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RESUMEN

Céncer Cérvico-Uterino representa un problema de salud a nivel nacional ya que ocupa el
segundo lugar en causa de muertes en mujeres mexicanas[8].Los farmacos utilizados en el
tratamiento de este padecimiento no son eficaces en estadios avanzados de este cancer,
ademas conllevan efectos secundarios que merman la calidad de vida de las pacientes, por
lo que urge la investigacion de nuevos compuestos que generen una actividad antitumoral,
con el menor efecto secundario. En el presente estudio se muestra la actividad antitumoral
de los compuestos 16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona sobre
las lineas celulares provenientes de Cancer Cérvico-Uterino: CaSki, HelLa y ViBo. Se
determind que las concentraciones para abatir el 50 % del nimero celular en cultivo de las
lineas celulares HeLa, CaSki y ViBo son de 20 y 25 pg/ml para 16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-
diona y de 50 y 175 pg/ml para (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona.

Al analizar elciclo celular de las células CaSki, HeLa y ViBo, se determind que tinicamente
16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-diona induce una disminucién de células presentes en la fase G1.
Los cambios morfologicos observados en cultivo dieron el indicio de la presencia de
muerte celular apoptotica, lo cual fue corroborado al observar la presencia de cuerpos
apoptoticos, condensaciony fragmentacion nuclear, la presencia de caspasa 3 activa y la
fragmentacion del ADN. También se identifico muerte celular necrética unicamente en las
células ViBo tratadas con 16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-diona y en células HeLa tratadas con
(25R)-espirost-4-eno-3,6-diona. Se determind que 16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-diona una
concentracion de 25 pg/ml afecta la proliferacion de células linfociticas humanas, al igual
que (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona a una concentracion de 170 pg/m, siendo positivas a
muerte necrotica hasta en un 7%; los cultivos de células fibroblasticas provenientes de
cérvix se ven afectados cuando son tratadas con (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona, sin
embargo proliferan de manera normal cuando son tratadas con 16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-
diona. Los resultados obtenidos indican que estos compuestos son candidatos a seguir su
valoracion tanto in Vvitro como in vivo para determinar su mecanismo de accion y su

actividad antitumoral respectivamente.



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

2n Células diploides

4n C¢lulas tetraploides
16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-diona  Epoxipregnenodiona
(25R)-espirost-4-eno-3,6-diona Espirostenodiana
ADN Acido desoxirribonucleico

ANDEVA Analisis de varianza

Bad Proteina miembro de la familia Bcl-2, con actividad proapoptotica
Bax Proteina miembro de la familia Bcl-2, con actividad proapoptotica
CFSE Carboxifluoresceina

CaCu Cancer cervicouterino

CaSki Linea celular de CaCu con secuencias integradas de HPV-16
CDK Cinasas dependientes de ciclinas

DAPI 4’ 6-diamino-2-fenilindol

EDTA El acido etilendiaminotetraacético

FH Fitohemaglutinina

Hela Linea celular de CaCu con secuencias integradas de HPV-18
IC50 Inhibicién del 50% de la poblacion celular

LDH Enzima Deshidrogenasa de Lactato

NIC I Neoplasia Ingtraepitelial cervical grado I

NIC II Neoplasia Ingtraepitelial cervical grado II

NIC I Neoplasia Ingtraepitelial cervical grado III

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PAP Papanicolaou

PBS Solucion salina de fosfatos

PCR Reaccion en cadena de la Polimerasa

ROS Especies Reactivas de Oxigeno

RPMI Medio de cultivo RPMI-1640

SFB Suero fetal bovino



Sida Sindrome de inmunodeficiencia humana

SNT Suero de ternera neonato

ViBo Linea celular de CaCu negativa a HPV
VHB Hepatitis B

VHC Hepatitis C

VIH Virus de inmunodeficiencia humana
VPH Virus de Papiloma Humano

A4-en-3,6-diona Sistema de las dos cetonas conjugadas
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Cancer

El cancer es producido por cambios genéticos que alteran varias propiedades fundamentales
de la célula, como el de evadir los controles de crecimiento normal, adquiriendo un impulso
para proliferar sin la necesidad de una senal inductora externa, ademés no logra recibir las
sefales que restringen la division celular y continua dividiéndose cuando deberia morir y a
menudo cambian sus propiedades de adhesion a las células circundantes o a la matriz
extracelular para dividirse mas rapidamente, alterando asi la homeostasis propia del

organismo.

Una célula cancerosa necesita acumular mas mutaciones de las que se generan a la
velocidad de una mutacién normal, e incluso estas células pueden hasta cierto punto,
asemejarse a un tipo particular de célula normal de division rapida, pero ella y su progenie
exhiben una inmortalidad inapropiada, lo cual puede llegar a formar tumores, mediante la
sefalizacion que induce el crecimiento de vasos sanguineos se alcanza la irrigacion
adecuada (angiogénesis) para que dicho tumor y posteriormente un cancer tenga suficientes

nutrientes[1].

Esta enfermedad de origen multifactorial, degenerativa es invasiva y mortal, la cual
representa la expresion clonica de una célula en la que se ha producido un cambio en su
ADN transformando una célula normal a maligna originando una neoplasia constituida por
una masa anormal de células cuyo crecimiento se lleva a cabo sin la coordinacion

morfoldgica respecto a las células normales[2] (figura 1).



CELULAMUTADA

DIVISION CELULAR 3 ) Célula normal puede
CELULAS NORMALES 2 Fielul.as n.c?rmales crecense reproducen teneralterac!ones en
(replicacién del ADN) y mueren material genético

Forman tejidos y 6rganocs

\
\

) 2 \
u\/ &/
\J -
J\J \ L:\
A
C S
§ ) Células mutadas invaden REPRODUCCION CELULAR

otros tejidos y 6rganos 4 ) Células mutadas se pueden dividir
. de manera discriminada
Y dar origena un tumor

Figura 1: Comportamiento de células normales hasta la formacion del cancer. [3]

La célula debe ser genéticamente inestable antes de que se puedan acumular las mutaciones
suficientes para causar cancer. Esta acumulacion de alteraciones genéticas son inducidas
por factores intra, extra e intermoleculares (fisicos, quimicos o bioldgicos)[4] perdiendo asi
la homeostasis propia de la célula. Generando una poblacion heterogénea con
caracteristicas genotipicas y fenotipicas distintas a las células de origen. La inestabilidad
genética surge como frecuencia a partir de mutaciones que alteran la capacidad de la ruta

p53 para desencadenar la destruccion de células genéticamente dafiadas[5].

Dependiendo de la génesis de estas mutaciones, es decir, del tipo de celular del tejido y
donde se originan, dependera el tipo y la frecuencia del cancer. Entre las neoplasias mas
frecuentes se encuentran los carcinomas (células de origen epitelial) reportandose en la
literatura que cerca del 90% de los canceres humanos son de esta naturaleza, quizas por ser
la zona de mayor proliferacion celular, o porque se exponen con mayor frecuencia a las
variables formas de dafo fisico, quimico o biologico que favorecen el desarrollo de un
cancer, por ejemplo, carcinoma epidermoide, adenomacarcinoma de tejidos como cérvix,

mama, pene, etc[6].



La OMS identifica a los canceres que mas muertes causan en la poblacion adulta son de
pulmén, estdbmago, higado, colon, mama y Cérvico-Uterino; ademas de los canceres
originados por agentes virales hepatitis B (VHB) y C (VHC) o virus del papiloma humano

(VPH), que causan aproximadamente 20 % de las muertes en el mundo[7].

Entre las mujeres jovenes (de 20 a 29 anos), la tasa de morbilidad hospitalaria por tumores
mas alta corresponde al cancer de 6rganos genitales femeninos (10.76); para las mujeres de

30 a 74 anos, al cancer de mama, el cual se va incrementando con la edad [8].

Cancer Cérvico-Uterino

Segln el registro histopatologico de neoplasias de México, el Cancer Cérvico-Uterino
corresponde al 15.5 % de las neoplasias y ocupa el segundo lugar en frecuencia en la

poblacion femenina, lo que representa un gran problema de salud publica[9].

La evidencia cientifica acumulada a partir de estudios viroldgicos, moleculares clinicos y
epidemioldgicos han permitido demostrar que el Céncer Cérvico-Uterino es, en realidad,
una secuela a largo plazo de una infeccion persistente por ciertos genotipos del VPH, un
virus de transmision primordialmente sexual. De esta manera, se puede afirmar que el
Céncer Cérvico-Uterino es el resultado final de una larga evolucion de cambios en el

epitelio cervical ocasionado por una enfermedad venérea no resuelta[10, 11].

Esta larga evolucion de cambios en el epitelio cervical (displasia) empieza con una lesion
inicial de neoplasia intraepitelial y para que evolucione a carcinoma invasor pueden
transcurrir hasta 15 afios y el paso de un estadio a otro es de 4 afnos aproximadamente, lo
cual ofrece un periodo de tiempo muy valioso para poder identificar la enfermedad siendo
en un inicio completamente curable. Lamentablemente, en la mayoria de los casos cuando
se ha detectado un carcinoma, éste ya invadid otros tejidos e incluso ha llegado a érganos

distantes, es decir ya hizo metéstasis[12].



Esta enfermedad se encuentra dividida en diferentes eventos tisulares: inicia como
neoplasia intraepitelial cervical de primer grado(NIC I), evoluciona a NIC II y NIC III,
sustituyendo células normales del estrato basal y parabasal, progresando hacia los estratos
medios y finalmente cubriendo el ultimo tercio superior del epitelio estratificado. Una vez
que estas células de proliferacion descontrolada han sustituido a las células normales y
diferenciadas del epitelio, en todos los estratos del tejido, pero sin rebasar las barreras

propias de éste, se tiene un carcinoma in situ[9] (figura 2).

Utero

Cervix
s
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Figura 2. Evolucion de neoplasia epitelial hasta culminar en cadncer invasor [13].

El Cancer Cérvico-Uterino se desarrolla en el cérvix, en la region inferior y estrecha del
utero. El cuello uterino esta tapizado de dos epitelios de origen mesodérmico, el
ectocervical formado de células plano pavimentosas, las cuales constan de multiples capas
intraepiteliales escamosas estratificadas; esta zona corresponde a un microambiente no
estéril, el cual tolera en abundancia diversos microorganismos vaginales y antigenos

seminales[14].

Por otro lado, el epitelio endocervical, formado de una monocapa de células epiteliales
cilindrico mucosecretoras en una zona estéril, la cual presenta una mayor actividad inmune
a la invasion de patdgenos. El sitio anatomico de la unidén de estos dos epitelios se

denomina zona de unién escamocolumnar y es un area dinamica, sujeta a cambios



constantes relacionados con la accion de las hormonas ovaricas, como los estrégenos[9],

que a la vez se relacionan con la edad (figura 3).

Canal cervical
Cérvix
Vagina : /
Células glandulares :i

RIS
Células escamosas en /| —Q'
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Figura 3. Se muestra la posicion que ocupa el cérvix dentro del aparato reproductor femenino [15].

Como ya se menciond, en la génesis, la progresion y diseminacion de un cancer, interviene
una gran variedad de respuestas y factores intra, extra e intermoleculares, alterando
genéticamente las propiedades fundamentales de las células, perdiendo la homeostasis en el
crecimiento y muerte celular. Sin embargo, es importante sefialar que esta enfermedad es
multifactorial existiendo una relacidon estrecha con algunos factores que han sido asociados

a este carcinoma.

Entre los factores que favorecen el desarrollo de Cancer Cérvico-Uterino destacan: inicio
de vida sexual activa antes de los 15 afios, condiciones socioecondémicas bajas,
enfermedades de transmision sexual previas, estados de inmunosupresion, consumo de
tabaco, alcohol, multiparidad, infecciones del cérvix persistentes y prolongadas, historial de
SIDA, uso de anticonceptivos hormonales, edad mayor a 40 afios, no haberse realizado
examenes de Papanicolaou (PAP)y ser portadora del virus VPH siendo esta ultima la

responsable y la principal causa del desarrollo delCancer Cérvico-Uterino[11].



Virus del Papiloma Humano (VPH)

Es en 1976, cuando HaraldzurHausen plante6 su hipotesis en la cual propone al virus del
papiloma humano (VPH) como el agente sexualmente trasmitido responsable de la
transformacion neoplasica en el cuello uterino. Posteriormente esta hipotesis ha sido
validada, por estudios epidemiologicos como por la evidencia molecular de que el ADN del
virus del papiloma estd integrado en las células neoplasicas en mas de 90% de los
carcinomas cervicales con lo que se puede asegurar el papel causal que el virus del

papiloma humano tiene en el desarrollo del cancer genital[9].

El VPH es un virus de ADN de la familia Papillomaviridae, cuyo genoma codifica 7 genes
tempranos y 2 genes tardios. Los genes tempranos 6 y 7 interfieren con las funciones
celulares que normalmente impiden el crecimiento excesivo, ya que inactivan proteinas
supresoras del crecimiento celular [5]. Gracias a la biologia molecular cerca de 200 tipos de
VPH se han identificado y alrededor de 40 de éstos afectan la region anogenital, infectando

tanto el epitelio escamoso de la piel y mucosas [16](figura 4).
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Figura 4. Esquema del virus del VPH [10].



El genoma viral cuenta con genes de expresion temprana (E) implicada con la replicacion y
transcripcion del virion, asi como la desregulacion de los controles de proliferacion celular;
también se cuenta con genes de expresion tardia (L) cuyas proteinas formaran la capside del

virus.

A nivel mundial, los genotipos 16 y 18 del VPH son los mas prevalentes, seguidos por los
genotipos 45, 31 y 33. En poblacion de América Latina, los genotipos 16, 18, 31,33, 51y
52 han sido identificados con mayor frecuencia [17]. Las particulas virales maduras estan
provistas de una capside proteica icosaédrica. Son virus pequefios, de unos 55 nandémetros
de didmetro, constituidos por una doble hebra circular de ADN y compuestos por unos

7900 nucleotidos.

La infeccion del cérvix por VPH se inicia en células con mayor capacidad de division
mitotica, es decir en las células basales del epitelio escamoso. Una vez que una infeccion se
produce, el virus puede permanecer sin replicarse dando lugar a una infeccion latente sin
cambios morfoldgicos, por otra parte, el virus puede sufrir una replicacion intranuclear en
forma episomica, es decir, extra cromosdmico, dando lugar a la expresion de los genes
virales tardios con sintesis de proteinas estructurales y ensamblaje de las particulas virales
en las células superficiales, mas maduras, del epitelio escamoso. La presencia de estas
particulas virales en las células escamosas producen un efecto citopatico en éstas, dando
lugar a unos cambios morfoldgicos caracteristicos reconocidos en los frotis que consisten

en: alteracion en la queratinizacion, vacuolizacion y degeneracion nuclear [18].

En ciertas circunstancias el genoma viral puede integrarse en el genoma de la célula
huésped. La integracion rompe el genoma viral en los genes E1 y E2 que son los
encargados de regular el crecimiento viral. Como resultado el ciclo viral se paraliza y no es
posible la produccidon de nuevas particulas virales. La integracion del virus en el huésped se
asocia a una transformacion maligna [19]. Esta infecciébn se realiza a través de
microabraciones, por lo que el virus alcanza la zona basal y dependiendo del genotipo, se

desencadena una serie de cambios como la hiperplasia tanto en el epitelio como del estroma

(figura$).
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La expresion de los genes virales se correlaciona con la posicion que la célula infectada
ocupa dentro del epitelio estratificado. La expresion de los genes E6 y E7 estan implicados
en la desregulacion de la proliferacion, E4 y ES con la duplicacion del genoma viral y, L1 y

L2 con la formacién de las particulas virales[10, 20].

La infeccion puede no manifestarse inmediatamente al haber un periodo de latencia que
puede estar mediado por varios factores, tanto del propio virus como del huésped, y puede
ser de semanas, meses o afos, al cabo de los cuales las lesiones se presentaran bajo tres

modalidades principales: infeccion clinica, subclinica y latente [21].

En la infeccion clinica se produce sintomas y puede verse a simple vista en forma de
verrugas y condilomas ademas de haber invadido sitios cercanos [22], por otro lado en la
infeccion subclinica la cual consiste en tomar una biopsia utilizando un procedimiento de
colposcopia o microscopia, mientras la infeccion latente que no hay cambios macro ni
microscopicos en el epitelio escamoso infectado [9], solo se identifica por medio de
investigaciones virologicas, como la deteccion vy tipificacion por medio de una técnica de
PCR, y la deteccion de la proteina E6, ya que ésta actia como marcador proteico, que
pueden ser detectada por medio de anticuerpos, si existe produccion del virus, ya que en las
displasias severas y carcinoma in situ, son altos los niveles en la proteina E6 y E7, en donde

finalmente ocurre la integracion del genoma viral a la célula[5].

Diagnéstico

La lenta evolucién de esta enfermedad hace que la variable tiempo sea clave para el
tratamiento, ya que de éste depende el tipo de cancer y la etapa en la que se encuentra[26]..
En las etapas del desarrollo del cancer se hace referencia a la presencia de verrugas y
condilomas ademds de cuanto ha crecido y si el tumor si se ha diseminado desde su
ubicacion original, ésto determinado por un diagndstico previo. Una vez que las células
anormales se vuelven cancerosas e invaden tejido cercano se presentan sintomas comunes,
como es el sangrado anormal que puede incluir: sangrado entre periodos menstruales

regulares o bien sangrado menstrual mas abundante [22].
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Los métodos comunes para diagnosticar son la citologia y la histopatologia, aplicados a los
métodos clinicos como el Papanicolaou, colposcopia y biopsia. El Papanicolaou es una
técnica de tincion muy util, de bajo costo, facil realizacién y amplia difusion, no obstante,
tiene poca reproducibilidad y una sensibilidad y especificidad variable dependiente de la
experiencia del personal que la realiza. Como consecuencia, se estima que
aproximadamente el 50 % de las infecciones positivas a VPH pasan desapercibida por

Papanicolau (PAP).

Mientras que en la colposcopia se examina la vagina y el cérvix utilizando un instrumento
llamado colposcopia con esta prueba se indica si el examen del papanicolaou sugiere
displasia (tejido precanceroso) o cancer. Confirmando el diagndstico con una biopsia la
cual se realiza en cualquier area sospechosa y se examina para detectar la presencia de
células cancerigenas. Una vez determinado el diagndstico se procede a un tratamiento [23,

24].

Tratamientos

El tratamiento depende directamente del diagnostico. Segun la extension el cancer, y éste
puede consistir en una o mas terapias. Los tratamientos son técnicas especificas para
erradicar y limitar el crecimiento tumoral. Estos tratamientos son: cirugia, radioterapia y
quimioterapia; aplicdndose de manera separada o combinada dependiendo del diagndstico.

Siendo la cirugia un procedimiento radical, una técnica eficiente en tumores benignos o

localizados, perdiendo su eficacia en pacientes con metastasis.

En comparacion con la radiacion, la cual se vale de la utilizacion de rayos ionizantes de alta
energia, como los rayos X o gamma, estas enormes cantidades de particulas de energia,
provocan modificaciones profundas, fundamentalmente a nivel del ntcleo de la célula. De
ello resultan perturbaciones que pueden destruir estas células o hacerlas incapaces de
proliferar. Las células que se encuentran en division mueren, esté tratamiento llega ser

bastante agresivo ya que no diferencia de células anormales y normales. Su mecanismo de
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accion se basa en el dafio directo e indirecto del ADN a través de radicales libres[25], es
por ello que se tiene que las células son mas sensibles en la fase S del ciclo celular, asi
como en la mitosis. Por otro lado, la quimioterapia utiliza medicamentos para reducir el
volumen del tumor y minimizar el riesgo de que éste se extienda o disemine a otras partes
del organismo, por otra parte, disminuye el riesgo de que el cancer vuelva a desarrollarse.
Muchos tipos de células cancerigenas cuando son expuestas a una variedad de drogas
quimioterapéuticas, que incluyen a los antimetabolitos, los inhibidores de la sintesis de
desoxirribonucleotidos, los inhibidores de la topoisomerasa de ADN, agentes que
interfieren con los microtibulos, y agentes alquilantes entre otros, estas células detienen su

proliferacion y finalmente mueren[26].

Las células tumorales son susceptibles a la quimioterapia debido a su alta tasa de
proliferacion, pero existen células normales de proliferacion constante que también se ven
perjudicadas y que también mueren por efecto de este tipo de terapia.Si bien es cierto que
los beneficios de estos tratamientos son eficientes, tanto independientes como en conjunto,
los efectos colaterales muchas veces llegan a ser mas agresivos y perjudiciales que el
mismo cancer, entre los efectos secundarios se considera: caida del pelo, mucositis,
disfagia, vomito o néauseas, por lo cual la calidad de vida del paciente se ve disminuida
drasticamente. Esta problematica genera la necesidad de buscar nuevos compuestos con

potencial terapéutico[27].

Gran parte de la investigacion clinica se centra en el problema de cOémo matar
selectivamente las células cancerosas. Solo existen algunas pequefias diferencias
bioquimicas entre las células tumorales y las normales de proliferacion rapida. Los niveles
de enzimas y las velocidades de reaccion difieren ligeramente entre las malignas y las
normales, son estas pequefias diferencias cualitativas, las que se aprovechan por lo métodos

de tratamientos actuales[28].

En la actualidad existen numerosos foirmacos anticancerigenos, tanto de origen organico
como inorgédnico, sin embargo dado los efectos secundarios adversos, no son del todo

satisfactorios, ya que una aplicacion sistémica repercute principalmente en las células de
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origen hematopoyético, bajando sensiblemente el conteo de este tipo celular, por lo que se
buscan nuevas moléculas de origen esteroideo que presenten una actividad anticancerigena

selectiva[29].

Esteroides

Los esteroides son compuestos que se encuentran en practicamente todos los seres vivos,
contienen un nucleo formado de cuatro anillos saturados, se han aislado para generar
innumerables compuestos diversamente funcionales que han mostrado actividad bioldgica
importante. En la actualidad muchos de estos compuestos son también obtenidos por
sintesis o semisintesis; por ejemplo la dexametasona es un derivado esteroidal sintético el
cudl es un corticosteroide con rapida y potente accién antiinflamatoria, antialérgica y
reumatica, ademas, la oxandrolona es un medicamento anabolico usado en terapia

coadyuvante para promover la ganancia de peso de pacientes con SIDA[30].

Otros derivados esteroidales han mostrado actividad bioldgica importante son los esteroides
que contienen el sistema A4-en-3,6-diona (sistema de las dos cetonas conjugadas y
variando solo la cadena lateral) [31], presentando actividad citotoxica contra diversas lineas

celulares de cancer [32].

El sistema A*-3,6-dicetonico se ha aislado a partir de algunas esponjas marinas como la
Anthoarcuata graceae[33]y Phorbas amaranthus[34]en la cual exhibi6 actividad citotoxica
en células HCT-116. Por otra parte los derivados esteroidales extraidos de dos diferentes
tipos de algas marinas Turbinaria conoides[35] y Galaxauramarginata[36] manteniendo
constante el sistema conjugado 4-en-3,6-diona, no pierde su actividad citotoxica en lineas
celulares cancerosas A-549, HT-29, KB, y P-388, por lo que parece que el sistema
dicetonico es el responsable del efecto biologico [32]. Posteriormente se llevd a cabo la
extraccion de un compuesto aislado a partir de Tribulusterrestres, el cual conserva este
sistema dicetonico, dando un derivado espirostanico (25R)-espitostan-4-eno-3,6,12-triona,
también conocido como sapogenina esteroidal hecogenona presentando actividad citotoxica

sobre las lineas celulares de cancer SK-MEL, KB, BT-549 y SK-OV-3 [37].
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Actualmente existen numerosos fAirmacos anticancerigenos tanto de origen organico como
inorgénico, sin embargo, dado los efectos secundarios adversos, por lo que se buscan
nuevas alternativas, entre ellas, moléculas de origen esteroideo que presenten una actividad
anticancerigena selectiva. Se ha llegado a proponer que las propiedades de un compuesto
con perspectiva terapéutica debe cumplir con ciertas caracteristicas, como afectar
negativamente la proliferacion ya sea deteniéndola por tiempos cortos, como en un efecto
citostatico, o detener la proliferacion para inducir un proceso de muerte celular. La muerte
celular inducida debe ser preferentemente un proceso programado dependiente de energia y
no un proceso abrupto y descontrolado que pueda desencadenar una reaccion inflamatoria

severa[28].

Los compuestos con actividad citostatica afectan el ciclo de proliferacion celular en una de
sus fases, induciendo una detenciéon que evita que las fases progresivas continten, tal
afectacion puede ser reversible, pero si persiste la presencia del compuesto o si se
suministra conjuntamente un factor que cause dafio celular, se puede desencadenar una

induccion a muerte celular[28].

Ciclo celular

El ciclo celular es un conjunto de pasos ordenados que una célula en proliferacion debe
cumplir de manera correcta, es la base de la produccion de los organismos y necesaria para
reemplazar las células perdidas por desgaste, mal funcionamiento o muerte celular. Un
ciclo celular tipico se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M (figura 6), durante la fase G1,
la célula que ha recibido un estimulo mitogénico,activa rutas de sefializacion que activan la
expresion de genes relacionados con la proliferacion, potenciando la sefial recibida,
revisando la integridad del ADN nuclear y acumulando las proteinas necesarias para
cumplir con la duplicacién del ADN. Durante la fase S el ADN nuclear se duplica pasando
de una cantidad de 2n a una de 4n. Una vez terminada la duplicacion se presenta la fase G2,
donde la célula revisa la integridad de su ADN, y acumula las proteinas necesarias para

segregar un juego cromosomico 2n hacia las c€lulas hijas. En la fase M la célula se divide
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en dos con un paquete cromosdmico equitativo para cada célula hija. Si en el ambiente
extracelular persiste el estimulo mitogénico, las células hijas habran de entrar nuevamente a
la fase Gl, pero si el estimulo ya no esta presente, la proliferacion cesa, y la célula
permanece en un estado de reposo conocido como GO, en este estado la célula es

metabolicamente activa y cumple con sus funciones fisioldgicas[38].

@\

Fase G1 .

Periodo de crecimiento gencral Fase GO | M Do
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> / @\
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CICLO CELULAR Olourre T Shitesis de ADN

Los cromosomas se replican.

dvIN13D NOISIAIQ

Fase G2 f @ )

Continua el crecimiento. \\« aggfccig

La célula se prepara para la division.

Figura 6: Transicion de Ciclo Celular y replicacion del ADN[39].

Como todo proceso organico, el ciclo celular esta sujeto a una autorregulacion, por lo que
es necesario que la célula coordine un conjunto de procesos citoplasmaticos en puntos
especifico llamados “puntos de control” o de “chequeo”, estos eventos moleculares tienen
la capacidad de poder frenar el ciclo o permitir a la célula proseguir con la replicacion de
material genético, crecimiento o division celular, segiin sea el caso. Esta regulacion esta
realizada a lo largo del ciclo por proteinas especificas conocidas como ciclinas y cinasas

dependientes de ciclinas, asi como de los inhibidores de estas cinasas. Estas proteinas son
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activadas por diferentes estimulostales como; dafio de ADN, citocinas, pérdida de matriz
extracelular, entre otras. Cuando el dafio en la célula que ha provocado la detencion del
ciclo celular no puede ser reparado se induce una muerte celular programada, evitindose asi
la proliferacion de una célula que puede presentar alteraciones en su genoma o dafio
estructural en sus cromosomas, tales afectaciones repercuten en la funcionalidad del tejido,

organo o del organismo del cual forma parte[38].

Muerte celular

La muerte de un organismo puede ser un evento causado por agentes externos como:
depredadores, toxinas, dafio mecanico, exposicion a ondas de alta intensidad de energia,
etc. o bien por causas intrinsecas: envejecimiento o alguna enfermedad.Este es un
fenomeno que, puede ser el resultado de mecanismos que se dan cuando una célula presenta
un dafio severo, y ya no puede mantener sus funciones vitales, o bien, cuando el organismo
requiere para su desarrollo la muerte especifica de ciertas células para mantener la

homeostasis y la integridad[40].

Ya que la mayoria de las células requieren sefiales para mantenerse vivas, en ausencia de
estas sefales de supervivencia o cuando el medio no es propicio, las células activan un
programa de muerte denominado apoptosis. Este programa produce la muerte de la célula
de manera controlada. Cuando una célula muere por apoptosis, empaqueta su contenido
citoplasmatico, lo que evita que se produzca la respuesta inflamatoria caracteristica de la
muerte por necrosis, en lugar de hincharse, reventar y derramar su contenido intracelular,
hacia su exterior, las células en proceso de apoptosis y sus nucleos se encogen, y con
frecuencia se fragmentan formando vesiculas pequefias que contienen el material
citoplasmatico. De esta manera, pueden ser eficientemente fagocitadas y, sus componentes

son reutilizados por macréfagos o por células del tejido adyacente[41, 42].
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Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular genéticamente definida y programada que ocurre
de manera fisioldgica durante la embriogénesis, la renovacion tisular, la regulacion del
sistema inmunoldgico y la eliminacion de células infectadas, mutadas o dafadas,
induciéndose asi, muerte celular en respuesta a determinados estimulos. En condiciones
normales la apoptosis constituye un mecanismo fundamental para el mantenimiento de la

homeostasis del organismo[43].

La apoptosis tiene dos motivos, fundamentalmente como parte del desarrollo de la
estructura corporal, o bien, para eliminar células que supongan una amenaza para la
integridad del organismo. Las células que presentan un proceso de muerte apoptdtica se
caracterizan por hipereosinofilia y retraccion citoplasmatica con fragmentacion nuclear
(cariorrexis), desencadenada por sefales celulares controladas genéticamente. Estas sefiales

pueden originarse en la célula misma o de la interaccion con otras células [43].

En el mecanismo molecular que controla la apoptosis actian varios agentes, entre los cuales
destacan las caspasas. Las caspasas son proteinas pertenecientes a las cistein-proteasas y
median la ruptura de otras proteinas, son las mediadoras esenciales de los procesos
apoptoticos,las cuales provocan una degradacion proteica de forma directa, ademas de
inducir la fragmentacion del ADN indirectamente, llegando asi a la formacion de cuerpos
apoptoticos. Algunas caspasas son iniciadoras y otras efectoras dentro del proceso de
muerte celular, actuando sobre endonucleasas que son las responsables directas de la
fragmentacion del ADN. La activacion de las caspasas, las cuales existen en calidad de
procaspasas inactivas, se produce a través de dos vias de sefializacion, ya sea de manera

intrinseca o extrinseca[40].

En la via extrinseca participan receptores de muerte que reciben sefiales proapoptoticas
desde el exterior y de las células vecinas, la célula recibe la sefial externa de muerte celular,
¢ésta se adhiere a la proteina receptora produciendo su agregacion y acoplamiento a una

proteina adaptadora y a una procaspasa iniciadora, procaspasa 8. La activacion de la
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caspasa 8 inicia la activacién de la caspasa ejecutora, procaspasa 3, una vez activada la
caspasa 3 degrada una amplia gama de sustratos proteicos y activa la degradacion de

ADN[43].

Otra via de induccidon de apoptosis es la via llamada mitocondrial o intrinseca. Esta via
apoptdtica se da cuando son activadas las proteinas proapoptoticas, debido a un dafio en el
ADN o por la ausencia de un factor trofico. Las proteinas proapoptéticas (Bax y Bad) se
pueden insertar en la membrana externa mitocondrial y desencadena apoptosis liberando
citocromo C al citosol. El citocromo C propiciard la activacion una procaspasa iniciadora
(procaspasa-9) asociada a la mitocondria por medio de una proteina adaptadora citosolica
(Apafl) que se une a la procaspasa-9 en un complejo llamado apoptosoma, éste promueve
la produccion de caspasa-9 activa, la cual habra de activar a la caspasa ejecutora, caspasa-3.
Cualquiera que sea la via de activacion, la caspasa-3 es el punto de convergencia de estas

dos vias del proceso de apoptosis [43].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Cancer Cérvico-Uterino es un problema de salud a nivel nacional, representa la segunda
causa de muerte en mujeres mexicanas por cancer ginecoldgico y pese a las terapias
aplicadas en el tratamiento de éste, no se ha podido revertir la alta mortalidad. Los agentes
quimioterapéuticos administrados en el tratamiento del Cancer Cérvico-Uterino no son
eficaces en estados avanzados de esta enfermedad, ademas los efectos colaterales causados
por éstos, afectan la calidad de vida de las pacientes, llegando al deterioro de la salud de
manera peligrosa. Tomando en cuenta que los quimioterapéuticos usados actualmente en su
mayoria son de origen natural o derivados de éstos, se ha considerado explorar la actividad
de compuestos de origen natural con estructuras esteroideas, encontrandose dentro de este
grupo de compuestos, aquellos que presentan el sistema A*-3,6-dicetonico que han
mostrado tener efectos citotoxicos en lineas celulares tumorales, sin embargo, dada la falta
de informacién sobre el efecto de estos compuestos en lineas celulares tumorales
provenientes de Céancer Cérvico-Uterino se plantea evaluar el efecto antitumoral de los
compuestos 16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona en lineas

tumorales provenientes de cancer cérvico-uterino HeLa, CaSki y ViBo.
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JUSTIFICACION

El cancer cérvico-uterino es una de las principales causa de muerte en mujeres mexicanas
ocupando una de las principales causas de mortalidad[8].La organizacion mundial ha
reportado que el 99% de todos los casos de carcinomas de cérvix es originado por la
infeccion del virus del papiloma humano y que en particular los tipos 16 y 18 acumulan el

70% de estos casos y sélo un (1%) es negativo al VPH[17].

A pesar de los avances en investigacion, los firmacos empleados en los tratamientos para el
cancer cérvico-uterino repercuten de manera severa en la calidad de vida de las pacientes y
resultan ser ineficientes en estadios avanzados, por lo que se tiene la necesidad de generar
informacion sobre la actividad antitumoral de compuestos que puedan ser propuestos como

tratamientos con actividad selectiva y con menores efectos colaterales.

HIPOTESIS

Se ha demostrado que esteroides que contienen el sistema A*-3 6-dicetonico ejercen un
efecto antitumoral sobre lineas celulares de cancer de pulmon, colon, melanoma, mama asi
como de carcinoma oral epidermoide. Es por esta razén que se espera que los derivados
esteroides 16-epoxi-pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona presenten
efecto antitumoral al ser evaluados en las lineas celulares de cancer cérvico-uterino HelLa,

CaSki y ViBo.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto antitumoral de los compuestos 16-epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona y

(25R)-espirost-4-eno-3,6-diona en lineas celulares Hela, CaSki y ViBo provenientes de

cancer cérvico-uterino.

Objetivos particulares

Establecer cultivos de las lineas celulares tumorales provenientes de cancer cérvico-
uterino: HeLa, CaSki y ViBo.

Determinar la concentracion requerida de los compuestos 16-epoxi-Pregn-4-eno-
3,6-diona y (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona, a la cual la densidad de cultivos
celulares de las lineas HeLLa, CaSki y ViBo decrecen en un 50 % (IC50).

Determinar si los compuestos 16-epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-
eno-3,6-diona afectan alguna fase del ciclo celular de las lineas tumorales HeLa,

CaSki y ViBo.

. Determinar si los compuestos 16-epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-

eno-3,6-diona inducen una muerte celular por necrosis.

Determinar si los compuestos 16-epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-
eno-3,6-diona inducen la expresion de caspasa 3, asi como la fragmentacién de
ADN.

Determinar si las concentraciones establecidas para las IC50 de los compuestos 16-
epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona afecta el potencial
proliferativo de células fibroblasticas no tumorales provenientes del cérvix humano,
asi como de linfocitos humanos.

. Determinar la citotoxicidad de los compuestos 16-epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona y
(25R)-espirost-4-eno-3,6-diona por medio de la deteccion de la LDH en cultivos de

linfocitos humanos.

23



METODO

Cultivo de células tumorales HeLa, CasKiy ViBo

Células provenientes de cancer Cérvico-UterinoHeLa, CaSki y ViBo fueron sembradas en
cajas petri de 100 mm con 10 ml de medio RPMI-1640 (Gibco BRL, EUA.) con rojo fenol
suplementado con L-glutamina y bencilpenicilina, al 5% de suero de neonato de ternera
(SNT), (Gibco EUA) desactivado a 56°C por 30 minutos. Los cultivos fueron mantenidos a
37°C, 5% de CO; y una atmoésfera himeda a saturacion en incubadora (NuaireAutoflow
EUA). Para la realizacion de los ensayos, se utilizaron cultivos de células tumorales a un

70% de confluencia.

Para cada evaluacion los tratamientos en las lineas celulares HeLa, CaSki y ViBo, asi como
de linfocitos y fibroblastos, se utilizaron dos controles de referencia y comparacion: un
control con células en RPMI-1640 con 5% de STN, y un control vehiculo, células en
RPMI-1640 con 5 % de STN y la mas alta concentracion de acetato de etilo utilizada para

cada ensayo

Preparacion de los compuestos

Los compuestosl6-epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona y (25R)-espirost-4-eno-3,6-diona los
cuales en el presente trabajo seran identificados como Epoxipregnenodiona 'y
Espirostenodiona respectivamente, fueron sintetizados y donados por la Benemérita
Universidad Autonoma de Puebla a cargo del M. en C. Victor Gomez Calvario tomando a
como base molecular a la pregnenolona y el colesterol, presentando ambos compuestos un
sistema dicetonico, pero con diferentes radicales. De esta sintesis se obtuvieron las

siguientes estructuras:
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EPOXIPREGNENODIONA

Cy1Hp604
Mol. Wt.: 342.43
O C, 73.66; H, 7.65; O, 18.69

Punto de fusion 205-207°

Figura 7. Molécula de Epoxipregnenodiona

ESPIROSTENODIONA

Cy7H3304
Mol. Wt.: 426.59
O C, 76.02; H, 8.98; O, 15.00

Punto de fusion 180-183°

Figura 8. Molécula de Espirostenodiona

Se pesé 1 mg de cada uno de los compuestos Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona, en
tubos conicos tipo eppendorfs nuevos y previamente etiquetados, posteriormente, en
condiciones estériles y sobre hielo, cada uno de los compuestos fueron solubilizados en 50

ul de acetato de etilo, obteniendo asi una concentracion de 1000 pg/50pl.
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Determinacion de la ICso de los compuestos

Epoxipregnenodiona yEspirostenodiona

Con el propésito de determinar la concentracion a la cual se obtiene un abatimiento del
50% (ICso) de la poblacion de cultivos celulares, se realiza un gradiente de concentracion
para ambos compuestos, Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona, considerando el rango

desde 3.125 hasta 200 pg/ml.

El procedimiento consistid en establecer cultivos celulares a un maximo del 70% de
confluencia, de los cuales se cosecharon las células[44] utilizando una solucion de verseno
para los cultivos de HeLLa y CaSki y de tripsina (0.05% en verseno) para cultivos de ViBo.
Posteriormente se sembraron 7500 células/pozo en cajas de cultivo de 96 pozos
(CorningnInc) con 100 pl/pozo de medio RPMI-1640 suplementado con L-glutamina y
bencilpenicilina (Griinenthal, Lakeside) con rojo de fenol 5% de STN. Cada uno de los
cultivos se mantuvieron a 37°C, 5% de CO: y una atmoésfera humeda a saturacién en
incubadora. Posteriormente este medio fue remplazado a las 24horas con RPMI fresco, al
5% de STN, con las diferentes concentraciones las cuales fueron desde 3.125, 6.25, 12.5,
25, 50, 100 y 200ul/ml de cada compuesto (Epoxipregnenodiona y Espirorostenodiona).
Ademas se consider6 un control sin estimulo al cual solamente se le hizo cambio de medio
de cultivo por RPMI al 5 % de STN; y un control de acetato de etilo, solvente en el cual se
solubilizé la méaxima concentracion de ambos compuestos. Posteriormente los tratamientos

se dejaron actuar por 24 horas mas, dando un tiempo total de cultivo de 48 horas.

Una vez transcurrido este tiempo se determind el nimero celular por la técnica de
incorporacion del colorante cristal violeta; para ello, se retird el medio de cultivo y se dejo
secar. Inmediatamente se fijaron las células con glutaraldehido al 1.1%, por 15 minutos, se
retiro el fijador, con lavados de agua desionizada y se dejo secar, posteriormente se tifieron
las células con el colorante cristal violeta al 0.1% en 4cido féormico por 20 minutos,
posteriormente se retird el exceso de colorante a través de lavados con agua desionizada.

Nuevamente, se dejé secar a temperatura ambiente. Por ultimo, el colorante fue
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solubilizado en &cido acético al 10% en agitacion por 20 minutos, finalmente se midi6 la

absorbancia a 590 nm en un espectrofotometro.

Los valores de absorbancia de los controles fueron comparados con los de los tratamientos
de las diferentes concentraciones para cada uno de los compuestos a probar. Los valores de
porcentajes relativos se estandarizan con los valores de absorbancia del control sin

tratamiento.

Evaluacion del ciclo celular por citometria de flujo

Se ha determinado que agentes quimioterapéuticos pueden ejercer su actividad de manera
directa en o sobre una fase del ciclo celular, induciendo ya sea una detencion en alguna de
las fases del ciclo celular o una muerte celular que puede ser detectada de manera selectiva
en alguna de estas fases. Determinar si se afecta la progresion del ciclo celular es

importante en la caracterizacion de la actividad bioldgica de nuevos compuesto.

Para evaluar ciclo celular se siembran 10° células/ml de las lineas celulares HeLa, CaSki y
ViBo en cajas de cultivo de 60 mm en 5.0 ml de RPMI al 5% de STN, durante 24 horas
para permitir su adherencia, posteriormente fueron tratadas en las siguientes condiciones:
un control unicamente con RPMI al 5 % de STN, un vehiculo, con la concentracion de
acetato de etilo empleada para la preparacion de la IC50 con RPMI al 5 % de STN y los
tratamientos con la IC50 de Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona respectivamente para
cada linea celular, contenida en RPMI al 5% de STN, ademas a un control se realizaron 5
lavados con PBS y se agregd RPMI-1640 sin STN. Después de 24 horas de tratamiento se

evalud por citometria de flujo.

Las células fueron cosechadas de las cajas de cultivo con verseno para HeLa y CaSki y con
tripsina (0.05 % preparada en verseno) para ViBo. Posteriormente se recolectaron en tubos
conicos de plastico de 15 ml y se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min. Los botones
celulares fueron lavados con solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS, pH=7.2), y

posteriormente fijadas en 1ml de metanol al 50 % en PBS por 20 minutos, posteriormente
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se resuspendid el boton celular con 500 pl de una solucion de ARNasa (2.5 pg/ml) y se deja
incubar a 37 °C por 30 minutos. La ARNasa es una enzima que degrada al ARN y lo corta
para que éste no intervenga en el evaluacion de contenido de ADN; terminada la incubacion
se lava tres veces con PBS y se resuspende el boton celular en un volumen final de 0.5 ml
de PBS. Se adicion6 10 pl de una solucion de yoduro de propidio (0.2 pg/ml) al momento
de la evaluacion en el citometro de flujo. El yoduro de propidio es un colorante que se
intercala en los surcos del ADN permitiendo determinar la cantidad de ADN presente por
célula, pudiendo asi, determinar la distribucion de la poblacion celular en las fases Gl

(2N), S (2n<X<4n) y G2/M (4N).

Determinacion de citotoxicidad por LDH

El abatimiento de la proliferacion puede estar relacionada a la presencia de muerte celular,
y muchos de los compuestos de estructuras esteroideas pueden provocar una muerte celular
por necrosis, este tipo de muerte no es deseable ya que puede desencadenar una respuesta
inflamatoria cronica, lo cual contribuye a la disminucion de la calidad de vida de las
pacientes, por lo que determinar el porcentaje de participacion de este tipo de muerte es de
gran relevancia. Para evaluar muerte necrdtica se determina la presencia de la enzima
lactato deshidrogenasa (LDH) presente en los sobrenadantes de cultivos de células tratadas
con los diferentes condiciones, ésta es una enzima intracelular que si se encuentra en el
exterior, se debe a ruptura de la membrana celular, caracteristica primordial de la muerte

por necrosis.

En una caja de 96 pozos (Corningn, Inc.) se sembraron 7500 células/pozo de las lineas
celulares CaSki, HeLa y ViBo en 100ul de medio RPMI-1640 al 5% de STN por 24h.
Posteriormente, se retird el medio de cultivo y se adicion6 la IC50 de los compuestos
Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona en RPMI-1640 fresco al 5% de STN. Se considera
un control sin estimulo al cual solamente se le hace cambio de medio de cultivo fresco
(RPMI al 5 % de STN), a otro control se le realiza el mismo procedimiento, éste sera lisado

una hora antes del término del ensayo, ademas se considera un control para el acetato de
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etilo, solvente en el cual se solubiliza la maxima concentraciéon de ambos compuestos.
Mantener el ensayo por 24 horas mas dando un tiempo total de cultivo de 48 horas.

Cumplidas las 23 horas de tratamiento al control considerado para una lisis celular, se le
sustituye el medio de cultivo por medio de cultivo fresco al 0.5 % de triton X-100 y se deja

incubar una hora mas para obtener una lisis total del cultivo.

Una vez completadas las 24 horas de tratamiento, se retird unicamente 50 pl de tres pozos
por cada condicion de tratamiento y se centrifugaron a 2000 rpm por 10 min (Para eliminar
residuos celulares). Se recuperd el sobrenadante y se colocd en una caja nueva de 96 pozos
para asi agrega 50 pl de la mezcla de reaccion para determinacion de actividad enzimatica
de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (250 ml de catalizador y 11.25 ml de solucién
colorante, Kit BioVisionK—311 400), la mezcla se incub6 por 30 minutos, para finalmente

medir la absorbancia a 490nm en un espectrofotometro.

Los valores de absorbancia de los controles fueron comparados con los de los tratamientos
de Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona para cada una de las células respectivamente.
Los valores relativos fueron estandarizados de acuerdo a la absorbancia del control

positivo, triton X-100.

Evaluacion de caspasa 3

Un mecanismo de accion de los compuestos quimioterapéuticos es inducir muerte celular
por un mecanismo controlado, apoptosis. La activacion de muerte por apoptosis puede
darse por dos rutas, una intrinseca o extrinseca, en ambas casos se activan caspasas
iniciadoras como caspasas 9 y 8 respectivamente, que activan a la caspasa 3 efectora,
ambas rutas confluyen en la activacion de caspasa 3, un evento tardio dentro del proceso de

muerte y un punto de no retorno donde este proceso es irreversible.

Para realizar esta evaluacion se sembraron 10° células HeLa, CaSki y ViBo en cajas petri
de vidrio de 60mm con 5 cubreobjetos de 1x1cm, en un volumen de 3ml de RPMI al5 % de

STN por 24 horas para su adherencia. Al término del tiempo, se procede a tratar con cada
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una de las IC50 de Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona para cada linea celular por 24
horas, ademas se contempl6 un tratamiento control al cual s6lo se le realiz6 un cambio de
medio de cultivo fresco y un tratamiento de acetato de etilo. A continuacion, realizar la
deteccion de la procaspasa 3 por inmunocitoquimica, esto es; retirar el medio de cultivo con
los tratamientos respectivos, y las células fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS,
preparado al momento, durante 20 minutos, al término del tiempo se lava cuidadosamente 3
veces con PBS, posteriormente se permea con Triton X-100 al 0.5% en PBS durante 5
minutos a 4°C, nuevamente las muestras son lavadas 3 veces con PBS, después se adiciona
el anticuerpo primario (anticaspasa 3 CPP32 Ab4, RabbitpolyclonalantibodyLab Vision
1:100 en PBS) durante un periodo de 24 horas en camara himeda, al término del tiempo,
las muestras se lavan con PBS y se aplica el anticuerpo secundario con fluorocromo (goat
anti-rabit con FITC 1:200 en PBS) en camara humeda en oscuridad durante 1.5 horas,
posteriormente se lavan las muestras 3 veces con PBS, después se aplica colorante DAPI
durante Imin. Nuevamente se lavan las muestras con PBS. Finalmente se montan las
muestras en porta objetos con medio de montaje antifolding y selladas. Una vez realizadas

las preparaciones, se procede a analizar las muestras en un microscopio de epifluorescencia

de alta definicion (NIKON).

Deteccion especifica de ADN fragmentado a través de la técnica de TUNEL

Desarrollando la técnica de marcaje in situ denominada TUNEL (Transfer Uridin Nick-
EndLabelling), la cual consiste en la incorporacion de nucledtidos marcados con rodamina
en los grupos hidroxilos (3’'OH) terminales que han quedado expuestos durante el proceso
de fragmentacion de la doble cadena de ADN por activacion de la endonucleasa enddgena.

Los ntcleos positivos al marcaje TUNEL se observan con una coloracion rojiza-café

Para llevar a cabo la técnica, se siembran 50 000 células CaSki, HeLa y ViBo en cajas Petri
con 5 cubreobjetos de 1 x 1 cm con RPMI al 5% en la incubadora (Nuaire US Autoflow)
por 24 horas para adherencia de las células, posteriormente se trataron con la IC50 de los
compuestos Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona en las concentraciones respectivas de

cada linea. Posteriormente, las células son fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS por
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20 minutos. Después las células son lavadas con PBS y permeadas con Triton X-100 al
0.5% en PBS, durante 5 minutos a 4°C. Se lavan las preparaciones con PBS, y se adiciona
inmediatamente el buffer de equilibrio (Chemicon International,
MilliporeCorporationBillerica U.S.A.) (20-30ul) en camara humeda por 15 minutos a
temperatura ambiente. Se escurren las preparaciones en un papel absorbente sin dejarlas
secar. Se incuban por lhora con enzima Tdt (33ul de enzima mas 77ul de buffer de
reaccién) (Chemicon International, MilliporeCorporationBillerica U.S.A.), en camara
himeda. Al término del tiempo se detiene la reaccidon con buffer de paro (1ml de buffer de
paro en 34 ml de agua desionizada), por 10 minutos en agitacion suave, en camara himeda.
Las preparaciones se lavan con PBS y se incuban con anti-dig, durante 30 min en oscuridad
a temperatura ambiente (68ul de solucion bloqueo mas 62ul de rodamina de anti-dig). Se
realizan los respectivos lavados con PBS en cdmara himeda. Se incuba con el colorante
DAPI por 1 min. A continuacidn, se lavan las muestras con PBS en cdmara hiumeda. Las
preparaciones son montadas en un portaobjetos con medio de montaje “antifolding”, se
etiquetan y guardan en oscuridad a -20°C hasta su observacion en un microscopio de

epifluorescencia.

Determinar el efecto antiproliferativo en células de fibroblastos

Dado que las células HeLa, CaSki y ViBo son células tumorales las cuales se encuentra
alterada la informacion genética es necesario la evaluacion del efecto de los compuestos
Epoxipregenenodiona y Espirostenodiona en células normales de la misma zona por lo que
las células fibroblasticas resultan ser excelentes modelos para evaluar el comportamiento y

susceptibilidad de dichos compuestos a probar.

Las células fibroblasticas no tumorales son obtenidas de una muestra de tejido del cérvix,
de pacientes sometidas a histerectomia por causas diferentes a cancer cérvico-uterino. Una
vez obtenida la pieza quirtrgica fue transportada en medio de cultivo RPMI al 20% de
suero fetal bovino (SFB) a 4°C y procesada en las siguientes dos a tres horas. El
procesamiento consiste en la separacion por diseccion de la capa epitelial del tejido

conjuntivo donde se encuentran los fibroblastos, ambas partes son cortadas por separado en
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trozos pequefios (1-2 mm.), y sometidas a una disgregacion enzimatica con tripsina al
0.05%. Esto consiste en colocar los cortes de tejido en un matraz de Erlenmeyer de 50 ml,
con 10 ml de tripsina al 0.05 % en PBS y se incuba a 37°C en un bafio con agitacion
durante 15 minutos. Una vez concluido el tiempo, se filtra a través de una malla de nylon
estéril, el filtrado se colectd en un tubo conico de plastico de 15ml que contenia un ml de
SFB y se centrifug6 a 2000 rpm en una centrifuga. El paquete celular obtenido de la
disgregacion se resuspendi6 en RPMI al 10 % de SFB, las células fueron sembradas en
cajas de cultivo de 5Sml (CORNING), con una densidad celular de 5X10° células por caja.
Por otro lado, se afiade nuevamente a la muestra de tejido remanente 10 ml de tripsina y se
incuba durante 15 minutos mas con agitacion suave a 37 °C. El tejido disgregado es filtrado
con una malla de nylon estéril, se recoge el filtrado en un tubo cénico de plastico con un ml
de SFB, dejando el tejido no disgregado en la malla. Las células obtenidas del disgregado
son cultivadas en cajas de cultivo de 5 ml y se mantienen en una incubadora a 37°C, al 5%
de CO> y una atmosfera de humedad a punto de rocio, durante 24 horas maximo, después
de este tiempo de incubacion, se realiza un cambio completo de medio, de tal manera que
sean removidas las células no adheridas, afiadiéndose medio fresco suplementado con SFB
al 10% y se continua el cultivo hasta un 70% de saturacion. En este momento se obtienen
cocultivos de poblaciones de células fibroblasticas y epiteliales, las resiembras
subsecuentes permiten mantener Unicamente poblaciones de fibroblastos. La resiembra
consiste en cosechar las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo que se
encuentran maximo a un 70% de saturacion, agregando tripsina al 0.05 % en PBS, 1-3
minutos. Las cé€lulas son despegadas por pipeteo suave y colectadas en tubo conico de

plastico de 15 ml con 1 ml de SFB y se centrifuga a 2000 rpm por Smin.

Para determinar la influencia de las IC50 obtenidas de los compuestos para cada una de las
lineas celulares, las células fibroblasticas provenientes de cultivos de la tercera a quinta
resiembras y de un maximo de confluencia del 70 %, son sembradas en placas de cultivo de
96 pozos. La siembra se deja en reposo por 1-2 dias para permitir la adaptacion de las
células al cultivo. Los tratamientos son realizados por un tiempo de 24 horas. Una vez
cumplido este tiempo los cultivos son evaluados para determinar el nimero celular por la

técnica de incorporacion de cristal violeta.
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Cultivo de linfocitos humanos con Carboxifluoresceina (CSFE)

Otro modelo ideal de células no tumorales son los linfocitos humanos ya que por la
susceptibilidad que presentan son adecuados para medir el efecto que tienen los compuestos

Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona sobre estas células.

Por medio de tubos vacutainer con EDTA, se colecta 20 ml de sangre periférica de un
voluntario sano, posteriormente se coloca (5Sml) en tubos conico de vidrio (Pirex, USA),
con 5ml de Histopaque (un total de 4 tubos), se obtiene una relacion de 1:1, cuidando de no
mezclar, la sangre queda en la fase superior, posteriormente se centrifugd (centrifuga;
Dinac, USA) inicialmente a una velocidad de 300rpm, la velocidad se incremento
gradualmente de (300rpm cada 2 minutos) hasta llegar a 1500rpm. Posteriormente se dejo
centrifugar por 25 minutos mas. Se retiro el plasma y se colecto el anillo de leucocitos,
posteriormente el paquete celular obtenido de cada tubo fue transferido a tubos limpios y
resuspendido con 10 ml de PBS (por tubo), se centrifugéd a 1500 rpm durante 5 minutos, se
elimina el sobrenadante para resuspenderse en 1 ml de RPMI-1640 suplementado con 10%
de SFB (El total de células queda contenido en un solo tubo con un volumen total de 4ml).
Se siembran las células en una caja petri de 100 mm (Pirex, USA), en un volumen total de
10 ml de RPMI-1640 suplementado con 20% de SFB, son incubadas durante lhora.
Transcurrido el tiempo, se cosechan todas las células que permanecen en suspension, en un
tubo de vidrio de fondo conico. Una vez centrifugada la suspension celular a 1500 rpm
durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y nuevamente se resuspendid el boton celular
en 5ml de RPMI-1640 sin suero. Posteriormente se toma una alicuota de 20ul, y
determinaré el niimero celular con ayuda de la cAmara de Neubauer. Se separan 2X10° de
células, las cuales no serdn marcadas con carboxifluoresceina (CFSE) (Zigma-Aldrich,
USA); el resto de las células seran marcadas agregando 10ul de CFSE (200uM) por ml de
suspension de células; para este caso 50ul en los 5ml de suspension de células. EI marcaje
de la fraccion enriquecida de linfocitos se realizd agregando la CFSE e incubando por
15min protegido de la luz a temperatura ambiente.Posteriormente se lavo dos veces con
PBS 5% SFB, centrifugando a 1500rpm y resuspendiendo en 5Sml de RPMI al 20% de SFB.

Para activarlos con fitohemaglutinina (FH), los linfocitos se transfieren a tubos cénicos tipo
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eppendorfde 1.6 ml a una densidad de 1 000 000 de células por ml de RPMI suplementado
con 20% de SFB y 20ul de fitohemaglutinina (1pg/ml) (Micro Lab S.A., Méx.). Para el
tratamiento las células fueron tratadas con la IC50 de cada uno de los compuestos por
separado, (25ug/ml de Epoxipregnenodiona y 175 ug/ml de Espirostenodiona). Las células
contenidas en cada tubo se siembran en la placa de cultivo de 96 pozos a una concentracion
de 200,000 células/pozo en un volumen de 200ul, incubandose por 72 horas. Para la
evaluacion, se colectaron los cultivos y se centrifugé a 1500rpm para obtener el paquete
celular, se retir6 el sobrenadante y se resuspendié suavemente en 1 ml de verseno frio por 5
min, posteriormente se centrifugd y retird el verseno, resuspendiendo el boton celular en
500 pl de PBS, y 500 ul de paraformaldehido al 2%. La evaluacion se realizo en citometro
de flujo (FACS Aria II, DBIS) y los datos fueron analizados con el programa FacsDiva.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron sometidos a un analisis estadistico de varianza ANDEVA, con

una significancia del 0.05, seguida de una prueba de Tukey, realizado en el paquete SPSS

10.0 para Windows.
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RESULTADOS

A algunos esteroides de origen vegetal que se encuentran en algunas plantas se les han
atribuido propiedades antitumorales y citotoxicas, reportandose en la literatura que ciertas
modificaciones en la estructura molecular especialmente la presencia de anillos dicetonicos
puede mejorar la actividad biologica de estos compuestos. Por lo que el M. en C. Victor
Garcia de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla se dio a la tarea de sintetizar
moléculas derivadas de la diosgenina y hecogenina, formando asi los compuestos a evaluar,
epoxipregnenodiona y espirostenodiona respectivamente, los cuales presentan

estructuralmente el mismo anillo diceténicoA*-3,6-dicetonico pero con diferente radical.

Ahora bien con el proposito de avaluar el efecto que ejercen estas moléculas en las lineas
células provenientes de Cancer Cérvico-Uterino HeLa, CaSki y ViBo, asi como la
concentracion para abatir el 50% de la proliferacion (IC50), se establecieron cultivos para
cada una de estas lineas celulares. Los cultivos fueron tratados con las concentraciones de
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/ml de Epoxipregnenodiona y de 3.125, 6.25, 12.5, 25,
50, 100 y 200 pg/ml de Espirostenodiona. Ambos compuestos inducen una disminucion del
numero celular a las 24 horas de tratamiento, tal efecto fue dependiente de la concentracion,
el aumento de la concentracion se correlaciond con la disminucion del nimero celular en
cultivo. En los rangos de concentracion mostrados (fig. 9 y 10) se aprecia que las
concentraciones que disminuyen el numero celular en un 50% son similares para
Epoxipregnenodiona en las tres lineas celulares, sin embargo en el caso de la
Espirostenodiona los cultivos de las células HelLa y CaSki fueron menos sensibles que

ViBo.

A algunos esteroides de origen vegetal que se encuentran en algunas plantas se les han
atribuido propiedades antitumorales y citotoxicas, reportandose en la literatura que ciertas
modificaciones en la estructura molecular especialmente la presencia de anillos dicetonicos
puede mejorar la actividad biologica de estos compuestos. Por lo que el M. en C. Victor
Garcia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla se dio a la tarea de sintetizar

moléculas derivadas de la diosgenina y hecogenina, formando asi los compuestos a evaluar,
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Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona respectivamente, los cuales presentan

estructualmente el mismo anillo dicetonico A*-3,6-dicetonico pero con diferente radical.

Epoxipregnenodiona
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{ = CaSki
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Figura 9. Efecto dosis-respuesta del compuesto Epoxipregnenodiona sobre el potencial proliferativo

en células HeLa CaSki y ViBo. * p<0.05 vs Ac-Et (ANDEVA). Ac-Et: Acetato de Etilo

En la figura 9 se muestra el efecto dependiente de la concentracion del compuesto
Epoxipregnenodiona, obteniendo la concentracion del abatimiento del 50% (ICso) de 20

pg/mly 25 pg/ml 20 pg/ml par las células HeLa, CaSki y ViBo respectivamente.
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Figura 10. Efecto dosis-respuesta del compuesto Espirostenodiona sobre el potencia proliferativo en

cé¢lulas HeLa CaSki y ViBo. * p<0.05 vs Ac-Et (ANDEVA). Ac-Et: Acetato de Etilo
y p

En la figura 10 se muestra el efecto dependiente de la concentracion del compuesto

Espirostenodiona, obteniendo la concentracion del abatimiento del 50% (ICso) de fue de

170 pg/ml, 175 pg/ml y 50 pg/ml para las lineas celular HelLa, CaSki y ViBo

respectivamente.

En la tabla 1 podemos ver un comparativo de las ICso de Epoxipregnenodiona y

Espirostenodiona

ICso pg/ml

Epoxipregnenodiona Espirostenodiona
HeLa 20 pg/ml 170 pg/ml
CaSki 20 pg/ml 175 pg/ml
ViBo 25 pg/ml 50 pg/ml

Tabla 1. Comparativa de ICso de los compuestos Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona
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Como se puede observar el efecto biologico los dos compuestos, Epoxipregnenodiona y
Espirostenodiona son dependientes de la dosis suministrada, esto es, a mayor concentracion
disminuye el numero celular, sin embargo, la sensibilidad de las células HeLa y CaSki para
alcanzar la IC50 es mayor con Epoxipregnenodiona con una dosis aproximadamente 8
veces menor con respecto a Espirostenodiona, mientras que para ViBo el comportamiento
se repite pero en un rango menor, con soloun tercio de la concentracién en

Espirostenodiona.

Simultaneamente cada uno de estos cultivos fueron fotografiados para un analisis por
microscopia Optica, con la intencién de evaluar y comparar el efecto morfoléogico que
sufren las células al tratarlas a dichas concentraciones ya que este detrimento puede ser el
reflejo de la detencion en alguna fase del ciclo celular, algun tipo de muerte celular como

necrosis o muerte programada (apoptosis) o una combinacion de estos procesos.

Para las tres lineas celulares los cultivos control fueron tomados como testigo de
comparacion mientras que el Ac de Etilo fue considerado para descartar que este vehiculo
provocara algun efecto en la proliferacion y morfologia propia de cada linea celular a

evaluar (figura 11).
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Figura 11. Efecto a las 24 horas de tratamiento con la ICso de los compuesto Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona para las lineas células HeL a,
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CaSki y ViBo. Observadas y fotografiadas a 400 aumentos en un microscopio optico invertido (Sedival).
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Para las tres lineas celulares el anélisis de microscopia Optica no presenta cambios entre el
control y vehiculo mostrando una confluencia del 90% aproximadamente ademas de una
morfologia y adherencia propia de cada linea celular. Mientras que los cultivos tratados con
ambos compuestos son evidentemente alterados, como es la disminucion del nimero
celular, la pérdida de adherencia y cambios morfoldgicos, sin embargo se observan

diferencias importantes en el efecto de cada compuesto entre cada linea celular.

HeLa: en las células tratadas con Epoxipregnenodiona su adherencia es mayor con respecto
a Espirostenodiona ademds que esta ultima presenta una mayor condensacion

delcitoplasma, pudiendo sugerir una muerte apoptotica.

CaSki: en las células tratadas con Epoxipregnenodiona se encuentran mas hinchadas, y
brillantes, aparentemente teniendo un proceso necroético, en cuando a Espirostenodiona son

mas condensadas, redondas y flotantes, lo que indica un posiblemente proceso apoptdtico.

ViBo, en los cultivos tratados con Espirostenodiona se observan una mayor cantidad de
células con condensaciéon de citoplasma, mientras que los cultivos tratados con
Epoxipregnenodiona estas células presentan mayor cantidad de volumen y mayor

brillantez.

Una vez determinando que se esta llevando un decremento en el nimero celular y que se
han observado cambios en la morfologia celular, es importante saber si estos esteroides
afectan alguna fase del ciclo celular, es por ésto que cada uno de los cultivos celulares
fueron tratados con la IC50 respectiva por 24 horas. La evaluacion de la distribucion del
ADN en las diferentes fases del ciclo celular por medio de una citometria de flujo, arrojé

los siguientes resultados (Fig.12).
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Figura 12. Evaluacion de la distribucion de ADN en cada fase del ciclo celular con la técnica de
citometria de flujo para los cultivos celulares HeLa, CaSki y ViBo con las concentraciones de: 6C)
20 pg/ml de Epoxipregnenodiona y 170 pg/ml de Espirostenodiona, 6D) 20
png/mlEpoxipregnenodiona y 175 pug/ml de Espirostenodiona. 6F) 25 ng/ml Epoxipregnenodiona y
50 pg/ml de Espirostenodiona . * p<0.05 vs Ac-Et (ANDEVA)

Para las tres lineas celulares Hela, CaSki y ViBo que fueron tratadas con
epoxipregnenodiona por 24 h, no se observé ningun efecto significativo sobre las fases del
ciclo celular, mientras que con espirostenodiona fue diferente en la fase G1 en la linea
celular HeLa, observandose una disminucion de la poblacion de células presentes en esta

fase G1 y un aumento en la region subGO con respecto a las células control.

En CaSki se puede apreciar un ligero aumento en la region subGO, lo que sugiere un

aumento en la poblacion de células con menor cantidad de ADN, pudiendo tratarse de
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muerte celular; mientras que para ViBo,en la fase G1 presenta un decremento, lo cual nos
indica que el compuesto induce a la célula a salir del ciclo. Por otro lado en el caso de las
cé¢lulasHeLa se pudo apreciar el efecto de estos dos eventos anteriores, por un lado el ligero

decremento en G1 y el aumento en subGoO.

Una vez determinado que el efecto de la IC50 de Epoxipregnenodiona no es dependiente
del ciclo celular y que Espirostenodiona afecta a las células HeLLa y ViBo en la fase G1, es
necesario establecer si en el decremento del nimero celular se presenta una muerte

silenciosa y programada (apoptosis) o bien, una muerte abrupta (necrosis).

Para saber si las células que se encuentras adheridas se encuentran en proceso de muerte

por apoptosis se evalud la presencia de la caspasa 3 ademas de la fragmentacion de ADN.

Se puede observar que las células HeLa (Fig. 13) tratadas con Epoxipregnenodiona y
Espirostenodiona hay presencia de muerte apoptotica. En las micrografias de contraste de
fases se aprecia la condensacion citoplasmica, asi como la fragmentacion de cuerpos
apoptoéticos, en las micrografias de epifluorescencia que muestra la tinciéon de nucleos con
el fluorocromo DAPI se observa la condensacion de cromatina por efecto del compuesto
Epoxipregnenodiona, sin embargo con el compuesto Espirostenodiona los nucleos
aumentaron de tamafio no apreciandose fragmentacion nuclear, ademds, tanto la
Epoxipregnenodiona como la Espirostenodiona indujeron la activacion de caspasa 3 asi
comola fragmentacion de ADN. En la linea celular CaSki (Fig. 14) se observa
compactacion de la cromatina, asi como la activacion de caspasa 3 y la fragmentacion de
ADN. La linea celular ViBo (Fig. 15) presenta condensacion de citoplasma y cromatina por
efecto de Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona, sin embargo solo Espirostenodiona

indujo una minima cantidad de activacion de caspasa 3 y fragmentacion de ADN.
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HELA

ACETILO EPOXIPEGNENODIONA ESPIROSTENODIONA

CONTROL

Figura 13. Células HelLa tratadas con 20 pug/ml de Epoxipregnenodiona y 170 pg/ml de Espirostenodiona por 24 horas, en la linea A contraste de
fases, B marcaje de la cromatina con el fluorocromo DAPI, C expresion de la caspasa, determinada por inmunocitoquimica, D. evaluacion de la

fragmentacion de ADN, a través de la técnica de TUNEL observando fluorescencia en rojo del fluorocromo rodamina determinada por

inmunocitoquimica.
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CaSki

CONTROL AC ETILO EPOXIPEGNENODIONA  ESPIROSTENODIONA

Figura 14. Células CaSki tratadas con 20 pg/ml de Epoxipregnenodiona y 175 ug/ml de Espirostenodiona por 24 horas, en la linea A contraste de
fases, B marcaje de la cromatina con el fluorocromo DAPI, C expresion de la caspasa, determinada por inmunocitoquimica, D evaluacion de la
fragmentacion de ADN, a través de la técnica de TUNEL observando fluorescencia en rojo del fluorocromo rodamina determinada por

Inmunocitoquimica
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ViBo

CONTROL ACETILO EPOXIPEGNENODIONA ESPIROSTENODIONA

D

Figura 15. Celulas ViBo tratadas con 25 ug/ml de Epoxipregnenodiona y 50 ug/ml de Espirostenodiona por 24 horas, en la linea A contraste de
fases, B marcaje de la cromatina con el fluorocromo DAPI, C expresion de la caspasa, determinada por inmunocitoquimica, D evaluacion de la

fragmentacion de ADN, a través de la técnica de TUNEL observando fluorescencia en rojo del fluorocromo rodamina determinada por

inmunocitoquimica
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Después de haber determinado por microscopia de epifluorescencia que ambos compuestos
estan induciendomuerte celular por apoptosis,se determind la presencia de muerte celular
necrética, por lo que se prosiguid a determinar si la enzima LDH se presenta en los
sobrenadantes de cultivos de las tres lineas celulares, HeLa, CaSki y ViBo, tratados con los

compuestos Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona (figura 16).
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Figura 16. Evaluacion de LDH presente en los sobrenadantes de cultivo de células HelLa, CaSki y
ViBo, tratadas con: 20, 20 y 25 pg/ml de Epoxipregnenodiona respectivamente y 170, 175 y 50
pg/ml de Espirostenodiona respectivamente.p<0.05 vs Ac-Et (ANDEVA)

A pesar de presentarse un incremento en la cantidad de LDH para ViBo con
epoxipregnenodiona y para HelLa con espirostenodiona, esta no es diferente de manera

significativa siendo en alrededor de un 20% menos de células en ambos casos.

Una vez determinado que los compuestos epoxipregnenodiona y espirostenodiona afectan
el potencial proliferativo de las lineas celulares HeLa, CaSki y ViBo induciendo muerte

celular por apoptosis, se procedio a explorar el efecto de estos compuestos en cultivos de

46



células linfociticas humanas. Al estimular cultivos de células linfociticas con 25 pg/ml de
epoxipregnenodiona, la concentracion correspondiente a la IC50 de las células ViBo, se
afectd el potencial proliferativos a las 72 h de tratamiento, disminuyendo un 56% la
cantidad de células presentes en cultivo, comparado con cultivos de linfocitos activados sin
ningun tratamiento. Con respecto a la espirostenodiona se usaron las concentraciones de
175 y 50 pg/ml que corresponden a la IC50 mas alta de las células CaSki y la IC50 mas
baja de las células ViBo respectivamente, determindndose que la concentracion de 50
pug/ml no presenta un efecto negativo sobre la proliferacion de células linfociticas, sin

embargo en la concentracion de 175 pg/ml la capacidad proliferativa disminuye 58%.

Los compuestos esteroideos con estructuras semejantes a sapogeninas, pueden inducir
necrosis en células sanguineas y dado que los compuestos epoxipregnenodiona y
espirostenodiona guardan esta similitud, ademds de presentar un efecto antiproliferativo
sobre cultivos de células linfociticas, surge la necesidad de evaluar la presencia de la
enzima LDH en los cultivos de éstas células. En la figura 17 se muestra que los cultivos de
células linfociticas, tratados con las IC50 mas altas obtenidas para epoxipregnenodiona y

espirostenodiona no presentaron LDH de manera significativa.
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Figura 17. Linfocitos humanos de sangre periférica activados con FH, marcados con

carboxifluoresceina (CFSE) y tratados con25 pg/ml de Epoxipregnenodiona, 50 y 170
pg/mlEspirostenodiona, se incubd por 72 horas y se evalud por citometria de flujo. En la ventana
R1se muestra la poblacion de linfocitos en proliferacion,la ventana R2 corresponde a la poblacion

de linfocitos sin proliferar. Los resultados obtenidos fueron analizados con el software FACSDiva

2.0.
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Figura 18. Evaluacion de muerte por necrosis en cultivos de células linfociticas. Determinacion de
la enzima LDH en sobrenadantes de cultivos tratados con los compuestos Epoxipregnenodiona y
Espirostenodiona a las concentraciones de 25 pg/mly 175 pug/ml respectivamente. p<0.05 vs Ac-Et

(ANDEVA).

Una vez determinado que los compuestos Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona afectan
negativamente cultivos de linfocitos humanos se procedidé a evaluar el efecto de estos
compuestos en cultivos de células fibroblasticas provenientes de cérvix humano; se
encontrd que cultivos tratados con 25pug/ml epoxipregnenodiona no afecta la capacidad de
proliferacion, sin embargo 175ug/ml de Espirostenodiona disminuye un 40% la densidad

celular de estos cultivos (fig. 19).
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Figura 19. Células fibroblasticas de cérvix humano cultivadas en placas de 96 pozos, tratadas con
20 pg/ml de epoxipregnenodiona y 175 pg/ml de espirostenodiona respectivamente por 24 h y

evaluadas por la técnica de cristal violeta.p<0.05 vs Ac-Et. (ANDEVA).

Los cultivos tratados con los compuestos Epoxipregnenodiona y Espirostenodiona afectan
la morfologia celular, ya que induce retraccion de células sin afectar el nimero celular en el
caso de Epoxipregnenodiona, y de pérdida de adherencia en el caso de Epoxipregnenodiona

afectando significativamente el nimero celular (fig. 20).
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Figura 20. Efecto de Epoxipregnenodiona25 pg/ml y Espirostenodiona 175 pg/ml sobre el

potencial proliferativo de células fibroblasticas no tumorales provenientes de cérvix
humano. Las células fuerontefiidas con el colorante cristal violeta y observadas en

microscopio invertido 20X.
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DISCUSION

Para la sintesis de los compuestos con el sistema dicetdnico se partié de distintos esteroides
como materia prima. En el caso del 16-epoxi-Pregn-4-eno-3,6-diona se partio de colesterol
para obtener como producto intermedio el 16-epoxi-Pregn-5-eno-3-ol, en el caso del (25R)-
espirost-4-eno-3,6-diona se partié de pregnenolona para obtener como producto intermedio
diosgenina; ambos compuestos finales comparten entre si el grupo dicetonico que se

muestra en la figura 21 en la cual se muestran también los grupos derivados de este

esqueleto.
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Figura 21. Estructura (A) del sistema dicetonico comun y de los sistemas sustituyentes (B) de

Epoxipregnenodiona y (C) Espirostenodiona
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Este sistema dicetonico se constituye de perhidrofenantreno (3 ciclohexanos unidos
consecutivamente) con una instauracion en el carbono 4 (anillo A) y con dos grupos
cetonicos en los carbonos 3 y 6 a lo cual se abrevia como 4-eno-3,6-diona; a esta estructura
se le relaciona en la literatura en primer lugar a actividad antifungica y en segundo lugar a
actividadcitotoxica, por lo cual, al analizar la relacion entre la actividad anticancerigena
reportada en este trabajo y la actividad de compuestos similares reportada en otros trabajos,
encontramos una gran cantidad de compuestos que tienen en comun un doble enlace en el
carbono 5 (anillo B) en lugar del doble enlace en el carbono 4 (anillo A) del sistema
dicetonico, donde tenemos en general, derivados de la diosgenina y la hecogenina que no
tienen dobles en ninguno de los anillos del perhidrofenantreno; ambos esteroides tienen un

grupo hidroxilo en el carbono 3 (anillo A).

La diosgenina y algunos de sus derivados presentan evidencias de actividad inhibitoria en
células de leucemia y de cancer de pancreas [45]) de inducir apoptosis en células diversas

4 en células

lineas celulares de cancer; de leucemia [46, 47] en células de cancer de mama
de cancer de colon [48], osteosarcoma[49] y en células CasKi, HeLa y ViBo [50-52].La
hecogenina y algunos de sus derivados también tienen reportada actividad similar; inducir
apoptosis en cé¢lulas diversas lineas celulares de cancer; osteosarcoma[48]; leucemia,

cancer de mama [53] y en células CasKi, HeLa y ViBo [50, 51, 54].

El compuesto con el grupo epdxido presentd mayor solubilidad que el compuesto con el
derivado espirostano debido a la presencia del grupo epoxi, pero particularmente del grupo
cetobnico que le acompana, siendo sitios de alta electronegatividad, lo cual le confiere

polaridad a la molécula.

Es posible que la alta polaridad del compuesto epoxipregnenodiona sea una de las razones
principales por las que la IC50 se alcanza con una dosis mucho menor que las obtenidas
para la espirostenodiona. En el caso del compuesto epoxipregnenodiona IC50 de la linea
celular ViBo es de 25 pg/ml, mayor que para las lineas celulares HeLa y CaSki 20 pg/ml,
sin embargo para la IC50 de la espirostenodiona es similar para las células HelLa y CaSki

(170 y 175 pg/ml) y en las células ViBo es mas baja, casi una tercera parte de las anteriores
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(50 pg/ml); la diferencia de concentraciones entre epoxipregnenodiona y espirostenodiona

es de casi 7.5 veces para las células HeLa y CaSki, y de una vez para las cé¢lulas ViBo.

Estas diferencias entre la actividad del compuesto y la linea celular se presentaron también
en la determinacion de efecto sobre la progresion del ciclo celular, una disminucién de
eventos cuantificados en la fase G1 de las células ViBo y un incremento en el nimero de
fragmentos nucleares (M4 o SubGl) de las lineas HelLa y CaSki tratadas con la
Espirostenodiona. Estos fragmentos nucleares hallados no parecen estar asociados a una
fase particular del ciclo celular; pero de ello podemos inferir que tenemos eventos de
muerte y que debido a los resultados de liberacion de LDH, tunel y caspasa se trata de
apoptosis en el caso de CaSki, de apoptosis y necrosis en el caso de HeLa. El hecho de que
la actividad de la Espirostenodiona tenga una interferencia en la fase G1 del ciclo celular
sugiere que este compuesto actua sobre células que se encuentran es esta fase del ciclo

celular.

De acuerdo a los resultados obtenidos en LDH, Tunel y Caspasa para los tratamientos con
Epoxipregnenodiona en las células HelLa, CaSki y ViBo, se presenta muerte celular por
apoptosis, dada las caracteristicas morfologicas de estas células, condensacion
citoplasmadticas, condensacion nuclear y formacion de cuerpos apoptdticos, asi como la

presencia de caspasa 3 activa y la fragmentacion de ADN.

Es muy importante que los tratamientos para combatir el cadncer sean selectivos ya que este
es un rasgo negativo que ha tenido la quimioterapia desde sus origenes, afectando en
muchas ocasiones y en gran medida a células del sistema inmunitario, como son los
linfocitos, también células epiteliales, tejido muscular e incluso conectivo y células
altamente diferenciadas. Sin embargo al tratar a cultivos de leucocitos humanos con la dosis
IC50 mas altas reportadas en este trabajo 25 pg/ml de Epoxipregnenodiona y 175 pg/ml de
Espirostenodiona no causaron muerte por necrosis, incluso las concentraciones de LDH
liberado al medio fueron significativamente menores que las que se presentaron en el
control y el vehiculo; ademas de afectaron de forma diferencial la proliferacion de estas

células. En este mismo sentido la Epoxipregnenodiona no afectd la proliferacion de cultivos
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de fibroblastos no tumorales de cérvix humano, sin embargo la Espirostenodiona si afecto
significativamente su proliferacion; por lo cual aunque ambos compuestos resultan
interesantes en su papel selectivo la Epoxipregnenodiona es un candidato mucho mejor para
continuar trabajando con él; posiblemente en modelos in vivo, ademas de tener una mayor
potencia que la Espirostenodiona y ser inductor de apoptosis en las células positivas a VPH

que fueron evaluadas.

De lo anterior podemos ver que a pesar de tener diferencias estructurales en actividad de
estos compuestos a pesar de la diversidad de grupos sustituyentes que varian tanto
principalmente en el carbono y en otras regiones del perhidrofenantreno[55], asi como en la
region sustituyente, se conserva actividad apoptotica sobre diversas lineas celulares de
cancer, en algunos casos pudiéndose comprobar baja toxicidad y cierta selectividad, es
interesante la porpuesta de Hamid y colaboradores en 2014 [56]; en la que nos presentan la
afinidad estructural que estos compuestos tiene sobre regiones activadoras de caspasas
ejecutoras; esto afirma y promueve la idea de que estos compuestos son interesantes como
base molecular para la generacion de més compuestos antitumorales de baja toxicidad y
alta selectividad. Por otra parte parecen tener una mayor actividad los compuestos con
grupos sustituyente hidroxilo, grupos cetonicos y acetilados que aquellos que carecen de
estos sustituyentes o bien que tienen azicares, o grupos sustituyentes mas complejos,
posiblemente debido a la actividad antioxidante de los grupos hidroxilo perse y de la
actividad antioxidante que pueden tener los grupos cetonicos al transformarseen hidroxilo
en medios reductores como un medio de cultivo en condiciones de poco estrés oxidativo;
sin embargo estos farmacos cetonicos o acetilados podrian no tener esta misma actividad
antioxidante en situaciones altamente oxidantes como las que se presentan en el medio
extra e intra celular de los tejidos de organismos que han desarrollado algunos tipos de

cancer principalmente los asociados a envejecimiento y dafio por ROS [57-59].
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CONCLUSIONES
Las concentraciones necesarias para inhibir la densidad poblacional en cultivo de
células Hela y Caski y ViBo del compuesto 16-epoxi-pregn-4eno-3,6-diona son de
20 pg/ml, 20 pg/ml y 25 pg/ml respectivamente y para el compuesto (25R)-

espirost-4-eno-3,6-diona son de 170 pg/ml, 175 pg/ml y 50 pg/ml respectivamente.

Epoxipregnenodiona acthan de forma independiente al ciclo celular.

Espirostenodiona actiia preferencialmente en la fase G1 del ciclo celular.

. Ambos compuestos inducen a una muerte por apoptosis en las células Hela y

CaSki.

. No se presentan evidencia de muerte necrdtica para ambos compuestos con ninguna

de las tres lineas celulares empleadas.

El potencial proliferativo de células linfociticas es afectado.

. No se presenta disminucioén de fibroblastos en Epoxipregnenodiona, mientras que

para Espirostenodiona solo existe esta disminucion a altas concentraciones.
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