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1. Resumen

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento y diseminacion
incontrolada de células y que puede aparecer practicamente en cualquier lugar del
cuerpo. En el 2015 se reporté como la segunda causa de muerte en todo el mundo.
Dentro de los canceres mas frecuentes se encuentra el pulmonar, el de mamay el
cervicouterino y aunado a que las terapias actuales (cirugia, radio y quimioterapia)
siguen siendo ineficaces en el tratamiento de éste, surge la necesidad de buscar
tratamientos alternos. En ese sentido, se ha reportado que las saponinas
esteroidales como la diosgenina y sus derivados son capaces de inducir muerte por
apoptosis en diferentes tipos de cancer, tanto por la via intrinseca como por la
extrinseca. Del mismo modo, el compuesto MF-10 (diosgenin 2-acetamido-2-deoxi-
B-D-glucopirandsido) una saponina glicoconjugada sintetizada por adicion de una
glucosamina acetilada en la estructura de la Diosgenina, ha mostrado propiedades
anticancerigenas en lineas de cancer cervicouterino, mama y de pulmon, sin
embargo, aun no se determina la ruta apoptoética que induce la muerte celular. Por
ello, en el presente trabajo se evalud la ruta de induccion de apoptosis que induce
el compuesto MF-10 en las lineas de cancer cervicouterino, mama y de pulmén
(MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki) para esto, primero se determind la actividad
antiproliferativa del compuesto y se obtuvo la concentracion que reduce en un 50%
el numero celular (ICso ), con concentraciones en ug/ml de 20.47, 25.24 y de 51.72
para las lineas mencionadas respectivamente. Después se evalud la actividad de la
enzima LDH en los medios y se determiné que el compuesto no induce una muerte
necrética por lo que se evaluaron caracteristicas que sefialaran una muerte
apoptética. El analisis morfolégico mostré una contraccion celular, presencia de
cuerpos apoptoticos, y una condensacion y fragmentacion de la cromatina con el
fluorocromo DAPI, ademas de la presencia de la caspasa 3 activa. Posteriormente
se evaluaron, por microscopia de epifluorescencia y citometria de flujo, las caspasas
8 y 9 (encargadas de la ruta apoptotica extrinseca e intrinseca respectivamente), y
mediante microscopia de epifluorescencia las proteinas proapoptéticas Bid y Bax, y
la proteina antiapoptoética Bcl-2. Los resultados mostraron para las lineas MDA-MB-
231, SK-LU-1y Caski una fuerte presencia de caspasa 8 con porcentajes de 58.9%,
32.37% y 31.96% respectivamente en comparacion con la 9 (29.47%, 6.55% y
7.13% respectivamente), por lo que se sugiere que la via apoptética que induce el
compuesto es la extrinseca. Ademas de observo un aumento en la presencia de las
proteinas Bid y Bax y una disminucién de Bcl-2. Esta informacién genera la
necesidad de profundizar en el estudio de las saponinas esteroidales (y sus
derivados) como posibles agentes terapéuticos contra el cancer.



Jorge Alberto Méndez Velazquez UNAM FES Zaragoza

2. Marco teérico

2.1. Lacélula

La célula es la unidad fundamental de la estructura y funcién de los seres vivos
(Campbell & Reece, 2005); est4d formada por un nucleo, un citoplasma y una
membrana plasmética que actia como limite con el medio externo. (Mercade &
Pascual, 2009). Los organismos superiores, como el humano, son comunidades de
células que derivan del crecimiento y la division de una célula fundadora Unica: cada
animal, vegetal u hongo es una colonia extensa de células individuales que cumplen
funciones especializadas, coordinadas por sistemas complejos de comunicacion
(Alberts et al., 2011).

Cada célula puede crecer, reproducirse, procesar informacion, responder a
estimulos y llevar a cabo una amplia variedad de reacciones quimicas. Una
caracteristica principal en los organismos y en las células es la capacidad de
reproducirse. El tipo de reproduccion mas simple implica la division de una célula
“progenitora” en dos células “hijas”. Esto ocurre como parte del ciclo celular (Lodish,
2005).

2.2. Ciclo celular

El ciclo celular estd constituido por una serie ordenada de acontecimientos
macromoleculares que llevan a la division celular y a la produccion de dos células
hijas, cada una de las cuales contiene cromosomas idénticos a los de la madre. El
control temporal preciso de los acontecimientos del ciclo celular asegura que la
replicacion de cromosomas y su segregacion a las células hijas se produzca en el
orden apropiado y con una fidelidad extraordinariamente alta. La regulacién del ciclo
celular es fundamental para el desarrollo normal de los organismos multicelulares y
la pérdida de control termina por conducir al cancer (Lodish, 2005).

El ciclo celular inicia con células en reposo (fase G0), las cuales tienen que ser
estimuladas por factores de crecimiento con el fin de entrar en el ciclo celular, lo que
comienza con el primer periodo de crecimiento (fase G1) en el que se prepara para
un periodo de sintesis de ADN (fase S). Hacia el final de G1, hay un punto de
restriccién (R), en que se repara el ADN en caso de estar dafiado. De no haber
dafno, sigue adelante el ciclo. Una vez que se han duplicado sus cromosomas, la
célula entra a un segundo periodo de crecimiento (fase G2), cuando se prepara para
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dividirse en dos células hijas durante el periodo de la mitosis (fase M) (Fig. 1). Esta
fase M se divide en una serie de pasos discretos que comienzan con la profase y
luego pasan a través de la metafase, anafase, telofase y, finalmente, el proceso de
la citocinesis, que divide la célula en dos iguales (Lagunas et al., 2014).

Considerado unicamente desde el punto de vista metabdlico, el ciclo celular podria
definirse como una sucesion de interfase y mitosis; en la primera ocurren todos los
procesos metabdlicos y regulatorios necesarios para la ordenada progresion del
ciclo, mientras que en la mitosis se dan fundamentalmente los arreglos
estructurales, tanto citoplasméaticos como nucleares que permitiran la reparticion
exacta del material genético (Jiménez & Merchant, 2003).
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Figura 1. Diagrama esquemadtico del ciclo celular en el que se representan las funciones de los complejos ciclina/cdk.
Imagen tomada y modificada. Fuente: (Dale et al., 2008).

Los procesos basicos tales como la replicacién del ADN, la mitosis y la citocinesis
se ponen en marcha mediante un sistema de control central del ciclo celular. El
sistema de control del ciclo celular esta basado en dos familias claves de proteinas.
Las proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDK), las cuales sufren
fosforilacién sobre sus aminoacidos (serinas y treoninas), y las ciclinas (CDC), las
cuales se unen a las CDK’s y controlan sus reacciones de fosforilacion. El
ensamblaje ciclico entre estos dos compuestos, ciclinas y CDK, su activacion y
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desensamblaje son los procesos centrales que dirigen el ciclo celular (Diaz et al.,
2011). Las ciclinas D y E forman complejos con quinasas (CDK4 y CDK®6); la
actividad de esos complejos es necesaria para la transicion de la fase G1 a S. La
actividad del complejo ciclina D/CDK es maxima en las etapas temprana e
intermedia en G1. Por otro lado, la ciclina A se asocia con dos cinasas: CDK2 y
CDK1 y contribuye a la transicion de G1-S, y la transicion G2-M respectivamente.
La transicion G2-M y la progresion de M son influidas principalmente, por el
complejo ciclina B/CDC2 y ciclina B/CDK2 (Fragoso et al., 2004). Durante el ciclo
celular estan los denominados “puntos de revision” (en G1, antes de la sintesis de
ADN en G2 antes de la mitosis, y en la mitosis durante la metafase; principalmente),
gue son mecanismos que detienen la progresién del ciclo en caso de que cualquier
ADN cromosomico se dafie o si algun proceso no se llevo a cabo correctamente.
Estos puntos estan regulados por proteinas como las ATM (ataxia-telangiectasia
mutada), ATR (ataxia-telangiectasia y Rad3), y las proteinas supresoras de tumores
como lo son Rb (proteina del retinoblastoma) y P53. Estas proteinas funcionan
como sensores que reconocen las anormalidades celulares ademas de los dafios al
ADN y detienen el ciclo para que la célula repare el dafio o en su defecto, si el dafio
es muy grande para repararlo, este mecanismo transmite una sefial que conduce a
la muerte de la célula dafiada (Montes et al., 2013).

2.3. Muerte celular

Las células se hallan inmersas en un ciclo continuo de proliferacion y muerte, el
desequilibrio entre ambos mecanismos puede dar lugar a la aparicién de diferentes
enfermedades. Si la balanza se inclina hacia una mayor proliferacion, pueden
desarrollarse tumores o0 procesos cancerosos. La muerte celular es, pues, un
fendmeno inherente a la vida y permite que aquellas células que no funcionan
correctamente, ya sea debido a su envejecimiento, a lesiones fortuitas o0 a la
intervencion médica (quimioterapia o radioterapia en el tratamiento del cancer) sean
destruidas de una manera controlada (Avila et al., 2015).

El control de la muerte celular es fundamental, no solo por las repercusiones
drasticas si no se realiza adecuadamente durante el desarrollo, sino también porque
la falta 0 exceso de muerte celular puede conducir a trastornos en el organismo
adulto. Asi, por ejemplo, alteraciones que induzcan muerte fuera de tiempo o de
lugar producen enfermedades como el Parkinson, mientras que una inhibicién de la
apoptosis puede ser critica en el surgimiento del cancer (Jiménez & Merchant,
2003).
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Durante cientos de afos se habia observado la muerte celular; en el transito
claramente andmalo de los tejidos gangrenosos tras un dafio severo, o en los
procesos descritos por Galeno a finales del siglo Il d.C., que hablaban de estructuras
efimeras, cuya desaparicion pareciera programada desde el nacimiento. Sin
embargo, no fue hasta 1972, cuando Kerr, Willie y Currie utilizaron los términos de
necrosis y apoptosis para diferenciar la muerte celular accidental de la regulada
(Martinez et al., 2018).

2.3.1. Necrosis

Se ha entendido la necrosis como una muerte celular no controlada que promueve
reacciones inflamatorias en los tejidos circundantes y puede favorecer la
diseminacion de patdgenos en un hospedero susceptible (Ramirez & Rojas, 2010).

La necrosis es un proceso de muerte celular violento y patoldgico, iniciado por
estimulos ambientales que resultaban en una rapida pérdida de la homeostasis
celular (Martinez et al., 2018). Se produce por radiacion, calor, productos quimicos,
hipoxia e inflamacion (D’Arcy, M. S., 2019) y cualquier otra condicidon que genere
caida de ATP (Elena, G., 2002).

El agotamiento del ATP altera el flujo de iones y se liberan y activan las enzimas
propias de cada tipo celular. Los procesos ulteriores de autolisis o heterolisis
celulares dependen de cual haya sido su funcién en la vida y de la variada
composicion celular de un tejido. Puede haber incremento del calcio intracelular e
inducir dafios al citoesqueleto. Inicialmente la célula se ve como una estructura
homogénea, luego presenta espacios vacuolados y el tejido necrético muestra
patrones distintivos segun que predomine el catabolismo o la desnaturalizacién de
las proteinas (Ramirez & Rojas, 2010).
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A diferencia de la apoptosis, la necrosis se caracteriza por la pérdida temprana de
la integridad de la membrana plasmética y los organulos (Hotchkiss et al., 2009).
Esto crea cambios que, histolégicamente, estan representados por desorganizacion
y lisis del citoplasma, con dilatacion del reticulo endoplasmético y las mitocondrias,
disolucion de la cromatina y pérdida de la continuidad de la membrana
citoplasmatica. EI ADN es partido en fragmentos irregulares al azar. Debido a la
pérdida de la integridad de la membrana celular, el contenido del citoplasma es
volcado al espacio extracelular, produciéndose la atraccion de células del sistema
inmune en el area, o que genera el proceso de inflamacion, en el cual los restos
celulares son eliminados por fagocitos inmigrantes (Elena, G., 2002).

APOPTOSIS NECROSIS
Muerte fisiolégica. Proceso muy regulado y | Muerte no fisioldgica; muerte
controlado. accidental traumatica. Proceso no
regulado.
Proceso energéticamente activo y que Proceso energéticamente pasivo.

requiere la biosintesis de proteinas.

Células individuales o pequefios grupos de | A menudo células contiguas
células.

Contraccion celular y convolucion Hinchazon celular

Picnosis y cariorrexis Cariolisis, picnosis y cariorrexis
Membrana celular intacta Membrana celular interrumpida
Citoplasma retenido en cuerpos apoptdticos | Citoplasma liberado

Sin inflamacion Inflamacidon generalmente presente

Cuadro 1. Comparacion de las caracteristicas morfoldgicas de la apoptosis y la necrosis. (Sosa et al., 2017) (Elmore, S.,
2007).

2.3.2. Apoptosis

La apoptosis 0 "muerte celular programada” es una forma de suicidio celular
genéticamente definida, que ocurre de manera fisiol6gica durante la morfogénesis,
la renovacion tisular y en la regulacién del sistema inmunitario. Conceptualmente la
apoptosis puede ser considerada opuesta a la muerte celular por necrosis, en la que
las células son sujetos pasivos irremediablemente abocados a morir. En este
sentido, lo distintivo de la apoptosis radica en el control que ejercen las células sobre
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su propio destino, cuando "deciden" seguir el camino apoptético (Machacado &
Concepcibn, 2012).

Las primeras descripciones de la muerte celular programada se realizaron
observando por microscopia los cambios morfolégicos que se producian en las
células y, posteriormente, las alteraciones a nivel ultraestructural se describieron
por microscopia electronica (Lizarbe, 2007). La célula apoptética sufre una serie de
cambios morfolégicos que definen el proceso. En la apoptosis se produce reduccién
del volumen celular, condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear,
activacion de caspasas, fragmentacion del ADN, vesiculacion de la membrana
plasmética y formacion de cuerpos apoptéticos que finalmente seran fagocitados
por macrofagos o por las propias células vecinas para su eliminacion (Fig. 2). Es
una muerte ordenada y que no provoca inflamacion en tejidos circundantes
(Palacios et al., 2011).

Las alteraciones morfologicas descritas tienen lugar a la vez que se suceden una
serie de cambios bioquimicos, principalmente, la activaciéon de las caspasas, la
fragmentacion del ADN y otras proteinas y modificaciones en la membrana que
permiten el reconocimiento por parte de las células fagociticas. Las caspasas son
un grupo de enzimas que pertenecen a la familia de las cisteina-proteasas, cuya
funcién consiste en degradar otras proteinas (Avila et al., 2015). Otro grupo de
proteinas importantes son la familia de Bcl-2, éstas son reguladoras criticas de la
apoptosis, dentro de sus funciones se incluyen los pasos de muerte celular
dependientes de la mitocondria. Se ha descrito que estas proteinas regulan
directamente la permeabilidad de la membrana mitocondrial, permitiendo o
inhibiendo el flujo de proteinas apoptoticas de estos organelos. Estas proteinas tipo
poro a- hélice incluyen proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-I, Bfl-I, Bcl-W 'y
posiblemente Bcl- B) y proteinas proapoptéticas (Bax, Bak y Bid) (Rojas et al.,
2009).

Debido a la importancia de este proceso, desde su origen, cada célula produce sus
propias herramientas de autodestruccion. Dicha produccién es controlada por las
capacidades individuales de cada célula para recibir, procesar y generar sefiales
gue activen o inhiban algun elemento de la maquinaria letal. Con la enorme
heterogeneidad celular de los organismos superiores, lo anterior supone numerosos
caminos que la célula puede tomar para autodestruirse. Estas rutas son sumamente
complejas y pueden converger o divergir en varios puntos del proceso o entre tipos
celulares. Asi, la muerte celular regulada puede activarse por estimulos
intracelulares (como estrés o dafio al DNA) o extracelulares (como la recepcién de
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sefales letales) que desencadenan una serie de eventos que guian a la célula a su
muerte, también son conocidas como ruta intrinseca y extrinseca, respectivamente
(Martinez et al., 2018).
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Figura 2. Caracteristicas celulares de la necrosis (izquierda) y de |la apoptosis (derecha). Imagen tomada de Kumar, V., et
al., (2018).

2.4. Viaintrinseca

La via intrinseca es desencadenada en respuesta a una amplia variedad de
estimulos que son generados dentro de la célula, tales como activacion de
oncogenes o dafio del ADN. Esta via es mediada en la mitocondria, y en respuesta
a estimulos apoptéticos diversas proteinas son liberadas del espacio
intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma. Algunas de las proteinas bien
caracterizadas incluyen: el citocromo ¢, SMAC/DIABLO, AIF (factor inductor de
apoptosis), EndoG (endonucleasa G) y Omi/HTRAZ2 (proteina A2 requerida para las
altas temperaturas). Quiza la mas importante de estas proteinas proapoptéticas sea
el citocromo C, el cual se une y activa a la proteina factor 1 activador de la proteasa
apoptética (Apaf-1) en el citoplasma, lo que promueve que esta Ultima se una a
ATP/dATP y forme el apoptosoma, que media la activacién autocatalitica de
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caspasa 9, y a su vez activa a la principal caspasa efectora, caspasa 3 (Rojas et al.,
2009). El papel critico de control de esta via corresponde a las proteinas de la familia
Bcl-2 (Palacios et al., 2011). La familia de proteinas Bcl-2 controla la muerte celular
principalmente mediante interacciones de union directa que regulan la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP) que conduce a la
liberacion irreversible de proteinas del espacio intermembrana, la posterior
activacion de la caspasa y la apoptosis (Kale et al., 2018).

Las proteinas antiapoptéticas del Bcl-2 (como Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL) estan
generalmente integradas dentro de la membrana mitocondrial externa, pero hay
casos de localizaciones citosolicas, endoplasmaticas y de membrana nuclear. Estas
proteinas funcionan dentro de la via apoptotica para unirse directamente e inhibir
las proteinas proapoptoticas de Bcl-2. Los miembros proapoptéticos se dividen
funcionalmente en dos clases: las moléculas efectoras (por ejemplo, Bax y Bak) que
permeabilizan la membrana mitocondrial exterior creando el poro proteolipido
responsable de la liberacion del citocromo C y las proteinas como Bid, Bad, Bik,
entre otras, que funcionan en distintas vias de estrés celular. La sefalizacion
combinada dentro de la familia de Bcl-2 dicta el destino inmediato de la célula
afectada (inducir o no la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial)
(MOMP). Lo que sigue siendo muy controvertido en el campo de la apoptosis es la
naturaleza exacta de las interacciones proteina-proteina entre los miembros de la
familia Bcl-2 que son los mediadores clave de la sefial necesaria para activar la
MOMP y la apoptosis (Chipuk & Green, 2008). Mediante estas interacciones se ha
sabido que después de la exposicion a estimulos estresantes, las sefales
apoptéticas pueden ser transmitidas a las mitocondrias por la proteina activadora
proapoptotica como tBid (Bid/pl5 truncado), que activan a Bax para inducir la
permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial (MOM). Estas interacciones
proteina-proteina y proteina-membrana son criticas para la regulaciéon de la
apoptosis, ya que la MOMP conduce irreversiblemente a la muerte celular (Shamas
et al., 2015).

Cuando las células perciben un estimulo extracelular (citotéxico, radiacién UV, rayos
X), o alguna seiial intracelular (por ejemplo, dafio del ADN e inestabilidad nuclear),
la membrana externa de la mitocondria sufre cambios en su potencial de membrana
y en la transicibn de su permeabilidad desencadenando los procesos antes
mencionados (Palacios et al., 2011).
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Figura 3. Ruta apoptdtica intrinseca o mitocondrial. Imagen tomada de Cell Signaling Technology (CST, 2020).

2.5. Via extrinseca

La via extrinseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones con el
espacio extracelular, recibiendo sefales proapoptoéticas desde el exterior y de las
células vecinas. Las dos familias de receptores mas estudiadas que se han
identificado con estas caracteristicas son la proteina FAS y el factor de necrosis
tumoral (TNF) (Machacado & Concepcion, 2012).
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La apoptosis inducida a través de la activacion de los receptores de muerte
incluyendo Fas, TNFaR, DR3, DR4, y DR5 por sus respectivos ligandos inician la
sefalizacion a través de la oligomerizacion de los receptores, lo que a su vez resulta
en el reclutamiento de proteinas adaptadoras especializadas y la activaciéon de
cascadas de caspasas. La caspasa 8 se oligomeriza y se activa mediante
autocatalisis (CST, 2020). La caspasa 8 activada estimula la apoptosis a través de
dos cascadas paralelas: puede dividir y activar directamente la caspasa 3 (Fianco
et al., 2018) o alternativamente, puede actuar sobre Bid, una proteina proapoptoética
de la familia Bcl-2. Bid truncada (tBid) se traslada a las mitocondrias (CST, 2020),
formando oligbmeros grandes que se insertan en la membrana externa mitocondrial
(Green & Llambi, 2015), induciendo, a través de las moléculas de Bak y Bax, la
formacion de apoptosomas por la liberacion de citocromos (Kiraz et al., 2016), que
activa secuencialmente las caspasas 9y 3. (CST, 2020).
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Figura 4. Ruta apoptética extrinseca, desencadenada por los receptores de muerte. Imagen tomada de Cell
Signaling Technology (CST, 2020).
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2.6. Caspasas

La maquinaria de transmisién de las sefiales apoptéticas es compleja. Se puede
iniciar a través de distintas vias dependiendo del estimulo recibido por la célula. Una
vez iniciada la sefial, ésta se transmite a través de distintas proteinas adaptadoras.
Sin embargo, todas las sefales convergen al final en la activacion de una familia de
cistein-proteasas, denominadas caspasas, que cortan a la proteina diana detras de
un residuo de aspartico. El término caspasa se introduce como nombre trivial en
1996 para designar a los miembros de la familia de las proteasas ICE/CED3 y
homogeneizar la nomenclatura. Las caspasas son las encargadas, en ultimo
término, de ejecutar el proceso de muerte celular y activan a otras enzimas que
degradan multiples proteinas, con el consiguiente desmantelamiento de la
arquitectura celular (Lizarbe, 2007).

Las caspasas existen en las células normales como cimégenos inactivos analogos
a los cimégenos que regulan la coagulacion sanguinea. Cuando las células inician
la apoptosis, las caspasas se activan a través de uno o dos cortes proteoliticos que
cortan el péptido precursor en las subunidades grande y pequefia que constituyen
la enzima activa (Jiménez & Merchant, 2003).

Las caspasas actuan en las mitocondrias, en el citosol y en el nucleo celular e
incluyen distintos grupos: (a) mediadores de la inflamacion (caspasa-1, 4 y 5); (b)
efectores de la apoptosis (caspasa 3, 7 y 2); (c) activadoras de caspasas
apoptéticas (caspasas 6, 8, 9y 10) (Dubin, M., 2000). Como ya se menciong, existen
dos principales rutas apoptéticas. Una es la ruta por receptor de muerte y la otra es
la ruta mitocondrial. La caspasa 8 y la caspasa 9 son activadas en estas dos vias,
respectivamente, y estas dos vias convergen en la activacion de la caspasa 3 (Cai
et al., 2002).

El mecanismo de la apoptosis es complejo e involucra muchas vias, los defectos
pueden ocurrir en cualquier punto a lo largo de estas, lo que lleva a la transformacién
maligna de las células afectadas. Conocer este mecanismo es importante ya que
juega un papel fundamental en la patogénesis de muchas enfermedades como es
el cancer (Wong, 2011).
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2.7. Cancer

Los mecanismos delicadamente ajustados que controlan procesos dedicados a la
renovacion y reparacion celular pueden cometer errores y conducir a alteraciones
catastréficas de la estructura corporal. La mas importante de las enfermedades
asociadas con la renovacion tisular es el cancer. Cuando una célula sufre una
alteracion genética que le permite sobrevivir y dividirse cuando no deberia y producir
células hijas que se comportan de la misma manera se pierde el control de una
manera insidiosa y potencialmente devastadora. Esta catastrofe es el suceso que
produce el cancer (Alberts et al., 2011).

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento excesivo
y descontrolado de células que invaden y dafian tejidos y 6rganos, provocando
finalmente la muerte del individuo (Mufioz, 2004). Las células cancerosas (y su
progenie) se definen por dos propiedades heredables: 1) proliferan de forma
incontrolada y 2) invaden y colonizan territorios que en condiciones normales
pertenecen a otro tipo celular (Alberts et al., 2011).

Normalmente, las células del sistema inmune son capaces de eliminar a estas
células tumorales, en un proceso denominado inmunovigilancia tumoral. Sin
embargo, algunas pueden adquirir nuevas capacidades que les permiten evadir
estos mecanismos de control y se desarrolla una neoplasia (Sanchez, 2013). Las
neoplasias son masas anormales de tejido que crecen de forma incontrolada,
excesiva, autbnoma e irreversible, superando a los tejidos normales en velocidad
de crecimiento y que poseen rasgos funcionales y morfologicos diferentes a los de
sus precursoras. Esta proliferacion de células persiste incluso tras la desaparicion
del estimulo que la desencadend. Las neoplasias malignas se agrupan por lo
general en dos clasificaciones dependiendo del tejido en que se desarrollen, en
sarcomas o carcinomas. (Ouchen, 2008).

El rol de las alteraciones genéticas en la carcinogénesis fue puesto de manifiesto al
descubrir en el genoma humano, genes hombélogos a genes retrovirales
relacionados previamente con el desarrollo de tumores. En células humanas
normales estos genes se denominaron protooncogenes y se relacionan con el
crecimiento y proliferacion de las células normales. Cuando se encuentran mutados
se denominan oncogenes y su mutacién es de tipo dominante, es decir, sélo es
necesario que uno de los alelos sufra una mutacion para que la proteina que
codifica, gane funcionalidad. Esto generalmente se traduce en aumento en la
supervivencia y proliferacion (Sanchez, 2013). Las mutaciones pueden ser
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hereditarias o esporadicas, a nivel de nucledtido, pueden ser por sustitucion, adicion
o delecion y alteran la fisiologia celular induciendo a la transformacion de la misma
(Meza et al., 2006).

Ademas de los diversos carcin6genos quimicos Y fisicos (radiacion ionizante, luz
UV), varios agentes bioldgicos también pueden contribuir al desarrollo del cancer;
por ejemplo, virus, bacterias y parasitos pueden potenciar un proceso cancerigeno
en humanos. Varios estudios se han dirigido a caracterizar las células cancerosas.
La caracterizacion mas significativa de las células cancerosas provino de Hanahan
y Weinberg (Chakraborty & Rahman, 2012).

De acuerdo a Hanahan y Weinberg se propone un modelo que define las
propiedades que adquiere y caracterizan a un tumor maligno, estas caracteristicas
o sellos son: potencial replicativo ilimitado, autosuficiencia en sefales de
crecimiento, insensibilidad a inhibidores del crecimiento, evasion de la apoptosis,
angiogénesis mantenida y capacidad de invadir los tejidos, generar metastasis,
evasion de la destruccion por el sistema inmune, inflamacion, inestabilidad
gendmica y la desregulacion del sistema energético celular (Fig. 5) (Hanahan &
Weinberg, 2011).

Sostener una seial Evasion de supresor
proliferativa de crecimiento

energética celular , Evitar la destruccion
inmunoldgica

Resistir a la

Permitir inmortal
muerte celular

replicativa

Inestabilidad

gendémica y mutacion Inflamacién promovida

por el tumor

Inducir angiogénesis Activar evasion y metastasis

Figura 5. Caracteristicas o sellos del cancer. Imagen tomada y modificada de Hanahan & Weinberg (2011).
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La creciente evidencia sugiere que, en muchos casos, las células cancerosas se
originan a partir de una sola célula con caracteristicas de células madre. Estos
hallazgos deberian tener un profundo efecto en el tratamiento del cancer. El
tratamiento tradicional contra el cAncer se basa en el supuesto de que todas las
células somaticas poseen un potencial maligno similar (Chakraborty & Rahman,
2012).

El manejo de los canceres incluye prevencion, vigilancia y deteccion temprana,
tratamiento de enfermedades tempranas y avanzadas, y los problemas
relacionados con la supervivencia a largo plazo después de la cura (Burney, I. A., &
Al-Moundhri, M. S., 2008). La cirugia, la quimioterapia y la radioterapia son los tipos
mas comunes de tratamientos contra el cancer disponibles en la actualidad (Arruebo
et al., 2011).

La radioterapia es un componente importante del tratamiento del cancer y
aproximadamente el 50% de todos los pacientes con cancer reciben radioterapia
durante el curso de la enfermedad; contribuye al 40% del tratamiento curativo para
el cancer. El objetivo principal de la radioterapia es privar a las células cancerosas
de su potencial de multiplicacion (division celular) (Baskar et al., 2012). Por otro
lado, también se han desarrollado una gran cantidad de quimioterapéuticos
adicionales que se dirigen a la replicacion del ADN, asi como una variedad de otros
objetivos biologicos dentro de la célula, como los microtubulos necesarios para la
division celular que finalmente conduce a la muerte de células cancerosas
(Shewach & Kuchta, 2009).

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, y es responsable de
aproximadamente 9.6 millones de muertes en 2018. A nivel mundial,
aproximadamente 1 de cada 6 muertes se debe al cancer. (WHO, 2020).
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Lung
1 761 007 (18.4%)

Other cancers
3 781 406 (39.6%)
Colorectum
880 792 (9.2%)
Stomach
782 685 (8.2%)
Pancreas Liver
432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)

Oesophagus Breast
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Total : 9 555 027

Figura 6. NUmero estimado de muertes en 2018, en todo el mundo, todos los canceres, ambos sexos, todas las edades.
(WHO, 2020).

2.7.1. Cancer de mama

La clasificacién histopatolégica de los carcinomas mamarios de acuerdo con la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se divide en no invasores (in situ),
invasores y otros (enfermedad de Paget del pezén). Aproximadamente 75-80% de
los canceres son invasivos o infiltrantes. El tipo histolégico mas frecuente es el
carcinoma ductal invasor que representa el 70 al 80%, el segundo mas comun es el
lobulillar invasor (5-10%), dificil de diagnosticar por su diseminacion difusa. Otros
tipos de cancer menos comunes son el tubular, medular, mucinoso y papilar, entre
otros. El carcinoma ductal in situ (CDIS) permanece confinado al sistema ductal de
la mama sin penetrar la membrana basal, aproximadamente del 30 al 50% de las
pacientes con CDIS desarrollara carcinoma ductal en un periodo de 10 afios. El
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carcinoma lobulillar in situ (CLIS) se origina del lobulillo terminal ductal, pudiéndose
distribuir de forma difusa por la mama. Las mujeres con CLIS tienen un riesgo de
hasta el 30% de desarrollar cAncer de mama invasor, mas frecuentemente ductal,
presentdndose con la misma frecuencia en ambas mamas, por lo que se considera
un factor de riesgo mas que un precursor de cancer de mama. (Castellanos et al.,
2009).

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial en la que los factores
genéticos y ambientales contribuyen a su aparicién. En un pequefio porcentaje de
los casos, existe una mutacion germinal en un gen de predisposicion al cancer de
alta penetrancia, el cual es considerado un factor determinante para la aparicion de
la enfermedad. El cancer de mama esporadico, que no esta causado principalmente
por una mutacion heredada de alta penetrancia, representa mas del 90% de los
casos de cancer de mama en todo el mundo. Los factores de riesgo establecidos
para el cancer de mama incluyen factores reproductivos (menarquia temprana,
nuliparidad, edad mayor de 30 afos en el primer embarazo, uso de anticonceptivos
hormonales de alta dosis, menopausia tardia y terapia de reemplazo hormonal),
aumento de la edad, alta densidad del tejido mamario y una historia familiar de
cancer. (Prolla et al., 2015).

Algunos de los canceres clasificados como hereditarios se asocian con un gen del
cromosoma 17. Este gen, BRCAI, es mutado en familias con inicio temprano de
cancer de mama y de ovario. Entre un 50 a 85% de las mujeres con mutaciones de
genes BRCAI tendran la posibilidad de desarrollar cancer en el transcurso de sus
vidas. Otros genes se asocian con un aumento en el riesgo de cancer de mamay
otros tipos de cancer, tales como BRCA2, mutacion ataxia-telangiectasia (ATM) y
TP53, el gen supresor de tumor. Se han encontrado mutaciones de TP53 en
aproximadamente el 1% de canceres de mama en mujeres de menos de 40 afos
de edad (Gomez et al., 2008).
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Anatomia de la mama femenina
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Figura 7. Anatomia de la mama femenina. Imagen tomada de https.//www.cancer.qov/espanol/tipos/seno

2.7.2. Cancer de pulmon

El cancer de pulmédn se ha transformado de una enfermedad rara en un problema
global y un problema de salud publica. Los factores etiolégicos del cancer de pulmoén

se vuelven mas complejos junto con la industrializacion, la urbanizacién y la
contaminacién ambiental en todo el mundo (Mao et al., 2016).

El cancer pulmonar es la primera causa de muerte por cancer a nivel mundial, tanto
en hombres como mujeres, causando mas de 1.3 millones de muertes al afio. La
posibilidad de desarrollar un cancer pulmonar en el transcurso de la vida se estima
en 1 cada 13 hombres y 1 cada 16 mujeres (Clavero, R., 2013). En el 2004, la
Organizacion Mundial de la Salud y la Asociacion Internacional para el Estudio del
Cancer de Pulmén adoptaron la misma clasificacion histologica del cancer de
pulmén, la cual establece dos grandes grupos: cancer de pulmén de células
pequefas y cancer de pulmon de células no pequefias (Amorin, K., 2013).
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El cancer de pulmén no microcitico (células no pequefas) es el tipo de cancer de
pulmén mas comuan. Alrededor del 85% de los canceres de pulmén son de este tipo.
El carcinoma de células escamosas, el adenocarcinoma y el carcinoma de células
grandes son subtipos del cancer de pulmdén no microcitico (ACS, 2019).

El cdncer de pulmdén no microcitico (CPNM) es el mas comudn entre las neoplasias
malignas y constituye el 80 % de todos los tumores de pulmén. Esta entidad
representa la principal causa de muerte por cancer en la mayoria de los paises del
mundo. La frecuencia mas alta ocurre en edades comprendidas entre los 55 y 65
afnos (Yanes et al., 2010).

Es también un tumor agresivo con una sobrevida global de aproximadamente 16%
a 5 afios. Lamentablemente cerca del 50% de los pacientes presenta metastasis al
momento del diagnostico, 20-30% tiene una enfermedad localmente avanzada y
solo un 25% se presenta en etapas iniciales. Los principales tipos histologicos son
el Adenocarcinoma (40%), el carcinoma escamoso (25%) y el de células grandes
(10%), los que presentan cierta variabilidad en su comportamiento y prondstico.

Al cancer de pulmdn microcitico también se le llama cancer de células pequefias.
Alrededor del 10-15% de los canceres de pulmdn son de células pequeias. Este
tipo de cancer tiende a propagarse rapidamente. (ACS, 2019).

Se relaciona también al consumo de cigarrillo. Se presenta generalmente en etapas
avanzadas; aproximadamente dos tercios de los pacientes con CPCP tienen
metastasis a distancia y el otro tercio compromiso nodal extenso en el hilio
pulmonar, mediastino o supraclavicular, lo que determina su mal prondstico general.
Dependiendo de su extensién se clasifica generalmente como Enfermedad
Extendida o Localizada (Clavero, R., 2013).
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Figura 8. Anatomia del sistema respiratorio. Se observa la trdquea, ambos pulmones con los Iébulos y las vias
respiratorias. Imagen tomada de https.//www.cancer.gov/espanol/tipos/pulmon

2.7.3. Cancer cervicouterino

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté mas de 6 millones de casos de
cancer en todo el mundo en mujeres durante 2008; El 57.2% de esos casos
ocurrieron en paises menos desarrollados. (Hernandez et al., 2015). El cancer
cervicouterino (CCU) es el cuarto cancer mas comun entre las mujeres a nivel
mundial. La carga que enfrentan los paises de bajos y medianos ingresos es
significativamente mayor que los paises de altos ingresos (Vu et al., 2018).

El CCU es una neoplasia maligna multifactorial, que se desarrolla generalmente en
la zona de transformacién de la uniébn escamo-columnar del cuello uterino (Fig. 9),
a partir de lesiones precursoras después que ha ocurrido una infeccién por el virus
del papiloma humano (VPH), en presencia de otros cofactores: genéticos,
ambientales (Sanabria et al., 2011).

Se han descrito diversos tipos de CCU: entre los que predominan el escamoso y
sus variantes (90-95%), y el adenocarcinoma cervical (< 5%) La incidencia del
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carcinoma de células escamosas ha disminuido por la introduccion de técnicas
como el Papanicolaou (Sanabria et al., 2011).

La infeccion por el virus del papiloma humano ha sido reconocida como un factor
etioldgico para el desarrollo del CCU. Se han descrito mas de 120 tipos de VPH y
aproximadamente una tercera parte de ellos son capaces de infectar el epitelio del
tracto genital. Otros tumores relacionados con el VPH son del canal anal, vagina,
vulva, pene y oral, de tal manera que se ha estimado que el VPH es responsable
del 5.2% de todos los canceres en el mundo. Las mujeres son infectadas por alguno
de estos virus poco tiempo después del inicio de la vida sexual activa, y la mayoria
de las infecciones ocurren en mujeres menores de 25 afios. Después de esa edad,
la prevalencia disminuye rapidamente. En mujeres de edad media, las infecciones
por VPH son transitorias, volviendo a observarse un incremento en las infecciones
en mujeres de 30 afios (Zaldivar et al., 2012).

El epitelio escamoso estratificado que tapiza el cuello uterino brinda de la proteccion
contra sustancias toxicas e infecciones. En circunstancias normales, las capas
superiores se destruyen y descaman continuamente, y la integridad del
revestimiento se mantiene debido a la formacion constante y ordenada de nuevas
células en la capa basal. No obstante, en presencia de una infeccion persistente por
el VPH y otros cofactores, las células escamosas metaplasicas de la zona de
transformacién adoptan un aspecto anormal, indicador de un tumor premaligno
epidermoide cervicouterino (displasia). Estas ultimas se multiplican de manera
desordenada, caracteristicas de la transformacion cancerosa, y dan lugar al
carcinoma epidermoide (WHO., 2007).
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Figura 9. Anatomia del aparato reproductor femenino. Imagen tomada y modificada de

https.//www.cancer.qov/espanol/publicaciones/educacion-para-pacientes/significado-cambios-en-cuello-uterino.pdf

La asociacién entre el VPH y el CCU se considera causal. La naturaleza causal de
esta asociacion se basa en: 1) La deteccion regular de ADN viral en las células
neoplasicas de los tumores; 2) La demostracién de la expresion oncogénica viral
(genes E6 y E7) en tejido tumoral pero no en tejido sano; 3) Las propiedades de
transformacién de los genes E6 y E7; 4) El requerimiento de la expresion de E6 y
E7 (Fig. 10) para mantener el fenotipo maligno de lineas celulares de carcinoma
cervical; 5) La interaccion de las oncoproteinas virales con las proteinas reguladoras
del crecimiento de las células hospederas; y 6) Los resultados de multiples
estudios epidemioldgicos realizados en distintas poblaciones, con distintos
disefios, demuestran de forma coherente e inequivoca que las infecciones por
ciertos tipos de VPH son el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer
cervical (Rincén, et al., 2016).
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Figura 10. Ciclo viral del VPH y desarrollo del cancer cervical. Imagen tomada y modificada de Pérez et al., 2008.

2.8. Saponinas

Las saponinas son productos naturales de plantas ampliamente distribuidos con una
gran diversidad estructural y funcional. Las saponinas se clasifican ampliamente
como triterpenoides, esteroides o glicoalcaloides esteroideos, en funcion de la
estructura de aglicona de la que derivan. Las saponinas son fitoquimicos diversos
estructural y funcionalmente naturales que se distribuyen ampliamente en las
plantas. Son un grupo complejo y quimicamente variado de compuestos que
consisten en agliconas triterpenoides o esteroidales unidas a restos oligosacaridos
(Fig. 11) (Moses et al., 2014).

Las saponinas por hidrolisis acida o enzimatica dan origen a una sustancia libre del
o los azlcares formando asi la sapogenina. Se ha reportado que un 88% de familias
de plantas estudiadas contienen saponinas donde cumplen un papel en la
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regulacién del crecimiento, tienen propiedad alelopética, fungicida, entre otras
(Romo de Vivar, 2006). Las saponinas esteroidales no estan tan distribuidas como
las triterpenoides en la naturaleza, abundan especialmente en las
monocotileddéneas: Dioscoraceae, Amarylidaceae, Agavaceae y Lliaceae. Sin duda
la més util de todas las sapogeninas es la Diosgenina, que se encuentra en diversas
especies de Dioscorea; este metabolito esta disponible en grandes cantidades en
los rizomas de estas plantas, y es utilizado como materia prima en la fabricacién de
cortisona y hormonas sexuales como la progesterona (Anaya L., 2003). También se
han reportado saponinas provenientes de la soja con la capacidad de suprimir el
crecimiento de HT-29 de céncer de colon, saponinas aisladas de Balanites
aegyptica con actividad citostatica en la linea P-388 de leucemia linfocitica. De igual
manera, una mezcla de saponinas esteroidales provenientes de esta especie ha
tenido actividad anticancerigena contra A549 de cancer pulmonar de células no
pequeias y U373 de glioblastoma (Ali et al., 2012).

Debido a la gran variabilidad de sus estructuras, se tiene reportado que las
saponinas presentan efectos antitumorales a través de diferentes vias. Ademas, es
importante resaltar que hace falta el estudio de gran cantidad de saponinas, sus
estructuras y la quimica relacionada con ellas, ademas de profundizar en los
mecanismos de accion y las relaciones de funcion de estas estructuras a nivel
molecular y celular (Man et al., 2010). Las saponinas muestran diversas actividades
biologicas, incluida la actividad antitumoral. Recientemente, la investigacion
intensiva se ha centrado en el desarrollo de saponinas para terapias de tumores. La
saponina Dioscina es una de las saponinas esteroideas mas comunes y muestra
una potente actividad anticancerigena en varias células cancerosas humanas a
través de vias inductoras de apoptosis. (Kaskiw et al., 2009).
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Figura 11. Estructura general de una saponina. Se indica el enlace glucosidico entre la aglicona y un glucdsido. (Ahumada
etal., 2016).

Dioscina (Figura 12 A): Es una saponina esteroidal y el precursor de la Diosgenina,
se ha encontrado que puede inducir la muerte por via dependiente de caspasas e
inhibir la invasién celular en la linea MDA-MB-231 de cancer de mama, por medio
de la regulacion en la expresion de GATA3 (Tao et al., 2018). Ademas, ha mostrado
una actividad anticancerigena al inducir apoptosis en la linea HepG2 de cancer de
higado (Ying et al., 2018), en lineas HeLa y SiHa de carcinoma cervical al activar la
ruta mitocondrial (Zhao et al., 2016), en células HT-29 de cancer de colon (Li et al.,
2018) y en células Kyse510 de cancer esofago (Wang et al., 2012). Ademas de que
indujo apoptosis a través de la via dependiente de las mitocondrias, una disminucién
de factores antiapoptoticos como Bcl-2, un aumento de factores proapoptoticos
como Bax, Bid y mayores actividades de caspasa 3 en modelos in vitro de glioma
de rata c6 (Guntuku et al., 2016).

Diosgenina (Figura 12 B): Es una sapogenina esteroidal que ha mostrado actividad
anticancerigena al inducir apoptosis en diversas lineas celulares como en cancer
de mama en la linea Her-2 mediante una modulacion de la fosforilacion de Akt,
MTOR y JNK (Gautam et al., 2018), en carcinoma de células escamosas de la piel
a través de la fragmentaciéon del ADN, la activacion de caspasas, y el aumento de
Bax con respecto a Bcl-2 (Das et al., 2012), también ha mostrado sensibilizar a HT-
29 de cancer de colon a una muerte inducida por TRAIL (Lepage et al., 2011). De
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igual manera ha demostrado tener actividad anticancerigena contra lineas de
cancer de mama (MDA-MB-231) a través de un aumento de Bax en relacién a Bcl-
2 (Srinivasan et al., 2009). De igual manera en células HepG2 indujo apoptosis a
través de la ruta mitocondrial y la activacion de las caspasas 3, 8 y 9 (Kim et al.,
2012).

Diosgenina 3-glu (Figura 12 C): Es una saponina esteroidal sintetizada a partir de la
Diosgenina agregandole una glucosa en el carbono 3 en la estructura esteroidal. Ha
mostrado actividad antiproliferativa e inductora de apoptosis en las lineas de cancer
cervicouterino HeLa Caski y ViBo (Martinez, 2013), cancer de mama MDA-MB-231
y cancer de pulmén SK-LU-1 (Luna, 2019).

MF-10 o Diosgenin 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucopiranosido (Figura 12 D): Se ha
demostrado que la posicién, nimero y el tipo de azucar de una saponina influye en
la actividad biologica de esta (Man et al.,, 2010), con base en esta premisa, y
buscando moléculas con mejor actividad antitumoral se sintetizo, con la adicion de
una amina acetilada a la glucosa de la Diosgenina 3-glu, el compuesto MF-10, el
cual ha demostrado tener un efecto antiproliferativo en las lineas HelLa y Caski, de
cancer cervicouterino (Fernandez et al., 2012) y propiedades antiproliferativas,
necraoticas, y apoptoticas en las lineas de cancer cervicouterino, mama y de pulmoén
(Caski, MDA-MB-231 y SK-LU) (Villar, 2016) (Lopez, 2017) (Zamora, 2017).
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Figura 12. Estructura molecular de la Dioscina (A), Diosgenina (B), Diosgenina 3-glu (C) y MF-10 (D). (Cortesia del
Laboratorio de Sintesis de Productos Naturales de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla).
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3. Planteamiento del problema

En la actualidad los tratamientos contra el cancer (cirugia, radioterapia y
quimioterapia) contindan siendo ineficientes, en especial en estadios avanzados de
esta enfermedad, ademas de que presentan efectos adversos que reducen
significativamente la calidad de vida de los pacientes. Se ha demostrado que
algunos derivados de la Diosgenina poseen actividad antiproliferativa y apoptotica
y que esta actividad puede verse incrementada al incluir o modificar aztcares en su
estructura, tal es el caso del compuesto diosgenin 2-acetamido-2-deoxi-B-D-
glucopiranésido (MF-10), que ha mostrado mejorar la actividad antiproliferativa e
inductora de apoptosis que se ha reportado con la Diosgenina, pero aun se
desconoce el mecanismo a través del cual se lleva a cabo este proceso, por lo que
es importante continuar con el estudio de la ruta de induccion de apoptosis mediante
la cual este compuesto lleva a cabo su efecto biologico en las células tumorales.



Jorge Alberto Méndez Velazquez UNAM FES Zaragoza

4. Justificacion

En la actualidad el cancer es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, dentro de los diferentes tipos de cancer destacan el
de mama, pulmon y cervical. El cancer de mama es el de mayor incidencia en
mujeres tanto a nivel mundial como en México, el cancer de pulmdn ocupa el primer
lugar de incidencia de cancer para hombres a nivel mundial y segundo lugar en
México y el cancer cervical se constituye como la segunda causa de muerte por
enfermedades ginecoldgicas en el mundo.

Desafortunadamente los tratamientos convencionales empleados para combatir el
cancer, como son, la quimioterapia y la radioterapia resultan ser ineficientes en
etapas avanzadas de la enfermedad ademas de exhibir poca selectividad entre
células cancerosas y células sanas deteriorando notablemente la calidad de vida
del paciente, por lo que es pertinente la busqueda de tratamientos alternativos como
el MF-10 para asi ser empleados como agentes terapéuticos mas eficientes.
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5. Hipdtesis

Se sabe que, las saponinas esteroidales como la Diosgenina y algunos de sus
derivados pueden presentar actividad antiproliferativa y apoptética en algunos tipos
de cancer y que la adicion y/o modificaciébn de azucares a pesar de impedir la
difusion de la molécula a través de la membrana, puede mejorar su actividad
biolégica , por lo que se espera que el compuesto diosgenin 2-acetamido-2-deoxi-
B-D-glucopirandsido (MF-10) derivado de la Diosgenina, induzca a las células
tumorales provenientes de cancer de mama, pulmén y cervical a una muerte por
apoptosis a través de la ruta extrinseca.

30



Jorge Alberto Méndez Velazquez UNAM FES Zaragoza

6. Objetivos

6.1. Objetivo general.

Analizar el efecto de compuesto diosgenin 2-acetamido-2-deoxi-p-D-
glucopiranésido (MF-10) en la ruta de induccion de apoptosis en lineas celulares de
cancer de pulmoén, mama y cervicouterino.

6.2. Objetivos particulares

e Determinar la actividad antiproliferativa del compuesto MF-10 en cultivos de
células MDA-MB-231 (mama) SK-LU-1 (pulmon) y CaSki (cervical), mediante
la determinacion de la (ICso), por medio de la técnica de incorporacion de
cristal violeta.

e Evaluar la actividad necroética del compuesto MF-10 en cultivos de células
tumorales, por medio de la cuantificacion de la actividad de la enzima
citoplasmatica lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes celulares.

e Determinar la actividad inductora de apoptosis del compuesto MF-10 en
cultivos de células tumorales mediante el analisis morfolégico por
microscopia de contraste de fases, por tincion nuclear con el fluorocromo
DAPI y la deteccion de la caspasa 3 activa por microscopia de
epifluorescencia.

e Determinar la ruta de induccion de apoptosis mediante la inmunodeteccion
de las caspasas 8, 9 y las proteinas Bax, Bid y Bcl-2 por microscopia de
epifluorescencia.

e Cuantificar la presencia de las caspasas 8 y 9 en cultivos de células
tumorales MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki por citometria de flujo.
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7. Material y método

7.1. Cultivo de células tumorales

Las lineas celulares MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki, fueron obtenidas de la
American Type Culture Collection (ATCC Rockville, MD) y fueron sembradas en
cajas Petri de cristal de 100 mm (Pirex, USA) en un volumen de 10 ml de medio
RPMI-1640 (Gibco, USA) con rojo fenol suplementado con L-glutamina y
bencilpenicilina (Grinenthal, MEX) al 5% de suero de ternera neonata (SNT; Gibco,
USA). Los cultivos se mantuvieron en una incubadora (NuAire, USA) a una
atmosfera humidificada con 5% de CO: a 37 °C. Para la realizacién de los ensayos
se utilizaron cultivos de células tumorales a un 70 % de saturacion (fase de
crecimiento exponencial).

7.2. Preparacion de los compuestos

El compuesto diosgenin 2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucopirandsido (MF-10) fue
obtenido del Laboratorio de Sintesis y Modificacion de compuestos Naturales de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, a cargo del Dr. Jesus Sandoval
Ramirez. Se prepar6 una solucion stock con 1 mg del compuesto y fue solubilizado
en 100 pl de dimetilsulféxido (DMSO) en tubos cénicos tipo eppendorf de 600 pl
(Corning, USA) y se almacenaron a temperatura ambiente.

7.3. Determinacion de la ICsg a través de la técnica de incorporacion del
colorante cristal violeta

Partiendo de un cultivo previo, se elimind el medio RPMI-1640 (Gibco, USA) de la
caja de cultivo y se agregd 5 ml de verseno por 5 minutos para separar las células
de la placa. Posteriormente se centrifugaron las células (centrifuga; Dinac, USA) a
1500 rpm durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante y las células se
resuspendieron y contabilizaron por medio de un hematocitometro para realizar las
diluciones necesarias y obtener la cantidad de células por pozo deseada. Las
células de las tres lineas celulares (MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki) se sembraron
en placas de plastico estériles de 96 pozos (Corning, USA), a una densidad de
10,000 células/pozo en 100 pl de medio RPMI-1640 (Gibco, USA) al 5% de suero
neonato de ternera (SNT; Gibco, USA) y se mantuvieron en una incubadora (NuAire,
USA) por 24 horas a una atmdsfera hUmeda con 5% de CO; a 37°C. Posteriormente
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se retird el medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, USA) y se trataron las células con
los compuestos en diferentes concentraciones.

Se agrego en todos los experimentos un control interno con dimetilsulféxido (DMSO)
ya que fue el vehiculo para preparar las soluciones stock de los compuestos
evaluados en este estudio, y un control testigo al cual Unicamente se le realizé
cambio de medio por medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, USA) al 5% de suero
neonato de ternera (SNT; Gibco, USA) fresco. 24 horas después del estimulo, se
evaluo la inhibicion del crecimiento celular inducida por los compuestos analizados
usando la técnica de incorporacién de cristal violeta descrita por Kueng et al, 1989,
para la cual se retir6 el medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, USA) al 5% de suero
neonato de ternera (SNT; Gibco, USA) de la placa y se fijaron las células con 50
MI/pozo de una solucién de glutaraldehido al 1.1% (Sigma-Aldrich, USA) en agua
desionizada manteniendo la placa bajo agitacion durante 20 minutos. Una vez
fijadas se retirg el glutaraldehido al 1.1% (Sigma-Aldrich, USA), se lavo 3 0 4 veces
con agua destilada y se dejo secar al aire. A continuacion, se tifieron las células con
50 ul/pozo de una solucion de cristal violeta (Sigma-Chemical Co.) al 0.1% en acido
férmico (Sigma-Aldrich, USA) y se mantuvo la placa en agitacion durante 20 minutos
para que la coloracion fuera homogénea en todos los pocillos. Se retiro el colorante,
se lavdé 3 0 4 veces con agua destilada para eliminar los excesos de tincion y
nuevamente se dejé secar al aire. Posteriormente se agregaron 50 pl/pozo de acido
acético (J.T. Baker, MEX) al 10% para solubilizar el colorante incorporado en el
nucleo de las células y se mantuvo bajo agitacion durante 20 minutos. Finalmente
se realizo la lectura en un lector de placas de ELISA (ChroMate, USA) a una longitud
de onda de 600 nm. Con los datos obtenidos de las concentraciones probadas se
elaboraron gréaficas concentracién-efecto por regresion lineal. Sobre las curvas
obtenidas se estimd la concentracion inhibitoria 50% (ICso), que se define como la
concentracion de los compuestos a la cual se abate el 50% de la poblacion celular
tratada respecto a las células control o no tratadas. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado con seis repeticiones cada uno.

7.4. Determinacion de muerte celular por necrosis a través de la liberacion de
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

Se realizaron cultivos de las tres lineas celulares (MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki)
en placas estériles de 96 pozos (Corning, USA), en las cuales se sembraron 10,000
células/pozo en 100 pl de medio RPMI-1640 (Gibco, USA) al 5% de suero neonato
de ternera (SNT; Gibco, USA) y se incubaron (incubadora NuAire, USA) por 24
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horas en una atmdésfera hiumeda con 5% de CO2 a 37°C. Posteriormente se retird
el medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, USA) y se realizaron los siguientes
tratamientos: Un control basal, tnicamente con medio de cultivo, el cual se incub6
bajo las mismas condiciones con el fin de utilizarlo como blanco en la reaccion
colorimétrica y al que solo se le cambié el medio de cultivo por medio fresco.

Un control positivo, en el cual las células fueron lisadas por 1 hora con 100 pl de
una solucién al 0.1 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) en RPM1 1640. Un
control con dimetilsulféxido (DMSO) con la concentracion empleada para preparar
la 1Cso correspondiente a la linea celular. Finalmente, el tratamiento con el
compuesto con la concentracién requerida para obtener la ICso correspondiente. A
las 24 horas de tratamiento, los sobrenadantes de los cultivos celulares se
recolectaron de manera individual en tubos conicos de plastico de 0.6 ml (Corning,
USA) y se centrifugaron (centrifuga; Dinac, USA) a 2,000 rpm durante 5 min.
Posteriormente se traspasaron 50 pl/pozo de cada uno de los sobrenadantes a una
placa de 96 pozos (Corning, USA) para su evaluacion. La actividad de la enzima
LDH liberada al medio de cultivo se determiné con el kit Cyto Tox 96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, USA), del cual se agregaron 50 ul/pozo
de la mezcla de reaccion. Se dejo incubar a temperatura ambiente protegiendo de
la luz por 20 min. Posteriormente se realizo la evaluacion a una longitud de onda de
490 nm en un lector de placas de ELISA (ChroMate, USA). Los datos se analizaron
realizando una comparacion relativa al control y al control positivo tratado con tritn
X-100. Todos los ensayos se realizaron por triplicado con seis repeticiones por
condicion.

7.5. Analisis de la presencia de caspasas 3, 8,9 vy las proteinas Bid, Bax y
Bcl-2 por microscopia de epifluorescencia

Las células de las tres lineas celulares (MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki) fueron
sembradas en placas estériles de 96 pozos (Corning, USA) a una densidad de
10,000 células/pozo con un volumen de 100 ul de medio RPMI-1640 (Gibco, USA)
al 5% de suero neonato de ternera (SNT; Gibco, USA) y se mantuvieron dentro de
una incubadora (NuAire, USA) por 24 horas a una atmdésfera humeda con 5% de
CO2 a 37°C. Transcurridas las 24 horas las células fueron tratadas con las
siguientes condiciones: un control testigo (células sin tratamiento, a las que sélo se
les cambi6 el medio de cultivo por medio fresco), un control para el vehiculo (células
tratadas con la maxima cantidad de volumen de DMSO utilizado para diluir los
compuestos), un control positivo con Camptotecina (compuesto que induce a las
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células a apoptosis) y el tratamiento (con la ICso correspondiente para el
compuesto).

Después de 24 horas de tratamiento las células se fijaron con paraformaldehido
(Sigma-Aldrich, USA) al 4% y glutaraldehido al 2.5% por 2 horas, posteriormente
fueron lavadas cuidadosamente 3 veces con PBS filtrado. Se permearon las células
con una solucién de tritdbn X-100 (Gibco, USA) al 0.5 % en PBS durante 5 minutos
a 4 °C, posteriormente se lavaron 3 veces (0 hasta desaparecer la espuma) con
PBS filtrado.

Terminado este punto se agregaron 30 pl/pozo de anticuerpo primario (1:1000 en
PBS) desarrollado en conejo correspondiente para caspasa 3, 8, 9, Bid, Bax y Bcl-
2 (por separado) (Sigma-Aldrich, USA) se dej6 dos horas en agitacion y
posteriormente toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con
PBS con la finalidad de retirar el exceso de anticuerpo, al terminar los lavados se
adicionaron 30 pl/pozo del anticuerpo secundario (a-Rabbit 1Gg-Fit-C) (Sigma-
Aldrich, USA), se protegio de la luz con papel aluminio y se dejo incubar dos horas
a temperatura ambiente en agitacion. Pasado el tiempo correspondiente se retir¢ el
exceso de anticuerpo y se realizaron otros 3 lavados.

Por ultimo, se agregaron por pozo 50 pl de PBS y 3 pl del fluorocromo DAPI (Sigma-
Aldrich, USA), se protegio de la luz y se dejo incubar por 1 minuto, después se
hicieron 3 lavados con PBS y se agregaron 50 ul por pozo de PBS para ver al
microscopio de epifluorescencia (Nikon, Japan).

7.6. Analisis de la presencia de caspasas 8 v 9 por citometria de flujo

Las células de las tres lineas celulares (MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki) se
sembraron en placas estériles de 6 pozos (Corning, USA) a una densidad de
300,000 células/pozo en un volumen de 2.5 ml de medio RPMI-1640 (Gibco, USA)
al 5% de suero neonato de ternera (SNT; Gibco, USA) y se mantuvieron en una
incubadora (NuAire, USA) por 24 horas a una atmésfera humeda con 5% de CO; a
37°C. Transcurridas las 24 horas las células fueron tratadas con las siguientes
condiciones: Un control testigo, el cual son células sin tratamiento a las que solo se
les cambio el medio de cultivo por medio fresco. Un control de células tratadas con
la maxima cantidad de volumen de dimetilsulféxido (DMSO) utilizado para obtener
la concentracion de la 1Cso. Un control positivo tratado con Camptotecina (Sigma-
Aldrich, USA). Los tratamientos con las ICso correspondientes. Después de 24
horas, se recuper6 el medio y se despegaron las células pasandolas a tubos de
citometria. Se centrifugaron (centrifuga; Dinac, USA), a 2,000 rpm durante 5
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minutos. Se desechd el sobrenadante y se fijaron las células con 1 ml de metanol al
50% en PBS, dejandolo a temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizaron dos
lavados con PBS filtrado centrifugando (centrifuga; Dinac, USA), a 2,000 rpm
durante 5 minutos. Posteriormente se resuspendid el boton celular en 50 ul de
anticuerpo primario (1:500 en PBS) desarrollado en conejo correspondiente para
caspasas 8 y 9 (por separado); y se les dejo por 24 horas a 4 °C. Pasadas las 24
horas se realizaron 2 lavados con PBS filtrado y se resuspendi6 el botén en 50 pl
de anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo FIT-C (1:500 en PBS) IgG anti
conejo (J.T. Baker, MEX) manteniendo las muestras en oscuridad durante 2 horas
a una temperatura de 37 °C. Finalmente se lavaron las muestras 2 veces con PBS
filtrado y fueron analizadas en un citémetro de flujo (BD FACSAria I, USA). Los
datos fueron procesados en el programa estadistico Flowing Software 2. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado.

7.7. Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron presentados como la media £ S.D. de al menos
tres experimentos independientes con seis repeticiones y estadisticamente
analizados usando un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de la prueba de
Tukey con una significancia de p<0.05 comparada con el vehiculo en el que fueron
disueltos los compuestos.
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8. Resultados

8.1. Actividad antiproliferativa del compuesto MF-10

Con el objetivo de analizar el efecto antiproliferativo del compuesto MF-10 en células
de cancer de mama, pulmén y cervical (MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki), los
cultivos celulares fueron estimulados con diferentes concentraciones del compuesto
(Fig. 13) y se calculd la concentracion que redujo en un 50% el nimero celular (ICso)
(Fig. 14), las concentraciones en ug/ml obtenidas fueron de 20.47 para MDA-MB-
231, 25.24 para SK-LU-1y de 51.72 para CaSki (Cuadro 2).

Dosis respuesta MF-10

120
100

80
=@=VIDA-MB-231

60
==@==SK-LU-1

40 .
e=@= CaSki

% Numero celular

20

CONTROL DMSO 6.25 12.5 25 50 100
Concentracion pg/mL

Figura 13. Efecto antiproliferativo del compuesto MF-10 en lineas de cancer de mama, pulmén y cervical (MDA-MB-231,
SK-LU-1 y CaSki, respectivamente). Las células fueron tratadas con diversas concentraciones del compuesto MF-10 y
evaluadas a las 24 horas. Se usé la técnica de incorporacién de cristal violeta para determinar el nimero celular. Los datos
se obtuvieron de tres ensayos independientes con 6 repeticiones por condiciéon. Prueba ANDEVA con p<0.05 vs control.
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Figura 14. Actividad antiproliferativa del compuesto MF-10 sobre lineas tumorales (MDA-MB-231, SK-LU-1 Y CaSki,
respectivamente). Se obtuvo la ICso mediante la linealizacidn de los datos y la ecuacidn de |a recta. Los datos se obtuvieron
de tres ensayos independientes con 6 repeticiones por condicion. Prueba ANDEVA con p<0.05 vs control.

Linea celular ICs0 (g/ml) ICs0 (LM)
MDA-MB-231 20.47 32.24
SK-LU-1 25.24 39.76
CaSki 51.72 81.47

Cuadro 2. Concentracién calculada del compuesto MF-10 que inhibe el 50% del nimero celular (1Cso) en lineas tumorales.
Los datos estdn expresados en pg/mly pM.
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8.2. Efecto necrotico del compuesto MF-10 en células tumorales

Una vez determinada la actividad antiproliferativa y obtenida la concentracion
inhibitoria del 50% del numero celular (ICso), las 3 lineas celulares fueron
estimuladas con las concentraciones correspondientes del compuesto MF-10 para
determinar si el decremento en el nUmero celular se debia a una muerte necrética.
Para determinar esto se realizé la cuantificacion de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes de los cultivos (Fig. 15).
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Figura 15. Evaluacion del efecto necrético de compuesto MF-10 por medio de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) en cultivos de células tumorales tratadas con la ICso determinada para cada linea tumoral a las 24
horas, se tomdé como 100% de actividad las células tratadas con Tritén X-100. Se observa el Control que son células a las
que solo se les cambio el medio, el DMSO (vehiculo en el que disuelve el compuesto) y el tratamiento con las ICso
correspondiente para cada linea. Los resultados corresponden a 3 ensayos independientes con 6 repeticiones por
condicién. Prueba ANDEVA con una p<0.05 muestra que no existe diferencia significativa entre los tratamientos.

Los resultados obtenidos (cuadro 3) mostraron una baja actividad de la enzima LDH
en las 3 lineas celulares tratadas con MF-10 por lo que se descartd que el
decremento en el numero celular se debiera a una muerte necrética.

Linea celular Triton X-100 Control DMSO MF-10
MDA-MB-231 100+1.37 9.45+1.51 9.25+0.99 9.61+1.58
SK-LU-1 100+3.34 10.79+1.70 14.06+1.59 14.26+2
CaSki 100+0.80 5.79+3.21 6.54+1.61 5.47+1.77

Cuadro 3. Valores de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en células tumorales que fueron estimuladas
con el compuesto MF-10 comparadas con un control positivo de células tratadas con Tritén X-100.
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8.3. Efecto apoptdtico del compuesto MF-10 en células tumorales

Conociendo la ICso del compuesto, y habiendo determinado que no induce una
muerte necrética, se evalu6 el efecto apoptoético en las tres lineas celulares. Es
conocido que una vez que una célula entra en un proceso de muerte apoptética se
producen cambios morfolégicos, donde se produce un redondeamiento de la célula,
una reduccién de su volumen y una retraccion de sus prolongaciones y en la
membrana se producen ampollas (blebbing). En cuanto al ndcleo existe una
condensacioén y fragmentacion de la cromatina. Con el propésito de establecer que
el MF-10 induce este tipo de muerte, cultivos de las lineas celulares de cancer MDA-
MB-231, SK-LU-1y CaSki, fueron estimuladas con el compuesto MF-10 durante 24
h a la concentracién de sus respectivas ICso, posteriormente la morfologia celular
fue observada por contraste de fases y tincion con el fluorocromo DAPI en un
microscopio de epifluorescencia y de igual manera la caspasa 3 activa fue
inmunodetectada (Fig. 16, 17, 18).

Control DMSO Camptotecina MF-10

A C

C.F.

DAPI

100 pm

Caspasa 3

100 pm

Figura 16. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 3 en células SK-LU-1 después de 24
horas del tratamiento con la ICso del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambio el medio, el
DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados representativos de 3
ensayos independientes. (Flechas rojas muestran contraccion celular y formacion de cuerpos apoptéticos. Flechas
amarillas muestran condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN).
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Figura 17. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 3 en células CaSki después de 24 horas
del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambié el medio, el DMSO
(B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados representativos de 3 ensayos
independientes. (Flechas rojas muestran contraccién celular y formacion de cuerpos apoptéticos. Flechas amarillas
muestran condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN).
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Figura 18. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 3 en células MDA-MB-231 después de
24 horas del tratamiento con la ICsg del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambié el medio,
el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados representativos de
3 ensayos independientes. (Flechas rojas muestran contraccion celular y formacidn de cuerpos apoptéticos. Flechas
amarillas muestran condensacion de la cromatina v fragmentacion del ADN).
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Al observar el contraste de fases de las 3 lineas celulares (Fig. 16-18) se pudo
observar que, en las células del control y DMSO, las células mantuvieron una
morfologia normal (forma poliédrica, abundante citoplasma, presencia de
proyecciones citoplasmaticas) mientras que en el control positivo tratado con
Camptotecina como en el tratamiento con MF-10, las células habian perdido su
morfologia tipica y se encontraban redondeadas, con escaso citoplasma y con
pérdida de las proyecciones citoplasméticas. Al analizar la morfologia nuclear con
el fluorocromo DAPI en el control y en el DMSO se vieron nucleos bien definidos y
esféricos, mientras que en la Camptotecina y MF-10 se pudo ver condensacién y en
ciertos puntos fragmentacion del ADN, ademas de la formacion de cuerpos
apoptoticos, mostrando signos evidentes de una muerte apoptética. En cuanto a la
presencia de la caspasa 3 activa, se pudo notar un aumento evidente de la
presencia de esta en el control positivo y en el tratamiento con el compuesto MF-10
al compararlos con el control y el vehiculo DMSO (Fig. 16, 17, 18), confirmando con
esto que el compuesto MF-10 indujo a las células a una muerte apoptaotica.

8.4. Determinacion de la ruta apoptotica del compuesto MF-10
8.4.1. Analisis por microscopia de epifluorescencia

Una vez que se determiné que el compuesto estaba induciendo una muerte
apoptética fue imperativo buscar qué tipo de ruta estaba induciendo esta muerte.
Se sabe que existen dos principales rutas de muerte apoptoética, la extrinseca e
intrinseca y que las caspasas 8 y 9 son activadas en estas dos vias,
respectivamente. Con el objetivo de determinar qué via estaba induciendo el
compuesto, las células tumorales fueron tratadas con el MF-10 a las
concentraciones de sus respectivas ICsoy las caspasas 8 y 9, asi como las proteinas
Bax, Bid y Bcl-2 fueron inmunodetectadas y las células fueron observadas en un
microscopio de fluorescencia para ver las células positivas a la marca (Figs. 19-33).
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Figura 19. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 8 en células SK-LU-1 después de 24
horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambid el medio,

el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados representativos
de 3 ensayos independientes.
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Figura 20. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 9 en células SK-LU-1 después de 24
horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambié el medio,

el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados representativos
de 3 ensayos independientes.
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Figura 21. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapotdtica Bax en células SK-
LU-1 después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se
le cambid el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D).
Resultados representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 22. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptética Bid en células SK-
LU-1 después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le
cambié el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados
representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 23. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptdtica BCL-2 en células
SK-LU-1 después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo
se le cambid el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D).
Resultados representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 24. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 8 en células CaSki después de 24
horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambio el medio,

el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados representativos
de 3 ensayos independientes.
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Figura 25. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 9 en células CaSki después de 24
horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambié el medio,
el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados representativos
de 3 ensayos independientes.
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Figura 26. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptética Bax en células
CaSki después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se
le cambié el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D).
Resultados representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 27. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptdtica Bid en células CaSki
después de 24 horas del tratamiento con la ICso del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le
cambid el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados
representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 28. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptética BCL-2 en células
CaSki después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se
le cambié el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D).
Resultados representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 29. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 8 en células MDA-MB-231 despues
de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambio e
medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados
representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 30. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de caspasa 9 en células MDA-MB-231 despues
de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se le cambid el
medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D). Resultados
representativos de 3 ensayos independientes.

Camptotecina

MF-10

48



Jorge Alberto Méndez Velazquez UNAM FES Zaragoza

C.F.

DAPI

Bax

C.F.

DAPI

Bid

Control DMSO Camptotecina MF-10

=
. D oy
B # iz - -
’ - S S
& - S )
b
logum = &
[ y smo w
100 yum 100 um
—il —ukT

Figura 31. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptotica Bax en células
MDA-MB-231 después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al
que solo se le cambid el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10
(D). Resultados representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 32. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptoética Bid en células
CaSki después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que solo se
le cambié el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D).
Resultados representativos de 3 ensayos independientes.
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Figura 33. Efecto del MF-10 en la morfologia nuclear y la presencia de la proteina proapoptdtica BCL-2 en células
MDA-MB-231 después de 24 horas del tratamiento con la IC50 del compuesto MF-10. Se tiene el control (A) al que
solo se le cambié el medio, el DMSO (B), el control positivo con Camptotecina (C) y el tratamiento con MF-10 (D).
Resultados representativos de 3 ensayos independientes.

Los resultados obtenidos en las figuras 19-33, establecen que el MF-10 induce un
incremento de la caspasa 8 y de las proteinas proapoptéticas Bax y Bid en las lineas
celulares SK-LU-1 y CaSki y baja presencia de la caspasa 9 y decremento de la
proteina antiapoptotica Bcl-2, mientras que en la linea celular MDA-MB-231 el MF-
10 indujo un incremento de la caspasa 8 y 9 asi como de las proteinas Bax y Bid y
un decremento de Bcl-2, sugiriendo que el MF-10 activa la ruta apoptética
extrinseca en las células SK-LU-1 y CaSki, mientras que en las células MDA-MB-
231, activa la ruta extrinseca e intrinseca.

8.4.2. Cuantificacion por citometria de flujo de las caspasas 8 y 9.

Para reafirmar lo que se observé en el microscopio de epifluorescencia, se llevé a
cabo una cuantificacion de las células positivas a las caspasas 8 y 9 (Figs. 34-36)
por medio de un citdmetro de flujo.

Los resultados mostrados en las figuras 34-36 confirman los resultados obtenidos
en la microscopia (Figs. 19, 20, 24, 25, 29 y 30), que, en conjunto, sugieren que el
MF-10 induce a las células tumorales SK-LU-1 y CaSki a una muerte apoptotica a
través de la activacion de la via extrinseca, mientras que en las células MDA-MB-
231 el MF-10 induce una muerte apoptética activando tanto la via extrinseca como
la via intrinseca.
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Figura 34. Cuantificacidn de las caspasas 8 y 9 en células de cancer de SK-LU-1 24 horas después del tratamiento con

MF-10. Se ve el control que son células a las que solo se les cambid el medio, el DMSO, células tratadas con
camptotecina y el tratamiento con MF-10.
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Figura 35. Cuantificacion de las caspasas 8 y 9 en células de cancer de CaSki 24 horas después del tratamiento con

MF-10. Se ve el control que son células a las que solo se les cambid el medio, el DMSO, células tratadas con
camptotecina y el tratamiento con MF-10.
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Figura 36. Cuantificacidn de las caspasas 8 y 9 en células de cancer de MDA-MB-231 evaluadas 24 horas después

del tratamiento con MF-10. Se ve el control que son células a las que solo se les cambid el medio, el DMSO, células
tratadas con camptotecina y el tratamiento con MF-10.
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9. Discusién

El cancer es un problema de salud publica y aun en la actualidad no existe un
tratamiento adecuado para esta enfermedad. Los tratamientos actuales para el
cancer se basan principalmente, en la cirugia, la radiacion y la quimioterapia. Con
respecto a la quimioterapia, muchos agentes anticancerigenos en circulacién
afectan no solo el crecimiento tumoral sino también el de las células normales,
empeorando la recuperacion del paciente. Esto hace que la busqueda de nuevos
agentes anticancerigenos con menores efectos secundarios sea necesaria
(Adesegun et al., 2014). Es por ello que se han desarrollado muchos farmacos
basados en productos naturales aislados de plantas terrestres con potencial para
combatir la proliferacion de células cancerosas (Loraine & Mendoza, 2010).

En los ultimos afios, las saponinas esteroidales han atraido la atencion cientifica por
su diversidad estructural y sus importantes bioactividades, incluidas sus
propiedades antitumorales, hemostaticas, y analgésicas (Zhu et al., 2016). De igual
manera se ha informado que ejercen una actividad antiproliferativa, antimetastasica
y antiangiogénica mediante la induccion de la apoptosis, la detencion del ciclo
celular y por otras vias. También se ha informado que reducen los efectos
secundarios de la radioterapia y la quimioterapia, lo que sugiere que las saponinas
son una perspectiva prometedora para la investigacion y el desarrollo de
tratamientos contra el cancer. (Tong et al., 2012), (Xu et al., 2016).

Debido a modificaciones en la estructura de la saponina como el tipo, la posicion y
el nUmero de azlcares unidos en diferentes posiciones de los anillos de la saponina,
entre otros, pueden influir en su actividad antitumoral (Man, S., 2010). Al respecto,
nuestro grupo de trabajo sintetizé el MF-10. Este mostr6 actividad antiproliferativa
de manera dosis dependiente en las lineas celulares MDA-MB-231, SK-LU-1 y
CaSki con valores de ICso en pg/ml de 20.47, 25.24 y 51.72 respectivamente
(Cuadro 2), resultados similares a los reportados por Villar en 2016 que reportd una
ICs0 de 20 pg/ml para MDA-MB-231, Lopez en 2017 de 25 ug/ml en SK-LU-1 y
Zamora en 2017 con 50 pg/ml para la linea Caski. Si se compara estos valores con
lo reportado para la saponina Diosgenina, se observa que para ejercer la misma
actividad antiproliferativa, se requiere de una concentracion mayor de MF-10, ya
gue para la Diosgenina (que no presenta ningun azucar unido) se reportan valores
de ICso en ug/ml de 7.4 para MDA-MB-231, 13.5 para SK-LU-1 y 12 para CaSki
(Rosas, 2016). Sin embargo, si se compara con la Diosgenina 3-glu, con valores de
ICs0 en ug/ml de 20, 25 (Luna, 2019) y 22.56 (Martinez, 2013) respectivamente, se
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observa que la actividad antiproliferativa de esta es similar al MF-10, excepto en la
linea CaSki, donde el compuesto presenta un valor de ICsp mayor. Con estos
resultados en conjunto se puede asumir que la adiciébn de una amina acetilada a la
estructura de la Diosgenina 3-glu no mejora la actividad antiproliferativa de esta. Es
importante mencionar que la Dioscina (la cual presenta una glucosa unida en el
carbono 3 del esteroide y dos ramnosas unidas a la glucosa), se le han reportado
valores de actividad antiproliferativa de ICso de 5.88 para MDA-MB-231 (Aumsuwan
et al., 2016) y de 1.73 para CaSki (Hernandez et al., 2020), (no hay ensayos en la
linea SK-LU-1), sugiriendo que el nimero de azucares, el tipo de azlcares o la
posicion de los azlUcares podrian mejorar la actividad antiproliferativa de la
Diosgenina.

Con respecto a la actividad citotoxica (necrotica), nuestros resultados establecen
gue el MF-10 no induce una muerte necrotica en ninguna de las 3 lineas (MDA-MB-
231, SK-LU-1 y CasSki), resultados que son congruentes con lo reportado para la
Diosgenina (Rosas, 2016), Dioscina (Aumsuwan et al., 2016) (Hernandez et al.,
2020) y Diosgenina 3-glu (Luna, 2019) (Martinez, 2013), las cuales tampoco inducen
muerte necroética en ninguna de las lineas celulares trabajadas, sugiriendo que estas
saponinas son compuestos de baja citotoxicidad, marcando una importante
diferencia con los compuestos que actualmente se aplican para el tratamiento del
cancer, los cuales muchos son fuertemente citotéxicos. Con respecto a la amina
acetilada presente en la glucosa unida en el carbono 3 de la Diosgenina, los
resultados sefialan que la presencia de la amina acetilada en la estructura del MF-
10, en comparacidn con sus precursores, no mejora su actividad antiproliferativa,
pero tampoco altera la actividad necrotica.

Con respecto a la actividad inductora de apoptosis en las lineas tumorales, nuestros
resultados establecen que el MF-10 induce en las células tumorales a una muerte
celular apoptotica, resultados que concuerdan con lo descrito para la Dioscina y la
Diosgenina 3-glu (Hernandez et al., 2020), (Luna, 2019), (Martinez, 2013); en donde
las dos saponinas mostraron inducir apoptosis con la participacion de la caspasa 3
activa, sugiriendo que el MF-10 induce la eliminacién de las células tumorales
mediante el proceso apoptético. Sin embargo, la Diosgenina, a pesar de inducir
apoptosis no se vio un aumento considerable de células positivas a caspasa 3
(Rosas, 2016), sugiriendo que la modificacion del azucar influye en la actividad
apoptética del compuesto, como se vio en el MF-10 y la Diosgenina 3-glu donde hay
mayor presencia de células positivas a caspasa 3 activa en comparacion a la
Diosgenina.
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La diferencia en el porcentaje de células positivas a la caspasa 3 activa al ser
tratadas con Diosgenina, Diosgenina 3-glu y el MF-10, sugiere que la glucosa unida
al esteroide y la amina acetilada unida a la glucosa pueden mejorar la actividad
apoptotica de la Diosgenina. Ademas, el incremento en el porcentaje de las
caspasas 8 y 9 inducidas por el MF-10 en las tres lineas celulares, indica que la
actividad apoptotica inducida por esta saponina es a través de la activacion de la
via extrinseca e intrinseca de la apoptosis, aunque es importante resaltar que el
porcentaje registrado para la caspasa 8 en las tres lineas celulares es mayor en
comparacién con la caspasa 9, sugiriendo que la ruta extrinseca es la ruta principal
o preferente por la que actla este compuesto.

Estos resultados se apoyan en estudios previos donde evaluaron a la Dioscina,
Diosgenina y Diosgenina 3-glu en la linea celular CaSki, estableciendo que estos
compuestos activan ambas vias apoptoticas. Reportan que la Diosgenina presenta
mayor porcentaje de células positivas para caspasa 8 que para caspasa 9, sin
embargo, la actividad de la Diosgenina 3-glu mostro lo contrario con mayor nimero
de células positivas para caspasa 9 en comparacion con la caspasa 8 (Hernandez
et al., 2020). Esto sugiere que la modificacion en el glucdsido de la saponina afecta
directamente en la ruta apoptética principal que induce, porque como ya se
menciond, el MF-10 (que esta constituido por una amina acetilada en la glucosa de
la Diosgenina 3-glu) indujo mayor presencia de caspasa 8 que de caspasa 9 siendo
esta la actividad opuesta a la que present6 la Diosgenina 3-glu.

En el caso de otras lineas se reporta que la Dioscina activa la via intrinseca en
células Hela (Cai, et al., 2002), células HL-60 (Wang et al., 2014), y en 3 lineas de
cancer de pulmén (Wei et al., 2013). Por otra parte, la Diosgenina se reporta que
activa tanto la caspasa 8 como la 9 en células HepG2 (Kim et al., 2012), la caspasa
9, pero no la 8 en HelLa (Hou, et al., 2004) y la activacion de ambas caspasas en
células de carcinoma hepatocelular (Li, et al., 2015).

Con respecto a la cascada de sefalizacion apoptética y sabiendo que las dos vias
se relacionan en la activacion de la proteina Bid (activada por la caspasa 8) (Wu et
al., 2018), nuestros resultados sugieren que en las 3 lineas tumorales tratadas con
MF-10 hubo un aumento de Bid (Fig. 22, 27, 32), al igual que Bax (Fig. 21, 26, 31),
mientras que la concentracion de Bcl-2 fue disminuida (Fig. 23, 28, 33). Esto sugiere
gue el compuesto, después de activar la ruta extrinseca, mediante la activacion de
Bid, puede estar activando la ruta intrinseca en un segundo término, como se
aprecia de mejor manera en la linea MDA-MB-231.
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Estos datos indican que la modificacién que se realizé para obtener el MF-10 no
modificO su accidén con respecto a estas proteinas ya que este comportamiento
también se observd en las otras saponinas. Se ha reportado que la Diosgenina
induce apoptosis e inhibe Bcl-2 en células A549 (Mohammaad, et al., 2013) y activa
Bax y Bid e inhibe Bcl-2 en células HepG2 (Kim, et al., 2012). De igual manera en
la Dioscina se vio un aumento de Bax y disminucion de Bcl-2 en células de
carcinoma hepatocelular (Zhang, et al., 2016) y en células LNCaP (Chen, et al.,
2014). De acuerdo a estos datos y los obtenidos en este trabajo se asume que las
saponinas poseen la caracteristica de regular a proteinas de la familia Bcl-2.

Estos resultados permiten considerar al compuesto MF-10, dada su actividad
antitumoral, como un futuro terapéutico, por lo que es un buen candidato para ser
estudiado en modelos in vivo.

10. Conclusiones

« El compuesto MF-10 presenta actividad antiproliferativa en las lineas
tumorales MDA-MB-231, SK-LU-1 y CaSki con ICso de 20.47, 25.24 y 51.72
ug/ml respectivamente.

« EIMF-10 no presenta efecto necrético en las lineas tumorales MDA-MB-231,
SK-LU-1 y CaSki.

« ElI MF-10 induce muerte apoptotica en las lineas tumorales MDA-MB-231,
SK-LU-1 y CaSki.

* El compuesto induce la activacion de la caspasa 8 en las lineas tumorales
SK-LU-1y CaSki, y activa las caspasas 8 y 9 en la linea MDA-MB-231.

+ EI MF-10 induce la activacion de las proteinas proapoptéticas Bid y Bax.

« EI MF-10 produce una disminucion de la proteina antiapoptética Bcl-2.
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12. Apéndice

Preparacién de reactivos

Medio de cultivo RPMI-1640

RPMI-1640 (Laboratorio Microlab) 10.42¢g
NaHCO3 (SIGMA, USA) 29

Los reactivos se disuelven en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 con
HCI 1N y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucién se esteriliza por medio
de filtrado en vacio a través de una membrana con poro de 22 ym. Se almacena a
4°C. El medio de cultivo se complementa con suero de neonato de bovino (SNB),
en la proporcidn requerida y posteriormente es nuevamente filtrado en vacio a
través de una membrana con poro de 0.22 ym. Se almacena a 4°C.

Desactivacion del suero

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

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiolégicas estables durante
periodos cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de
fosfato. Los componentes se diluyen en un volumen final de 1000mL de agua
bidestilada.

Cloruro de sodio (SIGMA, USA) 8.00g
Cloruro de potasio (SIGMA, USA) 0.20g
Fosfato monoacido de sodio (SIGMA, USA) 2.169g
Fosfato diacido de potasio (SIGMA, USA) 0.20g

Los reactivos en 800 mL de agua bidestilada. Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando
HCI 1N y se afora a un volumen final de 1000mL. Esta solucion se filtra por medio
de filtros de membrana con diametro de 42 um, la solucidn se esteriliza a una
presion de 1.20kg/cm2 y temperatura de 120°C durante 20 minutos. Se almacena a
4°C hasta el momento del uso.
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Verseno

Esta solucién se emple6 para despegar las células tumorales CaSki, MDA-MB-231
y SK-LU-1 adherentes y funciona como agente quelante que secuestra iones de
calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su preparacion se utiliza:

Etilen-diamen-tetra-acético EDTA (SIGMA, USA)  0.4g

Cloruro de sodio (NaCl) (SIGMA, USA) 89
Cloruro de potasio (KCI) (SIGMA, USA) 0.4g
Tris (SIGMA, USA) 3.04g

Los reactivos se disuelven en 800mL de agua bidestilada, se ajusta el pH a 7.7 con
HCI 1N y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucion se esteriliza a una
presion de 1.20kg/cm2 y temperatura de 120°C durante 20 minutos. Se almacena a
4°C hasta el momento del uso.

Solucién cristal violeta (0.1%)

Para preparar 500 mL de cristal violeta en una concentracién 0.1% se requiere
previamente preparar una solucion amortiguadora de acido formico 200 mM con un
pH 6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta, se diluye y se filtra usando papel
Whatman nimero 2. Se almacena a temperatura ambiente.

Hidréxido de sodio (NaOH) (SIGMA, USA) 1.98¢g
Acido Formico (SIGMA, USA) 2.14g
Cristal Violeta (SIGMA, USA) 0.5¢

Glutaraldehido (1.1 %)

A 1.57 mL de glutaraldehido (70% v/v) se le agrega 98.43mL de agua bidestilada y
se almacena a una temperatura de 4°C.

Solucién de acido acético (10 %)
A 10 mL de acido acético (J. T. Baker) se le agrega 90 mL de agua bidestilada.
Camptotecina

Se disuelven 5 mg de camptotecina en 1mL de DMSO. Se almacena a temperatura
ambiente.
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Paraformaldehido/glutaraldehido

Se calienta en bafio maria a 60 °C 20mL de PBS y agregar 0.8 g de
paraformaldehido, una vez disuelto, se coloca la solucién el hielo. A la solucion fria
se le agrega 0.8mL de glutaraldehido y se mezcla.
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