo, se centrifugo a 1500 rpm
durante 5 minutos, se le retiré el sobrenadante para resuspenderse en 1 mL de medio de
cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de SNT (suero de neonato de ternera; Gibco,
USA). Las células que se obtuvieron fueron sembradas en cajas Petri de 100 mm, en 10
mL de RPMI-1640 suplementado con 20% de SFB (Suero Fetal Bovino) y posteriormente

se incubaron durante 1h.

Transcurrido el tiempo, se colectaron todas las células en suspensién en un tubo cénico

de vidrio. Una vez centrifugada la suspension celular a 1500 rpm durante 5 minutos, se
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retir6 el sobrenadante para resuspenderse 5 mL de RPMI-1640 sin suero y finalmente fue

determinado el nimero celular mediante una camara de Neubauer.

Preparacion del compuesto

Se preparo una solucion stock con 5 mg del compuesto MF-10 disuelto en 500 ul de

dimetilsulfoxido (DMSO). Las soluciones de trabajo se obtuvieron por medio de diluciones
de la solucion stock, por ejemplo: 10 ul de solucion stock en 100 pl de RPMI-1640 para
obtener una concentracion final de 10 pg/10 pl.

Evaluacion del efecto del MF-10 sobre el potencial proliferativo en lineas celulares
provenientes de cancer cervicouterino CaSki y HeLa, mediante la técnica de tincion

con el colorante cristal violeta

Las células provenientes de céncer cervicouterino de cada linea fueron sembradas en
placas de plastico de 96 pozos (Corning, USA), a una densidad de 7,500 células/pozo en
100 ul de RPMI-1640 al 5 % de SFB, por 24 horas. Posteriormente se retir6 el medio de
cultivo y se le adicionaron los tratamientos correspondientes (controles y concentraciones
del compuesto MF-10 (1.56ug/ml a 100 pg/ml); las células con el vehiculo fueron
incubadas con las concentraciones de DMSO que se utilizan para disolver el compuesto,
durante 24 h. El control para el vehiculo empleado para solubilizar el MF-10, DMSO,
contempla la maxima concentracién utilizada en la preparacién del MF-10 a 100 pg/ml,
100 ul de dimetilsulfoxido diluido en 1 ml RPMI-1640 al 5% de SNT, al control testigo
Unicamente se le realizé el cambio de medio por medio de cultivo fresco. Los ensayos se
mantuvieron por 24 h mas, dando un tiempo total de cultivo de 48 h (24 h sin tratamiento y
24 h con tratamiento). Al término del estimulo se procedié a evaluar el nimero celular de
acuerdo a la técnica de incorporacién de cristal violeta descrita por Kueng et al, 1989.
Para ello fue retirado el medio de cultivo e inmediatamente las células se fijaron con
glutaraldehido al 1.1 % (Sigma-Aldrich, USA) en agua desionizada por 15 minutos, al
término de los cuales se retiro el fijador para posteriormente lavar las células con agua
desionizada, a continuacién se dejo secar al aire y se afiade el colorante cristal violeta
(Sigma-Chemical Co.) al 0.1 % en acido férmico (Sigma-Aldrich, USA) por 20 minutos. Se

retird el exceso de colorante a través de lavados con agua desionizada y nuevamente se
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dej6é secar al aire. Por ultimo, el colorante incorporado en el nucleo de las células se
solubilizo con &cido acético (J.T. Baker, Méx.) al 10 % en agitacioén por 20 minutos. Para
finalmente medir la absorbancia a 590 nm en un espectrofotdmetro (Imagen Tecan
Spectra). Los resultados se analizaron por regresion lineal para la obtencion de la
concentracion que abate el 50 % de la poblacién celular (Clsp).

Determinacion de la muerte por citotoxicidad a través de la liberacién de la LDH

En una placa de 96 pozos fueron sembradas 7,500 células de cada una de las lineas
provenientes de CaCu, CaSkiy HelLa con 100 pl de RPMI al 5 % de SNT, por 24 h. Los

tratamientos se realizaron por triplicado. Posteriormente se les retiro el medio de cultivo y

se realizaron los siguientes tratamientos: un control al que Unicamente se le cambia el

medio de cultivo, un control positivo al cual se le hace cambio de medio, un control para
DMSO con la concentracibn empleada para preparar la Clsp correspondiente y el
tratamiento con MF-10 con la concentracion Clsy correspondiente a cada linea celular. A
las 23 h de tratamiento, al cultivo control positivo se le hizo un cambio de medio de cultivo
por medio fresco al 1 % de tritdbn X-100 y se dejé que el ensayo complete las 24 h de

tratamiento.

Para la determinacion de la actividad de la enzima LDH liberada al medio de cultivo, los
sobrenadantes de los cultivos se colectaron de manera individual en tubos cénicos de
plastico de 0.6 mL y centrifugados a 2,000 rpm por 10 min. Los sobrenadantes fueron
traspasados una placa de 96 pozos, 50 ul por pozo, para su evaluacién. La actividad de
LDH se determino con el kit CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega,
USA), del cual se agrego 50 ul de la mezcla de reaccion. Se incubaron a temperatura
ambiente protegiéndolo de la luz por 30 min. Se evalué a una longitud de onda de 490 nm
en un espectrofotémetro lector de placas de elisa (Image Tecan Spectra). Los datos se

analizaron haciendo una comparacioén relativa al control positivo tratado con tritbn X-100.
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Determinacion de la integridad de la membrana celular por la incorporacion de
loduro de Propidio (IP) por citometria de flujo.

Se sembraron 30 000 células por pozo provenientes de CaCu en placas de cultivo de
plastico de 48 pozos (Corning, USA), con 500 ul de medio RPMI-1640 (Gibco, USA)
suplementado con L-glutamina (300 mg/l) y bencilpenicilina (500 000 U/l) (Grinenthal,
MEX) al 5 % SNT previamente desactivado a 56 °C por 30 minutos. Los cultivos se
mantuvieron en una incubadora (NuAire, USA) a 37 °C, al 5 % de CO; y una atmésfera

himeda de saturacion.

Para determinar la incorporacion de loduro de Propidio se aplicaron los siguientes

controles: positivo, control; en los cuales las células se mantuvieron en condiciones de

cultivo; para el vehiculo las células se trataron con la mayor concentracion de DMSO

utilizada en el tratamiento de la Clso del MF-10; para el tratamiento con MF-10 las células
fueron tratadas con la concentracion de la Clso. Después de 24 horas de tratamiento, las
células fueron cosechadas y colectadas en tubos para citometria. Para control positivo,
las células fueron permeadas con 500 ul de etanol al 70 %. Posteriormente se le agreg6
a cada muestra 1 mL de RPMI-1640 suplementado al 5 % de SFB. Un minuto antes de
leer la muestra en citdbmetro (marca FACSAria Il, BD systems USA) se le colocé a cada
muestra 3 pyl de IP (J.T. Baker, Méx.).

Determinacién de cuerpos apoptéticos mediante la tincién de DAPI

Primeramente 1, 500,000 células fueron sembradas en cubreobjetos de 1x1 cm en un
volumen de 5 mL de RPMI-1640 al 5 % de SNT en camara humeda a 37 °C durante 24
horas. Posteriormente las células se fijaron con etanol al 70% 15 minutos. Luego fueron
lavadas con PBS filtrado a través de un filtro de membrana (Millipore) con didmetro de
poro de 0.22um 3 veces, se incubaron con diclorato 4,6-diaminidino-2-fenilindol (DAPI;
Sigma-Aldrich, USA) durante 1 minuto y se les realizaron tres lavados. Finalmente, las
preparaciones fueron montadas en un portaobjetos con medio de montaje VECTASHIELD
Mounting Medium (VECTOR LABORATORIES, USA), y selladas con resina acrilica; se
mantuvieron en oscuridad a -20 °C hasta ser observadas en un microscopio de

epifluorescencia (Nikon, Jap.) (Fernandez et al.; 2011).
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Determinacion de la muerte apopt6tica mediante la expresion de caspasa-3-activa
por citometria de flujo.

Para determinar si el compuesto MF-10 induce una expresion de la caspasa-3-activa,
como parametro para inducir la apoptosis (Ziegler y Kung; 2008; Klein et. al; 2005; Borner
2003); se sembraron 30 000 células por pozo en placas de cultivo de plastico de 48 pozos
procedentes de lineas de CaCu en las condiciones antes descritas. Para el tratamiento
con MF-10; las células fueron tratadas con la concentracion de la Clsy Se incubaron por 24
horas. La deteccion de la caspasa-3 se realizdé por citometria de flujo; para esto, las
células fueron cosechadas y posteriormente fijadas con etanol al 70% por 5 min en el
refrigerador a 4 °C, al término del tiempo las células se lavaron cuidadosamente 2 veces
con PBS. Sucesivamente se adicion0 el anticuerpo primario policlonal de conejo
anticaspasa 3 humana, 1:500 en PBS y se dejo incubar toda la noche a 4 °C.
Posteriormente, a las muestras se les realizaron lavados con PBS y se aplico el
anticuerpo secundario con fluorocromo, anticuerpo de cabra anticonejo con FIT-C, 1:250
(J.T. Baker, MEX) en PBS y se dejo incubar en la obscuridad durante tres horas a
temperatura ambiente. Posteriormente las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS y se
llevaron a un volumen de 500 ul de PBS por muestra. Finalmente, el botdn celular se
resuspendid para leer en el citdmetro de flujp marca FACSAria Il y finalmente se

procesaron los datos en el programa FACSDiva version 6.1.2.

Evaluacién del efecto del MF-10 sobre la proliferacion de linfocitos humanos a

través de la técnica de marcaje con carboxifluoresceina (CSFE)

Para marcar las células linfociticas con carboxifluoresceina (CSFE) (Sigma-Aldrich, USA)
los linfocitos fueron resuspendidos en 4 mL de PBS con 10 pl de carboxifluoresceina (12
pmoles por mililitro de solucién o por millbn de células) y se incuban 15 minutos
protegidos de la luz a temperatura ambiente. Posteriormente se le realizaron lavados con
PBS al 5 % de SFB, se centrifugaron a 1500 rpm (dos veces) para resuspenderse en 4
mL de RPMI-1640 al 20 % de SFB. Para activarlos con fitohemaglutinina (PHA; Micro Lab
S.A., Méx.), los linfocitos fueron transferidos a tubos cénicos de plastico de 1.6 mL a una
densidad de 10° células/mL de RPMI-1640 al 20% de SFB y 25ul de PHA/mL (diluida
1:10 de PBS). La preparacion de los tratamientos: control solo con medio de cultivo con y

sin PHA, control para el vehiculo al cual se le agregé la cantidad de DMSO empleada en
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la preparacion de la concentracion Clso méas alta para células tumorales de CaCu, y MF-10
en la concentracion Cls, mas alta. Las células contenidas en cada tubo cénico fueron
sembradas en una placa de cultivo de 96 pozos a una concentracion de 200,000
células/pozo en un volumen de 200 pl y fueron incubadas en condiciones de cultivo por 72
h. Para la evaluacion, las células fueron cosechadas extrayendo todo el medio de cultivo,
y depositado en tubos cénicos de plastico de 0.6 mL. Posteriormente se centrifugaron a
1500 rpm por 5 min, se elimin6 el sobrenadante y se resuspendié el botdn celular en 1
mL de verseno frio y se incubé por 5 min a temperatura ambiente; se centrifugd
nuevamente y fue retirado el verseno. Sucesivamente se resuspendié con 500 pl de PBS
y se agreg6 500 pl de paraformaldehido al 2%. Las células fueron evaluadas por
citometria de flujo en un citobmetro de flujo FACSAria Il y los datos fueron procesados con
en el programa FACSDiva version 6.1.2. Los datos se analizaron haciendo una
comparacion con respecto al control positivo para proliferaciéon, células tratadas

Unicamente con PHA.

Determinacidén de muerte celular por necrosis a través de la liberacion de la enzima

LDH en cultivos de linfocitos humanos.

En tubos vacutainer con EDTA, se obtuvieron 20 ml de sangre periférica de un voluntario

sano y se colectaron (5 mL) en tubos cénico de vidrio de 15 mL (Pirex, USA), con 5 ml

de Histopaque (un total de 4 tubos), se centrifugan (centrifuga; Dinac, USA), inicialmente
a una velocidad de 300 rpm y se aumentd gradualmente la velocidad (300 rpm cada 2
minutos) hasta llegar a 1500 rpm después de lo cual se dejo6 centrifugando por 25 minutos
mas. Con ayuda de la pipeta de 1000 pl se retir6 el plasma y se colectd el anillo de
leucocitos, posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a
tubos limpios y se resuspendié con 10 mL de PBS (por tubo), se centrifugd a 1500 rpm
durante 5 minutos, se retiré el sobrenadante y se resuspendié en 1mL de RPMI-1640
suplementado con 10 % de SFB. El total de células quedd contenido en un solo tubo con
un volumen total de 4mL. Se sembraron las células en una caja de Petri de 100 mm
(Pirex, USA), en un volumen total de 10 mL de RPMI-1640 suplementado con 20 % de
SFB, y se incubaron durante 1h en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo, se
cosecharon todas las células que permanecian en suspensiéon, en un tubo de vidrio de
fondo coénico. Se centrifugd la suspensién celular a 1500 rpm durante 5 minutos, se retird
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el sobrenadante y se resuspendié nuevamente el botén celular en 5 mL de RPMI-1640 sin
suero. Se tom6 una alicuota de 20ul, y se determiné el numero celular con ayuda de la
camara de Neubauer. Los linfocitos fueron transferidos a tubos conicos de plastico de 1.6
ml a una densidad de 10° células/ml de RPMI-1640 al 20% de SFB y 25ul de PHA/mI
(diluida 1:10 de PBS) (Micro Lab S.A., Méx.). La preparacion de los tratamientos se
realizé en ese momento: control solo con medio de cultivo con y sin PHA, control positivo
al cual se le agregara triton X-100, control para el vehiculo al cual se le agregara la
cantidad de DMSO empleada en la preparacion de la concentracion Clsg mas alta
obtenida para células tumorales de CaCu, y MF-10 en la concentracion Cls, mas alta. Las
células contenidas en cada tubo cénico fueron sembradas en una placa de cultivo de 96
pozos a una concentracion de 200,000 células/pozo en un volumen de 200 pl y se
incubaron en condiciones de cultivo por 72 h. Para la evaluacién, a las 71 h de
tratamiento al control positivo se le agregaron 2ul tritébn X-100 y se homogenizaron
piteando suavemente el medio de cultivo, se incubaron por 1 h més. A las 72 h de cultivo
las células fueron cosechadas extrayendo todo el medio de cultivo, y colectados en tubos
conicos de plastico de 0.6 mL de manera individual. Se centrifugaron a 1500 rpm por 5
min, y se traspasaron 50 ul de cada muestra y de cada tratamiento a una placa de 96
pozos para su evaluacion. La actividad de LDH se determind con el kit Cyto Tox 96®
(Promega, USA), del cual se agregaron 50 pl de la mezcla de reaccién. Se incubaron a
temperatura ambiente protegido de la luz por 30 min. Se evaluaron a una longitud de onda
de 490 nm en un espectrofotometro lector de placas de elisa (Image tecan spectra). Los
datos se analizaron haciendo una comparacion relativa al control positivo tratado con

tritdn X-100. Todas las muestras son por triplicado.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos experimentales fueron analizados estadisticamente usando un analisis de
varianzas (ANDEVA) seguida de una prueba de Tukey con un nivel de significancia del

0.05% con el paquete estadistico SSP 14.0 para Windows.
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RESULTAD
Actividad antiproliferativa del MF-10 en células de céancer cervicouterino

Con el propésito de evaluar el efecto antiproliferativo del MF-10 en cultivos provenientes
de CaCU, cultivos de células CaSki y HelLa fueron estimuladas de manera independiente
con diferentes concentraciones del compuesto y la actividad antiproliferativa fue
expresada como la concentracion requerida del compuesto que disminuye la densidad

celular en un 50% (Figura 11, Tabla 1).
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FIGURA 11. Efecto antiproliferativo del MF-10 sobre el potencial proliferativo de las lineas celulares
CaSki y HelLa. 7,500 células fueron sembradas en cajas de 96 pozos por 24h y posteriormente
estimuladas con diferentes concentraciones de MF-10 y el nimero celular fue cuantificado mediante la
técnica de tincién con el colorante cristal violeta. Los graficos representan tres ensayos

independientes con al menos seis repeticiones.

LINEA CELULAR Clso (ng/mL)

TABLA 1. Concentracién requerida de MF-10 para CaSki 50
inducir una disminucién del 50% en la densidad de

cultivos de CaSkiy HelLa. Hela 50
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Los resultados obtenidos indican que el MF-10 afecta el potencial proliferativo de las
lineas celulares CaSki y HeLa de una manera dependiente de la dosis con una Clsy de
50 pg/mL.

Morfologia Celular

Con la intencion de observar si el compuesto MF-10 afecta la morfologia de las células
tumorales, cultivos de células CaSki y HelLa tratados con la Cls, de MF-10 fueron
observados en un microscopio invertido con un objetivo 20x (Aus Jena Sedival, USA) y
fotografiados con un acercamiento de 1.5 (figura 12). Las imagenes de los cultivos
celulares mostraron que mientras los cultivos control y DMSO, las células presenta una
forma poliédrica con citoplasma abundante y con proyecciones citoplasmaticas, las
células tratadas mostraron una forma esférica, contraidas, de menor tamafio y con
pérdida de las proyecciones citoplasmaticas, indicando que el MF-10 afecta la morfologia

de estas células.

CONTROL

FIGURA 12. Efecto del MF-10 sobre la morfologia de las células de CaCu CaSki y HelLa. Cultivos de
7,500 células en un volumen de 100 pl en placas de 96 pozos, fueron estimuladas con la Clsprespectiva
por 24h. (Flechas negras: células poliédricas, cabezas de flechas: células esféricas; cuadrado: células
que perdieron adherencia).
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Actividad citotdxica del Mf-10 en células de CaCU.

Para descartar que la disminucion del namero celular inducido por el Mf-10 sea mediante
un efecto citotéxico (necrosis), cultivos de CaCu CaSki y HelLa fueron estimulados con
sus respectivas Cls, para evaluar la integridad de la membrana plasmética mediante la
determinaciéon de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los
sobrenadantes asi como la incorporacion celular de loduro de Propidio (IP) (fig. 13y 14).
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FIGURA 13. La liberacion méxima de LDH se determiné con la aplicacion de tritbnx-100 a las 48 h de
cultivo, la actividad de la enzima liberada se tomé como el 100% de la actividad. Se observa el control,
cultivo de células de CaCu sin tratamiento en RPMI al 5% de SNT; DMSO, tratados con dimetilsulfoxido
al 0.5%, MF-10, cultivos estimulados con 50 pg/mL. La barra indica la desviacién estandar. ANDEVA,
seguida de una prueba de Tukey (* p < 0.05 vs control). Los resultados muestran un ensayo
representativo de tres pruebas independientes con al menos tres repeticiones.
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A) CaSki
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FIGURA 14. Incorporacién de loduro de Propidio (IP) en las lineas celulares CaSki (A) y HeLa (B)
tratadas con la Clso respectivas de MF-10, para el control células sin tratamiento en RPMI al 5% de
SNT, el DMSO se utilizo a una concentracion de 0.5% y para el control positivo se utilizaron células
fijadas con etanol al 70%. Los resultados muestran un ensayo representativo de tres pruebas

independientes con al menos tres repeticiones.

Los resultados mostrados en las figuras 13-14 indican que el MF-10 no induce una
actividad citotéxica en los cultivos de las células CaSki y HeLa; ya que presentan una baja
incorporacion de IP asi como también una baja actividad de la enzima LDH en los
sobrenadantes, sugiriendo que el decremento del niamero celular observado es debido a

un proceso diferente al de muerte necrética.
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Evaluacién de de la condensacion de la cromatina

Con el fin de establecer si el MF-10 induce muerte apoptética en las células tumorales
cultivos de células CaSki y HeLa fueron estimulados con el MF-10 (50pg/mL) y los

cultivos fueron tefidos con el flourocromo DAPI y observados en un microscopio de

espifluorescencia para observar las caracteristicas morfolégicas de nucleos apoptoticos

(figura 15y 16).
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Los resultados obtenidos establecen que los cultivos control y DMSO, observados en
contraste de fases, las células presentan una forma poliédrica con citoplasma abundante

y con proyecciones citoplasmaticas, mientras que los nucleos observados con DAPI, son

de tamafio regular con distribucién de la cromatina de manera homogénea. Con respecto

a las células tratadas con el MF-10 y la Colchicina, las células tratas observadas con
contraste de fases, mostraron una forma esférica, contraidas, de menor tamafio y con
pérdida de las proyecciones citoplasmaticas, mientras que los nucleos observados con
DAPI presentan un tamaifo relativamente menor al de los controles, con la cromatina
condensada y en algunas células ésta se encuentra fragmentada, indicando que el MF-10

induce una fuerte apoptotica en las células tumorales.
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Evaluacién de la Caspasa-3 activa

Con el fin de confirmar que la muerte apoptética inducida por el MF-10 en las células
tumorales es llevada a término, cultivos de células CaSki y HelLa fueron estimulados con

el MF-10 (50ug/mL) y la caspasa-3 activa fue determinada y tomada como un pardmetro

de término de la muerte apoptética (figura 17 y 18).
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FIGURA 17. Deteccién de la caspasa-3 activa en la linea de CaCu CasSki tras ser estimuladas con 50
pg/mL de MF-10. Los resultados muestran un ensayo representativo de tres pruebas independientes

con al menos tres repeticiones.
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FIGURA 18. Deteccidn de la caspasa-3 activa en la linea de CaCu HelLa tras ser estimulada con 50
pg/mL de MF-10. Los resultados muestran un ensayo representativo de tres pruebas independientes

con al menos tres repeticiones.

Con base en los resultados obtenidos en las figuras 17 y 18 se puede apreciar que los

cultivos tratados con MF-10 inducen la expresion de la caspasa-3 activa en un 25.6% en
células CaSki, mientras que en células HelLa fue de 40.9% confirmando que el MF-10

induce a las células tumorales una muerte apoptética.
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Evaluaciéon del efecto del MF-10 sobre el potencia proliferativo de células
linfociticas humanas a través de la técnica de marcaje con carboxiflouresceina

(CSFE), cuantificada por citometria de flujo.

Con el fin de determinar si el MF-10 afecta el potencial proliferativo de células no

tumorales, cultivos de linfocitos humanos provenientes de sangre periférica humana

fueron tratados con 50 pg/mL del compuesto por 72 h, y el nUmero celular fue evaluado

mediante la técnica de marcaje con carboxiflouresceina, cuantificado por citometria de

flujo.

CON PHA

87.61%

18.87%

FITC-4 1o

FIGURA 19. Efecto del compuesto MF-10 sobre el potencial prolierativo de linfocitos humanos. Los
linfocitos fueron marcados con CSFE, activados con PHA y tratados con 50 pg/mL de MF-10. A las 72h
fueron evaluados por citometria de flujo. Los resultados muestran un ensayo representativo de tres
pruebas independientes.

Los resultados mostrados en la figura 19, establecen que el MF-10 no afecta el potencial
proliferativo de las células linfociticas a 72 h, sugiriendo que esta saponina es de accién
selectiva.
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Evaluacién de la actividad citotéxica del MF-10 a través de la liberaciéon de la enzima
LDH en linfocitos humanos de sangre periférica.

Con el fin de establecer si el MF-10 ejerce una activad citotoxica (necrosis) en las células
linfociticas fueron tratados con el MF-10 (50 pg/mL) y la actividad de la enzima
citoplasmética LDH fue determinada en los sobrenadantes de estos cultivos (figura 20).

LDH LINFOCITOS

" ACTIVIDA DE LDH

- e [ ]
TRITON ACTNWADOS ODMSO MF-10

TRATAMIENTO

FIGURA 20. Determinacién de la actividad citotoxica en cultivos de células linfociticas (200,000
células por pozo en placas de 96 pozos) estimulados con 50 pg/mL de MF-10 por 72 h, el DMSO se
utilizé a una concentracion de 5 pL/mL, mientras que el Tritdn se utilizé6 como control positivo con 1%
de tritdn x-100. La actividad citotdxica fue determinada por la actividad de la enzima LDH recolectado
del sobrenadante. La barra indica la DS (desviacion estadndar) Los resultados muestran un ensayo

representativo de tres pruebas independientes con al menos tres repeticiones.

ANDEVA seguida de una prueba de Tukey (* p<0.05% vs DMSO).

Los resultados mostrados en la figura 20, y al igual que en las células tumorales de CaCu

(figura 13), no se detectdé LDH en los sobrenadantes provenientes de los cultivos de

células linfociticas, sugiriendo que el MF-10 no presenta un efecto necrético en los

cultivos de células tumorales ni en células no tumorales.
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DI ION DE RESULTAD

El cancer cervicouterino es la segunda causa de de muerte en México y actualmente los
tratamientos que se tienen contra este afectan la calidad de vida de los pacientes por lo
cual la comunidad cientifica se ha dado a la tarea de buscar nuevas alternativas que si
bien no abatan al 100% la enfermedad mejoren significativamente la calidad de vida de
los pacientes. En la actualidad el estudio de los compuestos de origen vegetal ha
generado un nuevo campo hacia la quimioprevencion y/o tratamientos contra este mal,

como es el caso de las saponinas esteroidales.

Las saponinas han generado un fuerte interés cientifico, debido a su diversidad estructural

y a su actividad biologica especialmente como antitumorales. Por lo que, constituyen una

importante fuente de productos de origen natural que conducen al desarrollo de

novedosos quimioterapéuticos.

Dentro de la familia de las saponinas esteroidales encontramos a la Dioscina (molécula
gue se encuentra de manera natural en las plantas) (Mirunalini y Shahira; 2011) la cual
es una de las saponinas con actividad antiproliferativa mas potente evaluados hasta
ahora; hecho que ha despertado la inquietud de establecer que parte de la molécula es la

causante de la actividad antiproliferativa.

La gran complejidad de las saponinas surge de la variabilidad de la estructura de la
aglicona, la posicién de unién de los azlcares en la region de la aglicona unidos por un
enlace glucosidico, entre otros; pueden influir en la respuesta de la actividad biologica y

especialmente en la actividad antitumoral (Podolka et al.; 2010; Trouillas et al.; 2005).

Estudios recientes han mostrado que la fuerte actividad antiproliferativa de las saponinas
se mejora considerablemente si se encuentra glicosilado (Fernandez et al.; 2009). Sin
embargo, no se deja atras la posibilidad de que saponinas con similitud estructural a otras
gue presentan actividad antitumoral también puedan mostrar este efecto (Fernandez et
al.; 2012).

Con la intencién de evaluar la actividad antiproliferativa del MF-10 y ya que existes nula o
escasa informacion sobre esté, fue comparada con la Dioscina (dos ramnosas unidas a
una glucosa en el carbono 3); la Diosgenina (aglicona) (sintetizado mediante hidrolisis de
la Dioscina) y la Diosgenina-3 glu (sintetizada a partir de la Diosgenina, adicion de una

glucosa en el carbono 3) (Tabla 2); cuya actividad antiproliferativa ya ha sido estudiada vy
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presenten la misma aglicona (Cai et al.; 2002; Fernandez et al.; 2010; Lepage et al.; 2011,
Son et al.; 2007).

Dioscina

Diosgenina

Diosgenina-3 glu

"¥o

Tabla 2. Estructura quimica de la Dioscina, Diosgenina, Diosgenina-3 glu y MF-10 (Cortesia del
Laboratorio de Sintesis de Productos Naturales de la Benemérita Universidad Autéonoma de Puebla).
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Con respecto a la actividad antiproliferativa, nuestros resultados mostraron que el
compuesto 2-deoxi-2-acetamido-f-d-glucopiranosido de Diosgenilo (MF-10) presenta
actividad antiproliferativa en células HelLa y CaSki de manera dependiente de la dosis,
con una Clso de 50ug/mL para ambas lineas celulares, indicando que el MF-10 conserva
la actividad antiproliferativa de las saponinas. Sin embargo, los resultados muestran que
el MF-10 es menos potente que la Dioscina, Diosgenina y la Diosgenina-3 glu (Lopez;
2013) (Tabla 3). Es decir, se requiere mayor cantidad del compuesto MF-10 para realizar
la misma actividad antiproliferativa que la Dioscina, la Diosgenina o la Diosgenina-3-glu.
Desde el punto de vista estructural; la Dioscina presenta dos ramnosas unidas a la
glucosa del carbono 3 de la aglicona con una mayor actividad antiproliferativa en células
tumorales en comparacién con la Diosgenina, la Diosgenina-3-glu y el MF-10, sugiriendo
que éstas son las que incrementan la actividad antiproliferativa. Con respecto a la
Diosgenina, ésta no presenta ningun azlcar unido a la aglicona, indicando que este
compuesto tiene una actividad antiproliferativa basal y que los azlUcares pueden modificar
de manera positiva o0 negativa dicha actividad. En cuanto a la Diosgenina-3 glu, la glucosa
en el carbono tres de la aglicona incrementé el potencial proliferativo en aproximadamente
1.7 veces en comparacién con la Diosgenina, sugiriendo que la glucosa unida en el
carbono 3 de la aglicona es importante para la actividad antiproliferativa presente en la
molécula. Con respecto al MF-10, éste presenta la misma estructura que la Diosgenina-3-
glu, y la diferencia, es que la glucosa presente en el MF-10 presenta una amina acetilada
(NHAC), sustituyendo el grupo hidroxilo de la glucosa presente en la diosgenina-3-glu.
Esta diferencia provoca un decremento en la actividad antiproliferativa de 2 veces en la
Diosgenina-3-glu, sugiriendo que el grupo funcional NHAc afecta negativamente la

actividad antiproliferativa presente en esta molécula.

CONCENTRACION INHIBITORIA DEL 50% EN LINEAS DE CaCu

COMPUESTO CasSki HelLa vs MF-10
Dioscina 1.74pg/ml 1.74 pg/mL 29 veces
Diosgenina 13 pg/mL 15 pg/mL 3 a4 veces
Diosgenina-3 glu 22.56 pg/mL 24.85 pg/mL 2 veces

50 pg/mL 50 pg/mL

Tabla 3. Clsp de Dioscina, Diosgenina, Diosgenina-3 glu en comparacién de la Clsp obtenida del MF-10.
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Con respecto a la actividad citotoxica (necrética) de estos compuestos, es importante
mencionar que nuestros resultados indican que el MF-10 genera una baja toxicidad
(menor al 5%) tanto en lineas de CaCu CaSki y HelLa asi como en linfocitos de sangre
periférica humana (células no tumorales), similar a la toxicidad presente en la Diosgenina-
3-glu, sugiriendo que la glucosa con una amina acetilada no afecta la actividad citotoxica
del MF-10. Sin embargo, al comparar esta actividad con la actividad citotoxica presente en
la Dioscina y la Diosgenina, las cuales presenta una actividad citotoxica en las células
HeLa y CaSki de 6 y 17 % para la Dioscina respectivamente y de 0 y 10% para la
Diosgenina, sugiere que la glucosa con y sin la amida acetilada induce un pequefio
decremento en la actividad citotoxica presente en la Dioscina y la Diosgenina. En cuanto
a la actividad inductora de apoptosis, las saponinas en diferentes trabajos de
investigacion han sido descritas que inhiben la proliferacién de células malignas in vitro, a
través de la muerte celular apoptotica (Raju y Bird; 2007; Huo et al.; 2004; Tang et al.;
2007; Liu et al.; 2004; Liu et al.; 2005). Trouillas et al.; 2005 reportd que la Diosgenina y la
Dioscina inducen una muerte apoptoética generando la fragmentacion de ADN a las 24 h.
Resultados que coinciden con los obtenidos para el MF-10. Este compuesto al igual que
la Dioscina, la Diosgenina y la Diosgenina-3-glu inducen a las células CasKi y HelLa a
presentar caracteristicas morfoldgicas propias de células apoptoticas (Paniagua et al.;
2007); de igual manera el MF-10 induce una sobre expresion de la caspasa-3 activa al
igual que la Dioscina, la Diosgenina y la Diosgenina-3 glu, indicando que la actividad
apoptoética de estas moléculas es conservada. Sin embargo, cuando comparamos la
actividad apoptotica de la diosgenina, tomando como parametros la formacién de cuerpos
apoptaticos, la fragmentacion del ADN asi como la expresion de la caspasa -3 activa,
encontramos que la Diosgenina es la que presenta menor cantidad de caspasa-3 activa,
escasos cuerpos apoptéticos y nula fragmentacion del ADN, mientras que la Diosgenina-
3-glu presentan un mayor porcentaje de la caspasa-3 activa con un mayor nimero de
cuerpos apoptéticos y fragmentacion de ADN. En cuanto al MF-10, éste fue el de mayor
expresion en la caspasa-3 activa, con mayor namero de cuerpos apoptoticos y mayor
fragmentacion de ADN, sugiriendo que la glucosa con la amina acetilada presente en el

MF-10 es importante para inducir el proceso apoptotico.

Con respecto a la actividad en células no tumorales, nuestros resultados muestran que el
MF-10 asi como la Dioscina, la Diosgenina y la Diosgenina-3-glu presentan baja actividad

necrotica (citotéxica) en células linfociticas humanas asi como en las células tumorales de
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cancer cervicouterino, sugiriendo que los efectos colaterales relacionados directamente
con la actividad necrética (citotoxica) podrian ser de menor magnitud que junto con el bajo
efecto antiproliferativo que presentan en células linfociticas (selectividad) establecen que
el MF-10 presenta actividad antiproliferativa en células tumorales y no tumorales sin

presentar efecto citotoxico (necrosis), induciendo a las células tumorales una muerte

apoptética; lo que siguiere que el MF-10 es un candidato idoneo para seguir su evaluacion

in vivo, con la intencién de valorar su potencial terapéutico como posible agente contra el

cancer.

El compuesto MF-10 presenta actividad antiproliferativa en células tumorales

CaSki y HelLa con una Clso de 50 ug/mL para ambas lineas.
La Clsono presenta un efecto necrético en las lineas tumorales CaSki y Hela.

El MF-10 induce la expresion de caspas 3 activa en ambas lineas celulares (CaSki
y HelLa).

El compuesto (MF-10) induce una muerte apoptética en las lineas celulares CaSki

y HelLa a la concentracion de 50 pg/mL.

El MF-10 afecta el potencial proliferativo de células linfociticas humanas no

tumorales en un 16% a las 72h, sin accion citotoxica.

Esto sugiere que el compuesto 2-deoxi-2-acetamido-B-d-glicopiranosido de
Diosgenilo presenta una accién selectiva, de tal manera este compuesto podria

ser evaluado como un agente con potencial terapéutico.
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APENDICE

Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (GIBCO, USA) 10.42g
NaHCO, (SIGMA, USA) 2g

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con HCI
1IN y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La soluciéon se esteriliza por medio de
filtrado en vacio a través de una membrana con poro de 22 um. Se almacena a 4°C. El
medio de cultivo se complementa con suero de neonato de ternera (SNT), en la
proporcion requerida y posteriormente es nuevamente filtrado en vacio a través de una

membrana con poro de 22 pum.

Desactivacion del suero

Una botella de suero de neonato de ternera (SNT) se coloca en bafio de agua a tempera
ambiente para ser descongelado, posteriormente se coloca a bafio maria a 57°C durante
30 min. Posteriormente es trasvasado en alicuotas de 50 mL para su mejor uso y

manipulacion.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiolégicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato.

Los componentes se diluyen en un volumen final de 1000mL de agua bidestilada.

Cloruro de sodio (SIGMA, USA) 8.00g
Cloruro de potasio (SIGMA, USA) 0.20g
Fosfato monoécido de sodio (SIGMA, USA) 2.16g
Fosfato diacido de potasio (SIGMA, USA) 0.20g
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Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCI 8 N y se afora a un volumen final de 1000 mL.

Esta solucion se esteriliza por medio de filtros de membrana con diametro de 22 pm, la

solucién se almacena a 4°C hasta el momento del uso.

Verseno

Esta solucion se empleé para despegar las células tumorales CaSki y HeLa adherentes y
funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones

celulares. Para su preparacion se utiliza:

EDTA (SIGMA, USA) 0.4g
Cloruro de Sodio (SIGMA, USA) 8.0g
Cloruro de Potasio (SIGMA, USA) 0.4g
Tris base (SIGMA, USA) 3.04g

Los reactivos se disuelven en 800mL de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.7 con HCI 1
N y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucion se esteriliza en autoclave a 20

Ibs. durante 20 min.

Solucién cristal violeta (0.1%)

Para preparar 500 mL de cristal violeta en una concentracion 0.1 % se requiere
previamente preparar una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM con un pH 6.
Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye y se filtra usando papel Whatman

namero 2. Se almacena a temperatura ambiente.

Hidréxido de Sodio (SIGMA, USA)
Acido Férmico (SIGMA, USA)
Cristal Violeta (SIGMA, USA)
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Colorante Cristal Violeta

La solucion de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucién amortiguadora de acido

férmico 200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3. 96 g de NaOH y 4.28 mL de acido

férmico aforado a 500 mL con agua bidestilada. Una vez preparada la solucién debe ser

filtrada.

Glutaraldehido

A 1.57 mL de glutaraldehido (70% v/v) se le agrega 98.43mL de agua bidestilada y se

almacena a una temperatura de 4°C.

Solucion de acido acético (10 %)

A 10 mL de &cido acético (J. T. Baker) se le agrega 90 mL de agua bidestilada.

Paraformaldehido (2 %)

Paraformaldehido al 2 % en PBS, se disuelve a bafio maria sin que la temperatura rebase

los 60°C. Se almacena a 4°C.
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