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Resumen

El cancer es una enfermedad causada por el descontrol de los mecanismos que regulan la
proliferaciéon celular y que tiene como consecuencia una sobrevivencia inapropiada de células
danadas, que eventualmente conllevan a la formacién de un tumor (Wang et al, 2015). En particular,
el cancer cérvico-uterino (CaCU) es la tercera causa de muerte por cdncer en mujeres en México
(INEGI, 2017). Es por ello que la investigacidén bdsica se ha orientado hacia la busqueda de terapias
alternativas, las cuales se han enfocado principalmente al estudio de compuestos de origen vegetal.
Las saponinas esteroides como la diosgenina y sus derivados glicosilados han generado un gran
interés debido a sus diversas actividades bioldgicas entre las que destaca su actividad antitumoral. Sin
embargo, existen pocos estudios sobre la actividad bioldgica de las saponinas sobre lineas de CaCU.
En el presente trabajo se determiné el efecto antiproliferativo de la diosgenina y tres de sus derivados
(Diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11) en lineas de CaCU (CaSki, HelLa y ViBo). El efecto sobre la
proliferacion en células tumorales se determind por medio de la técnica de tincién con cristal violeta,
mientras que para las células no tumorales (linfocitos de sangre periférica de donantes sanos) la
proliferacion se determind por marcaje con carboxifluoresceina, evaluadas por citometria de flujo. La
muerte por necrosis fue determinada mediante la evaluacion de la actividad de la enzima
citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos tratados con los
fitoesteroides. Las caracteristicas morfoldgicas de la muerte apoptética se describieron mediante la
observacion en microscopios de campo claro, y sus cararacteristicas bioquimicas por microscopia de
fluorescencia, por la presencia de la proteina proapoptdtica caspasa-3 activa. Los resultados
obtenidos muestran que la diosgenina y sus derivados glicosilados tienen un efecto antiproliferativo
de manera dosis-dependiente en las células tumorales Hela, CaSki y ViBo a las 24 h de tratamiento
con valores de ICso que van de los 5.7 a 24.7 uM, mientras que, en células no tumorales, estas mismas
concentraciones afectaron en menor grado la proliferacién de las células linfociticas en un tiempo de
72 h (20%). Con respecto a la actividad necrética de la diosgenina y sus derivados glicosilados, los
fitoesteroides no indujeron necrosis en células tumorales ni en células linfociticas, sin embargo,
indujeron la muerte por apoptosis en células tumorales. Los fitoesteroides diosgenina y sus derivados
presentan actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en células tumorales sin afectar
significativamente a células no tumorales, sugiriendo que estos presentan una accidn selectiva por lo
gue estos compuestos podrian ser evaluados para su uso terapéutico.



Abstract

Cancer is a disease caused by uncontrolled cell proliferation and an inappropriate survival of damaged
cells, which eventually lead to tumor formation (Wang et al, 2015). In particular, cervical cancer
(CaCuU) is the third leading cause of cancer death in women in Mexico (INEGI, 2017). That is why basic
research has been directed towards the search for alternative therapies, which have focused mainly
on the study of compounds of plant origin. Steroid saponins such as Diosgenin and its glycosylated
derivatives have generated a strong interest due to its diverse biological activities, among which its
antitumor activity stands out. However, there are few studies on the biological activity of saponins on
CaCU lines. In the present study, the antiproliferative effect of Diosgenin and three of its derivatives
(Diosgenin-3-glu, MF-10 and MF-11) on CaCU lines (CaSki, HeLa and ViBo) were determined. The
effect on proliferation in tumor cells was determined by the violet crystal assay, whereas for non-
tumor cells (peripheral blood lymphocytes of healty donors) the efect on proliferation was
determined by carboxyfluorescein labeling, and assessed by flow cytometry. Necrosis death was
determined by assessing the activity of the cytoplasmic enzyme Lactate dehydrogenase (LDH) in the
supernatants of phytosteroid treated cultures. Apoptotic death was described by its morphological
characteristics through the observation in field and fluorescence microscopes and by its biochemical
characteristics, by the presence of the proapoptotic Caspase-3 protein. The results obtained establish
that Diosgenin and its glycosylated derivatives had a dose-dependent antiproliferative effect on Hela,
CaSki and ViBo tumor cells at 24 h of treatment with ICsq values ranging from 5.7 to 24.7 uM, while
that, in non-tumor cells, the same concentrations affected the lymphocyte cell proliferation to a
lesser extent in 20% at 72 h time. With respect to the necrotic activity of Diosgenin and its
glycosylated derivatives, phytosteroids did not induce necrosis in tumor cells or lymphocyte cells,
however, they induced death by apoptosis in tumor cells. Phytosteroids Diosgenin and its derivatives
have antiproliferative and apoptosis inducing activity in tumor cells without significantly affecting
non-tumor cells, suggesting that they have a selective action so that these compounds could be
evaluated for therapeutic use.
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Marco tedrico

El cancer es una enfermedad causada por el descontrol de la proliferacidon celular y una sobrevivencia
inapropiada de células dafiadas, que eventualmente conllevan a la formaciéon de un tumor (Wang et
al, 2015). Las células acumulan mutaciones que provocan una proliferacidon no regulada por evasion
de las seiales de muerte apoptética. Estas alteraciones, en conjunto, confieren a las células tumorales
no sélo ventajas proliferativas, sino también una mayor susceptibilidad a la acumulacién de
alteraciones genéticas adicionales que contribuyen a la progresidon del tumor y la adquisicién de un
fenotipo mas agresivo (Malumbres y Barbacid, 2009). Normalmente la muerte de las células no
tumorales puede desencadenarse por multiples causas: pérdida de su funcion, dafio mecanico,
infeccién por microorganismos o virus, accion de agentes quimicos toxicos o la falta de nutrientes. La
muerte celular, segun criterios clasicos se puede dividir en una muerte que transcurre por
mecanismos regulados como la apoptosis, o por mecanismos no programados como la necrosis
(Iracheta, 2007). Sin embargo, en las células tumorales la acumulaciéon de mutaciones genera que las
células ya no lleven a cabo los procesos de muerte programada, conduciendo a la aparicion del
cancer.

Necrosis

De acuerdo a Jordan (2003) la necrosis es un evento causado por eventos fisicos catastréficos
violentos espontaneos. No requiere de energia para llevarse a cabo. Se caracteriza por la lisis celular,
liberando el contenido intracelular al medio (Figura 1). Este tipo de muerte celular induce una
reaccion en cadena atrayendo a las células inflamatorias, generando mas necrosis en el tejido

El término necrosis fue utilizado para muerte celular accidental, muerte celular no programada de
células o tejidos, con un descontrol del contenido intracelular que resulta en inflamacién. La necrosis
es un término utilizado por patélogos para designar la suma de cambios que ocurren en la célula y
tejidos después de la muerte. Morfoldgicamente, la necrosis se caracteriza por la hinchazén celular,
incluyendo una dilatacion del reticulo endopldsmico, lisis celular y una subsecuente inflamacidn. Los
eventos centrales de la necrosis son bioenergéticamente bajos y la integridad de la membrana celular
se pierde rdpidamente. Los cambios bioquimicos durante la necrosis incluyen un incremento en las
especies reactivas de oxigeno mitocondriales, aumento de calcio mediado por canales, activacién de
proteasas no apoptéticas, hinchamiento de la mitocondria, agrupamiento perinuclear de organulos y
destruccién enzimatica de cofactores requeridos para la produccion de ATP, lisis celular e inflamacién
(Vazquez et al, 2011).

Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso en el que las células se autodestruyen sin
desencadenar reacciones de inflamacién ni dejar cicatrices en los tejidos (Figura 1). La apoptosis es
por tanto considerada como una muerte natural fisioldgica, resultando en un mecanismo de
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eliminacidon de células no deseadas, danadas o desconocidas y que desempefia un papel protector
frente a posibles enfermedades. Algunos de los procesos fisioldgicos y morfoldgicos de la apoptosis
son:

e Aumento brusco de la densidad intracelular y un incremento moderado, pero sostenido, de la
concentracion de calcio libre en el citoplasma.

e Cambios en la composicién de la membrana celular y alteraciéon en la conformacion de
elementos del citoesqueleto.

e Aumento y activacién de la sintesis de determinadas proteinas necesarias en las rutas
metabodlicas de los procesos de muerte celular.

e Condensacién y fragmentacién de la cromatina, por accion de endonucleasas enddgenas, en
fragmentos denominados oligonucleosomas (Jordan, 2003).

o La célula se fragmenta en varios cuerpos
Formaciondel 6t it phickocesh
“Bebbling” apoptéticos, que _se n aggcn ados sin
generar inflamacién
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Figura 1.- Principales caracteristicas morfoldgicas de una célula en procesos de apoptosis o necrosis (Tomado
de http://es.dreamstime.com/stock-de-ilustracin-apoptosis-y-necrosis-diferencia-image47670498).

La apoptosis es considerada un proceso dependiente de energia altamente regulado, caracterizado

por una morfologia y procesos bioquimicos especificas, en las que la activacion de Caspasas

desempeiia un papel central. Aunque muchas de las proteinas apoptéticas clave que se activan o

inactivan en las vias de apoptosis ya han sido identificadas, los mecanismos moleculares de accién o
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activaciéon de estas proteinas no se entienden completamente y aun son el foco de investigaciéon
(Elmore, 2007).

La muerte celular apoptdtica puede activarse a través de la via intrinseca o de la via extrinseca,
dependiendo del origen del estimulo de muerte. La via extrinseca es mediada por la activacién de
receptores, como la unidon de un ligando de muerte (FasL) a su receptor especifico (Fas) en la
superficie celular. Los ligandos de muerte son constitutivamente homotriméricos; la unién a sus
receptores conduce a la formacién de un complejo homotrimérico minimo ligando-receptor, que
seguidamente recluta factores citosdlicos, tales como FADD y Caspasa-8, formando el complejo DISC
(ver mas adelante). La formacion de DISC conduce a la activacion de caspasas iniciadoras tales como
Caspasa-8, la cual posteriormente rompe y activa a la caspasa efectora, Caspasa-3. La funcion de DISC
en la activacién de Caspasa-8 se piensa que es analoga a la activacién de Caspasa-9 por el
apoptosoma, aunque se desconocen los detalles del mecanismo molecular. Ambas vias pueden
entrecruzarse a través de la degradacidon de Bid mediada por Caspasa-8, el cual conduce entonces a la
activacion de la via mitocondrial. Otro grupo de receptores de muerte se ha caracterizado y muestran
diferentes ligandos conocidos como Apo2L, y los TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado con
TNF). Las células cancerigenas, pueden mostrar una sensibilidad relativa hacia la apoptosis mediada
por TRAIL. La formacién del complejo DISC y la degradacion de Bid es similar a la via Fas (Rojas et al.,
2009). En el cdncer ocurren mutaciones que conllevan a una transformacién e inmortalizacion de las
células, generando una proliferacién descontrolada. Pero el cdncer no sdlo se define por su alta tasa
de proliferacién no regulada, sino también por su capacidad metastasica.

La via intrinseca es desencadenada en respuesta a una amplia variedad de estimulos que son
generados dentro de la célula, tales como activacién de oncogenes o dafio del ADN. Esta via es
mediada por la mitocondria en respuesta a estimulos apoptéticos de diversas proteinas que son
liberadas del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma. Algunas de éstas
proteinas estan bien caracterizadas e incluyen: el citocromo ¢, SMAC/DIABLO, AIF (factor inductor de
apoptosis), EndoG (endonucleasa G) y Omi/HTRA2 (proteina A2 requerida para las altas
temperaturas). El citocromo C, se une y activa al factor activador de la proteasa apoptdtica 1 (Apaf-1)
en el citoplasma, lo que promueve que esta uUltima se una a ATP/dATP y forme el apoptosoma, que
media la activacion autocatalitica de la Caspasa-9, y ésta a su vez activa a la principal caspasa
efectora, la Caspasa-3 (Figura 2).
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Figura 2. Cascada bioquimica de la apoptosis (tomado de Cell Signaling).

Caspasa-3

La Caspasa-3 es una cistein-proteasa intracelular, que se activa como parte de la respuesta apoptdtica

a una lesiéon celular. Es una proteina de 277 aminoacidos, que se sintetiza como zimdgeno, ésta

cisteina-proteasa corta residuos de aspartato y esta involucrada en el proceso de apoptosis. Existen

tres grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras (-2,-8,-9,-10), efectoras (-3,-6,-7) e inflamatorias

(-1, -4, -5, -12, -13, -14). Las caspasas iniciadoras son activadas por autoprotedlisis cuando son

translocadas a compartimientos especificos o mediante adaptadores/activadores. Las caspasas
14



efectoras son activadas mediante el corte especifico mediado por las caspasas iniciadoras. Las
caspasas efectoras son las encargadas de los cortes finales de sustratos que provocan la morfologia
tipica de la apoptosis. Entre éstos se encuentran proteinas de sefial, de reparacion de ADN,
estructurales, factores de transcripcion (Elinos, 2001).

La procaspasa-3 es un zimdgeno de 32 kDa que se esciende en dos subunidades 17 kDa y 12 kDa. La
subunidad grande (p17) comprende del residuo 29 al residuo 175 con un peso molecular calculado en
16,615 Da y contiene el centro activo con cisteina dentro de un motivo conservado QACRG (Figura 3).
La subunidad p12, abarca del residuo 176 al residuo 277 con un peso molecular calculado en 11,896
Da. Los residuos 64, 122, 161, 168, 204-209, 213 y 214 forman una hendidura para la union del
sustrato. Los residuos 121 y 163 conforman el sitio activo, la nitrosilacion del residuo 163 (S-
nitricicteina) inhibe la actividad de la proteina (Pubmed).

La activacién de las caspasas involucra el procesamiento proteolitico, seguido por la asociacidn de las
subunidades grande y pequefia para formar un heterodimero. La estructura cristalina de dos de las
caspasas activas (Caspasa-1 y -3) muestra que, en ambos casos, dos heterodimeros se asocian para
formar un tetrdmero, con dos sitios cataliticos que parecen funcionar independientemente (Scott et
al, 2003).

Figura 3. Estructura terciaria de la Caspasa-3. En azul la subunidad p17 y en verde la subunidad p12
(Secuencia de la Caspasa-3 de Homo sapiens obtenida del Protein Data Bank y la estructura fue modelada en
PyMOL software).
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Cancer cervicouterino

En México en 2013, del total de defunciones de la poblacién de 20 afios y mas, 13.6% se debieron a
algun tumor y de éstas, 93.6% a los tumores malignos. Por sexo, del total de defunciones por cancer,
48.8% ocurren en varones y 51.2%, en mujeres. Entre las mujeres el cancer cervicouterino aparece
como tercer lugar de mortalidad por cancer en érganos genitales con 12.93 defunciones por cada 100
mil habitantes (INEGI, 2016).

El cancer de cuello uterino, vagina, vulva y drea anogenital, ademas de verrugas genitales estan
asociadas con el Virus del Papiloma Humano (VPH). Los Virus del papiloma humano 16 y 18 se asocian
con aproximadamente el 70% de los casos (Dorton et al, 2015).

Tratamiento del cancer cervicouterino

La histerectomia es una cirugia que se realiza para extirpar el Utero (tanto el cuerpo del utero como el
cuello uterino), pero no las estructuras proximas al Utero. Ni la vagina ni los ganglios linfaticos de la
pelvis se extirpan. Los ovarios y las trompas de Falopio usualmente se dejan en su lugar a menos que
haya otra razdn para extirparlos. Por otro lado, la histerectomia radical es una operacién en la que el
cirujano extirpa el Utero junto con los tejidos contiguos al Utero, asi como la parte superior de la
vagina adyacente al cuello uterino. Los ovarios y las trompas de Falopio no se extirpan a no ser que
haya otra razén médica para hacerlo. Esta cirugia usualmente se hace a través de una incisidn
abdominal. A menudo, también se extirpan algunos ganglios linfaticos pélvicos (American Cancer
Society, 2017).

Como parte del tratamiento principal para algunas etapas del CaCU, se prefiere la radiacién y la
quimioterapia administradas en conjunto (quimiorradiacion concurrente), ademas de la cirugia
(Parcial, radical). La quimioterapia ayuda a que la radiacidon sea mas eficaz, sensibilizando a las células
tumorales. Las opciones de quimiorradiacion concurrente incluyen: Cisplatino, Carboplatino,
Paclitaxel (Taxol), Topotecdn y Gemcitabina (Gemzar). A menudo se utilizan combinaciones de estos
medicamentos. También se pueden usar algunos otros medicamentos, tales como Docetaxel
(Taxotere), Ifosfamida (Ifex), y 5-fluorouracilo (5-FU), Irinotecan (Camptosar, CPT-11) y Mitomicina

El cisplatino, se administra semanalmente durante la radiacién. Este medicamento se administra via
intravenosa. Como monoterapia la dosis sugerida es de 60 - 100 mg/m2 cada 3 a 4 semanas. Cuando
se usa en combinacién con otros antineopldsicos en cancer de testiculo y ovario la dosis recomendada
es de 20 mg/m2/dia durante 5 dias cada 3 semanas. La union de complejos de cisplatino
(cisdiaminodicloroplatino) al ADN induce ruptura y estiramiento de la doble hélice. Tiene propiedades
similares a las de los agentes alquilantes bifuncionales. Experimentalmente se han observado
propiedades inmunosupresoras que involucran a los linfocitos T y B. El 5-fluorouracilo se administra
de 300 — 750 mg/kg durante 5 dias pudiendo repetirse en ciclos mensuales siempre y cuando no se
observen efectos toxicos. Las dosis deben ser ajustadas a las respuestas obtenidas. El 5-fluorouracilo
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es una pirimidina fluorinada. Su mecanismo de accién estd dado principalmente por la inhibicién
competitiva de la timidilato-sintetasa, enzima que cataliza la metilacion del acido deoxiuridilico a
acido timidilico. Consecuentemente la deficiencia de timidina produce inhibicidon de la sintesis del
ADN y la muerte celular (Zanetta et al. 1998).

Los medicamentos utilizados en la quimioterapia destruyen las células cancerosas, pero también
dafian algunas células normales, lo que puede resultar en ciertos efectos secundarios. Los efectos
secundarios dependen del tipo y dosis de los medicamentos administrados, asi como del periodo
durante el cual se administran. Algunos efectos secundarios comunes de la quimioterapia pueden
incluir: nduseas y vomitos, pérdida del apetito, caida del cabello, ulceras en la boca, cansancio (fatiga).
Como la quimioterapia también puede danar las células de la médula dsea, los recuentos de células
sanguineas pueden bajar. Esto puede producir un aumento en la probabilidad de infecciones (debido
a la escasez de glébulos blancos). Pérdida de sangre o hematomas después de cortaduras o lesiones
menores (debido a la escasez de plaquetas) (American Cancer Society, 2017).

Debido a los fuerte efectos secundarios se han descrito un sin nimero de compuestos con actividad
antitumoral, sin embargo, la mayoria presenta actividad citotdxica, baja selectividad y los reportes
carecen de controles con células no tumorales. Dichos compuestos son en su mayoria extraidos de
plantas y modificados para evaluar su actividad antiproliferativa en distintos tipos de cancer
(Firempong et al. 2016)

En los ultimos afos ha crecido el interés en la quimica de los glicoconjugados, que resultan del enlace
covalente de un azucar llamado glicano con una proteina (glicoproteina) o un lipido (glicolipido). Las
glicoproteinas de superficie celular, los glicolipidos, y otros proteoglicanos complejos de importancia
inmunoldgica estan implicados en una serie de procesos bioldgicos. Las partes oligosacaridas de los
glicolipidos, glicoproteinas y lipopolisacaridos bacterianos han recibido mucha atencién y han
adquirido una importancia tan grande como la de las proteinas y los acidos nucleicos.

En los seres vivos, los glucidos cumplen funciones muy variadas tales como fuente y reserva de
energia, estructura (celulosa, quitina, mucopolisacaridos) y reconocimiento, por mencionar algunas.
La presencia de complejos de glucidos con proteinas o lipidos en las membranas celulares confieren a
éstas, propiedades que se manifiestan como fendmenos de reconocimiento celular. Los tipos de
sangre del grupo ABO, se diferencian entre si por la presencia de glicidos diferentes en la superficie
de los gldbulos rojos. En la relacion hospedero-parasito la especificidad, estd determinada por
receptores en la superficie de las células del hospedero que son complementarios con moléculas en la
superficie de los parasitos, por ejemplo, el virus que infecta a la planta de tabaco, no infecta a los
humanos. Aun en el caso de animales de la misma especie, se presenta especificidad de los parasitos
por algunos sujetos con alguna caracteristica, como sucede con la bacteria Helicobacter pylori que
infecta en mayor proporcién a las personas con tipo de sangre O. En el caso de patdégenos muy
resistentes a antibidticos, para tratar de eliminarlos de las personas que infectan, se les ha inyectado
algunos glucidos especificos de los receptores donde se unen los patdgenos, de esta manera estos

17



receptores quedan bloqueados y los patdgenos ya no se pueden unir y por tanto ya no infectan al
hospedero (Karp et al., 2014).

En los aminoazucares, uno de los grupos OH es sustituido por un NH2. Como el grupo amino es mas
basico, en solucién adquiere carga positiva y se hidrata, por ello encontramos aminoazucares en los
mucopolisacaridos. Aunque la sustitucion se puede efectuar en cualquier dtomo, lo mds comun es
que sea en el carbono 2 de ahi que el nombre de aminoazlcares se reserve para los compuestos que
tienen el amino en 2, cuando la sustitucion es en cualquier otra posicidn, se debe indicar el nimero.
Los aminoazlcares mas abundantes son la glucosamina y la galactosamina. Son glucidos de suma
importancia bioldgica, esta importancia deriva principalmente de la aparicion natural de los
numerosos glicdsidos de N-acetilglucosamina que estan ampliamente distribuidos en organismos
vivos donde constituyen bloques de construccidon de glicoconjugados tales como peptidoglicanos,
mucopolisacdridos (acidos hialurdnicos, sulfatos de queratano y regiones centrales internas y
externas de glicoproteinas). También se encuentran en la leche humana, en sustancias de grupos
sanguineos, en antigenos lipopolisacaridos bacterianos donde forman parte de los epitopos, y en
plantas (Banoub et al., 1992).

La glicosilaciéon tipo O-GlcNAcilacion (O-GIcNAc), se describe como un proceso mas similar a la
fosforilacién que se lleva a cabo después de la traduccién, que a otras glicosilaciones. En la O-
GlcNAcilacién se une N-acetilglucosamina a los grupos hidroxilo de Serina y/o Treonina de las
proteinas diana (Butkinaree et al., 2010). Es una modificacidon dindmica postraduccional mas analoga
a la fosforilaciéon que a la O-glicosilaciéon. Un gran nimero de proteinas nucleares y citosélicas son
modificados por O-GIcNAc. Las proteinas modificadas por O-GIcNAc incluyen factores de
transcripcién, componentes de sefializacién y enzimas metabdlicas. Mientras que la modificacion se
conoce desde hace casi 20 anos, las funciones para la modificacion monosacdrido apenas estan
surgiendo (Wells y Hart, 2003). La O-GIcNAc fue descubierta en la década de 1980 en estudios de
membranas plasmaticas de linfocitos. Originalmente, se pensaba que la O-GlcNAcilacién era una
modificacion de la superficie celular similar a otras modificaciones, sin embargo, se le ha visto
implicada en muchas funciones intracelulares.

Proteinas O-GlcNAciladas pueden encontrarse en casi todos los compartimentos intracelulares.
Aproximadamente una cuarta parte de las proteinas O-GIcNAciladas identificadas estan involucradas
en la transcripcidon o traduccién como es el caso de la ARN polimerasa Il y factores basales o
especificos de la transcripcidon. La O-GIcNAcilacion es abundante en proteinas implicadas en las
respuestas al estrés y el metabolismo energético. Muchas proteinas implicadas en la regulacion del
citoesqueleto son O-GlcNAciladas, particularmente las implicadas en la reduccién de la actina y las
que regulan el ensamblaje de microtubulos. Incluso la tubulina en si es O-GlcNAcilada (Hart et al.
2007). Proteinas de filamentos intermedios tales como citoqueratinas y neurofilamentos son
ampliamente modificadas por O-GlcNAciladas. Muchos de los sitios conocidos de O-GIcNAcilacion
tienen secuencias 'PEST' (Pro-Glu-Ser-Thr), una secuencia que esta asociada con la degradacion rapida
lo que sugiere que O-GlcNAcilacidon en estos sitios podria retardar o prevenir la degradacion (Hart et
al. 2007). La glucosamina es un aminoazucar que ha generado un fuerte interés debido a que se ha
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descrito que se encuentra involucrada en diversos procesos dentro de la célula, en funciones de
regulacién sobre muchas moléculas de una amplia gama de vias de sefializacién. Por otro lado, las
plantas medicinales se han utilizado para el tratamiento de enfermedades humanas debido a que
producen una gran variedad de metabolitos secundarios tales como alcaloides, flavonoides,
triterpenoides y glucdsidos esteroideos. Los Saponinas esteroides son importantes en las plantas
medicinales y se les han atribuido una amplia gama de actividades biolédgicas, como anticancerigenos,
anti-inflamatorio, inhibidores de la agregacion de plaquetas, antihipertensivo, antifingico y antiviral
(Firempong et al. 2016).

Saponinas

Las saponinas son glucdsidos de alto peso molecular, estdn constituidas por una fraccién de azicar
unida a una aglicona. La definicidn 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 tdxicas para los peces. Sin embargo, debido a las
numerosas excepciones, las saponinas son ahora mejor definidas en base a su estructura molecular,
llamandolas glucdsidos triterpenoides o esteroidales. La porcién aglicona (sin sacaridos) de la
saponina es llamada genina o sapogenina (Hostettmann y Marston, 2005).

Las saponinas se producen en al menos 400 especies de plantas pertenecientes a 60 familias
diferentes, alrededor de 28 se utilizan como alimento, como la soya, los garbanzos, los cacahuates, la
espinaca y berenjena. Las saponinas esteroidales son poco frecuentes en animales. En el reino animal
estdn presentes en estrellas y pepinos de mar, sélo se encuentra rara vez en los corales y esponjas
(Williams y Gong, 2007). Basandose en las estructuras de los esqueletos de aglicona, las saponinas
pueden usualmente dividirse en dos grupos principales, saponinas esteroidales y saponinas
triterpénicas. Las saponinas esteroidales comprenden cuatro tipos representativos de esqueletos que
son Espirostano (hexaciclico), Furostano (pentaciclico) y Colestano (tetraciclicas) (Figura 4).

Espirostanicas Furostanicas Colestanicas

Figura 4. Estructura de los esqueletos de las saponinas. Espirostanicas (Seis anillos), Forostanicas (Cinco
anillos) y Colestanicas (Cuatro anillos).
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Por otro lado, el niumero de cadenas de sacaridos unidas al nucleo de la aglicona puede variar desde
una, dos y tres, dando lugar a otra nomenclatura, donde se clasifican como monodesmosidicas,
bidesmosidicas y tridesmosidicas, respectivamente. Los residuos de azlcar mas comunes unidas son
D-Glucosa (D-Glc), L-Ramnosa (L-Rha), D-acido glucurénico (D-GlIcA), D-Xylosa (D-Xyl), L-Arabinosa (L-
Ara, en formas piranosa y furanosa), y D-Galactosa (D-Gal), mientras que los residuos de azucar
relativamente raros incluyen N-acetil-D-glucosamina (D-GIcNAc), D-Fucosa (D-Fuc), D-Quinovosa (D-
Qui), D-Digitoxosa (D-Dig) y D-Apiosa (D-Api) (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de carbohidratos comunmente encontrados en saponinas.

Hasta la fecha, se han reportado una amplia gama de estructuras quimicas y actividades bioldgicas de
saponinas; sin embargo, las relaciones estructura-actividad y los mecanismos de accién de éstas son
aun poco conocidas. Las plantas ricas en saponinas, como Panax ginseng o Glycyrrhiza glabra, se han
utilizado con fines medicinales desde la antigliedad (Fiore et al., 2005) y hasta la fecha siguen
desempeiiando un papel importante no sélo en la medicina, sino también en la industria alimentaria y
cosmética, donde se utilizan como emulsionantes o edulcorantes (Giigli-Ustiindag y Mazza, 2007).

La sintesis industrial de las hormonas esteroides comenzd a partir de compuestos de origen animal
como el colesterol y acidos biliares hasta que, a mediados de la década de 1940, Russell Marker
desarrolld6 un proceso para la sintesis de progesterona, estrona y testosterona a partir de la
diosgenina, un compuesto aislado especialmente de la raiz de la familia Dioscoredceas (Lehmann et
al., 1973).

Las saponinas suelen atraer la atencion de los investigadores a causa de sus actividades
farmacoldgicas. Muchos informes han descrito la estructura quimica de saponinas y sus bio-
actividades como analgésica, antiinflamatoria, anticancerigena, antioxidante y estimulante del
sistema inmune (Kiasalari et al., 2017; Kohara et al., 2005).

Las saponinas esteroidales, parecen ser candidatos prometedores en el tratamiento contra el cancer
ya que se les atribuyen actividades bioldgicas importantes como su actividad antiproliferativa,
antiinflamatoria y antitumoral. Muchas plantas sintetizan metabolitos secundarios antimicrobianos
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como parte de su programa normal de crecimiento y desarrollo, a menudo la acumulacion de ellos en
los tejidos puede proteger contra el atague microbiano. Estos incluyen saponinas, productos
naturales que son explotados por el hombre para una variedad de propésitos, incluyendo el uso como
farmacos (Hostettmann & Marston, 1995). Las saponinas son un grupo de compuestos
estructuralmente relacionados, ampliamente distribuidos en animales, plantas y hongos. La quimica
medicinal de las saponinas esteroides ha generado una gran variedad de estructuras y actividades
bioldgicas. Este grupo de productos naturales ha sido ampliamente estudiado en el desarrollo de
nuevos farmacos para el tratamiento de infecciones, diabetes y cancer, entre otros (Fernandez et al,
2012). Estas incrementan la permeabilidad de las membranas celulares; tienen propiedades
hemoliticas, son téxicas si se inyectan, sin embargo, por via oral son practicamente inactivas (Anaya,
2003). Una saponina que ha sido ampliamaente estudiada es la diosgenina, se ha utilizado como
material de partida para la obtencidon de diversos compuestos esteroidales. Diosgenina ha ganado
importancia en la industria farmacéutica como el principal precursor en la fabricacién de esteroides
sintéticos (Anil y Durga, 1981) y recientemente, se encontré que la diosgenina posee actividad
antiproliferativa en varias lineas celulares; como Hela (Huo et al, 2004), HEL y K562 (eritroleucemia)
(Bertrand et al, 2008); osteosarcoma 1547 (Trouillas et al, 2004), HepG2, C3A y HUH-7 (carcinoma
hepatocelular) (Li et al, 2010), MCF-7 (cdncer de mama) (Li et al/, 2005). Se determind también que en
ciertos casos es inductora de apoptosis y que actia como agente quimiopreventivo (Raju et al, 2009).

Aunque la aglicona desempefia el papel principal en la actividad biolégica, es bien sabido que los
residuos de azlcares tienen un papel muy importante en la actividad de los glucésidos esteroideos,
por ejemplo, aumentando la solubilidad en medios fisioldgicos y ayudando con la permeabilidad
celular y la vida util, asi como en la direccidon de la molécula al sitio activo. Tras diversas pruebas
bioldgicas, se concluyé que ambos, aglicona y residuos de azlcar son esenciales para la actividad
(Tschamber et al, 2007). En general se ha encontrado que la actividad de un esteroide se mejora
considerablemente si se encuentra glicosilado (Fernandez et al., 2009). No obstante, la mayoria de las
saponinas estroideas han sido evaluadas como sapogeninas (sin la parte glicosidica), dejando de lado
las propiedades bioldgicas que el azucar pueda contribuir a la funcién de la saponina. Ademas, en el
caso de la actividad antitumoral, generalmente la parte glicosidica esta relacionada con la actividad
antiproliferativa, sin evaluar su papel en la actividad citotéxica o actividad inductora de muerte celular
programada. Al respecto se desconoce si nuevas saponinas o sapogeninas presentan actividad
antitumoral, también se desconoce el tipo de azlicar y la posicion de ésta en la aglicona que le
permita a la molécula incrementar o disminuir su actividad bioldgica, especificamente su actividad
antiproliferativa y apoptodtica, por ello, en el presente trabajo se evalud el efecto antiproliferativo,
necrotico y apoptdético de derivados glicosilados de diosgenina en lineas celulares de cancer
cervicouterino, con el objetivo de establecer su potencial antitumoral in vitro asi como analizar la
relacion estructura-actividad entre los azlcares y el esteroide, tomando como modelo a la diosgenina
y sus glicdsidos Diogenina-3-glu, 2-deoxi-2-acetamido-beta-D-glucopiranosido de diosgenilo (MF-10) y
clorhidrato de 2-deoxi-2-amino-B-D-glucopiranosido de diosgenilo (MF-11) (Figura 6).
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Figura 6. Estructura de las moléculas diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11 (Cortesia del Laboratorio
de Sintesis y Modificacidon de Productos Naturales, de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla).
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Justificacion

El cancer cervicouterino (CaCU) es la segunda causa de muerte por neoplasias en mujeres mayores de
20 afios a nivel nacional precedido por el cancer de mama (INEGI, 2016). Los medicamentos utilizados
en quimioterapia afectan a las células cancerigenas, pero también dafian a células no tumorales, lo
que genera efectos secundarios. Los efectos secundarios dependen del tipo y dosis de los
medicamentos administrados, asi como del tiempo durante el cual se administran (American Cancer
Society). Se han descrito diversos compuestos con actividad antitumoral, sin embargo, la mayoria
presenta actividad necrdtica, baja selectividad y los reportes carecen de controles con células no
tumorales. Dichos compuestos son en su mayoria extraidos de plantas y modificados para evaluar su
actividad antiproliferativa en distintos tipos de cancer. Ademas, se tienen pocos estudios sobre la
actividad bioldgica de éstos compuestos sobre el CaCU, por lo que es necesario generar informacion
acerca de la actividad de las saponinas esteroides como un posible agente terapéutico contra el

cancer.

23



Planteamiento del problema

Los farmacos utilizados actualmente en el tratamiento contra el cdncer resultan ser ineficientes en
estados avanzados de la enfermedad, poco selectivos, citotdxicos y con efectos secundarios graves,
los cuales estan directamente relacionados con su actividad citotdxica. Por ello, es necesario buscar o
sintetizar nuevos compuestos con actividad antiproliferativa, selectivos y de nula o baja citotoxicidad
en células no tumorales. Al respecto, se ha explorado la actividad de compuestos de origen vegetal
para su uso como agentes terapéuticos, dentro de los cuales las saponinas esteroideas han generado
un gran interés debido a su diversa actividad bioldgica, entre las que se destaca su actividad
antitumoral.
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Hipotesis
En la actividad bioldgica de las saponinas se ha descrito que la estructura esteroidal asi como sus
glucésidos son de gran importancia, sugiriendo que una modificacién puntual en cualquiera de ambas
estructuras modificara la actividad bioldgica de éstas. Con base a ello, se genera la posibilidad de que
los derivados de la diosgenina (Diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11) afecten la actividad
antiproliferativa, necrdtica y apoptdtica de la diosgenina de una manera positiva o negativa en

cultivos de células de cancer cervicouterino.
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Objetivo general

Evaluar el efecto antiproliferativo, necrético (citotoxico) y apoptético de la diosgenina y sus derivados
glicosilados: Diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11, en cultivos de las lineas celulares Hela, CaSki y ViBo,
provenientes de cancer cervicouterino, asi como en cultivos de células no tumorales.

Objetivos particulares

e Establecer cultivos de las lineas celulares Hela, CaSki y ViBo, provenientes de CaCU.

e Determinar si la diosgenina y sus derivados diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11, presentan
actividad antiproliferativa en las lineas tumorales, expresada como la concentracién requerida
del compuesto para inducir el decremento del 50% de la densidad celular (ICsg).

e Evaluar el efecto citotéxico (necrético) de los compuestos sobre lineas celulares tumorales, asi
como en células no tumorales (linfocitos humanos).

e Determinar si la diosgenina y sus derivados glicosilados, inducen en las células tumorales las
caracteristicas morfoldgicas apoptdticas (contraccion celular, condensacién de la cromatina,
cuerpos apoptoéticos, fragmentacion nuclear) asi como, la presencia de la Caspasa-3 activa.

e Evaluar si las ICso obtenidas para las células tumorales afectan el potencial proliferativo de
células no tumorales (linfocitos humanos).
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Material y método

Cultivo de células tumorales

Las células CaSki, HelLa y ViBo provenientes de CaCU, fueron sembradas en cajas de Petri, con 10 ml
de medio RPMI-1640 (Gibco BRL, EUA) suplementado con L-glutamina y rojo de fenol, con 5 % de
Suero Fetal Bovino (SFB). Los cultivos se mantuvieron en incubadora a 37°C con 5% de CO, y una
atmosfera hiumeda a saturacion (Nuaire, USA). Para realizar los ensayos, los cultivos se desarrollaron
hasta un 60-70% de saturacién de la densidad celular.

Preparacion de los compuestos

Los compuestos fueron extraidos, sintetizados y proporcionados en sélido por el Laboratorio de
Sintesis y Modificacion de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla. Para su uso se disolviéd 1 mg de cada uno de los compuestos en 100
pl DMSO (MF-10 y MF-11) o una mezcla de Etanol-DMSO 3:1 (Diosgenina y diosgenina-3-glu). No se
observaron cristales en de las soluciones de los compuestos al ser mezclados con el medio de cultivoy
ser observados al microscopio con un objetivo de 20X y un ocular de 10X (200 aumentos). A partir de
los stocks se toméd la cantidad necesaria de compuesto para realizar las curvas dosis-respuesta y
posteriormente preparar las concentraciones de ICsg.

Cuantificacion del nimero celular por tincidn con cristal violeta

Se realizaron cultivos de las lineas de CaCU CaSki, Hela y ViBo en placas de plastico de 96 pozos de
fondo plano (7,500 células/pozo), con medio de cultivo RPMI 1640 al 5% SFB por 24 h, transcurridas
24 h de adhesidn, se trataron los cultivos retirando el medio y colocando medio con las condiciones
qgue a continuacién se describen: Control testigo, sélo se les cambid el medio de cultivo por medio
fresco; Control del vehiculo, células tratadas con la maxima cantidad de volumen del disolvente para
el compuesto; Tratamientos, una curva con distintas concentraciones de los compuestos diosgenina,
diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11. En todos los casos el volumen final de cada pozo fue de 100 pl.
Transcurridas las 24 h de tratamiento, se evalué el numero celular utilizando la técnica de
incorporacion de cristal violeta, se retira el medio de cultivo y se fijan las células con glutaraldehido al
1.1% durante 15 min. Cumplido el tiempo se retird el fijador y se enjuagd con agua desionizada
dejando secar al aire, en seguida se adiciond el colorante cristal violeta al 0.1% en una solucién
amortiguadora de acido férmico, se incubd por 15 min mas, se lavo el exceso de colorante
exhaustivamente y se dejoé secar al aire para después adicionar acido acético al 10% por 15 min.
Posteriormente se determind la absorbancia de la solucion de acido acético a 590 nm por
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espectrofotometria en un lector de placas (Chromate Manager) (Kueng et al., 1989). Los datos
obtenidos se analizaron en hoja de calculo de Excel calculando una ICsg.

Efecto en la morfologia celular

Para determinar el efecto de los compuestos en la morfologia de las células, éstas fueron cultivadas
sobre cubreobjetos (22 mm?) en cajas de 24 pozos (45,000 células/pozo), en un volumen de 1 ml de
RPMI 1640 con 5 % de SFB. Transcurridas las 24 h de adhesion las células fueron tratadas con los
compuestos a las concentraciones de ICso correspondientes durante 24 h. Las células se fijaron con
paraformaldehido al 2% durante 20 min, al término del tiempo fueron lavadas cuidadosamente 3
veces con PBS (pH 7.3), 3 min cada lavado en agitacion suave. Se recuperaron las células y se pasaron
a una placa limpia para realizar la reaccién. Las células fueron permeabilizadas con una solucién de
Tritéon X-100 al 0.5 % en PBS durante 5 min a 4 °C, posteriormente se lavd nuevamente 3 veces con
PBS, 3 min cada lavado en agitacién suave. Se incubd con DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindol Cl,)
durante 30 segundos a temperatura ambiente e inmediatamente se lavé 3 veces con PBS, 3 min cada
lavado en agitacién suave, finalmente, se montaron las muestras utilizando un medio de montaje para
fluorescencia (Vectashield), las muestras fueron selladas con resina a base de nitrocelulosa. Las
preparaciones se observaron en campo claro con iluminacién de contraste de fases y por microscopia
de epifluorescencia.

Actividad de LDH en sobrenadantes de cultivos celulares

El efecto necrético se determind mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima Lactato
Deshidrogenasa (LDH) utilizando el kit CytoTox 96 (Promega Corporation, USA) de acuerdo a las
especificaciones del fabricante: Cumplidas las 24 h de tratamiento, se recuperd el sobrenadante y se
centrifugdé a 2,000 rpm/5 min, se colocaron 40 ul del sobrenadante centrifugado con 40ul de la
mezcla de reaccién del kit y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente en condiciones de
oscuridad. La LDH oxida el lactato a piruvato, los protones movilizados reaccionan con la sal de
tetrazolio 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio (INT) reduciéndola a formazan. El aumento
en la cantidad de formazan producida en el sobrenadante del cultivo se correlaciona directamente
con el aumento en el numero de células lisadas. El colorante formazan es soluble en agua y puede ser
detectado por espectrofotometria a 490 nm de absorbancia.
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Inmunodeteccion de Caspasa-3 activa

Las células fueron cultivadas en cajas de 24 pozos (45,000 células/pozo), en un volumen de 1 ml de
RPMI-1640 al 5% de SFB. Los cultivos fueron tratados con las concentraciones de ICsg
correspondientes de cada compuesto. Transcurrido el tiempo de tratamiento (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21
0 24 h), se recuperaron tanto células adheridas como células en suspension y se fijaron con Metanol
al 50 % en PBS durante 60 min a 4 °C, al término del tiempo fueron lavadas 2 veces cuidadosamente
por centrifugacion (1800 rpm), y se re-suspendieron en 500 pl de PBS (pH 7.3). Inmediatamente se
colocé el anticuerpo primario, anti-Caspasa-3 activa (1:1000 en PBS) y se incubd toda la noche a 4 °C.
Al dia siguiente las células fueron lavadas 2 veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC (1:1000 en PBS) durante 2 h protegidas de la luz; transcurrido este tiempo las células
se lavaron 2 veces mas con PBS y se evaluaron en un citémetro de flujo (FACS Aria Ill).

Obtencion de linfocitos humanos

Los cultivos primarios de linfocitos de sangre periférica de donadores sanos se realizaron a partir de
15 ml de sangre obtenida con una jeringa heparinizada (Heparina 5000 Ul/mL, PiSA, México). En un
tubo de fondo cénico de vidrio, se depositaron 5 ml de Ficoll-Hypaque (densidad de 1.077, +/- 0.001,
Sigma, E.U.). Inmediatamente se agregd lentamente por la pared del tubo la sangre, de tal forma que
la proporcidn ficoll-sangre fue de 1:1. Se centrifugd el tubo a 750 rpm durante 5 min. Al término del
tiempo se aumentd la velocidad a 1500 rpm durante 25 min mas. De esta manera, las células
mononucleares se separaron al centrifugarlas por gradiente de densidad. Se colectd el anillo de
linfocitos con una pipeta de 5 ml (evitando extraer la fase Ficoll) se deposité en un tubo cdnico de
vidrio y se lavé con 10 ml de RPMI-1640. Se centrifugd a 1500 rpm/5 min, se retird el liquido por
decantacion y se volvié a lavar con RPMI-1640 y centrifugé a 1500 rpm/5 min. El botdn celular se
resuspendid con RPMI-1640 20% (v/v) de suero fetal de bovino (SFB), se vertié a una caja Petri y las
células se incubaron a 37 °C con 5% de CO, y humedad a punto de rocio por 1 h (con esto se adhieren
al fondo de la caja los monocitos, permaneciendo en suspension los linfocitos). Al término de este
tiempo se colectdé el medio, el cual contenia los linfocitos que se ocuparon para los ensayos
bioldgicos.

Determinacidon de la proliferacion de linfocitos humanos con carboxifluoresceina
(CSFE)

Para realizar este ensayo se utilizaron los linfocitos extraidos como se menciond anteriormente. Se
contaron las células y se llevaron a una concentracién de 1x10° células por ml. Se tifieron con
carboxifluoresceina (CSFE) (Sigma-Aldrich, USA) a una concentracion de 12 uM, incubando por 15 min
a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Posteriormente se lavaron dos veces con PBS 5% SFB,
centrifugando a 1,500 rpm y finalmente se resuspendieron en medio de cultivo RPMI-1640 20% SFB.
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Para activar a los linfocitos se les adicionaron 25 ul de una solucidon de fitohemaglutinina (Micro Lab S.
A., Méx) 1:10 en PBS. A continuacion, los linfocitos se transfirieron al medio con tratamiento, 1x10°
células por ml. Las condiciones establecidas fueron: Sin fitohemaglutinina (Sin activar), Con
fitohemaglutinina (Activados), Vehiculos (DMSO o etanol/DMSO 3:1), sélo se agregd el volumen de
disolvente utilizado para disolver la ICsp de los compuestos, diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-

11.

Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 200,000 células por pozo en
200 ul de RPMI-1640 10% SFB 37 °C con 5% de CO, y humedad a punto de rocio por 72 h. Al término
de este tiempo se cosecharon las células y se centrifugaron a 1,500 rpm durante 5 min, se
resuspendid el botdn celular en 1 ml de verseno a 4 °C por 5 min, se retird el verseno y se re-
suspendieron las células en 1 ml de paraformaldehido 1% en PBS para ser evaluadas por citometria de
flujo (FACSAria Il), los datos fueron procesados en el programa FACDiva versién 6.1.2.

Analisis estadistico

La media y la desviacion estandar, se calcularon utilizando Excel (Microsoft Office, version 2013). El
analisis de las diferencias estadisticas se llevd a cabo mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con
una significancia de 0.05% seguido de una prueba de Tukey, en el programa SPSS 14.0 para Windows.

30



Resultados

Actividad antiproliferativa de los compuestos en células tumorales de CaCU

Con el propésito de conocer el efecto antiproliferativo de los compuestos diosgenina, diosgenina-3-
glu, MF-10 y MF-11 en las células tumorales, cultivos de células CaSki, HelLa y ViBo fueron tratados
con diferentes concentraciones de cada uno de los compuestos durante 24 h y la concentracion
requerida del compuesto para inducir un decremento del 50% en la densidad celular (ICso) fue
calculada. El nimero celular fue evaluado por medio de la técnica de tincidn con cristal violeta (Figura
7, tabla 1).

Los resultados obtenidos, muestran que los compuestos afectan el potencial proliferativo de las lineas
tumorales CaSki, HelLa y ViBo de manera dependiente de la concentracién, observando que a medida
que aumenta la concentracion de los compuestos se puede observar que hay una disminucién del
nimero celular. Se linealizaron los datos de estas curvas dosis-respuesta en el programa Excel
(Microsoft Office, version 2013) y se calculd la ICso para cada uno de los compuestos, en las tres lineas
celulares de cancer cervicouterino (Tabla 1).

Diosgenina pM Diosgenina-3-glu pM MF-10 pM

(ug/ml) (ng/ml) (ng/ml)

5.7 (13.6) 12.4 (20.92) 30.6 (47.63) 18.1 (27.0)
Hela 6.3 (15.19) 16.7 (28.18) 30.7 (47.82) 24.6 (36.6)
ViBo 7.9 (19.06) 8.4 (14.19) - 24.7 (36.7)

Tabla 1. IC;, calculadas para cada uno de los compuestos diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11. Las IC;, se
muestran en concentracion UM y entre paréntesis en pug/ml. No se reporta la IC5, del compuesto MF-10 en la linea
celular ViBo, ya que se formaron precipitados en el medio de cultivo a concentraciones mayores a 50 pg/ml, por lo que
no se pudo determinar la ICs,. Valores de IC5o uM y ug/ml: + 0.1.

Cabe mencionar que el compuesto MF-10 a concentraciones mayores a los 50 pug/ml tiende a formar
agregados, impidiendo la biodisponibilidad de éste para las células. Para el caso de la linea celular
ViBo no se pudo corroborar la ICsg calculada, ya que al colocar la concentracién necesaria el
compuesto tiende a precipitarse, a concentraciones menores a los 50 pg/ml, las células no presentan
efecto alguno.
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Figura 7. Actividad antiproliferativa de los compuestos diosgenina, diogenina-3-glu, MF-10 y MF-11 sobre cultivos de
lineas celulares de CaCU. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células por pozo), con 24 h de
adherencia y tratadas por 24 h a distintas concentraciones del compuesto. El nimero celular se determiné por medio de
la técnica de cristal violeta. El ensayo es representativo de 3 experimentos independientes con seis repeticiones por

condicion.
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Actividad necrotica de la diosgenina y sus derivados glicosilados en células
tumorales de CaCU

Una vez que detectamos que los compuestos presentan actividad antiproliferativa en células
tumorales de CaCU, el siguiente paso fue dilucidar la causa de la disminucién del nimero celular. Es
conocido que cualquier compuesto puede ser téxico, induciendo a las células a una muerte necrética.
Con la intencién de establecer si la diosgenina y sus derivados glicosilados inducen a las células
tumorales de CaCU a una muerte necrética, cultivos de células CaSki, Hela y ViBo fueron estimulados
con sus respectivas I1Cso por 24 h y la actividad de la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa
(LDH) fue determinada en los sobrenadantes de los medios de cultivos mediante el kit Cyto Tox 96
(PROMEGA, USA) (ver material y métodos) (Figura 8).
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Figura 8.- Efecto citotdxico de los compuestos diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11, sobre cultivos de
lineas celulares de CaCU. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pozos (7,500 células por pozo), con 24
h de adherencia y tratadas por 24 h con las concentraciones de las ICso calculadas. Se recuperd el

sobrenadante y se cuantificé la actividad de la enzima LDH. ANOVA p< 0.05% seguido de una prueba de
Tukey.

Los resultados de la figura 8 muestran que en los sobrenadantes de los cultivos de células tumorales
tratadas con los compuestos diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11, presentan una baja o nula
actividad de la enzima LDH, lo cual sugiere que dichos compuestos son de baja o nula actividad
necrotica (citotoxica) en las lineas de CaCU, indicando que el decremento en el nimero celular
observado se debe a un evento diferente a la muerte celular necrética.
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Actividad apoptotica de la diosgenina y sus derivados glicosilados en
células tumorales de CaCU

Otro tipo de muerte celular que ha sido descrita en la literatura es la muerte celular programada,
especificamente la muerte celular apoptdtica. Este tipo de muerte celular puede ser evaluada
mediante la observacidon microscopica de cambios celulares morfoldgicos y por la deteccién de
marcadores bioquimicos especificos de este tipo de muerte.

Efecto de la diosgenina y sus derivados glicosidicos en la morfologia celular
de células tumorales de CaCU

Con el propédsito de evaluar si la diosgenina y sus derivados glicosilados inducen a las células
tumorales a presentar caracteristicas morfolégicas propias de células apoptdticas, cultivos de células
CaSki, Hela y ViBo fueron tratadas con sus respectivas ICsg de los diferentes compuestos por 24 h.
Posteriormente, los cultivos fueron tefidos con el fluorocromo 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) y
observados en un microscopio Nikon Eclipse E600 y las imagenes fueron capturadas con una cdmara
Nikon Digital DXM1 200F (Figuras 7, 8 y 9).
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Figura 9.- Efecto de los compuestos diosgenina, diogenina-3-glu, MF-10 y MF-11 sobre la morfologia de la
linea celular de CaCU Hela. Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (30,000 células por pozo), con
24 h de adherencia y tratadas durante 24 h con la concentracidn de ICs, calculada correspondiente.
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Figura 10.- Efecto de los compuestos diosgenina, diogenina-3-glu, MF-10 y MF-11 sobre la morfologia de la
linea celular de CaCU CaSki. Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (30,000 células por pozo), con
24 h de adherencia y tratadas durante 24 h con la concentracion de ICs;, calculada correspondiente.
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Figura 11.- Efecto de los compuestos diosgenina, diogenina-3-glu, MF-10 y MF-11 sobre la morfologia de la
linea celular de CaCU ViBo. Las células fueron cultivadas en placas de 24 pozos (30,000 células por pozo), con
24 h de adherencia y tratadas durante 24 h con la concentracién de ICs, calculada correspondiente.

Las figuras 9, 10 y 11 muestran que los cultivos tratados con los compuestos afectan la morfologia de
las células tumorales. Como se observa, en la condicidon del control del cultivo, las células adherentes
crecen en pequefias colonias de numeros variables, la forma de las células es poliédrica cuando se
encuentran bien adheridas (Control, Etanol-DMSO 3:1 y DMSQ), se observa algunas células
redondeadas y en pares debido a que éstas se encuentran en division. Como se observa en las fotos
correspondientes a los vehiculos de los compuestos (Etanol-DMSO 3:1 y DMSO), la presencia de estos

disolventes utilizados para solubilizar los compuestos no altera la morfologia de los cultivos, las
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células conservan su capacidad de adherencia y su citoplasma no presenta alteraciéon alguna
detectable al microscopio. En las fotografias correspondientes a las células tratadas con los
compuestos (diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11) se observa que el tratamiento con los
compuestos a la concentracion de ICso genera una alteracién en la morfologia tipica, se observa que
las células pierden el contacto entre ellas y con la placa de cultivo, esto se deduce por un cambio de
una morfologia poliédrica a una morfologia redondeada. Por otro lado, se observa que hay una
disminucién del tamafio de las células debido a una contraccion del citoplasma, éste disminuye de
tamafio y en los bordes celulares se pueden apreciar la formacién de yemas del citoplasma (blebbing)
en la membrana (Figura 7, 8 y 9; contraste de fases). El marcaje del DNA con DAPI, nos permite
observar los nucleos, los cuales en las células control o con los vehiculos tienen una fluorescencia
homogénea evidenciando cromatina compacta y laxa ampliamente distribuidas en el nucleoplasma,
las regiones en las que se observa una fluorescencia mas intensa corresponden a cromatina con
mayor condensacion. En las células tratadas con los compuestos se observa un proceso compactacion
de la cromatina y nuclear, ademas de una fragmentacion de ambos. Es importante notar que las
células que presentan una condensacion y formacién de yemas del citoplasma, al ser observadas por
microscopia de epifluorescencia, también presentan una condensacién y fragmentacién nuclear y por
lo tanto de la cromatina.

La condensacidn celular, nuclear y de la cromatina, fragmentacién nuclear, asi como la formacion de
blebbing y cuerpos apoptdticos, son caracteristicas morfoldgicas que se han descrito para la muerte
celular por apoptosis, lo cual sugiere que las células podrian estar en este proceso. Sin embargo, es
necesario realizar mas pruebas bioquimicas que puedan corroborar esta sugerencia.

Inmunodeteccion de Caspasa-3 activa

Con el fin de confirmar que la diosgenina y sus derivados glicosilados inducen a las células tumorales
de CaCU a una muerte apoptdtica, cultivos de células CaSki, HelLa y ViBo fueron tratadas con los
diferentes compuestos a concentraciones de sus respectivas ICso y la Caspasa-3 activa fue inmuno-
detectada y cuantificada por citometria de flujo (Figuras 12, 13y 14).
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Figura 12.- Activacion de la Caspasa-3. Inmunodeteccion de la Caspasa-3 activa en cultivos de células tumorales Hela,
tratadas por 24 h con diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11. Las células fueron cultivadas en placas de 48 pozos
(25,000 células por pozo), con 24 h de adherencia y tratadas durante 24 h con la concentracion de ICs, calculada.
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Figura 13.- Activacion de la Caspasa-3. Inmunodeteccion de la Caspasa-3 activa en cultivos de células tumorales CaSki,
tratadas por 24 h con los diosgenina, diogenina-3-glu, MF-10 y MF-11. Las células fueron cultivadas en placas de 48
pozos (25,000 células por pozo), con 24 h de adherencia y tratadas durante 24 h con la concentracion de ICs, calculada.
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Figura 14.- Activacion de la Caspasa-3. Inmunodeteccion de la Caspasa-3 activa en cultivos de células tumorales ViBo,
tratadas por 24 h con diosgenina, diogenina-3-glu y MF-11. Las células fueron cultivadas en placas de 48 pozos (25,000
células por pozo), con 24 h de adherencia y tratadas durante 24 h con la concentracion de ICsq calculada.

En las figuras 12, 13 y 14 se muestran los resultados y se observa que la diosgenina y sus derivados
glicosidicos inducen la activacidon de la Caspasa-3 en células tumorales. Con el fin de establecer si la
presencia de la Caspasa-3 activa es inducida de manera diferente en el tiempo por la diosgenina y sus
derivados glicosidicos, cultivos de células Hela, CaSki y ViBo fueron tratadas con los compuestos a sus
respectivas ICsg y la activacién de la Caspasa-3 activa fue determinada a las 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21y 24

h (Figura 15).
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Figura 15.- Evaluacion de la activacion de la Caspasa-3 activa en cultivos de células tumorales CaSki, Hela y ViBo. Las
células fueron tratadas por 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 h con los compuestos: Diosgenina, diogenina-3-glu, MF-10 y MF-
11. Las células fueron cultivadas en placas de 48 pozos (25,000 células por pozo), con 24 h de adherencia y tratadas con
la concentracidn de IC;, calculada

Como se aprecia en la figura 15 para la linea celular Hela, a las 3 h de tratamiento las células no
tienen mas del 3% de Caspasa-3 activa. A partir de las 6 horas la diosgenina-3-glu induce un aumento
sostenido en el porcentaje de células positivas a Caspasa-3 activa el cual presenta su maximo punto a
las 21 h con 37% y disminuye después de este tiempo. La diosgenina y el MF-10 inducen una ligera
activacion de la Caspasa-3 activa a partir de las 15 h, con un pico maximo a las 24 h con 21% y a las 21
h con 20%. Mientras que el MF-11 presenta un pico que comienza desde las 9 hasta las 21 h donde ya
hay niveles muy bajos de Caspasa-3 activa.

En la linea celular CaSki, los compuestos no inducen un incremento de la Caspasa-3 activa hasta las 15
h de tratamiento. La diosgenina-3-glu induce un incremento sostenido con un pico maximo a las 24 h
con un 21%. Los compuestos MF-10 y MF-11 presentan un pico a las 18 horas con 12 y 14%
respectivamente, el cual decrece a las 21 h y vuelve a aumentar a las 24 h con valores de 9y 11%
respectivamente. La diosgenina induce una activacion de la Caspasa-3 de 11% a las 21h.

En la linea celular ViBo, se observa que la diosgenina induce una activacién moderada pero sostenida
de la Caspasa-3 activa a partir de las 18 horas alcanzando un maximo de activacién de 14% a las 24
horas. La diosgenina-3-glu induce un incremento de la Caspasa-3 activa desde las 12 h, el cual se
mantiene en aumento considerable y alcanza un maximo de 37% a las 24 horas. Por otro lado, el MF-
11 presenta un pico de Caspasa-3 activa de 14% a las 21 horas el cual disminuye por debajo del 10% a
las 24 horas
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Los resultados muestran que los niveles de Caspasa-3 activa no son constantes durante el proceso de
apoptosis, se observa que puede haber diferentes picos de activacién de esta caspasa en distintos
tiempos de tratamiento.

Efecto de los compuestos en cultivos de linfocitos

La gran mayoria de los reportes sobre el efecto de saponinas en células tumorales se limitan a
describir la sintesis y a evaluar el efecto sobre la proliferacién, algunos estdn encaminados a
determinar el tipo de muerte que se estd induciendo, mediante la deteccion de moléculas
involucradas en distintas vias celulares que puedan llevar a una muerte; también se han probado in
vivo. Sin embargo, son pocos los trabajos en los que se reporta el efecto de las saponinas en células
no tumorales. Con la finalidad de determinar si los compuestos diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y
MF-11 afectan el potencial proliferativo de células no tumorales, cultivos de células linfociticas
humanas de sangre periférica de donadores sanos fueron marcados con carboxifluoresceina (CSFE) y
tratados durante 72 h con las concentraciones de ICsy obtenidas para los cuatro compuestos y el
porcentaje de proliferacion celular fue determinado por citometria de flujo (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de los compuestos diosgenina y sus derivados diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11 en el potencial
proliferativo de linfocitos de sangre periférica humana de donadores sanos. Los linfocitos fueron marcados con CSFE ( +
, - ), marcados y activados con fitohematoglutinina ( + , + ). Los linfocitos fueron evaluados a las 72 horas de
tratamiento. La figura es representativa de por lo menos tres ensayos independientes.

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos, se observa que la diosgenina y la diosgenina-3-
glu inhibieron el potencial proliferativo de las células linfociticas en un 35 y 16% respectivamente al
ser comparados con los valores registrados para el Etanol-DMSO 3:1. Mientras que el MF-10 no los
afecté y el MF-11 afectd el potencial proliferativo de los linfocitos en un 36%.
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Actividad necrotica de la diosgenina y sus derivados glicosilados en células
linfociticas

Con la finalidad de establecer si la diosgenina y sus derivados glicosilados inducen muerte por
necrosis en células no tumorales, cultivos de células linfociticas fueron tratados con las respectivas
ICso determinadas para las células tumorales por 72 h y posteriormente se recuperaron los
sobrenadantes de los cultivos y se procedio a evaluar la actividad de la LDH utilizando el kit Cyto Tox
96 (PROMEGA, USA) (Figura 17), de la misma forma que se procedié con las células tumorales.
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Figura 17.- Actividad de la LDH en los sobrenadantes de linfocitos de sangre periférica humana de donadores
sanos. Determinacion de la actividad de la LDH en sobrenadantes provenientes de cultivos celulares de
linfocitos periféricos de sangre humana tratados con las respectivas ICs, de los compuestos diosgenina,
diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11. ANOVA p< 0.05% seguido de una prueba de Tukey.

Los resultados mostrados en la Figura 17, indican que la diosgenina y sus derivados glicosilados no
inducen a las células linfociticas a liberar la enzima citoplasmdtica LDH, lo que indican que estos
compuestos no inducen una muerte necrética y que la disminucién en la proliferacién observado en
estas células es debido a una causa diferente a la muerte necrética.
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Discusion
Actualmente, los fdrmacos utilizados en el tratamiento contra el cdncer resultan ser ineficientes en
estados avanzados de la enfermedad, poco selectivos, citotdxicos y con efectos secundarios graves,
los cuales estan directamente relacionados con su actividad citotoxica. Por ello, es necesario buscar o
sintetizar nuevos compuestos con actividad antiproliferativa, de accion selectiva y de nula o baja
citotoxicidad (necrosis). Al respecto, se ha explorado la actividad de compuestos de origen vegetal
para su uso como agentes terapéuticos, dentro de los cuales las saponinas esteroideas han generado
un gran interés debido a su diversa actividad bioldgica, entre las que destaca su actividad antitumoral.
La diosgenina es una sapogenina esteroidal, la cual ha sido descrita con actividad antiproliferativa,
inductora de muerte apoptdtica y una baja actividad necrdética en distintas lineas de cancer. La
diosgenina tiene un efecto antiproliferativo y puede inducir la detencién del ciclo celular e inducir
apoptosis. Los valores de ICsq reportados para la diosgenina van de 0.8 a 34 uM (Mimaki et al, 2001,
Raju et al., 2007; Fernandez et al., 2010; Firempong et al, 2016). En el presente trabajo, los resultados
de las ICsos obtenidas para la diosgenina en las lineas celulares de cancer cervicouterino (CaCU), se
encuentran dentro de los valores reportados en la literatura, indicando que este fitoesteroide
conserva su actividad antiproliferativa en estas lineas celulares y también confirma que la diosgenina
(aglicona) por si misma presenta una actividad antiproliferativa basal. Existen reportes que indican
que la presencia de azucares en la posicion del carbono 3 de la aglicona es un requisito estructural
esencial para que las saponinas presenten una potente actividad citotéxica. En general se ha
encontrado que la actividad de un esteroide se mejora considerablemente si se encuentra glicosilado.
La presencia de azucares afiadidos a la parte aglicona afecta la actividad antiproliferativa (Tschamber
et al, 2007). Al respecto, en nuestro trabajo, cuando se le adicioné una glucosa a la diosgenina en el
carbono 3 (Diosgenina-3-glu), se observd que la actividad antiproliferativa de la diosgenina se
mantuvo, sin embargo, ésta actividad disminuyd, requiriendo 2.2 veces mas de diosgenina-3-glu para
realizar la misma actividad antiproliferativa, indicando que la glucosa afecta negativamente la
actividad antiproliferativa de la diosgenina en las lineas celulares de CaCU. Se ha reportado que el tipo
y numero de azlucares modifica la actividad citotéxica de las saponinas, es decir, sugiere que los
azucares también influyen sobre los niveles de toxicidad de las agliconas (Trouillas et al. 2005), sin
embargo, en este trabajo, se observa que la diosgenina no presenta un efecto necrético, y cuando se
le adiciona una glucosa en posicion del carbono 3 (diosgenina-3-glu), la actividad necrética no se
modificd significativamente, indicando que la glucosa unida al carbono 3 de la diosgenina no afecta
esta actividad. No obstante, en lo que respecta a la actividad apoptdtica, la diosgenina indujo en
menor medida a las células tumorales de CaCU a una muerte apoptética, en comparaciéon con la
diosgenina-3-glu, estableciendo que la glucosa unida al carbono-3 de la diosgenina favorece esta
actividad, sugiriendo que la glucosa regula de manera positiva la actividad apoptética. Este hecho, nos
permite pensar que la glucosa tiene un papel importante en la regulacion de la actividad bioldgica de
las saponinas y deja ver que la modificacion de este azlcar podria afectar negativa o positivamente la
actividad antiproliferativa, necrdtica y/o apoptdtica de la diosgenina. Al respecto, y tomando en
consideracion la importancia bioldgica de la glucosamina, en este trabajo, la glucosa afadida a la
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diosgenina (Diosgenina-3-glu) fue modificada, obteniendo una 2-deoxi-2-acetamido-beta-D-
glucopiranosido de diosgenilo (MF-10) y el clorhidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-glucopiranosido de
diosgenilo (MF-11), con el propdsito de evaluar si estas modificaciones afectan la actividad bioldgica
de la diosgenina-3-glu. Nuestros resultados mostraron que el MF-10 y el MF-11 afectaron de manera
negativa la actividad antiproliferativa presente en la diosgenina-3-glu, observando que con el MF-10
en las células Hela, CaSki y ViBo se requirieron 2.5, 1.4 y 5.4 veces mas de compuesto MF-10
respectivamente que diosgenina-3-glu. Mientras que con el MF-11 se requirieron para las células
Hela, CaSki y ViBo 1.4, 1.5 y 3 veces mas de compuesto MF-11 respectivamente. Estos resultados
indican que la acetilacidn o cloracion de la glucosa en los compuestos 2-deoxi-2-acetamido-beta-D-
glucopiranosido de diosgenilo (MF-10) y el clorhidrato de 2-deoxi-2-amino-beta-D-glucopiranosido de
diosgenilo (MF-11) reducen aun mas la actividad antiproliferativa de la diosgenina-3-glu, sugiriendo
gue estos grupos funcionales regulan de manera negativa dicha actividad. Por otro lado, otra de las
propiedades bioldgicas de las saponinas es la induccién de lisis celular o necrosis. Esta propiedad esta
estrechamente relacionada con su actividad hemolitica, resultado de la capacidad de las saponinas
para formar complejos con el colesterol de la membrana celular. Esta asociacion de las saponinas con
el colesterol conduce en consecuencia a la formacion de poros y a la permeabilizacién celular (Abe et
al., 1981; Melzig et al., 2001). Al igual que la diosgenina y la diosgenina-3-glu, la actividad necrética no
fue alterada de manera significativa, indicando que estos grupos funcionales no afectan la actividad
necrética presente en la diosgenina-3-glu. Sin embargo, el hecho de que la actividad de la caspasa-3
activa presente en la diosgenina-3-glu evaluada en el tiempo mostrara un valor significativamente
menos que la diosgenina-3-glu, sugiere que estos grupos funcionales presente en la glucosa unida al
carbono-3 de la diosgenina-3-glu (acetamido y el clorhidrato), regulan de manera negativa la actividad
apoptdtica presente en la diosgenina-3-glu. Estos resultados dejan ver la relevancia de estos
compuestos. Si los comparamos con los compuestos quimioterapéuticos aplicados en el tratamiento
contra el cancer, cuyo éxito en el tratamiento de tumores se basa principalmente en una deteccién
temprana del desarrollo de esta enfermedad o tumores Unicos y accesibles (operables). Sin embargo,
en fases tardias o terminales, resultan ser ineficientes ademas de generar efectos colaterales graves,
asociados a su actividad necrética y baja selectividad. En este sentido, las saponinas, entre ellas la
diosgenina, presentan actividad antiproliferativa de una manera similar a los quimioterapéuticos, sin
embargo, su actividad citotéxica (necrdtica) es baja o nula a concentraciones que dependen de la
linea celular o en ensayos in vivo, donde se han administrado hasta un gramo diario por kilogramo de
peso (Cita), dejando ver que este tipo de compuestos podrian ser muy tolerables en pacientes y que
los efectos colaterales relacionados directamente con su actividad citotdxica (necrética) se esperarian
fueran minimos ya que estos compuestos son de baja actividad necrdética. Ademas, el hecho de
inducir a las células tumorales hacia una muerte apoptdtica, en la cual no se lleva a cabo una
respuesta inflamatoria, refuerza aun mas su tolerancia y sus pobres efectos colaterales. La mayoria de
los farmacos quimioterapéuticos que se utilizan en el tratamiento contra el cancer, inducen muerte a
las células tumorales mediante la inhibicion de algunos de los mecanismos implicados en la division
celular. En consecuencia, la mayoria de los compuestos antitumorales son citostaticos o citotdxicos.
La quimica ha jugado un papel importante en el descubrimiento y desarrollo de farmacos contra el
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cancer. La quimica sintética se ha utilizado ampliamente para modificar medicamentos,
especialmente los de origen natural. El fundamento para el uso de los farmacos antitumorales
citotoxicos convencionales se basa en la teoria de que las células tumorales proliferan y se dividen
rapidamente, por lo tanto, son mas sensibles a estos compuestos que las células no tumorales
(Fernandez et al., 2010). Sin embargo, en el organismo existen células normales con una alta tasa de
proliferacion similar a la de las células tumorales, como lo son las células epiteliales del tracto
digestivo o células del sistema inmunolégico como los linfocitos, que también se ven afectadas por
este tipo de compuestos.

No obstante, la relevancia mencionada anteriormente de los compuestos estudiados, es necesario e
importante establecer el efecto de estos compuestos en células no tumorales, sobre todo, en aquellas
células que tienen una tasa de division celular similar a las de las células tumorales. Acorde a ésto, en
este trabajo se evalud el efecto de la diosgenina y sus derivados glicosilados en cultivos de células
linfociticas humanas, provenientes de la sangre periférica de donadores sanos. Los datos obtenidos
indican que la diosgenina y sus derivados glicosilados afectan en menor grado la proliferacion de las
células linfociticas que las células de cancer cervicouterino Hela, CaSki y ViBo. Ademas, la diosgenina,
la diosgenina-3-glu asi como el MF-10 y el MF-11 no generaron actividad necrética en las células
linfociticas, confiriendo a estos compuestos una ventaja selectiva y estableciendo una segunda
ventaja sobre los farmacos utilizados actualmente en clinica. Estos resultados son congruentes con lo
descrito por Camoutsis y colaboradores en 2005, quienes demostraron que los analogos sintetizados
a partir de una sapogenina, no mostraron actividad necrdtica ni inhibidora de la proliferacion de
linfocitos de sangre periférica humana. Ventaja que también podria darse en el sistema inmunoldgico,
ya que es conocido que, en el tratamiento convencional contra el cancer, el sistema inmunolégico es
ampliamente afectado. Tanto la radioterapia como la quimioterapia causan un efecto
inmunosupresor, e incluso se ha observado que el numero de linfocitos en pacientes con cancer
sometidos a tratamiento puede disminuir hasta en un 50% (Dillman et al., 1984). Es probable que la
tolerancia a las saponinas esteroidales no cause un dano inmunosupresor significativo, dejando a la
respuesta inmune del paciente, a ser activada en caso necesario, ya que se ha descrito que, en los
pacientes con cancer, el tratamiento podria tener un fuerte poder inmunosupresor que provoca que
organismos oportunistas proliferen y generen fuertes infecciones, agravando la salud y recuperacién
de los pacientes. Es importante resaltar que el efecto antiproliferativo e inductor de apoptosis de la
diosgenina y sus derivados diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11, sin presentar un efecto antiproliferativo,
ni un efecto necrodtico en células no tumorales, sugiere que estas saponinas podrian ser consideradas
como candidatas idoneas para ser evaluadas en modelos in vivo, con la intencidn de establecer su
potencial terapéutico como agentes con actividad antitumoral.

46



Conclusiones

Los compuestos diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11 presentan actividad antiproliferativa en
las lineas tumorales de CaCU: CaSki, HelLa y ViBo, con valores de ICso en el rango de 13 a 58 ug/ml sin
inducir muerte celular necrética en estas lineas tumorales de CaCU.

Los cambios en la morfologia celular de cultivos tratados con los compuestos diosgenina, diosgenina-
3-glu, MF-10 y MF-11, aunado con la activacién de la Caspasa-3, indican que los compuestos inducen
una muerte celular por apoptosis en las lineas celulares de CaCU: Hela, CaSki y ViBo.

Los compuestos diosgenina y diosgenina-3-glu afectan el potencial proliferativo de células no
tumorales (linfocitos de sangre periférica humana) en un 35 % y 15 % respectivamente, mientras que
el MF-10 y MF-11 afectan el potencial proliferativo de estas células en un maximo del 10 %.

Los compuestos diosgenina, diosgenina-3-glu, MF-10 y MF-11 no inducen a las células linfociticas
humanas a una muerte necrotica.

La diosgenina presenta una actividad antiproliferativa, necrética y apoptética basal.

La adicién de una glucosa en el carbono 3 de la diosgenina afecta negativamente la actividad
antiproliferativa presente en la diosgenina.

La adiciéon de una glucosa en el carbono 3 de la diosgenina incrementa la actividad apoptdtica
presente en la diosgenina.

La adicién de una glucosa en el carbono 3 de la diosgenina no afecta la actividad citotdxica (necrética)
presente en la diosgenina.

La adicién de un grupo acetamido asi como de un clorato aminado en la glucosa unida al carbono 3 de
la diosgenina, afecta negativamente la actividad apoptdtica presente en la diosgenina-3-glu.
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Apéndice
Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (Gibco BRL, EUA.) 1042 g
NaHCO;3 (Sigma Chem. EUA.) 2g

Los reactivos se disuelven en 950 ml de agua bidestilada. Ajustar pH a 7.3 y se aforar a 1 . La solucién
se esteriliza por medio de filtrado con una membrana (0.22 um). Almacenar a 4 °C. El medio de cultivo
se complementa con Suero Fetal Bovino al 5 0 20%.

Verseno
EDTA (Sigma Chem. EUA.) 0.40g
NaCl (Sigma Chem. EUA.) 8.00g
KCI (Sigma Chem. EUA.) 040¢g

Tris (Sigma Chem. EUA.) 3.04g

Disolver los reactivos en 950 ml de agua bidestilada. Ajustar pH a 7.7 y aforar a 1 I. La solucidn se
esteriliza por calor himedo a 121 °C +1 durante 15 min. Se almacena a 4 °C.

Soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS).

MgCl, (Sigma Chem. EUA.) 0.10g
CaCl, (Sigma Chem. EUA.) 0.10g
NaCl (Sigma Chem. EUA.) 8.00g
KCI (Sigma Chem. EUA.) 0.20g
Na,HPO, (Sigma Chem. EUA.) 2.16g
KH,PO, (Sigma Chem. EUA.) 0.20g

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

almacena a 4 °C.

Glutaraldehido 1.1%

Tomar 0.157 ml de glutaraldehido (70 % v/v) y dissolver en 99.843 ml de agua bidestilada. Almacenar
ad°C.
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Solucidn cristal violeta (0.1 %)

Hidroxido de sodio  (Sigma Chem. EUA.) 3.96¢g

Acido férmico (Sigma Chem. EUA.)  4.28 ml

Cristal violeta (Sigma Chem. EUA.) 1.00g
Para preparar 500 ml de cristal violeta en una concentracion 0.1 % se requiere previamente preparar
una solucién amortiguadora de acido férmico 200 mM pH: 6. Posteriormente se adiciona el cristal
violeta, se disuelve muy bien y por ultimo se filtra usando papel Whatman ndm. 2. Se almacena a
temperatura ambiente.

Solucién de acido acético (10 %).

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

Desactivacion de suero fetal bovino (SFB)

El SFB es descongelado hasta temperatura ambiente, en seguida se coloca en un bafio de agua a 56° C
durante 30 min. Posteriormente se preparan alicuotas de 40 ml en tubos cénicos de plastico.
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