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Resumen

Las células cancerosas se pueden multiplicar en ausencia de al menos algunos de los factores
estimuladores de crecimiento necesarios para la proliferacion de las células normales y son
resistentes a sefiales que normalmente programan la muerte celular (Lodish et al, 2005). En
particular, el cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer en el ambito mundial
representando el 25% de los casos de cancer en mujeres. Es también la principal causa de muerte
por tumor maligno a nivel nacional con un 30.9% en mujeres mayores de 20 afios (INEGI, 2017). Las
terapias que se aplican actualmente no son eficientes en estados avanzados de esta enfermedad, por
lo que surge la necesidad de explorar el efecto antitumoral de compuestos de origen natural. Entre los
compuestos naturales descritos, las saponinas esteroideas han llamado la atencién por sus diversas
actividades biologicas, destacando la actividad antitumoral. La Dioscina y su aglicona Diosgenina,
tienen actividad antiproliferativa y apoptética en diversas lineas celulares tumorales, asi como in vivo.
Durante la ultima década, se han llevado a cabo una serie de estudios preclinicos para, comprender
el papel de la Diosgenina como agente quimiopreventivo/terapéutico contra varios canceres. Sin
embargo, en estudios en cancer de mama aun no esta claro el papel de esta sapogenina. En el
presente estudio se evalua el efecto antiproliferativo y apoptético de la Diosgenina en las lineas
celulares de humano MDA-MB-231, MCF-7 y la linea celular murina JC. La actividad antiproliferativa
de la Diosgenina fue determinada en las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 y JC, mediante tincion
con cristal violeta, obteniendo unas IC50s en 3.5, 4.0 y 3.0 pug/ml respectivamente. La actividad
necrética fue evaluada en los sobrenadantes provenientes de los cultivos celulares a través de la
cuantificacién de la actividad de la enzima citoplasmatica lactatodeshidrogenasa (LDH), considerada
un indicador de necrosis. Los resultados mostraron baja o nula actividad de la enzima LDH en las tres
lineas celulares. La actividad apoptética fue evaluada determinando la caspasa 3 activa en las células
MDA-MB-231, MCF-7 y JC, donde se observd positividad a caspasa 3 activa en un 4.82,5.87 y 8.5 %
respectivamente, demostrandose que la Diosgenina afecta negativamente la proliferacion de células
tumorales de mama tanto de humano como murina induciendo muerte celular apoptética. Asi mismo
fue evaluada la actividad antitumoral in vivo, en ratones hembras de la cepa BALB/C inducidos con
1x10° células tumorales JC, a los cuales se les administré via sonda gastrica 400 mg de Diosgenina
por kilogramo de peso del ratén, cada 72 h durante 27 dias. Se tomaron medidas de peso de cada
individuo, el tamano del tumor se tomoé en su diametro mayor y menor, el volumen tumoral se
determind usando la formula D*d*r/6 (D=diametro mayor, d=didmetro menor). La induccién de
tumores fue de un 100 % en los grupos tratados como en los controles. La administracién de
Diosgenina no provocd cambios en el peso de los individuos tratados ni en los tejidos hepatico y
renal. Sin embargo, si se presentd una disminucion en el tamafo de los tumores asi como en su
velocidad de crecimiento con respecto al grupo control, determinandose que la administracion de
Diosgenina, redujo el volumen de crecimiento a un 41.1%, y la velocidad de crecimiento se afecté
disminuyendo en un 72%. Los tumores fueron preparados para analisis por histologia y se determiné
que los tumores tratados con Diosgenina presentaron alteraciones caracteristicas de muerte celular
por apoptosis, lo que fue confirmado por la deteccién de caspasa 3 activa y la fragmentacion del ADN
mediante inmunohistoquimica con el ensayo enzimatico de TUNEL respectivamente.



Marco tedrico
La célula

El término célula agrupa a las células procariotas y a las células eucariotas. Por definicion la célula es
la unidad mas pequefa capaz de manifestar las propiedades del ser vivo. Sintetiza la mayoria de sus
constituyentes, utilizando elementos del medio extracelular, crece y se multiplica. Esta limitada por la
membrana plasmatica, que encierra un cierto numero de organulos. La célula eucariota, contiene un
nucleo, organulo limitado por una envoltura que encierra el material genético. Las células eucariotas
poseen ademas del nucleo, varios organulos caracteristicos y especificos: reticulo endoplasmatico,
aparato de Golgi, mitocondrias, endosomas, lisosomas, peroxisomas, citoesqueleto y centrosoma
(Figura1) (Maillet, 2003).
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Figura 1.- Caracteristicas principales de células eucariotas Tomado: https://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/1-
introduccion.php.

Las células, se generan por divisién celular, un proceso en el cual el contenido de una célula “madre”
se distribuye dentro de dos células “hijas”. En una poblacién de células en division, cada célula pasa

por una serie de etapas que constituyen el ciclo celular (Karp, 2013).



Una célula se reproduce llevando a cabo una secuencia ordenada de acontecimientos en los que
duplica su contenido genético (ADN) y luego se divide en dos. Ademas de duplicar su genoma, las
células también duplican sus organulos y macromoléculas; de lo contrario, las células hijas se
volverian mas pequefias con cada division. Para mantener su tamano, las células en division tienen
que coordinar su crecimiento con su division (Alberts et al, 2007). El ciclo celular se divide en cuatro
fases principales, en la fase G, las células sintetizan ARN y proteinas, para prepararse para la
sintesis de ADN vy la replicaciéon de los cromosomas durante la fase S. Después de avanzar por la
fase G,, las células empiezan el proceso de mitosis, también llamado fase M, que concluye con la
divisién celular. En los organismos multicelulares la mayoria de las células diferenciadas “salen” del
ciclo celular y sobreviven durante dias, semanas o en algunos casos incluso durante toda la vida del
organismo sin dividirse de nuevo. Estas células postmitoticas por lo general salen del ciclo celular en
G+ e ingresan en un estado denominado Gy (Figura 2). Algunas de estas células en Gy pueden volver
al ciclo celular y reanudar su replicacion (Lodish et al, 2005). La tendencia de las células hapaticas a
dividirse después de una hepatectomia parcial puede considerarse un ejemplo de estimulacion de
células en Gy que vuelven entrar en el ciclo celular (Pitot, 1981); este reingreso es regulado, lo que
proporciona un control de la proliferacién celular. En los organismos multicelulares, el control del ciclo
celular durante el desarrollo y el crecimiento es critico para determinar el tamafio y la forma de cada
tejido. La replicacion celular es controlada por una red compleja de vias de sefializacion que integran

sefiales extracelulares e intracelulares (Lodish et al, 2005).
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Figura 2.- Las fases del ciclo celular en las células eucariontes. Tomada de http:// http://www.vicensvives.com.mx

La progresion del ciclo celular esta controlada por multiples factores de crecimiento, los cuales
determinan el comportamiento de la célula, incluyendo la decision de crecer, diferenciarse o morir.

Todos estos factores actuan en el ciclo afectando las proteinas que lo regulan. Entre las proteinas



reguladoras positivas mas importantes se encuentran las ciclinas, que constituyen la subunidad
reguladora de otras proteinas relacionadas conocidas como proteinas cinasas dependientes de
ciclinas (CDK). Estos complejos Ciclina-CDK son los reguladores clave para la transicion de una fase
a otra en el ciclo celular (Figura 3). Ademas de los genes de las ciclinas, existen otro grupo de genes
de respuesta temprana, que tienen un papel muy importante en las fases tempranas del ciclo celular,
y que son activados por los factores de crecimiento. Las proteinas supresoras de tumores como la
proveniente del gen del retinoblastoma RB y la proteina p53, que actuan en la fase G1 regulandola de
manera importante. La proteina RB tiene como funcién principal inhibir la transicion de la fase G1 a S
(Figura 3). Su actividad depende de su estado de fosforilacidon: si RB no esta fosforilada (estado
activo), se encuentra unida al factor de transcripcion E2F evitando su translocacién al nucleo y la
activacion de genes necesarios para la sintesis del ADN; y si es fosforilada, por complejos ciclina-
CDK, el E2F se libera y se produce proliferacion celular (Lopez, 2003). En algunas circunstancias,
como cuando el dafio del ADN es extenso, p53 también activa la expresion de genes que conducen al

proceso de muerte celular (Lodish et al, 2005).
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Figura 3.-La participacion de los complejos ciclina-CDK en el control del ciclo celular, el complejo ciclina-CDK se encarga de
la fosforilacién de la proteina RB. Si el complejo la fosforila, la célula prolifera porque libera al factor de transcripcion E2F el
cual se transloca al nucleo y activa genes necesarios para la proliferacion celular. Tomada de
www.bogler.net/lab/p53cellcycle.html.

Muerte celular

El numero de células que componen un tejido en un organismo adulto permanece, dentro de ciertos
limites constantes; las células que mueren se sustituyen por otras, proceso que esta regulado y que
asegura el mantenimiento de un balance adecuado entre la pérdida, la renovacion y la diferenciacion

celular. El recambio celular en los tejidos de un organismo se fundamenta en el mantenimiento de un



equilibrio (homeostasis) entre proliferacion y muerte celular a fin de garantizar la poblacién adecuada
en cada momento. Para ello, una variedad de sistemas y procesos estan implicados en el
mantenimiento de la integridad celular, desde la membrana celular, cambios metabdlicos y de
expresion génica, a los mecanismos de defensa y a los sistemas de reparacion. Sin embargo, un
dafio irreversible puede hacer que se alcance un punto sin retorno; cambios morfolégicos, funcionales
y bioquimicos irreversibles impiden a las células realizar sus funciones vitales y las arrastran a la
muerte (Lizarbe, 2007). Las interacciones celulares regulan la muerte celular en dos formas
fundamentales. Primero, en los organismos multicelulares la mayoria de las células, si no todas,
requieren sefales para mantenerse vivas. En ausencia de sefiales de supervivencia, denominados
factores tréficos, las células activan un programa de suicidio “apoptosis”. Segundo, en algunos
contextos de desarrollo, incluido el sistema inmunitario, sefiales especificas inducen un programa de

asesinato celular “necrosis” (Figura 4) (Lodish et al, 2005).

Necrosis

La necrosis de las células individuales y las células contiguas es irreversible y mas a menudo resulta
del dafio celular agudo: insuficiencia metabdlica de la célula, que coincide con el rapido agotamiento
de ATP (Elmore, 2016). El proceso basico de necrosis implica pérdida de la integridad de la
membrana celular, lo que permite una afluencia de iones extracelulares y fluido, con el resultante
hinchamiento de la célula y sus organulos. Otro mecanismo celular de necrosis implica el compromiso
de las membranas de organulos, que permite a las enzimas proteoliticas escapar de los lisosomas,
entrar en el citosol, lo que resulta en la digestion no regulada de los componentes celulares y la
destruccion de la célula. Por microscopia electronica, la célula necrodtica exhibe algunas de las
caracteristicas morfolégicas comunes, tales como un citoplasma cada vez mas translucido, hinchazén
de los organulos, la dilatacion de la membrana nuclear y la condensacion de la cromatina en parches
pequenos e irregulares circunscritas, y el aumento de volumen de la célula (Vandenabeele et
al, 2010). Este volumen celular aumentado finalmente dard lugar a disrupcion de la membrana
plasmatica, con fuga no controlada de componentes celulares en el citosol y en el espacio intersticial
y el posterior reclutamiento de células inflamatorias (Shen et al, 2013). La necrosis puede ocurrir en
cualquier tejido y se caracteriza por la pérdida de integridad celular en una sola célula o en células
contiguas y es generalmente asociado con los restos celulares y la inflamacién (Ziegler y Groscurth,
2004). El patréon puede variar, dependiendo de la naturaleza de la agresion y el tejido (de una sola
célula, focal, multifocal, difuso, centrolobulillar, zonal, etc.). En general, “necrosis, de una sola célula”
describe células individuales, no contiguas en un tejido que se caracterizan por la hinchazoén nuclear y
el citoplasma palido. Esto es en contraste a la célula mas pequefa, encogida hipereosinofilica

apoptotica. Las células necroéticas también pueden mostrar disolucién nuclear (cariolisis) y/o



fragmentos nucleares (cariorrexis). Cierto grado de condensacién nuclear (picnosis) puede estar
presente, aunque menos de lo que ocurre con la apoptosis. Escombros celulares adyacentes y la
inflamacién, (neutréfilos, macréfagos, etc.), también pueden estar presentes si se ha producido la
ruptura de la membrana celular (Elmore, 2016). Este fendmeno 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 necroéticas sea frecuente encontrar nuevas células que
desarrollan este tipo de muerte celular, ademas de originar una reaccioén de inflamacién y una cicatriz
fibrosa que deforma el tejido y el érgano afectado (Berek y Hacker, 2010). Los cambios tempranos
incluyen aumento del volumen celular, ruptura de la membrana plasmatica y liberacién del contenido
celular al microambiente, lo que desencadena un proceso inflamatorio que dafa a las células en la
vecindad. La liberacion de hidrolasas acidas de los lisosomas acelera la desintegracion celular en la
fase tardia de la necrosis. La cromatina se condensa de manera irregular en el nucleo y se degrada

en sitios al azar (Sanchez y Diosdado, 2003).
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Apoptosis

La apoptosis, descrita como “muerte celular programada”, fue descrita por primera vez por Kerr, es un
proceso de muerte celular que estd mediada por un programa controlado genéticamente, que
requiere energia (Kerr et al, 1972). Las tres principales vias de la apoptosis son 1) la funcionalidad de
las mitocondrias (mitocondrial o via intrinseca), 2) la transducciéon directa de la sefial a través de
proteinas adaptadoras (receptores de muerte o de la via extrinseca) y 3) la ruta perforina/granzima
(Figura 5) ( ElImore, 2007). Una de las caracteristicas clave de la apoptosis es la escision de las
proteinas del citoesqueleto por proteasas-aspartato especificas, o que resulta en el colapso de los
componentes subcelulares. Esto puede ser visto histolégicamente como condensacion
citoplasmatica, nuclear y fragmentacion nuclear Es importante destacar que, para las tres vias, la
integridad de la membrana plasmatica persiste hasta tarde en el proceso. Esto impide la liberacion de
los componentes celulares en el citosol y por lo tanto la falta de inflamacién. Eventualmente las
células apoptoticas y fragmentos (cuerpos apoptoticos) exteriorizan la fosfatidilserina en la membrana

celular, lo que resulta en el reclutamiento y engullimiento por los macréfagos (Elmore, 2016).

Los mecanismos de la apoptosis son muy complejos y sofisticados, involucran una cascada
dependiente de la energia de eventos moleculares (Elmore, 2007). La via intrinseca se caracteriza
por aumento de la permeabilidad de la mitocondria, la liberacion de citocromo c, la formaciéon de un
complejo multiproteico llamado el “apoptosoma” y la iniciacién de la cascada de caspasas a través de
la caspasa 9. La via extrinseca implica ligandos pro-apoptéticos (es decir, FasL/FasR, TNF-a/TNFR1,
etc.), la union con los receptores de muerte transmembranales (miembros de la superfamilia del gen
receptor del factor de necrosis tumoral), la transduccién de sefales intracelulares, la unién de
proteinas adaptadoras, la iniciacion induce a la muerte de sefalizacion de la formacion del complejo
sefalizacion inductor de muerte (DISC), y luego de la cascada de caspasas a través de la caspasa 8.
La via perforina/granzima esta implicada en la citotoxicidad mediada por células T y se caracteriza
por la secrecién de la transmembranal perforina, molécula formadora de poros, la liberacion exofitico
de granulos citoplasmicos que contienen proteasas de serina (granzimas) a través del poro y en la
célula diana, y entonces o bien la iniciacion de la cascada de caspasas a través de la caspasa 10, la
iniciacion directa de la caspasa 3, o una caspasa escision de ADN independiente a través de un
complejo SET (nucleosoma proteina de ensamblaje SET, Apel1, PP32, HMG2). Factores que
determinan qué ruta apoptética se activan, incluyen la etapa del ciclo celular, el tipo y la magnitud de
los estimulos, y, para las células inmunes, la etapa de la activacién celular. Diferentes vias
apoptoticas pueden ocurrir simultdneamente (Elmore, 2016). A diferencia de la necrosis, la apoptosis
puede ser, en determinadas circunstancias, reversible. Un ejemplo es la reversibilidad de la apoptosis

inducida por p53. La p53 es una proteina supresora de tumores, se activa mediante una variedad de
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estimulos celulares tales como el ADN dafado, el agotamiento de nucleétidos, hipoxia y choque
térmico. Se ha descrito que las células apoptéticas inducida por p53 pueden ser rescatados de las
primeras etapas del proceso apoptotico. La reparacién del ADN ha demostrado ser activado en
etapas tempranas en la apoptosis inducida por p53 y podria modular el proceso de muerte celular si

se eliminé el estimulo apoptético (Geske et al, 2001).
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Descripcion de las caracteristicas morfolégicas de la apoptosis y necrosis en secciones
de tejido tefiidas con Hematoxilina/Eosina (H&E)

En general, las células apoptdticas se producen, como células individuales no contiguas o pequefios
grupos de células solas o dispersos dentro de una seccion de tejido (Elmore et al, 2014). Sin
embargo, la induccién experimental puede resultar en apoptosis masiva de todas o la mayoria de las
células. La célula apoptdtica clasica es mas pequefa que las células circundantes con un pequefio
nucleo picnético (debido a la condensacion de la cromatina) y, dependiendo del tipo de célula,
citoplasma hipereosinofilico (debido a la condensacion citoplasmatica). El nucleo también puede ser
fragmentado (cariorrexis). Fragmentos de células apoptéticas, llamados “cuerpos apoptéticos”, se
forman por la por la reorganizacién y desintegracion del citoesqueleto, mediada por la induccion de la
caspasa 3 (Elmore, 2007; Taylor et al, 2008). Cuerpos apoptéticos tienen ya sea un fragmento
nuclear picnético con o sin el citoplasma asociado o citoplasma solo. Macréfagos con cuerpos
tefibles, que son macréfagos que contienen uno o mas cuerpos apoptaticos citoplasmaticos, también
pueden estar presentes. Es importante recordar que los macréfagos no pueden ser vistos en todos
los tejidos, como el higado. Pueden ser un hallazgo normal en algunos tejidos, comunmente en la
corteza timo y centros germinales de los ganglios linfaticos y el bazo. También pueden estar
presentes en las regiones de células T de todos los 6rganos linfoides, como resultado del tratamiento,
y en neoplasias linfoides (efecto “cielo estrellado”). Debido a que la membrana celular de una célula
apoptoética no se vea comprometida, generalmente no hay inflamacién asociada con la apoptosis. Sin
embargo, una célula apoptética ocasional puede estar asociada con focos inflamatorios (Elmore et
al, 2014). A veces puede ser dificil distinguir la apoptosis de la necrosis utilizando la morfologia
celular en portaobjetos tefiidos con H&E. Si es importante para distinguir qué proceso (apoptosis o
necrosis) es el que esta ocurriendo, a continuacion, una variedad de pruebas adicionales, se pueden
realizar (Krysko et al, 2008). Hay una variedad de ensayos de caspasa incluyendo aquellos que se
dirigen a caspasas iniciadoras (8 via extrinseca, 9 via intrinseca, 10 via perforina/granzima), los que
se dirigen a las caspasas efectoras (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13, 14) y un kit de policaspasas
(Kaufmann et al, 2008). Las pruebas para la actividad de caspasa se pueden realizar en tejidos
embebidos en parafina fijados con formalina, tejidos congelados y células cultivadas (células enteras
o lisados de células).

Las pruebas mas comunmente utilizadas incluyen la caspasa 3, un efector clave en la via de la
apoptosis, y la de ensayo enzimatico del Marcado de final de corte de dUTP de terminal
deoxinucleotidil transferasa (TUNEL por sus siglas en inglés) que etiqueta e identifica roturas de la
doble hebra de ADN (Elmore, 2016).



Cancer

El ciclo celular se regula por una competencia y un balance entre reguladores negativos y positivos
de la proliferacion, que determina cuando una célula prolifera, se diferencia o muere. El ciclo celular
se regula de manera positiva para producir la proliferacién celular, y de manera negativa para
inhibirla. Entre las principales moléculas que regulan positivamente el ciclo celular se encuentran las
proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDK), las ciclinas y los protooncogenes; reguladores
negativos donde participan las proteinas supresoras de tumores y las proteinas inhibidoras de las
CDK, entre otras. Una falla en la regulacién del mecanismo de control del ciclo celular, como la
activacién o desactivacion, la disminucién o el aumento en la expresion o la mutacién de las proteinas
que controlan el ciclo celular ocasiona una proliferacién celular excesiva y como consecuencia, la

aparicion de un proceso maligno o cancer (Lopez, 2003).

El cancer se debe a fallas en los mecanismos que controlan el crecimiento y la proliferacién celular.
Durante el desarrollo normal de organismos, intrincados sistemas de control genéticos regulan el
balance entre el nacimiento y la muerte celular en respuesta a sefales de crecimiento, inhibicidén y
muerte. Las pérdidas de regulacion celular que dan origen a la mayoria o a todos los tipos de cancer
se deben a danos genéticos (Lodish et al, 2005). El potencial oncogénico se lleva a cabo mediante
dos mecanismos: 1) la degradacién defectuosa de los reguladores positivos del ciclo; protooncogenes
y 2) el aumento en la degradacion de los reguladores negativos; genes supresores de tumores
(Lépez, 2003). Los canceres se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo celular a partir del cual
se originan (Alberts et al, 2007). De acuerdo a su origen existen dos grandes grupos de neoplasias
malignas; a los derivados del tejido epitelial se les denomina carcinomas, en contraparte a las
neoplasias malignas derivadas del tejido conectivo se les denomina sarcoma. Existen otras
neoplasias malignas que no encajan en la categoria del tejido epitelial ni en la del tejido conectivo. A
estos tumores se les agrupa de acuerdo a su tejido de origen y se mencionan a continuacion:
linfomas derivados de tejido linfoide soélido y leucemias derivados de elementos hematopoyéticos que

circulan en la sangre (Medina, 2009).

Pérdida de peso asociada al cancer

La caquexia se define como la pérdida de peso y el desgaste progresivo del musculo esquelético y de
la grasa, los pacientes con caquexia avanzada se caracterizan por anorexia, saciedad temprana,
pérdida de peso severa, debilidad, anemia y edemas. Se ha estimado que la mitad de la poblacién
con cancer sufre caquexia; la prevalencia se incrementa de 50% a mas de 80% en etapas avanzadas

o terminales, siendo en mas de 20% de los pacientes la principal causa de muerte. Al tiempo del
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diagnéstico, 80% de los enfermos con cancer gastrointestinal y 60% de los individuos con tumores

malignos primarios de otros sitios, tienen pérdida de peso sustancial (Sosa, 2008).

La caquexia es un estado debilitante de pérdida involuntaria de peso que se caracteriza por el
hipercatabolismo de las fuentes de carbono del cuerpo, proteinas y lipidos, para la conversion en
energia (Zaki et al, 2004). Los mecanismos patogénicos del sindrome de caquexia asociado a cancer
tienen un complejo origen multicausal. Por un lado, existen alteraciones metabdlicas que incrementan
el gasto energético basal y por otro, existen diversos factores que promueven la pérdida sustancial
de apetito, entre los cuales se encuentran las interacciones huésped-tumor, donde las citocinas
tienen un papel primordial en el balance energético y control del apetito; las lesiones inducidas por
tratamientos radioterapicos o quimioterapicos en la mucosa del tubo digestivo (erosiones,
ulceraciones, mucositis, estomatitis); los ayunos o semiayunos prolongados; el dolor y las

alteraciones del transito intestinal provocadas por resecciones del tubo digestivo (Sosa et al, 2008).

Cancer de mama

La mama esta compuesta por glandulas que se llaman lobulillos que pueden producir leche; también
presentan unos tubos delgados llamados conductos que llevan la leche desde los lobulillos al pezon.
El tejido de la mama también contiene grasa, tejido conjuntivo, ganglios linfaticos y vasos sanguineos
(Figura 6). El tipo mas comun de cancer de mama es el carcinoma ductal, que empieza en las células
de los conductos. El cancer de mama también puede empezar en las células de los lobulillos y en
otros tejidos de la mama. El carcinoma ductal in situ es una afeccién por la que se encuentran células
anormales en el revestimiento de los conductos, pero que no se diseminaron fuera del conducto. El
cancer de mama que se disemin6é desde donde empezd en los conductos o lobulillos a los tejidos
circundantes se llama cancer de mama invasivo. En el caso del cancer de mama inflamatorio, la
mama esta enrojecida e hinchada, y se siente caliente porque las células cancerosas bloquean los

vasos linfaticos de la piel (NIH, 2016).
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Figura 6.- Anatomia de la mama femenina. Tomado de https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR710874-750.jpg

En el ambito mundial, el cancer de mama es la segunda neoplasia mas frecuente en la poblacién y la
mas frecuente entre las mujeres con un estimado de 1.67 millones de nuevos casos diagnosticados
anualmente, representando el 25% de los casos de cancer en mujeres. Es también la principal causa
de muerte por un tumor maligno en la mujer en paises en vias de desarrollo y la segunda en paises

desarrollados, después del cancer de pulmén (Globocan, 2012).

En México durante el 2014 se observo que en las mujeres, el cancer de mama es el tipo de cuyas
tasas de morbilidad hospitalaria muestran los mayores incrementos con la edad (hasta los 64 anos de
edad), al pasar de 7.43 en el grupo de 20 a 29 afnos (por cada 100 mil mujeres de ese grupo de edad)
a 218.24 (en el grupo de 60 a 64 afios de edad), confirmandose como el tumor maligno de mayor
impacto en su salud, y siendo esta ultima tasa la mas alta de todas las de morbilidad hospitalaria por

principales tumores malignos entre las mujeres mayores de 20 afos de edad (INEGI, 2017)

En el afio 2013, se registraron 5,405 defunciones en mujeres con una tasa de 16.3 defunciones por
100,000 mujeres. Las entidades con mayor mortalidad por cancer de mama son Coahuila 24.2%,
Sonora 22.6% y Nuevo Leén 22.4 % (SECRETARIA DE SALUD, 2015).

Factores de riesgo

La edad avanzada es el factor de riesgo mas importante para el cancer de mama, otros factores de
riesgo para este cancer son; antecedentes familiares, mutaciones de la linea germinal en los genes
BRCA1y BRCAZ2 y otros genes que predisponen al cancer de mama, ingesta de alcohol, densidad

del tejido mamario (mamografico), estrogeno (enddégeno), antecedentes menstruales (menarquia
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prematura o menopausia tardia), edad avanzada en el momento del primer parto, antecedentes de
tratamiento hormonal, terapia de remplazo hormonal (TRH) combinada de estrégeno mas
progesterona, obesidad, antecedentes personales de cancer de mama, antecedentes personales de
formas proliferativas de enfermedad mamaria benigna, exposicion de la mama o el térax a la
radiacién (NIH, 2016).

Deteccion

Para detectar y diagnosticar el cancer de mama, se utilizan las siguientes pruebas o procedimientos;

* Examen fisico y antecedentes: examen del cuerpo para revisar los signos generales de
salud, incluso verificar si hay signos de enfermedad, como masas o cualquier otra cosa que
parezca anormal. También se anotan los antecedentes de los habitos de salud del paciente y
los antecedentes médicos de sus enfermedades y tratamientos anteriores.

* Examen clinico de la mama (ECM): examen de la mama realizado por un médico u otro
profesional de la salud. El médico palpara cuidadosamente las mamas y el area de las axilas
para detectar masas o cualquier otra cosa que parezca poco habitual.

* Mamograma: radiografia de la mama.

* Ecografia: procedimiento para el que se hacen rebotar ondas de sonido de alta energia
(ultrasonido) en los tejidos u drganos internos para producir ecos. Los ecos forman una
imagen de los tejidos del cuerpo llamada ecograma.

* |IRM (imagenes por resonancia magnética): procedimiento para el que se usa un
iman, ondas de radioy una computadora para crear una serie de imagenes detalladas de
ambas mamas. Este procedimiento también se llama imagenes por resonancia magnética
nuclear (IRMN).

* Estudios bioquimicos de la sangre: procedimiento por el que se examina una muestra de
sangre para medir las cantidades de ciertas sustancias que los 6rganos y tejidos del cuerpo
liberan en esta. Una cantidad no habitual (mayor o menor que la normal) de una sustancia
puede ser signo de enfermedad.

* Biopsia: extraccion de células o tejidos en las que un patélogo las observa al microscopio y
verifica si hay signos de cancer. Si se encuentra un bulto en la mama, se puede realizar una

biopsia.
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Si se encuentra cancer, se llevan a cabo pruebas para estudiar las células cancerosas. Las

decisiones sobre cual es el mejor tratamiento se toman de acuerdo con el resultado de estas pruebas.

Las pruebas proveen informacion sobre los siguientes aspectos:

1
2
3.
4

La rapidez con que crece el cancer.
La probabilidad de que el cancer se disemine por todo el cuerpo.
La eficacia de ciertos tratamientos.

La probabilidad de que el cancer recidive (vuelva).

Las pruebas son las siguientes:

Prueba de receptores de estrégeno y progesterona: prueba que se usa para medir la
cantidad de receptores de estrogeno y progesterona (hormonas) en el tejido canceroso. Si se
encuentra mas receptores de estrogeno y progesterona de lo normal, el cancer se conoce
como receptor de estrogeno positivo o receptor de progesterona positivo, o ambos. Este tipo
de cancer crece mas rapido. Los resultados de las pruebas indican si el tratamiento que
impide la accidén de estrégeno y progesterona puede detener el crecimiento del cancer.
Prueba del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/neu): prueba
de laboratorio para medir cuantos genes HER2/neu hay y cuanta proteina HER2/neu se
elabora en una muestra de tejido. Si hay mas genes HER2/neu o concentraciones mas
elevadas de proteina HER2/neu que lo normal, el cancer se conoce como positivo al HER2.
Este tipo de cancer puede crecer mas rapido y es mas probable que se disemine hasta otras
partes del cuerpo.

Pruebas multigénicas: pruebas en las que se estudian muestras de tejidos para observar la
actividad de varios genes a la vez. Estas pruebas pueden ayudar a pronosticar si el cancer se

va a diseminar a otras partes del cuerpo o si va a recidivar (volver).

Hay muchos tipos de pruebas multigénicas. Las siguientes se han estudiado en ensayos clinicos:

Oncotype DX : esta prueba ayuda a predecir si el cancer de mama en estadio | o el cancer de
mama en estadio Il que tiene receptores de estrogeno positivos y ganglios linfaticos
negativos se diseminaran hasta otras partes del cuerpo. Si el riesgo de diseminacién futura del
cancer es alto, se puede administrar quimioterapia para reducir el riesgo.

MammaPrint: esta prueba ayuda a predecir si un cancer de mama en estadio | o en estadio Il
con ganglios negativos, se diseminard hasta otras partes del cuerpo. Si el riesgo de

diseminacion futura es alto, se puede administrar quimioterapia para reducir el riesgo.
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Segun estas pruebas, el cancer de mama se describe como uno de los tipos siguientes:

* Receptor hormonal positivo (receptor de estrégeno o receptor de progesterona positivo) o
receptor hormonal negativo (receptor de estrogeno o receptor de progesterona negativo).
* Positivo o Negativo al HER2/neu.

* Triple negativo (receptor de estrogeno, receptor de progesterona y HER2/neu negativos).

Esta informacion facilita la decision del médico sobre los tratamientos que tendran el mejor efecto

para el cancer a tratar (NIH, 2017).

Tratamiento

Hay diferentes tipos de tratamiento para las pacientes de cancer de mama. Se usan cinco tipos de
tratamiento estandar (Tabla 1) (SECRETARIA DE SALUD, 2009):

Cirugia: La mayoria de las pacientes de cancer de mama se someten a cirugia a fin de extirpar el

cancer de la mama.

Radioterapia: Es un tratamiento para el cancer para el que se usan rayos de alta energia u otros

tipos de radiacion para destruir células cancerosas o impedir que crezcan.

Quimioterapia: La quimioterapia es un tratamiento contra el cancer para el que se usan
medicamentos para interrumpir el crecimiento de las células cancerosas, ya sea mediante su

destruccion o impidiendo su multiplicacion.

Terapia con hormonas: Este es un tratamiento para el cancer por el que se extraen hormonas o se

bloquea su accion, y se impide el crecimiento de las células cancerosas.

Terapia dirigida: Es un tipo de tratamiento donde se utilizan medicamentos u otras sustancias para

identificar y atacar células cancerosas especificas sin dafiar las células normales.
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Los estadios del cancer de mama se basan en los resultados de las pruebas que se le hacen al tumor
y a los ganglios linfaticos que se extirpan durante la cirugia y en otras pruebas. Para el cancer de

mama se usan los siguientes estadios;

Estadio 0 (carcinoma in situ): es una afeccidon no invasiva en la que se encuentran células

anormales en el revestimiento de un conducto de la mama.

Estadio I: En el estadio |, el cancer ya se formd. El estadio | se divide en los estadios IA y IB. En el

estadio IA, el tumor mide dos centimetros o menos. El cancer no se disemind fuera de la mama.

En el estadio IB se encuentran pequefios racimos de células de cancer de mama (mayores de 0.2

milimetros, pero no mayores de 2 milimetros) en los ganglios linfaticos.

Estadio IlI: En el estadio IlIA: No se encuentra tumor en la mama, o el tumor mide 2 centimetros o
menos. El cancer (Qque mide mas de 2 milimetros) se encuentra en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares o
en los ganglios linfaticos cerca del esternén (se encuentra durante una biopsia de ganglio linfatico

centinela).

Estadio lll: este estadio se subdivide en los estadios IlIA, IlIB y 1IC

Estadio IlIA: En este estadio no se encuentra tumor en la mama o el tumor puede ser de cualquier
tamafo. Se encuentra cancer en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares o en los ganglios linfaticos cerca del
esternon (se encuentran durante pruebas con imagenes o un examen fisico); o el tumor mide mas de
cinco centimetros. Se encuentran pequefios racimos de células de cancer de mama (miden mas de
0.2 milimetros pero menos de 2 milimetros) en los ganglios linfaticos; o el tumor mide mas de cinco
centimetros. El cancer se disemind a 1 a 3 ganglios linfaticos axilares, a los ganglios linfaticos cerca

del esternén (se encuentran durante una biopsia de ganglio linfatico centinela).

Estadio llIB: El tumor en este estadio puede tener cualquier tamafio y el cancer se disemino a la
pared toracica o la piel de la mama, y produjo inflamacién o una ulcera. El cancer también se puede
haber diseminado a, no mas de nueve ganglios linfaticos axilares, a los ganglios linfaticos cerca del

esternon.

Estadio IlIC: En este estadio no se encuentra un tumor en la mama o el tumor puede tener cualquier
tamano. El cancer se puede diseminar a la piel de la mama y causar inflamacién o una ulcera, o se

disemin6 hasta la pared toracica. El cancer también se diseminé a diez o mas ganglios linfaticos
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axilares, ganglios linfaticos por encima o debajo de la clavicula, ganglios linfaticos axilares y ganglios

linfaticos cerca del esternon.

Estadio IV: En el estadio IV el cancer se disemin6 a otros érganos del cuerpo, con mayor frecuencia

a los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro (NIH, 2016).

Terapia Terapia
Cirugia Radioterapia | Quimioterapia | hormonal dirigida
Estadio 0 X
Estadio IA X X X
Estadio I1B X X X
Estadio IIA X X X
Estadio IlIA X X X
Estadio I1IB X X X
Estadio IlIC X X X X
Estadio IV X X X

Tabla 1.- Tratamientos sugeridos/estadio tumoral (SECRETARIA DE SALUD, 2009).

Efectos secundarios

Los medicamentos de quimioterapia estan hechos para destruir las células de rapido crecimiento,
pero, como estos medicamentos circulan por todo el cuerpo, pueden afectar a las células sanas y
normales, asi como a las células cancerosas. La causa de los efectos secundarios es el dafo
ocasionado al tejido sano. (INFOCANCER, 2015).

Los efectos secundarios de la quimioterapia dependen del medicamento que se utiliza, pero pueden
incluir los siguientes; insuficiencia cardiaca, coagulos de sangre, menopausia prematura, un segundo
cancer como leucemia, anemia, cambios en el apetito, estrefimiento, diarrea, fatiga, sintomas
parecidos a la gripe, retencién de liquidos, pérdida de cabello, infecciones, esterilidad, cambios en la

boca y garganta, nauseas y vomitos, cambios en el sistema nervioso y dolor (NIH, 2016).
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Productos naturales

Los productos naturales han sido la fuente mas representativa en la obtencién de agentes
terapéuticos para el tratamiento del cancer, y su enorme contribucion se reconoce en el

descubrimiento de nuevas moléculas citotdxicas con variados mecanismos de accion (Mufios, 2016).

Los mecanismos de defensa de las plantas, a menudo se basan en su capacidad de generar
sustancias quimicas que posean un efecto citotdxico y sus caracteristicas Unicas, tales como, la
seleccion evolutiva, de poseer actividad bioldgica, las convierten en una fuente inestimable de nuevas
sustancias con actividad antitumoral. Es asi como la lista de medicamentos contra el cancer que han
proporcionado los productos naturales incluye a farmacos de gran éxito como la doxorrubicina,
paclitaxel, vinblastina, etopdsido, irinotecan, gemcitabina, metotrexato; y fitofarmacos como el
polifenon E, que es una mezcla estandarizada de los polifenoles epicatequina (EC), epigalocatequina
(EGC), galato de epicatequina (ECG), galato de epigalocatequina (EGCG) y galato de galocatequina
(GCG), preparada de las hojas del arbol de té Camellia sinensis (Theaceae). Muchos de estos
farmacos son utilizados actualmente para el tratamiento de diferentes tipos de cancer; sin embargo,
aun quedan problemas por superar como son los altos costos, la resistencia y la toxicidad de algunos

medicamentos (Dobbelstein, 2014).

En los afios 2007 y 2008 salieron al mercado 55 nuevos medicamentos derivados de productos
naturales, de los cuales, 16 fueron aislados de fuentes naturales y 39 derivados de estructuras
quimicas obtenidas de ellas. De hecho, si de los 206 medicamentos aprobados para tratar el cancer
entre los afios de 1940 y 2007 se excluyen los que tienen principios activos de alto peso molecular,
quedarian 175 medicamentos, de los cuales 131 (aproximadamente el 75%) tienen que ver con
productos naturales, bien sea porque se obtienen directamente de una fuente natural, o se obtienen
por sintesis quimica de una estructura natural, o se hacen pequefias modificaciones quimicas a

compuestos obtenidos de una fuente natural (Newman, 2007).

La mayoria de medicamentos utilizados para tratar el cancer son poco selectivos y presentan altos
niveles de resistencia y toxicidad, afectando considerablemente el prondstico de vida en pacientes

con esta enfermedad (Mufios, 2016).

Saponinas y sapogeninas

Las saponinas son fitoquimicos estructural y funcionalmente diversos, que estan distribuidos

ampliamente en las plantas. Son un grupo complejo y quimicamente variado de compuestos que
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consisten en agliconas triterpenoides o esteroideas ligadas a uno o mas restos de glucidos (Figura 7)
(Moses, 2014). La definicion tipica de las saponinas esta basada en sus caracteristicas generales,
muchas saponinas tienen propiedades detergentes, forman espumas estables en agua, presentan
actividad hemolitica, tienen un sabor amargo y son téxicas para los peces. Tales atributos no son
comunes para todas las saponinas, frecuentemente han sido utilizadas estas caracteristicas para
clasificar los productos naturales. Sin embargo, debido a las numerosas excepciones, las saponinas
son ahora mejor definidas en base a su estructura molecular, llamandolas glucésidos triterpenoides o
esteroides. La porcion aglicona o sin sacaridos de la saponina es llamada genina o sapogenina
(Hostettmann y Marston, 2005).

Las saponinas esteroidales se encuentran por lo general en familias de la clase monocotiledénea,
como son: Liliaceae, Agavaceae, Dioscoreaceae y Amaryllidaceae. En las dicotiledoneas, se les ha
encontrado en las familias Solanaceae y Scrofulariaceae (Hostettmann, 1991). Todas las saponinas
tienen en comun la fijacion a una o mas cadenas de azlcar a la parte aglicona (Hostettmann y
Marston,1995).

MONOSACARIDOS
Rha —QGlu
Rha

ENLACE GLICOSIDICO

Figura 7.- Estructura general de las saponinas, Fuente: Orestes y Nogueiras, 2008.

Se ha demostrado que las saponinas, de diversas fuentes, tienen actividad hipocolesterolémica,
anticoagulante, hepatoprotectora, hipoglucémica, inmunomoduladora, neuroprotectora,

antiinflamatoria y antioxidante (Rao, 2000).

Algunas saponinas exhiben actividades antimetastasicas, antiangiogénicas y antiinflamatorias,
resultando en amplias perspectivas de aplicacion de estos compuestos. Ademas, se ha demostrado
que algunas saponinas revierten la multirresistencia a farmacos y mejoran la eficacia de la

quimioterapia (Xu, 2016).
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Por hidrolisis acida suave a las saponinas se escinden en los azucares y las geninas o aglucones
que, en este caso, se llaman sapogeninas. Existen muchas sapogeninas que difieren en el nimero y
la posicion de sus sustituyentes. Las sapogeninas esteroidales tienen una cadena lateral de 8
carbonos, analoga a la del colesterol, la cual forma dos anillos, uno pentagonal y otro hexagonal,
cada uno con un eslabdén de oxigeno y situados en planos distintos. Las sapogeninas tienen actividad
hipocolesterolémica, anticoagulante, hepatoprotectora, hipoglucémica, inmunomoduladora,

neuroprotectora, antioxidante, antimetastasis, antiangiogénesis y antiinflamatoria (Primo, 2007).

Diosgenina

Estructuralmente, la Diosgenina (25R)-espirostano-5-en-3p-ol es una saponina de espirostanol. La
Diosgenina es estructuralmente similar al colesterol y otros esteroides (Figura 8) (Raju, 2012). La
Diosgenina, una sapogenina esteroide natural que se encuentra abundantemente en leguminosas y
en raices comestibles, es un precursor bien conocido de varios farmacos esteroideos sintéticos que
se utilizan ampliamente en la industria farmacéutica. Durante la ultima década, se han llevado a cabo
una serie de estudios preclinicos y mecanicistas para comprender el papel de la Diosgenina como
agente quimiopreventivo/terapéutico contra varios canceres (Djerassi et al, 1952). En comparacion
con las sapogeninas relacionadas estructuralmente, la hecogenina y la tigogenina, solo la diosgenina

causo un paro del ciclo celular asociado con fuerte apoptosis in vitro (Corbiere et al, 2003).

CHj

HO

Figura. 8.- Estructura quimica de la Diosgenina, Fuente: Holger et al, 2012.

Antecedentes

Se ha informado que Diosgenina induce la detencidn del ciclo celular en células de osteoscarcoma
(Corbiere, 2003) en células KBM-5 (Shishodia, 2005) y células de cancer de mama MCF-7 a una
concentracion de hasta 50 ymol (Chiang, 2007). Ademas, la Diosgenina (a concentraciones que
varian de 10 a 60 pymol) conduce o induce independientemente la apoptosis a través de las vias

extrinseca o intrinseca, vias de muerte que convergen en caspasa 3 (Cailleteau, 2009), caspasa
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efectora en el proceso de muerte apoptética. Un estudio reciente ha demostrado que 5 umol de
Diosgenina suprime la actividad telomerasa en células de cancer de pulmon A549, que puede ser

responsable de la induccién de la apoptosis celular (Chen, 2015).

La eficacia de la Diosgenina contra la carcinogénesis de colon asociada a inflamacién inducida por
sulfato de sodio (DSS)-AOM/Dextrano en ratones ICR, la Diosgenina a dosis de 20, 100 y 500 mg/kg
de peso corporal en la dieta redujo las Ulceras inducidas por AOM/DSS a 53%, 46% y 40%,
respectivamente, en comparacion con el control, aunque la Diosgenina no alter6 la incidencia de
tumores de colon (adenoma + adenocarcinoma), redujo significativamente la multiplicidad tumoral en

las tres dosis ensayadas (Miyoshi et al, 2011).

La Diosgenina en dosis (10 mg/kg de peso corporal administrada intratumoralmente) inhibe
significativamente el crecimiento de xenoinjertos tumorales tanto de MCF-7 como de MDA-231 en
comparacion con los controles tratados con vehiculo, sin toxicidad para ninguno de los 6rganos
vitales en ratones desnudos (Srinivasan et al, 2009). Se ha reportado que la administracion oral de
Diosgenina a una dosis de 200 pg/ml, inhibié significativamente el crecimiento de tumores de

adenocarcinoma de pulmén LA795 en ratones T739 consanguineos en un 33.94% (Yan et al, 2009).

Estudios de toxicologia utilizando modelos experimentales relevantes, han establecido que incluso a
una concentracién superior de 3.5% (peso/peso), la Diosgenina era segura y no causaba toxicidad
sistémica, genotoxicidad o actividad estrogénica (Qin et al, 2009), se ha informado que los extractos
etanodlicos de Dioscorea sp. que contenia 28.34% (peso/peso) no causo ningun signo de toxicidad
aguda en ratones a una dosis superior de 562.5 mg/kg/d. No se observé toxicidad aguda renal o
hepatica asociada con la administracion de extractos de Dioscorea villosa a una dosis oral de 0.79
g/kg/d (Wojcikowski et al, 2008).

Toxicologia

Segun el concepto actual, un téxico es una sustancia que puede producir algun efecto nocivo sobre
un ser vivo, y como la vida, es una continua sucesion de equilibrios dinamicos, los toxicos son los
agentes quimicos, o fisicos, capaces de alterar alguno de estos equilibrios. De acuerdo con ésto,
cualquier sustancia puede actuar como téxico, ya que tanto los productos exégenos como los propios
productos constituyentes del organismo, cuando se encuentran en él, en excesivas proporciones,

pueden producir trastornos toxicos. Dichos compuestos se denominan xenobidticos (Repetto, 1997).

Los mecanismos toxicos que lesionan la arquitectura celular pueden consistir en alteraciones mas o

menos profundas de las estructuras proteicas que conducen a destruccion total de la célula
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(causticacion, necrosis), o solamente de la membrana celular, lo que originara la salida de su
contenido. Una afectacion mas selectiva puede lesionar solo estructuras u organelos subcelulares,
como el reticulo endoplasmico, las mitocondrias, los ribosomas, los lisosomas, que respectivamente
daran lugar a trastornos en las futuras actividades metabdlicas y energéticas (disminucion de ATP,
junto con incremento de lactato y consecuente incremento de la acidez intracelular), en la sintesis de
proteinas o a sucesivas destrucciones tisulares al liberarse las enzimas productoras de lisis, que se

hallan almacenadas en los lisosomas (proteasas, lipasas, etc.).

Se utilizan dos términos para designar la muerte celular, necrosis y apoptosis; la primera se usa en
situaciones patoldgicas, y la segunda para el recambio celular fisiolégico, que elimina las células
dafnadas, precancerosas 0 en numero excesivo (como un anténimo de mitosis); pero se ha visto que

la apoptosis también puede inducirse por xenobidticos (Repetto, 1997).

Una sustancia externa llegada al ser vivo puede seguir varios caminos: a) puede ser eliminada sin
sufrir alteraciéon alguna; b) puede experimentar transformaciones que hagan mas facil su eliminacion;
c) puede experimentar modificaciones estructurales que aumenten, disminuyan o cambien su
cualidad toxica (Repetto, 1997). La eliminacion de sustancias téxicas del cuerpo es claramente un
determinante muy importante de sus efectos bioldgicos. La via de excrecion mas importante para la
mayoria de los compuestos no gaseosos o no volatiles es a través de los rifiones en la orina. Otras
vias son la secrecidén en la bilis, la expiracion a través de los pulmones de sustancias volatiles y
gaseosas, Yy la secrecion en el tracto gastrointestinal, o en fluidos tales como leche, saliva, sudor,

lagrimas y semen (Timbrell, 2008).

Excrecioén renal

La estructura del rifidn facilita la eliminacion de compuestos del torrente sanguineo. La unidad basica
del rifdn, el nefrén, permite que la mayoria de las moléculas pequefias pasen de la sangre en el
glomérulo al ultrafiltrado tubular, ayudado por grandes poros en los capilares y la presion hidrostatica
de la sangre (Timbrell, 2008).

Al ser el rifdn el principal érgano excretor de sustancias toxicas, es de esperar que resulte afectado
por ellas, no ya en el momento y lugar de la filiracion y de la secrecién, sino también durante la
resorcion (en el tubo contorneado distal), que supone una concentracion del producto sobre los
niveles plasmaticos Unas veces el toxico solo potenciara o pondra en evidencia un trastorno renal
preexistente; otras veces inducira alteraciones que seran asiento de posteriores nefropatias y, en
otros casos, se producirdn lesiones directas sobre la nefrona. Al ser el riidén un érgano muy

vascularizado. puede experimentar intensas poliarteritis generalizadas consecuentes a la
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sedimentacion de inmunocomplejos en la pared arterial. Histologicamente, se trata de un proceso

inflamatorio acompafado con necrosis (Repetto, 1997).

Excrecion biliar

El higado es el organo que normalmente sirve de indicador de las alteraciones metabdlicas inducidas
por los toxicos. La produccion de bilis se produce en el higado, donde es secretada por los
hepatocitos en el canaliculo, desemboca en el conducto biliar y finalmente en el intestino después del
almacenamiento en la vesicula biliar. En consecuencia, los compuestos que se excretan en la bilis se
suelen eliminar en las heces. La secrecidn en la bilis puede ser una via principal de excrecion
(Timbrell, 2008).

El incremento del peso relativo del higado, aunque puede producirse como respuesta fisiolégica a un
aumento de su funcién o por efecto de reguladores endocrinos del tipo de las hormonas tiroideas o
glucocorticoides, suele ser consecuente a hipertrofia e hiperplasia por causa tdxica. Cuando la
capacidad destoxicante del higado queda superada, comienza a fallar la glucosa-6-fosfatasa hepatica
(indice de lesion microsémica) y se producen francos cambios histopatolégicos. La forma citotéxica
tiene tres formas de presentacion, que pueden ser secuenciales o no: esteaiosis, degeneracion y
necrosis. La esteatosis consiste en la acumulacién citoplasmatica de gotitas grasas; puede originarse
por numerosas sustancias capaces de alterar los mecanismos de degradacion de los triglicéridos o de
las sintesis de las lipoproteinas encargadas de sacar las grasas del hepatocito. Se origina lo que se
conoce como higado graso. La degeneracion estriba en una inflamacién o balonizacién del hepatocito
con hialinizacion (transparencia) de su contenido y aparicion de cuerpos acidofilos. La necrosis
supone la muerte celular y se puede producir por mecanismos de lipoperoxidacion, alquilacion,
arilacién o uniones covalentes de las macromoléculas bioldgicas (membrana plasmatica, reticulo
endoplasmico, etc.) por el toxico o sus metabolitos, o bien por reacciones inmunitarias. En estas
ultimas la necrosis es difusa o distribuida por todo el lobulillo; en otros casos aparece por zonas
(central, intermedia o periférica) y a veces es puntual o focal. Esta selectividad topografica parece
deberse a la mayor capacidad del lugar para producir en cada caso el metabolito téxico a causa de

una actividad local especialmente intensa de las enzimas biotransformadoras (Repetto,1997).
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Planteamiento del problema

El cancer de mama es el de mayor incidencia y mortandad tanto a nivel mundial como nacional en la
poblacion femenina. Para combatir esta enfermedad existen diversas alternativas de tratamientos, sin
embargo, estas son muy agresivas y poco selectivas, generando la necesidad de buscar nuevas
alternativas para el tratamiento de esta patologia. En la actualidad existe un fuerte interés en la
busqueda de compuestos de origen vegetal, con actividad antitumoral y con accién selectiva. Entre
estos compuestos se encuentra la Diosgenina que actualmente se estudia como agente
quimiopreventivo/terapéutico contra varios canceres; es por esto que en el presente trabajo se
pretende estudiar el efecto antitumoral de la Diosgenina en tumores inducidos por la linea celular
murina de cancer de mama JC, en hembras BALB/C, determinando inhibicion del crecimiento

tumoral, asi como la induccion de muerte celular apoptotica.
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Justificacion

Actualmente el cancer es considerado uno de los problemas mas importantes en el area de la salud y
en particular el cancer de mama, ya que representan el primer lugar tanto a nivel mundial, asi como
nacional de incidencia y mortandad en la poblacién femenina (Globocan, 2012). En México durante
2013, se observo que el principal tumor maligno por el que fallecié la poblacién femenina de mayores
de 20 afios es el cancer de mama (29.5 %) (INEGI, 2016). La Diosgenina es una sapogenina a la que
se esta evaluando actualmente su potencial antitumoral en diversos modelos tumorales, sin embargo,
en el cancer de mama no es claro el papel antitumoral de esta sapogenina, por lo que es necesario

determinar su actividad y aportar evidencia que fundamente su aplicacion clinica.
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Hipotesis

Se ha demostrado que la Diosgenina tiene efecto antiproliferativo e inductor de muerte celular
apoptadtica in vitro, ademas de inducir la reduccion de tamafio tumoral in vivo en un modelo de cancer
de colon, por lo que se espera que en tumores inducidos con la linea celular de cancer de mama
murino JC en hembras de la cepa BALB/C, se observe una disminucion de los tumores inducidos, asi

como muerte celular por apoptosis.
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Objetivo general

Determinar la actividad antitumoral de la Diosgenina sobre tumores inducidos con la linea celular de

cancer de mama murino JC en hembras de la cepa BALB/C.

Objetivos particulares
= Establecer cultivos celulares de las lineas tumorales JC, MDA-MB-231 y MCF-7.

= Determinar la concentracién requerida de Diosgenina para inducir un decremento del 50% de
la poblacion celular (IC50), en cultivos de las lineas celulares JC, MDA-MB-231 y MCF-7
mediante la técnica de cristal violeta.

= Evaluar el efecto necroético de la Diosgenina en cultivos de las lineas celulares JC, MDA-MB-
231 y MCF-7 mediante la medicion de la actividad de la enzima LDH en sobrenadantes de
estos cultivos.

= Evaluar el efecto apoptotico de la Diosgenina mediante la inmunodeteccion de la caspasa 3
activa en las lineas celulares JC, MDA y MCF-7.

* Inducir la formacién de tumores en hembras de la cepa BALB/C inoculando 1x10° células JC
en el costado ventral derecho.

= Evaluar la tasa de crecimiento de los tumores inducidos en hembras BALB/C tratados con
Diosgenina en dosis de 400mg/kg de peso corporal de cada 72 h por un periodo 27 dias.

= Evaluar la velocidad de crecimiento tumoral de los tumores inducidos en hembras BALC/C
tratadas con Diosgenina.

= Determinar la muerte celular en cortes histologicos obtenidos de tumores inducidos en
hembras BALB/C tratados con Diosgenina tefiidos con Hematoxilina-Eosina

= Evaluar muerte celular apoptética en cortes histologicos obtenidos de tumores inducidos en
hembras BALB/C tratados con Diosgenina mediante la inmunodeteccion de la caspasa 3
activa.

= Evaluar muerte celular apoptética en cortes histologicos obtenidos de tumores inducidos en
hembras BALB/C tratados con Diosgenina mediante el ensayo enzimatico de TUNEL.
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Diseno experimental
Determinacién de IC50

Para determinar la IC50 (concentracion en la cual se disminuye en un 50% el niumero celular), se
realizaron cultivos de las lineas MDA-MB-231, MCF-7 y JC en placas de 96 pozos (Corning, USA) de
fondo plano (7,000 células/pozo), con medio de cultivo RPMI al 5 % SFB por 24 h, después de las 24
h de adhesién, se trataron los cultivos con cada una de las siguientes condiciones: Control testigo
(células sin tratamiento, solo se les reemplazo el medio de cultivo por medio fresco), Control (células
tratadas con la maxima cantidad de volumen de disolvente del compuesto), y una curva a las
concentraciones del compuesto Diosgenina en un rango de 1-50 pg/ml, en todos los casos el
volumen final de cada pozo fue de 100 pl. Transcurridas las 24 h de tratamiento, se evalué el nimero
celular utilizando la técnica de incorporacién de cristal violeta, la cual brevemente consiste en fijar las
células con glutaraldehido al 1 % (Sigma, USA) durante 15 min, cumplido el tiempo se retira el fijador
y se enjuaga con agua desionizada dejando secar al aire, en seguida se adiciona el colorante cristal
violeta (Sigma, USA) al 0.1 % en una solucion amortiguadora de acido férmico, dejando por 15 min,
se lava el exceso de colorante exhaustivamente y se dejo secar al aire para después adicionar acido
acético (J.T. Baker, MEX) al 10 % por 15 min. Posteriormente se procede a determinar la
absorbancia a 590 nm por espectrofotometria en un lector de placas (ChroMate, USA), (Kueng et al,
1989). Los resultados fueron analizados por regresion lineal para determinar la concentracién que

abate el 50% de la poblacion celular (IC50).

Actividad de la enzima LDH

El efecto citotoxico necroético se determind mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima
Lactato Deshidrogenasa (LDH). Se realizaron cultivos de las mencionadas lineas celulares en placas
de 96 pozos de fondo plano (7,000 células/pozo), la placa de cultivo se cuenta con: Tratamiento (con
la IC50 de Diosgenina correspondiente) y dos controles internos. Un control basal, es decir, medio de
cultivo utilizado en los estimulos, el cual se incuba bajo las mismas condiciones, pero con la
particularidad de que en dichos pozos no habra células, esto para utilizarlo como un blanco en la
reaccion colorimétrica. ElI segundo, un control positivo, células con 24 h de adhesion y 24 h de
proliferacion, estas células seran lisadas con 10 pl de una solucion al 10 % de Tritén X-100 en RPMI
al 5 % SFB por 1 h. Cumplidas las 24 h de tratamiento con el compuesto, se recupera el medio de
cultivo sobrenadante de cada una de las condiciones y se centrifuga (Roleo, Argentina) a 1500 rpm/5
min, se colocan 40 pl del medio centrifugado, con 40 pl de la mezcla del sustrato (kit “Cyto Tox 96”
Promega,USA) y se incuba durante 20 min a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad.

Posteriormente se procede a determinar la absorbancia a 490nm por espectrofotometria en un lector
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de placas (ChroMate, USA). Los datos se analizarén haciendo una comparacion relativa al control

positivo tratado con tritdn X-100. Todas las condiciones se realizaron por triplicado.

Deteccidon de la caspasa 3 activa

Se cultivaron 20,000 células por pozo, en cajas de 24 pozos (Corning, USA), en un volumen de 500
ul de RPMI al 5 % de SFB. Transcurridas las 24 h de adhesion las células se trataron con las
siguientes condiciones: Control y Control sin Marca (células sin tratamiento, solo se les remplazo el
medio de cultivo por medio fresco), Control antilgG (células sin tratamiento, con antilgG) Control
Positivo (células lisadas con una solucion de Camptotecina 10 uyg/ml en una solucion de mg/ml,
Control Testigo (células tratadas con la maxima cantidad de volumen de la mezcla Etanol-DMSO 1:3),
Tratamiento (con la IC50 de Diosgenina correspondiente), Transcurridas las 24 h de tratamiento, se
permearon las células con una solucién de metanol 50 % por 1 h en refrigeracion 4° C , al término del
tiempo las células son lavadas cuidadosamente 3 veces con PBS (pH 7.3) . Inmediatamente se
anade el anticuerpo primario: anticaspasa 3 activa (SIGMA, USA) (1/500 en PBS) , durante toda la
noche a 4 °C en camara humeda, las muestras son lavadas 3 veces con PBS. Posteriormente se
aplica el anticuerpo secundario: antilgG acoplada a FITC (SIGMA, USA) (1/500 en PBS) en camara
himeda bajo condiciones de oscuridad durante 3 h, se lavan 3 veces las muestras con PBS.
Posteriormente se procedié a determinar la actividad de la caspasa 3 por citometria de flujo FACSAria

Il. Los datos se analizarén utilizando el programa Flowing Software version 2.5.1

Inoculacién de tumores

Se obtuvieron ratones hembras de 6-10 semanas de la cepa BAL/C del bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, se mantuvieron en condiciones reguladas de luz y obscuridad 12/12 h,
alimento y agua a libre disposicion. Se aclimataron a la manipulacién durante 1 semana. El
experimento se realizé de acuerdo a lo establecido en la NOM-062-Z00-1999 vy el manual del
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales Experimentales CICUAE-FMVZ-UNAM
para el manejo de animales de experimentacion. Los ratones se asignaron aleatoriamente a 6 grupos
(n=8/grupo): Grupo Control (ratones sin inoculacion ni tratamiento), Control Vehiculo (ratones sin
inocular, y tratados con el excipiente del tratamiento, goma Ghatti 1%), Control Tratamiento (ratones
sin inocular y tratados con Diosgenina en dosis 400 mg/k de peso), Control Positivo (ratones
inoculados sin tratamiento), Control Positivo Vehiculo (ratones inoculados y tratados con el
excipiente), Tratamiento (ratones inoculados y tratados con Diosgenina) a los ratones se les inyecto
via subcutanea 1x10° células de la linea tumoral JC suspendidas en 0.2 ml de una solucién de PBS

en el costado ventral derecho. Después de 3 dias postinoculacion, se inicid el tratamiento cada 72 h
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por sonda oral durante 27 dias, posteriormente se sacrificaron por dislocacion cervical y se

diseccionaron: higado, rifones y tumores, los cuales se fijaron con paraformaldehido al 4% por 48 h.

Inclusién

Los drganos y tumores fueron fijados con paraformaldehido al 4% durante 48 h, después se lavaron
durante 24 h a chorro de agua y fueron deshidratados con un tren de alcoholes en concentraciones
de 30%, 40%, 50%....... 100% durante 1 h cada uno, en ETOH-Xilol 1:1 por 30 min y Xilol 100% por
10 min por para su posterior inclusién con el siguiente procedimiento: Paraplast-Xilol 1:3 y Paraplast-
Xilol 1:1 durante 1 h cada uno y su montaje en cubos plastico con Paraplast (Leica, USA) el cual fue
fundido en la estufa (Thermo, USA) a 56° C, una vez incluidos se realizaron cortes de entre 5-7
micras, se montaron en portaobjetos cubiertos con Poli-L-Lisina, posteriormente se rehidrataron para
su tincion con H&E e inmunohistoquimica, los cortes histolégicos una vez tefidos y montados se les

observo bajo microscopio 6ptico (Olympus, Japoén).

Protocolo de tinciéon Hematoxilina-Eosina

Se procedié a desparafinar los cortes en la estufa a 60° C durante 15 min para después rehidratarlos
con un tren de alcoholes en concentraciones de 100%, 90%, 80%......30% con pases rapidos de 5 s,
posteriormente fueron sumergidos en Hematoxilina durante 10 min y se retiro el exceso de colorante
a chorro de agua durante 10 min, para después hacerlos pasar por ETOH 70%-HCI 1%, NH,OH 1%,
agua destilada y ETOH 50% durante 5 s cada uno, inmediatamente después se sumergieron en
Eosina alcohdlica al 70% durante 30 s lavandose el exceso con un tren de alcoholes en
concentraciones de 70%, 80%), 90%, 100%, ETOH-Xilol 1:1 y Xilol 100% con pases de 5 s, finalmente
se procedié a su montaje agregando una gota de balsamo de Canada y colocando sobre ellos un
cubreobjetos. Los cortes histologicos una vez tefidos y montados se les observo bajo microscopio

optico (Olympus, Japoén).

Inmunolocalizaciéon de caspasa 3 activa.

Se procedid a desparafinar e hidratar los cortes montados, se realizdé una recuperacién antigénica en
el microondas con buffer de citratos durante 3 min, en bafio Maria, se dejaron enfriar durante 30 min,
se lavaron 3 veces con PBS durante 5 min cada uno, posteriormente se incubaron con Glicina 100
mM (0.375 mg en 50 ml PBS) durante 1 h a temperatura ambiente, después se incubaron con
anticaspasa 3 activa (SIGMA, USA) (1/100) en PBS-BSA-Tween durante toda la noche a 4°C en
camara humeda, se realizaron 3 lavados con PBS durante 3 min cada uno, se incubaron nuevamente
con anticuerpo secundario (MILLIPORE, GER) 1/200 en PBS durante 2 h a temperatura ambiente y

protegido de la luz, se lavaron 3 veces con PBS durante 3 min cada uno, se tifieron con DAPI
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(Sigma, USA) durante 1 min, finalmente se lavaron 3 veces con PBS durante 3 min cada uno y se
montaron con medio de montaje para preparaciones con fluorescencia (Vector Laboratories, USA).
Las preparaciones se revelaron por microscopia de epifluorescencia (Nikon, Japoén). Equipado con

una camara de alta resolucion DXM1200F.

Ensayo enzimatico de TUNEL

Se procedio a desparafinar los tejidos en estufa durante 10 min. a 60°C, se hidrataron con un tren de
alcoholes, realizando una recuperacion antigénica con proteinasa-K 20 pg/ml en PBS durante 15 min
a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS durante 2 min, se procedi6 a incubar con
buffer de equilibrio 20 ul a temperatura ambiente, durante 20 min, inmediatamente después se
incubaron con la mezcla enzimatica durante 1 h a 37°C ( 33 ul de enzima TdT + 77 pl de buffer de
reaccion), se incubaron con buffer de paro (Chemicon international, USA) 1:34 en agua bidestilada
(Chemicon international, USA) durante 10 min, se realizaron 3 lavados con PBS durante 1 min para
después incubarlos con anticuerpo secundario anti-dig-rhodamina (Chemicon international, USA)

(64 pl de buffer de bloqueo + 62 pg/ml de antidigoxigenina) (MILLIPORE, GER) 45 min a temperatura
ambiente y protegido de la luz, se realizaron 3 lavados de 3 min con PBS, para después tefiir con
DAPI (Sigma, USA) durante 1 min, se lavaron 3 veces con PBS durante 3 min y se procedié a montar
con medio de montaje para fluorescencia (Vectashield, USA). Las preparaciones se revelaron por

microscopia de epifluorescencia (Nikon, Japon).

La deteccion de la fragmentacion del ADN implica el marcaje del extremo 3' generado durante la
fragmentacion de la molécula, la reaccion de la enzima Tdt agrega dNTP marcados con digoxigenina,

los cuales son acoplados con antidigoxigenina marcada con rodamina.

Analisis estadistico

A los resultados obtenidos se les realizé un analisis de varianza (ANDEVA) para comparacion entre
medias, utilizando el programa SPSS 10.0 para Windows. Seguida de una prueba de Tukey para

determinar la diferencia entre pares de medias con un nivel de significancia de 0.05.
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Resultados
Actividad antiproliferativa en células tumorales de Mama

Con el propdsito de establecer el efecto antiproliferativo de la Diosgenina en células tumorales,
cultivos de las lineas tumorales de mama MDA-MB-231, MCF-7 y JC fueron estimulados con
diferentes concentraciones del compuesto y la concentracion requerida del fitoesteroide que induce
un decremento del 50% en la densidad celular (IC50) fue determinada mediante la linearizacién de
los datos y su calculo de acuerdo a la ecuacién de la recta, los cuales fueron corroborados de forma
puntual. El numero celular fue evaluado por medio de la técnica de tincion con cristal violeta (Figura
9). El Etanol-DMSO 1:3, se utilizé en todos los experimentos para comprobar que el efecto obtenido

en las diferentes pruebas, es debido al compuesto y no al vehiculo en el que el compuesto es

disuelto.
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Figura 9.- Actividad antiproliferativa de la Diosgenina sobre cultivos de lineas celulares de mama. El nimero celular se

determind por la técnica de cristal violeta.

Los resultados obtenidos (Tabla 2), muestran que el potencial proliferativo de las lineas tumorales
MDA-MB-231, MCF-7 y JC tratadas con la Diosgenina es afectado de manera dependiente de la

concentracion, con una IC50 de 3.5, 4.0 y 3.0 pg/ml respectivamente.
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MDA-MB-231 3.5(8.44)
MCF-7 4.0 (9.64)
JC 3.0 (7.23)

Tabla 2.- La tabla muestra la IC50 obtenida para las respectivas lineas celulares.

Actividad necrética en células tumorales de Mama

Con la intencion de establecer si el decremento del numero celular se debe a un efecto citotoxico
(necrotico) del esteroide, cultivos de las lineas de cdncer de mama MDA-MB-231, MCF-7 y JC fueron
tratados con Diosgenina a la concentracién de 3.5, 4.0 y 3.0 yg/ml respectivamente por 24 h, la
determinacion de la actividad de la enzima citoplasmatica Lactato Deshidrogenasa (LDH) fue
evaluada como parametro de pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, considerada como

una caracteristica primordial de una actividad de muerte necrética (Figura 10).

Actividad de la enzima LDH
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Figura 10.- Determinacion de la actividad de la enzima citoplasmatica lactatodeshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes
provenientes de los cultivos celulares tratados con la Diosgenina. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos
(6,000 células por pozo), con 24 h de adherencia y tratadas por 24 h con la concentracién de las IC5( calculadas, 3.5,4.0 y
3.0 pg/ml respectivamente, se recuper6 el sobrenadante y se cuantificé la actividad de la enzima LDH. En el analisis
estadistico ANDEVA seguido de una prueba de Tukey p<0.05 no se encontré diferencia significativa con respecto al control.
Este ensayo es representativo de al menos tres ensayos independientes con 3 repeticiones.
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Los resultados mostrados en la Figura 9 muestran que las células tumorales tratadas con la

Diosgenina no inducen actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de los cultivos celulares,

indicando que la sapogenina no presenta una actividad necrética en las lineas celulares de mama y

que el decremento en el nimero celular observado se debe a un evento diferente a la muerte celular

necrotica.

Actividad apoptotica en células tumorales de mama

Para determinar si la Diosgenina induce muerte por apoptosis en las células tumorales de Mama, los

cultivos de MDA-MB-231, MCF-7 y JC se trataron con las IC50 calculadas para cada linea celular y la

caspasa 3 activa fue inmunodetectada y cuantificada por citometria de flujo (Figura 11).
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Figura 11.- Efecto de la Diosgenina sobre células tumorales MDA-MB-231, MCF-7 y JC. Las células fueron sembradas en
placas de 24 pozos (25,000 células/pozo) las células fueron tratadas con las IC50 obtenidas respectivamente de cada linea
celular por 24 h y evaluadas por citometria de flujo.
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Tratamiento MDA-MD-231

Control 1.05% 1.9% 4.8%
ETOH/DMSO 2.55% 3.0% 5.19%
Camptotecina 30.14% 11.38% 8.55%
Diosgenina 4.82% 5.87% 8.5%

Tabla 3.- La tabla muestra el porcentaje celular positivo a caspasa-3 activa. Se observa un incremento en la positividad en
las 3 lineas celulares con respecto al Control y al vehiculo.

Los resultados obtenidos revelan que la Diosgenina induce un bajo porcentaje de células positivas a
la caspasa 3 activa, sugiriendo que la induccién a la muerte apoptética requiere de mas de 24 h.
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Evaluacion in vivo

Para la evaluacion antitumoral de la Diosgenina in vivo, se utilizaron ratones hembras de la cepa
BALB/C, las cuales fueron inoculadas en el costado derecho con 1 x 10° células de la linea tumoral
de mama JC, por via intradérmica. Después de tres dias de haber sido inoculadas, el grupo tratado
fue inducido con 400 mg de Diosgenina/kg de peso del raton, cada tres dias por 27 dias, el peso de
los ratones, el volumen del tumor y la velocidad de crecimiento del tumor fueron medidos cada tercer
dia durante 27 dias y tomados como parametros de actividad antitumoral. Con respecto a los
resultados sobre el efecto de la Diosgenina en el peso corporal, la Diosgenina no provocé cambios

significativos en el peso de los individuos tratados (Figura 12).
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Figura 12.- El grafico muestra el comportamiento en el aumento de peso de los seis grupos experimentales. Observandose
que no hay diferencia significativa entre los grupos tratados y los grupos control. En el analisis estadistico ANDEVA seguido

de una prueba de Tukey p<0.05 no se encontré diferencia significativa con respecto al control.

Con respecto al volumen del tumor, nuestros resultados indican que la administracion de Diosgenina
en dosis de 400 mg/kg de peso redujo el volumen de crecimiento a un 41.1% en el grupo tratado con
respecto al grupo control (Figura 13), sugiriendo que la Diosgenina ejerce un efecto antiproliferativo

disminuyendo el crecimiento tumoral.
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Figura 13.- El grafico muestra el volumen de crecimiento tumoral celular en tres grupos experimentales . Ddeterminandose

que la administracion de Diosgenina en 400 mg/kg, redujo el volumen de crecimiento en un 41.1% en el grupo tratado en
comparacion con el grupo control. Calculado con la formula (D*d2*1'r/6). En el analisis estadistico ANDEVA seguido de una

prueba de Tukey p<0.05 se encontré diferencia significativa con respecto al control.

Para corroborar este efecto antiproliferativo de la Diosgenina en los ratones de la cepa BALB/C, la
velocidad de crecimiento tumoral fue medida y se encontré que la velocidad de crecimiento tumoral
se vio disminuida en el grupo tratado en comparacion con los grupos control (Figura 14). El calculo de

esta velocidad indicé que la velocidad de crecimiento tumoral disminuy6 en un 72%.
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Figura 14.- El grafico muestra el comportamiento de la velocidad de crecimiento tumoral en tres grupos experimentales,
determinandose que la administracion de Diosgenina en dosis de 400 mg/kg de peso corporal afecto la velocidad de
crecimiento tumoral en el grupo tratado en un 72% con respecto al control. En el analisis estadistico ANDEVA seguido de

una prueba de Tukey p<0.05 se encontré diferencia significativa con respecto al control.

Una vez que se establecié que la Diosgenina presenta actividad antiproliferativa in vivo, los tumores
fueron preparados para analisis por histologia y los cortes fueron tefildos con Hematoxilina & Eosina
(H&E). Los cortes de los tumores tratados con Diosgenina presentaron abundantes células con
nucleos pequefos que indican una condensacion de la cromatina asi como escaso citoplasma que
establece que las células sufrieron una contraccién celular, las cuales son alteraciones caracteristicas

de muerte celular por apoptosis (Figura 15).
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Figura 15.- Efecto de la Diosgenina en el crecimiento tumoral. A y B: Corte de tumor sin tratamiento (Control); C y D: Corte
de tumor tratado con goma Ghatti; E y F : Corte de tumor tratado con 400 mg/kg-peso Diosgenina. En los controles se
observa division celular (Flechas azules), en el grupo tratado con Diosgenina se observan alteraciones caracteristicas de
muerte celular; condensacion y fragmentacion nuclear, asi como compactacion citoplasmatica (Flechas amarillas).
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Una vez identificadas mediante el ensayo de tincién con H&E caracteristicas de muerte celular
apoptotica se prepararon cortes histoloégicos para ensayos inmunocitoquimicos enzimaticos de
caspasa 3 activa y fragmentacién del ADN (TUNEL), en los cuales se confirmo la deteccion de
caspasa 3 activa y la presencia de ADN fragmentado, confirmando que en los tumores tratados con
Diosgenina se esta llevando a cabo un proceso de muerte celular apoptoética (Figuras 16,17, 18 y 19).
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Figura 16.- Efecto de la Diosgenina en la activacion de la caspasa 3 en cortes histologicos. A, C y E: Fotografias en
contraste de fases; B, D y F : Fotografias de epifluorescencia marcadas con anticaspasa-3 activa. Ay B : Corte de tumor sin
tratamiento (Control); C y D: Corte de tumor tratado con goma Ghatti; E y F : Corte de tumor tratado con Diosgenina 400
mg/kg de peso corporal. La marca verde indica la presencia de la caspasa-3 activa.
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Figura 17.- Efecto de la Diosgenina en la fragmentacion del ADN evaluado por medio de la técnica de tunel en cortes
histologicos de tumores. A, D y G: Fotografias con contraste de fases; B, E y H: Fotografias con la tincion DAPI. C, F e I:
TUNEL. A, By C: Corte de tumor sin tratamiento (Control); D, E y F: Corte de tumor tratado con goma Gatti; G, H e I: Corte
de tumor tratado con 400 mg/kg de ratdon de Diosgenina. Las marcas rojas indican células con ADN fragmentado.
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Figura 18.- Efecto de la Diosgenina
en la activacién de la caspasa 3 en
cortes histolégicos. Corte de tumor
tratado con Diosgenina 400 mg/kg
de peso corporal. La marca verde
indica la presencia de la caspasa 3
activa.

Figura 19.- Efecto de la Diosgenina en
la fragmentacién del ADN evaluado
por medio de la técnica de tunel en
cortes histolégicos de tumores. Corte
de tumor tratado con Diosgenina 400
mg/kg de peso corporal, las marcas
rojas indican células con ADN
fragmentado.

Una vez que se ha demostrado que la Diosgenina presenta actividad antitumoral en los ratones de la
cepa BALB/C inducidos con las células tumorales de mama JC y que esta actividad antitumoral es
llevada a cabo mediante la induccion de las células tumorales a una muerte por apoptosis, el tejido
renal de los grupos Control, Ghatti y Diosgenina fueron preparados para analisis por histologia con la
tincion H&E (Figura 19) con la intencion de establecer si la Diosgenina induce a células renales a una
muerte necrética como un efecto secundario de este compuesto. Al respecto, en los cortes
histolégicos se observaron glomérulos con caracteristicas normales, células con nucleos bien
definidos y de forma regular, indicando que en ninguno de los grupos hay evidencia de dafo celular,
sugiriendo que la Diosgenina no induce muerte necroética en el tejido renal.
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Figura19.- Fotografias de cortes histolégicos de tejido renal tefiidos con H&E; A y B grupo control, C y D grupo control con
goma Ghatti, E y F grupo tratado con Diosgenina. En los tres grupos se observan los glomérulos bien definidos (flechas

amarillas), asi mismo se observan células con nucleos uniformes y bien definidos (flechas en azul)

De manera paralela al estudio del tejido renal, el tejido hepatico de los grupos Control, Ghatti y
Diosgenina fueron preparados para analisis por histologia con la tincion H&E (figura 20),

observandose células con nucleos uniformes y bien definidos, asi mismo se observan los nucleos
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definidos de las células endoteliales de los capilares, estableciendo que en ninguno de los grupos
presenta evidencia de dafio celular, indicando que la Diosgenina no ejerce efecto necroético en el

tejido hepatico.
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Figura 20.- Fotografias de cortes histolégicos de tejido hepatico tefiidos con H&E; A y B; grupo Control, C y D grupo tratado
con goma Ghatti, E y F grupo tratado con Diosgenina. Se observan células con nucleos uniformes y definidos sin la
presencia de caracteristicas aparentes de muerte celular apoptoética o necroética (flechas amarillas) paredes de la vasos
sanguineos, sin alteraciones evidentes (flechas azules).
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Discusion de resultados

Aproximadamente el 75 % de los quimioterapéuticos utilizados hoy en dia tienen que ver con
productos naturales, bien sea porque se obtienen directamente de una fuente natural, o se obtienen
por sintesis quimica de una estructura natural, o se hacen pequefias modificaciones quimicas a
compuestos obtenidos de una fuente natural. La mayoria de estos medicamentos utilizados para
tratar el cancer son poco selectivos y presentan altos niveles de resistencia y toxicidad, afectando

considerablemente el prondstico de vida en pacientes con esta enfermedad (Mufios, 2016).

La exploracion del efecto de las saponinas sugiere que el efecto antiproliferativo puede ser la base de
nuevos compuestos terapéuticos, ya que se ha encontrado que disminuyen la proliferacion en
diversas lineas celulares de cancer. Este efecto antiproliferativo es llevado a cabo mediante la
detencion en alguna de las fases del ciclo celular y/o mediante la induccion de muerte celular por
apoptosis (Raju et al, 2007). Actualmente se ha reportado actividad antiproliferativa y apoptética de la
Diosgenina, una sapogenina esteroide, que ha demostrado tener actividad antiproliferativa en
diferentes lineas celulares de cancer humano, como en la linea de osteosarcoma humano 1547 en la
linea leucémica K562, en las lineas de CaCU: HelLa, CaSki y ViBo y en la linea tumoral murina de
cancer de colon CT26 (Corbiere, 2003).

Al respecto, se observod que la Diosgenina induce un decremento del nimero celular del 50 % en las
lineas celulares tumorales de mama humanas MDA-MB-231 y MCF-7 conservando esta actividad en
la linea celular murina JC a concentraciones de 3.5, 4.0 y 3.0 ug/ml respectivamente. Siendo estas
dosis las mas bajas en contraparte con lineas celulares provenientes de diferentes tejidos. Lo que
sugiere una mayor sensibilidad a este fitoesteroide de las lineas provenientes de lineas tumorales

provenientes del tejido mamario.

Con respecto a la actividad citotdxica de las sapogeninas, estudios revelan que en células tumorales
provenientes de cancer cervicouterino se presenta una baja o nula actividad de la enzima LDH
(Davila, 2013), indicando que esta sapogenina presenta una baja actividad necrética. Con respecto
las lineas celulares de mama, la Diosgenina presentd una nula actividad de la enzima LDH, indicando
que al igual que las lineas celulares de cancer cervicouterino, esta sapogenina presenta nula o baja
actividad necrotica. Estos resultados generan una fuerte relevancia de las sapogeninas si se les
compara con los agentes quimioterapéuticos que actualmente se usan para el tratamiento contra el
cancer, ya que éstos son sumamente citotoxicos y los efectos colaterales estan asociados a la
actividad citotoxica, sugiriendo que las sapogeninas esteroides al tener una nula o baja actividad

citotéxica en lineas provenientes de cancer de mama sus efectos colaterales serian minimos o nulos.
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En lo que respecta a la actividad apoptotica de las sapogeninas, Trouillas et al, en 2005 reporté que
la Diosgenina a una concentracion de 40 pM induce una muerte apoptotica generando la
fragmentacion del ADN a las 24h, y que la Hecogenina a una concentracion de 40 yM, inhibe en un
38% la proliferacién, pero no induce muerte por apoptosis a las 24h en células de osteosarcoma
1547, sugiriendo que la actividad apoptdética podria no presentarse en todas las saponinas y/o
sapogeninas. Al respecto, en nuestros resultados, la Diosgenina induce una expresion de la caspasa-
3 activa en las lineas celulares humanas de mama MDA-MB-231, MCF-7 y JC murina, indicando que
esta saponina induce a las células tumorales de mama a una muerte apoptdtica, que junto con lo
descrito anteriormente, indica que la Diosgenina podria tener este efecto antiproliferativo y apoptético
en lineas celulares de diferente tipo, lo cual indica que la Diosgenina podria ser aplicada a diferentes

tipos de tumores.

Estudios tumorales in vivo, demuestran que en Xenoinjertos implantados con las lineas celulares
humanas MCF-7, MDA-231 y PC-3 en ratones desnudos y tratados con Diosgenina (10 mg/kg
intratumoralmente) mostraron una regresion significativa (Srinivasan et al, 2009; Srinivasan, et al,
2009), otro estudio ha reportado que la administracion oral de Diosgenina a una dosis de 200 pg/ml,
inhibi6 significativamente el crecimiento de tumores de adenocarcinoma de pulmén LA795 en ratones
T739 consanguineos en un 33.94% (Yan et al, 2009). En nuestros resultados, se demostré que la
Diosgenina en dosis de 400mg/kg de peso corporal administrada cada 72 h induce un decremento en
el volumen y la velocidad de crecimiento en los tumores implantados con la linea celular JC en
hembras de ratén de la cepa BALB/C, induciendo a las células provenientes de los tumores a una
muerte celular apoptética, lo que se confirmé mediante la inmunodeteccion de la caspasa 3 activa y
la fragmentacion nuclear con el ensayo de TUNEL, resultados que estuvieron acorde con lo reportado
por Yan et al, 2009.

Estudios de toxicologia utilizando modelos experimentales relevantes, han establecido que incluso a
una concentracién superior de 3.5% (peso/peso), la Diosgenina era segura y no causaba toxicidad
sistémica, genotoxicidad o actividad estrogénica (Qin et al, 2009), se ha informado que los extractos
etanodlicos de Dioscorea sp. que contenia 28.34% (peso/peso) no causo ningun signo de toxicidad
aguda en ratones a una dosis superior de 562.5 mg/kg/d. No se observé toxicidad aguda renal o
hepatica asociada con la administracién de extractos de Dioscorea villosa a una dosis oral de 0.79
g/kg/d (Wojcikowski et al, 2008). Cuando la capacidad destoxicante del higado queda superada,
comienza a fallar la glucosa-6-fosfatasa hepatica (indice de lesion microsémica) y se producen
francos cambios histopatoldgicos. La forma citotoxica tiene tres formas de presentacion, que pueden
ser secuenciales o no: esteaiosis, degeneracion y necrosis. Asi mismo al ser el riidn el principal

organo excretor de sustancias toxicas, es de esperar que resulte afectado por ellas, no ya en el
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momento y lugar de la filtracién y de la secrecién, sino también durante la resorcion (en el tubo
contorneado distal), que supone una concentracion del producto sobre los niveles plasmaticos. Unas
veces la actividad citotoxica sélo potenciara o pondra en evidencia un trastorno renal preexistente;
otras veces inducira alteraciones que seran asiento de posteriores nefropatias y, en otros casos, se
produciran lesiones directas sobre la nefrona. Al ser el rindbn un érgano muy vascularizado puede
experimentar intensas poliarteritis generalizadas consecuentes a la sedimentacién de
inmunocomplejos en la pared arterial. Histologicamente, se trata de un proceso inflamatorio

acompafado con necrosis (Repetto, 1997).

Al respecto, en nuestros resultados se demuestra que la Diosgenina no causa toxicidad renal o
hepatica en dosis de 400 mg/kg dado que no se observé inflamacién evidente de los tejidos al
comparar los tejidos de los grupos control con el grupo tratado al momento de la diseccion. Asi mismo
en cortes histologicos tefiidos con H&E no se observd dafio en cuanto a la morfologia de los tejidos,
arquitectura celular y las partes funcionales de éstos (glomérulo y hepatocito) observandose células
de tamafo uniforme con nucleos definidos, sin evidenciar caracteristicas morfolégicas de muerte

apoptdtica o necratica.

Estos resultados sugieren que la Diosgenina es candidato idoneo para seguir su evaluacion , ya que
el efecto antiproliferativo y proapoptético demostrado en lineas celulares humanas se conserva en la
linea celular murina tanto en los ensayos in vitro e in vivo, que la hace un digno candidato para
valorar su potencial terapéutico como posible agente contra el cancer de mama con alta capacidad

para inducir apoptosis, con poco o nulo efecto necrotico.
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Conclusiones

* La Diosgenina afecta el potencial proliferativo en las células tumorales MDA-MB-231, MCF-7 y

JC de manera dependiente de la dosis con una IC50 de 3.5, 4.0 y 3.0 ug/ml.

* La Diosgenina no induce a una muerte por necrosis en las lineas celulares MDA-MB-231,
MCF-7 y JC en las IC50 de 3.5, 4.0 y 3.0 yg/ml respectivamente.

* La Diosgenina induce una baja expresion de la caspasa-3 en las lineas celulares MDA-MB-
231, MCF-7y JC a 24 h.

* La Diosgenina a una concentracién de 400mg/k de peso, no afecta el peso corporal de

ratones BALB C inducidos con la linea tumoral de mama JC.

* La Diosgenina a una concentracién de 400mg/k de peso afecta negativamente el volumen y la
velocidad de crecimiento tumoral de ratones BALB/C inducidos con la linea tumoral de mama
JC.

* La Diosgenina a una concentracion de 400mg/k no causa toxicidad (necrosis) renal o hepatica

de ratones BALB C inducidos con la linea tumoral de mama JC.
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Apéndice

Medio de cultivo

= RPMI-1640
RPMI-1640 (Laboratorios Microlab) 1042 g
NaHCO; (Sigma-Aldrich, EUA) 2.00g

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada, y se suplementa con 1% de antibitico
bencilpenicilina. Se ajusta el pH a 7.2 con HCL 1N y se afora a 1000 ml con agua bidestilada. La
solucion se esteriliza por filtracion al vacio a través de una membrana (Millipore) de poro de 22 pm.
Se almacena a 4°C, al momento de su utilizacién se complementa con 5% de suero fetal bovino.
= DMEM

DMEM (Laboratorios Microlab) 13.42 g

NaHCO; (Sigma-Aldrich, EUA) 3.70g

Los reactivos se disuelven en 800ml de agua bidestilada, y se suplementa con 1% de antibidtico
bencilpenicilina. Se ajusta el pH a 7.2 con HCL 1N y se afora a 1000 ml con agua bidestilada. La
solucion se esteriliza por filtracion al vacio a través de una membrana (Millipore) de poro de 22 um.

Se almacena a 4°C, al momento de su utilizacién se complementa con 5% de suero fetal bovino.

Desactivacion del suero
El suero fetal bovino (SFB) (Biowest, USA) es descongelado a temperatura ambiente, posteriormente
es puesto a bafio de agua a 56° C durante 30 min. Posteriormente se preparan alicuotas de 40 ml en

tubos cénicos de plastico estériles.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Cloruro de Sodio (Sigma-Aldrich, EUA) 80¢

Cloruro de Potasio (Sigma-Aldrich, EUA) 0.20g
Fosfato monoéacido de Sodio (Sigma-Aldrich, EUA) 2.16 g
Fosfato diacido de Potasio (Sigma-Aldrich, EUA) 0.20 g

Los constituyentes se diluyen en un volumen de 800 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2
utilizando HCI 1 N y se afora a 1000 ml. Se esteriliza usando filtro (Millipore) de poro de 0.22 mm y se

almacena a 4 °C.
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Solucion salina de verseno
EDTA (Sigma-Aldrich, EUA) 040¢g

NaCl (Sigma-Aldrich, EUA) 8.00 g
KCI (Sigma-Aldrich, EUA) 040g
Tris (Sigma-Aldrich, EUA) 3.04 ¢

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.7 con HCI 1N y se afora
a 1,000 ml de agua bidestilada. La solucién se esteriliza a una presién de 1.20 kg/cm2 durante 20

min. Se almacena a 4 °C.

Solucion de tripsina
La solucién es utilizada para desprender las células. Es preparada al 0.05% en verseno en

condiciones estériles.

Solucion de cristal violeta

Para preparar 500 ml de cristal violeta en una concentracion 0.1 % se requiere previamente preparar
una solucion amortiguadora de acido formico 200 mM pH: 6. Posteriormente se adiciona el cristal
violeta, se diluye muy bien y por ultimo se filtra usando papel Whatman num. 2. Se almacena a

temperatura ambiente.

Hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich, EUA) 3.96¢g
Acido férmico (Sigma-Aldrich, EUA) 4.28 ml
Cristal violeta (Sigma-Aldrich, EUA) 1049

La solucién de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucién amortiguadora de acido férmico 200
UM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g de NaOH y 4.28 ml de acido férmico aforados a 500 ml

con agua bidestilada. Una vez preparada la solucién debe ser filtrada.

Solucion de acido acético

A 10 ml de acido acético glacial (J. T. Baker, USA) se le agregan 90 ml de agua bidestilada.
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Glutaraldehido

Este se prepara tomando 0.157 ml de glutaraldehido (70 % v/v) y se agregan 99.843 ml de agua

bidestilada. Almacenara 4 °C .
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