Universidad Nacional Autbnoma de México

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza

Unidad De Investigacion En Diferenciacion Celular Y Céancer

Laboratorio de Investigacion Formativa VII

Actividad antiproliferativa, necroética y apoptoética de la Diosgenina 3 Glu

en lineas celulares tumorales de mama JC, 4T1 Y MDA-MB-231
TESIS
Que para obtener el titulo de:
BIOLOGO
Presenta
Paredes Lara Edwing Alfonso
Director de Tesis

Dr. Luis Sanchez Sanchez

CDMX, 2023

< FES |
ZARAGOZA
——




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“Visto a la luz de la evolucion, la biologia es, quizas, la ciencia mas

satisfactoria e inspiradora.”

Theodosius Dobzhansky




AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo de Tesis se llevd acabo con apoyo de los proyectos PAPIIT
IN219221 e IN215922, dentro de las instalaciones de la Unidad Multidisciplinaria
de Investigacion Experimental Zaragoza, Laboratorio 6, 2do Piso, en el Laboratorio

de Biologia Molecular del Cancer, bajo la direccién del Dr. Luis Sanchez Sanchez.

Al Dr. Luis Sanchez Sanchez por la oportunidad de formar parte de su equipo de
trabajo, por todo el apoyo, conocimientos, consejos y tiempo compartidos que

ayudaron y enriquecieron este trabajo.

Al Dr. Hugo Lépez Mufioz por compartir su conocimiento, experiencias y consejos

gue ayudaron a enriquecer mi trabajo.
Al Dr. Octavio Daniel Reyes Hernandez por compartir su conocimiento.

A la Dra. Maria Luisa Escobar Sanchez por su asesoria que ayudaro a enriquecer

mi trabajo.

Un reconocimiento especial a los sinodales:

e M. en C. Gerardo Diaz Vazquez

e Dr. Luis Sanchez Sanchez

e Dr. Hugo L6pez Mufioz

e Dr. Octavio Daniel Reyes Hernandez
e Dra. Maria Luisa Escobar Sanchez

Por sus aportaciones y observaciones en el presente trabajo.




AGRADECIMIENTOS

A mis padres, porgue con su carifio, guia y apoyo he llegado a realizar uno de los
anhelos méas grandes de mi vida, fruto del inmenso apoyo, amor y confianza que

en mi depositaron.

Especialmente a mi madre Adela Lara Hernandez ya que con su ejemplo de
dedicacion, esfuerzo y perseverancia hizo esto posible, te agradezco por siempre

estar a mi lado motivandome y apoyandome para cumplir mis suefios y metas.
A mis hermanos por siempre motivarme a continuar

A esos amigos que se volvieron familia y a lo largo de la vida han estado

presentes apoyandome y motivandome (Airi, Erik, Diego, Antonio)




INDICE

RESUMIEBN ...ttt sttt st e e e s e e be st e s e e e st e s e eb e sbe s enseseeseebessenseneesensensanseneenen 7
INEFOTUCCION. .......eiiiiiiiiie ettt e s e st e e bt e e s abe e s abe e s abeesabteesabeesabeesabeesabaesnbeeensseenasens 8
= W o] = [0 T OO PR SRR O SRSRR 8
(@4 o [a I o =] 11 1 -V TS 10
L TOT=T = o = U] = TSR 13
AP OPLOSIS ittt sttt et e st e bt e teebe et e be et e e b e teabeentebesteeraenranrens 14
N [T o 0= =TSP 18
(@7 T[] =Y PRSP 19
CANCET T8 MAIMA.....iiiiieiieiirieirteere sttt ettt ettt et et e st e bt e b s e b et eb e e ebeneebeneebens 20
D= (=T o of Lo o FOU OSSO OSTTPPRSRRSOTROSPRRRSR 25
LI = L= 10 0 11= 1 o SRRSO 28
[ =T od (o T T =T o U1 o K= U o B TS TS 30
ESTAITICACTON ...ttt ettt b et be e nbe e eaeas 31
PrOAUCTOS NALUIAIES .....oueieeieieeee ettt ettt s b et e s esestenaeneeneas 40
SAPONINEAS ettt b bttt b b b e et ae bbbt et h b bt et h e bt n e e ens 40
Planteamiento del ProbIema ... 50
JUSTITICACTON e sttt st b ettt b e st e bt b e bt e e e 51
HIDOTESIS ...ttt ettt et et s te e st e beebeeasebesbe e bt esbesbeebsenbenbeeteensebesbeensentenrs 52
ODJEEIVOS .ottt b bt a bbbt et e e bbbttt b bt n e 53

GBINEIAL ...ttt bt sttt h ettt b e bbbt ae bttt neas 53

PATTICUIAIES ...ttt b e sttt et b e st e b et sesbesbenteneens 53
DiSEN0 EXPEITMENTAL.....cci ettt sttt et st et e aeene e e e neeses 54

Preparacion del COMPUESTO ..ottt 54

CUultivo de 1INEAS CEIUIAIES .....ooeviiieieiieeeee et st 54

Determinacién de la concentracidon requerida para la inhibicién del 50% de la
poblacion (ICsp) de CElulas tUMOTAIES ......cccoveeieieieeeee e 55

Determinacién de la muerte celular por necrosis en células tumorales mediante la
deteccién de la enzima LDH (lactato deshidrogenasa). ......cccoceeeeceeveeeeeeciececeeneenne, 55

Efecto de la Diosgenina-3-Glu en la morfologia celular y condensacion de la
cromatina en células tumorales por medio de la tincion con el fluorocromo DAPIy
deteccién de caspasa 3 activa por marcaje con FITC en células tratadas con
DIOSTENINA-3-GlUL. .ooeieiiiiitecee ettt st et e s beebe et e besaeanbesbeeseensaseenrs 56

RESUITAIOS ettt et e e e e ettt e s s eeaa et teeeeeaaaa e eeeeesssaassseeeeesssaanseeeeeesssaans 57




Actividad antiproliferativa de la Diosgenina-3-Glu en las lineas celulares MDA-MB-

B2 3 I L O I TSRS 57

Actividad Necrética de la Diosgenina-3-Glu en las lineas celulares MDA-MB-231,

YL O 1 TSR TSRRRR 60

Efecto de la Diosgenina 3 Glu en células tumorales MDA-MB-231,JCy 4T1.......... 62
ANALISIS € rESUITATOS .....ecviieieeeeee ettt ettt a e seeseste e enens 67
CONCIUSIONES ...ttt b ettt b e bt bt e e bt be e bt e et ebesb et et e e ens 70
REFEIENCIAS ...ttt sttt et s b et et e e et sbeebeste e eseebestenaeneeneas 71
AP EBNAICE .. ittt et e et e st e e be et e be e beeat et e s beebe e besbeereenbeabeebeentesbesteeaaentanteas 78




Resumen

El término Céncer se aplica a méas de un centenar de enfermedades diferentes entre
las que figuran tumores malignos en distintas partes del cuerpo. Es un proceso que
se caracteriza por la multiplicacion descontrolada de las células y que puede
diseminarse en cualquier parte del organismo. Un rasgo comun a todas las formas
de cancer es la inoperancia de los mecanismos que regulan normalmente el

crecimiento, la proliferacion y la muerte celular.

Actualmente, es una de las enfermedades con mayor relevancia debido a su alta
tasa de mortalidad. En México es la tercera causa de muerte soélo después de las

enfermedades del corazon y la diabetes mellitus (INEGI, 2021).

Existen varias estrategias de tratamiento para cancer, entre las cuales se
encuentran las terapias clasicas que incluyen la extirpacion de la masa tumoral,
principalmente mediante cirugia y los tratamientos quimicos y fisicos, como la
quimioterapia y la radioterapia (Mitra et al., 2015), sin embargo, para canceres
metastasicos los regimenes de quimioterapia actualmente disponibles pueden dar
lugar a varios problemas criticos, que incluyen una efectividad insuficiente y efectos
adversos graves (Ren et al., 2016). Es por ello que continta la busqueda de nuevos
compuestos que puedan ser utilizados como quimioterapéuticos y que generen

menos efectos adversos.

Los compuestos derivados de plantas han estado a la vanguardia como una fuente
importante de terapias contra el cancer desempefiando un papel vital en la
prevencion y el tratamiento del cancer debido a su disponibilidad y una toxicidad

relativamente baja (Gali-Muhtasib et al., 2015).

El cancer es un problema de salud cada vez mayor en todo el mundo, se han
realizado progresos significativos para comprender los efectos antitumorales de las
saponinas esteroides en los ultimos afios, segun los hallazgos reportados las
saponinas esteroideas ejercen diversas actividades antitumorales cémo inhibir la

proliferacion, inducir apoptosis y autofagia y regulan el microambiente tumoral a




través de multiples vias de sefializacion relacionadas. Los estudios sobre las
propiedades biolégicas de las saponinas han incrementado la Gltima década lo cual
esta relacionado con el hecho de que muchas de las plantas ricas en estos
metabolitos son utilizadas por diversas poblaciones como medicina tradicional en el
tratamiento de diferentes enfermedades en forma de unglentos, cocimientos,

complementos alimenticios etcétera (Sparg, 2004).

La Diosgenina 3 Glu 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 HelLa CaSki y ViBo (Martinez, 2013).

En el presente estudio se evalla el efecto antiproliferativo, necrético y apoptético de
la Diosgenina 3 Glu en la linea celular de humano MDA-MB-231 y en las lineas
celulares murinas JC y 4T1. La actividad antiproliferativa de la Diosgenina 3 Glu fue
determinada en las lineas celulares MDA-MB-231, JC y 4T1, mediante tincion con
cristal violeta, obteniendo unas IC50 de 8.2, 4.8 y 9 [g/mL respectivamente. La
actividad necrotica fu evaluada en los sobrenadantes provenientes de los cultivos
celulares a atreves de la cuantificacibn de la enzima citoplasmatica lactato
deshidrogenasa (LDH), considerada un indicador de necrosis. Los resultados
obtenidos mostraron baja o nula actividad de la enzima (LDH) en las tres lineas
celulares. La actividad apoptotica fue evaluada mediante la determinacion de la
caspasa 3 activa en las lineas celulares MDA-MB-231, JC y 4T1 por microscopia de
fluorescia, donde el marcaje muestra presencia de caspasa 3 para las tres lineas

celulares.

Introduccién

La célula

Todos los seres vivos estamos compuestos por una o varias células (Figura. 1),

desde las bacterias que habitan nuestra flora intestinal, hasta el animal mas grande




qgue habita nuestro planeta “la ballena azul’. Cada uno de nosotros es un mundo
habitado y conformado por billones de células de diferentes poblaciones celulares
gue conforman los distintos tejidos que a su vez constituyen 6rganos y éstos
componen los sistemas que permiten que nuestro cuerpo funcione, por esto la célula
es considerada la unidad estructural, anatémica y funcional de los organismos
(Curtis et al 2011), capaz de llevar a cabo todas las funciones vitales y mantener su
propia estructura (Ofiate, 2010) o bien la unidad basica de la vida (Martinez &
Torres, 2018).

Partes de una célula

Membrana celular Aparato de Golgi

®

Reticulo

* Receptor de
endoplasmatico, »

membrana
Q/

Nicleo / ‘I'

(contiene ADN)______

Mitocondrias

Fig. 1 Esquema de una parte de la célula

https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-

cancer/def/celula.

La célula lleva a cabo diversas funciones a lo largo de su vida como; nutricién,
relaciones intra y extracelulares y la reproduccion, sin embargo, existen procesos
encargados de regular la homeostasis y desarrollo de los organismos, del cual

destaca el ciclo celular (Hickman et al., 2000).



https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-cancer/def/celula
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-cancer/def/celula

Ciclo celular

El ciclo celular representa el mecanismo fundamental subyacente a la reproduccion
de todos los seres vivos y se divide en etapas a través de las cuales la célula pasa
de una divisién celular a la siguiente (Figura 2). Estos acontecimientos se realizan
mediante una secuencia ordenada de procesos en los que la célula duplica su
contenido genético para llevar a cabo la division celular y la produccion de dos

células hijas, cada una con cromosomas idénticos a los de la madre (Diaz, 2003).

El ciclo celular se divide en cuatro fases diferentes: la fase G1 (Gap, espacio) la cual
es una fase intermedia entre la fase M y la fase S, la fase S es donde se asegura
gue el material genético se duplique correctamente, la fase G2 se considera un
intermedio previo a la fase M donde se reparte el material genético entre dos
nacleos, asi como el contenido celar, para formar dos células, a este proceso se le
conoce como citocinesis (Jiménez et al., 2003). Las células también pueden
encontrarse en un estado de reposo fuera del ciclo celular denominada fase GO
donde las células realizan todas las funciones requeridas para su supervivencia,
hasta que reciban un estimulo que las haga entrar en el ciclo celular en la fase G1
(Lépez, 2013).

Fase G1 4 La célulasale del
Periodo de crecimiento general Fase GO cicloydejade
dividirse
: C|tocmesns -
- .; Fase S
\\. Fase M ‘// CICLO CELULAR Ocurre la Sintesis de ADN.
MitOSiS ,ﬁ- Los cromosomas se replican
[‘,_‘ffr 5
Fase G2 @

Continua el crecimiento

a célula se prepara para la divisién
L I ; lad
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——
| —



Fig. 2. Ciclo Celular. https://i1.wp.com/www.acercaciencia.com/wp-
content/uploads/2012/10/Ciclo-celular.jpg?fit=992%2C759&ssl=1

La transicién de una fase del ciclo celular a otra ocurre de manera ordenada y esta
regulada por diferentes proteinas celulares (Vermeulen et al., 2003). (Figura 3). De
éstas destacan las enzimas fosforilizantes denominadas cinasas dependientes de
ciclinas (CDKs) y sus subunidades activadoras, las ciclinas (Quezada, 2007). El
funcionamiento correcto de los procesos del ciclo celular requiere de cambios en
complejos enzimaticos, entre los que se encuentran las ciclinas, las cinasas
dependientes de ciclinas (CDK) y los complejos que forman entre ambas (CDK-
ciclina) (Figura 3). Las formas activas de los complejos CDK-ciclina esta constituidas
de dos proteinas (una cinasa y una ciclina). Las cinasas son enzimas que realizan
la fosforilacion de proteinas que es de gran importancia para la regulacién del ciclo
celular. (Peralta et al., 1997)

La fase G1 o gap 1 es un periodo de alta actividad bioquimica en donde la célula
aumenta el material enzimético, replica sus organelos y aumenta el nGmero de otras
moléculas y estructuras citoplasmaticas. Algunas de las estructuras sintetizadas por
la célula son microtubulos, microfilamentos y ribosomas, el aparato de Golgi y el
reticulo endoplasmatico se renuevan y aumentan de tamafio por la sintesis de
proteinas y lipidos (Lomanto et al., 2010). La fase de sintesis (S) da comienzo
cuando la célula ha adquirido el tamafio suficiente, las proteinas necesarias se han
sintetizado y se tiene suficiente ATP, el proceso clave de la fase S es la duplicaciéon
de la molécula de ADN, sin embargo, durante este proceso también se sintetizan
histonas (H1, H2a, H2b, H3 y H4) y otras de las proteinas asociadas al ADN (ADN
polimerasas, ligasas, topoisomerasas) (Recolin et al., 2014).

Durante la fase G2 o gap 2 ocurre la preparacion para la division celular o bien
mitosis, donde la célula comienza a ensamblar estructuras especiales requeridas
para asignar un conjunto equitativo de cromosomas O cariocinesis que seran
heredados en la fase M a cada célula hija y la citocinesis, el resto del contenido

celular se distribuye para formar dos células funcionales (Cooper et al., 2007).

11
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La fase GO se refiere a las células que llevan a acabo todo su proceso metabdlico
pero que no se reproducen, por lo que se mantienen en estado de reposo fuera del
ciclo (Alberts et al., 2006). En esta fase la célula no avanza a través de las otras
fases del ciclo porque no lo requiere o porgue no es necesario, algunos ejemplos
celulares detenidas en GO son: las células nerviosas y las células hepéaticas; en el

cual puede permanecer por dias, meses y a veces afios (Diaz, 2003).

Entrada en mitos 29
Factor promotor J
ggp lidr;m_osis 9

Cicli
ol lh;) chmas
-ciclina [
J J h‘! e
Cdk-ciclina

v

> \
Ciclinas
miléticas

Fig. 3. Ciclo Celular.

https://1.bp.blogspot.com/ nZgOMbHLGO0s/TURMA4rYaldl/AAAAAAAAAQS/01mgu
GhVN2A/s1600/reg ciclo cell.bmp

Normalmente la progresion del ciclo celular es continua, sin embargo, si existe algun
dafo en la célula, la mayoria de éstas cuentan con la capacidad de detener el
proceso en alguna fase del ciclo y reanudarlo cuando dicho dafo haya sido
reparado. Cuando esto no es asi y el dafio es irreparable, la célula puede inducir un
proceso de muerte. Los puntos de regulacion de mayor importancia dentro del ciclo

celular se encuentran en la transicion de G1-S, G2-M y metafase-anafase
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(Shackelford et al., 1999). Cuando el dafio es irreparable, la célula puede inducir un

proceso denominado muerte celular.

Muerte celular

El nimero de células en los diferentes tejidos, Asi como el crecimiento, desarrollo y
mantenimiento de los organismos no solo depende de la produccién de las células,
sino también de los mecanismos para destruiras, esta determinado por un balance
homeostatico entre la proliferacion de células nuevas y la muerte de células
agotadas o seniles (Alberts et al., 2015). Aunque ésta también puede ocurrir como
consecuencia de una agresion celular aguda o de un programa de suicidio

codificado internamente (Ross, 2007).

Durante cientos de afios incluso antes de que el concepto célula fuera
completamente entendido, 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., en los que alude a ciertas
estructuras efimeras, cuya desaparicion pareciera programada desde el nacimiento.
Sin embargo, estos dos procesos no parecian coincidir en ningun punto. Fue hasta
1972, cuando Kerr, Willie y Currie utilizaron los términos necrosis y apoptosis para
unificar ambos conceptos y, a su vez, diferenciar la muerte celular accidental de la

regulada.

El concepto de muerte celular natural se remonta a 1842, cuando Karl Vogt
demostré que la muerte celular elimina la notocorda del sapo partera durante la

metamorfosis, lo que permite la formacion de vértebras.

Actualmente se sabe que todas las células que componen a los seres vivos estan

intrinsecamente programadas para autodestruirse (Ameisen, 2002).

La muerte celular se requiere para la adecuada formacion y correcta escultura del

embrion. Ademas, durante la edad adulta también juega un papel primordial, pues
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la eliminacion de células anormales, infectadas o innecesarias, es imprescindible
como defensa ante dafios externos e internos (por ejemplo, infecciones y
mutaciones), en la diferenciacién celular y en el control de la cantidad de células en
el ambiente (Fuchs & Steller, 2011).

Tomando en cuenta las diferencias morfolégicas, cambios quimicos y moleculares
de las células muertas, se describen principalmente dos tipos de muerte celular que
se encuentran bien caracterizados: apoptosis y necrosis (Stephen & Bolsover,
2004).

Apoptosis

Tipo de muerte celular caracterizada por ser altamente regulada y poseer
caracteristicas morfoldgicas precisas, como el encogimiento celular, la formacion de
vesiculas en la membrana, la condensacion de la cromatina y la degradacion del
ADN (Figura 4), sin afectar la permeabilidad de la membrana plasmatica (EImore et
al., 2007).

APOPTOSIS
Inicio de apoptosis Formacion de blebbings
celular ~a
P e .“‘/"—‘?\\
& E
a o & .
K— & 4 .

Condensacion del

nicleo Blebs

Cuerpos apoptoéticos v

-

— » gl & v ¥
~ - ] (¥
3 @ y o -
» ~ 9 ‘%
- i D Fragmentacion

t”‘})

celular en cuerpo

fagocitosis apoptéticos
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Fig. 4 Fases de la muerte celular por Apoptosis.
https://www.misistemainmune.es/wp-
content/uploads/2017/05/Fotolia 71744424 Subscription Monthly M.jpg

La apoptosis es un proceso de muerte celular altamente regulado, una decision
racional y activa tomada para sacrificar células especificas para obtener los
mayores beneficios del organismo, es un proceso fisioldgico normal que se realiza
rutinariamente en organismos multicelulares (Kerr. 2002). Es el tipo de muerte
celular méas destacado y mejor estudiado durante el desarrollo (Yi CH & Yuan J.
2009) (Jacobson et al.,1997). Este proceso conservado, que puede
desencadenarse tanto intrinsecamente (por ejemplo, por dafio del ADN) como
extrinsecamente (por ejemplo, por abstinencia del factor de crecimiento, hormonas
esteroides, ligadura de receptores de muerte), culmina en la activacion de caspasas,
una clase de cisteina proteasas que se expresan como zimdgenos inactivos en

practicamente todas las células.

Las caspasas son esenciales para llevar acabo el mecanismo de apoptosis, ya que
éstas son las iniciadoras (caspasa -2, -8, -9 y -10, principalmente responsables del
inicio de la via apoptética) y los ejecutores (caspasa -3, -6 y -7, responsable de la
division definitiva de los componentes celulares) de la muerte celular (Pistritto et al.,
2016).

Mecanismo de apoptosis

Hay dos vias de sefializacibn molecular clave que conducen a la muerte celular
apoptotica (Figura 5). La primera es la via intrinseca, que se activa desde el interior
de la célula por miembros de la familia de proteinas de leucemia/linfoma 2 de células
B (BCL-2) y sefiales mitocondriales corriente abajo. La segunda es la via extrinseca,
gue se activa desde el exterior de la célula mediante ligandos proapoptéticos que
interactan con receptores de muerte (DR) de la superficie celular
especializados. Ambas vias activan la cascada enzimatica de caspasas, que lleva

a cabo numerosos eventos proteoliticos que median el programa de muerte celular
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apoptética. Las drogas y las medidas terapéuticas disefiadas en base a la
comprensién actual de la apoptosis se han empleado durante mucho tiempo. Los
inductores de apoptosis se han utilizado clinicamente para eliminar las células

mérbidas y, por lo tanto, tratar enfermedades, como el cancer.
Via intrinseca

Como su nombre lo indica, esta via comienza en el interior de la célula debido a
estrés, hipoxia, dafio genético, etc., mediante un balance de sefales pro y anti-
apoptoticas de la familia Bcl-2. La mitocondria es un organelo que alberga una gran
cantidad de proteinas pro-apoptoéticas, donde la principal es el Cit-C, requerido para

la activacion de la caspasa-9 (Garcia & Vecino, 2003).

El Cit-C se localiza en el espacio intermembranal mitocondrial (D’Herde et al., 2000);
al existir un estimulo, una proteina de la familia BH3 se una a Bcl-2 inhibiéndolo. De
esa manera, miembros de la familia Bcl-2, Bax y Bak son activadas y ocasionan la
generacion de un poro en la membrana mitocondrial, causando una pérdida de
potencial de membrana y la desestabilizacion de la membrana mitocondrial,
liberandose el Cit-C (Garcia & Vecino, 2003). En el citosol, el Cit-C se une a Apaf-1
(factor activador de la proteasa apoptotica 1) y ATP, formando un apoptésoma. Una
vez formado el apoptésoma, se recluta y activa la pro-C9 (autoprotedlisis), la cual
actia como holoenzima que procesa a otras caspasas ejecutoras (Malet, 2005),

como la caspasa-3, que desencadena la ultima parte de la apoptosis.
Via extrinseca

Como su nombre lo indica, esta via se activa por la unién de proteinas extracelulares
de sefalizacion (ligandos de muerte se unen a un receptor de muerte); siendo los
mas conocidos el receptor TNF (TNFR), y una proteina relacionada llamada Fas
(CD95) y sus ligandos, TNF y FasL, respectivamente (Sosa et al., 2012). Establece
contacto en el espacio extracelular, recibiendo sefiales proapoptoticas desde el
exterior y de las células vecinas. Se han identificado diversos receptores con estas
caracteristicas incluyendo Fas, TNFaR, DR3, DR4 y DR5 con sus respectivos

sustratos. Los ligandos de los receptores de muerte inician la sefializacion a traves
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de la oligomerizacién con el receptor, que resulta en el reclutamiento de proteinas
adaptadoras y la activacion de la cascada de caspasas. La unién de Fas-L induce
la trimerizacion de Fas que recluta a la caspasa-8 (iniciadora) por la via de la
proteina adaptadora FADD. Entonces, la caspasa-8 se oligomeriza y se activa por
autocatalisis. En su forma activa la caspasa-8 estimula la apoptosis a través de dos
cascadas de sefalizacion paralelas: puede escindir y activar directamente la
caspasa-3 o escindir Bid, una proteina proapoptotica de la familia de Bcl-2, llevando
a una sefializacion por la via mitocondrial o intrinseca. TNF-a y DR-3L pueden
enviar sefiales pro o antiapoptotica. TNFaR y DR3 promueve la apoptosis por medio
de las proteinas adaptadoras TRADD/FADD vy la activaciéon de caspasa 8. La
interaccion de TNF-a y TNFaR puede activar la ruta de sefializacion de NF-kB a
través de NIK/IKK. La activacion de NF-KB induce la expresién de genes de
supervivencia como Bcl-2 y FLIP, también puede inhibir directamente la activacion
de la caspasa 8. Fas-L y TNF-a también pueden activar JNK via ADK1/MKKY7. La

activacion de JNK puede conducir a la inhibicion de Bcl-2 por fosforilacion

El reclutamiento de caspasas ejecutoras desencadena una cascada de caspasas
gue dara lugar a la muerte celular. Asi mismo, estas caspasas, pueden activar a
proteinas de la familia Bcl-2, como Bid, que, de igual manera, tiene funcion pro-
apoptotica, permitiendo un cambio a la mitocondria para que ésta libere al Cit-c al
citosol. Generando de esta manera la activacion de la caspasa 9 (Garcia y Vecino,
2003).
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Fig. 5. Mecanismos de activacion de las caspasas “via intrinseca” y “via
extrinseca” (MacFarlane y Williams, 2004).

Necrosis

La necrosis es un proceso de muerte violenta y patolégica de células o tejidos del
organismo (Lizarbe, 2007). Iniciado por agentes nocivos, condiciones o
circunstancias determinadas, como lo es la isquemia, hipoxia, traumatismo, la
exposicion a la radiacion ionizante, la accién de sustancias quimicas o téxicos,
infecciones o el desarrollo de enfermedades autoinmunes; por lo cual este tipo de
muerte es comunmente asociada a la pérdida de células por patologias humanas,
qgue resultan en una pérdida de la homeostasis celular (Alberts et al., 2006). El
proceso basico de la necrosis se caracteriza por hinchazén celular, ruptura de la
membrana plasmatica y liberacion del contenido intracelular (Figura 6) (Vanden et
al., 2014).
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NECROSIS

Hinchazon celular

Célula normal

Fagocitosis

=

Ruptura de la membrana
celular, liberando el
contenido intracelular.
Causando inflamacion.

Fig 6. Fases de la muerte celular por Necrosis.
https://previews.123rf.com/images/designua/designual 701/designual70100003/68

527754-necrosis-muerte-celular-patol%C3%B3gica-lesi%C3%B3n-de-la-

c%C3%A9lula-qgue-da-lugar-a-la-muerte-prematura-de-las-c%C3%A9l.ipg

Cancer

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion descontrolados de células
(OMS, 2018). Derivado de una falla en la regulacion del mecanismo de control del
ciclo celular, como la activacion o desactivacion, la disminucion o el aumento en la
expresion o la mutacion de las proteinas que controlan el ciclo celular ocasiona una
proliferacion celular excesiva y como consecuencia, la aparicion de un proceso
maligno denominado céancer (L6pez, 2003). Actualmente, es una de las
enfermedades con mayor relevancia debido a su alta tasa de mortalidad. En México

es la tercera causa de muerte con un nimero estimado de muertes en 2020 de
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90,222 personas (GLOBOCAN, 2020). Sélo después de las enfermedades del
corazén y la diabetes mellitus (INEGI, 2018). Y a nivel mundial un niamero de
muertes estimado de 9,958,133 personas en 2020 (GLOBOCAN, 2020). Siendo una
enfermedad de gran magnitud, considerada como uno de los principales problemas

de salud publica en el mundo.

Cancer de mama

El cancer de mama es el crecimiento anormal y desordenado de células del epitelio
de los conductos o los lobulillos, el cancer de mama puede originarse en diferentes
partes del seno (Figura 7). La mayoria de los canceres de seno comienza en los
conductos que llevan la leche hacia el pezon: canceres ductales (Figura 8), pero
también pueden originarse en las glandulas que producen leche: canceres
lobulillares (Figura 9) (ASC, 2004). Las células cancerosas pueden diseminarse a
través de la sangre o de los vasos linfaticos a todo el cuerpo invadiendo a otros

tejidos.

Glandula mamaria

_sLobulos

Areola

Pezon

Conductos lactiferos




Fig. 7. Estructura anatomica de la mama.

https://medlineplus.gov/spanish/ency/article/000913.htm

Carcinoma ductal in situ (CDIS)

Conducto normal

IS
N Células

# =
| —— ejido graso

Fig. 8. Estructura de los conductos ductales normales y anormales.

https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-

cancer/def/carcinoma-ductal-infiltrante
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Carcinoma lobulillar in situ (CLIS)
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Fig. 9. estructura de lobulillos normales y anormales.

https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-

cancer/def/carcinoma-lobulillar-in-situ

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en las mujeres tanto en los paises
desarrollados como en los paises en vias de desarrollo. En los dltimos 25 afios la
incidencia de cancer de mama esta aumentando en el mundo en desarrollo debido
a lamayor esperanza de vida, el aumento de la urbanizacion y la adopcion de modos
de vida occidentales (OMS, 2020).

La incidencia y mortalidad por cancer de mama varia significativamente de un pais
a otro. Observandose que en paises desarrollados como Estados Unidos, Inglaterra
y Espafia su incidencia se incremento de 1973 a 2004 aproximadamente 0.94 a 4%
por afio sobre todo en mujeres mayores de 55 afios, con diagndsticos mas
tempranos y mas localizados lo que ha permitido una disminucion de la mortalidad
e incremento de la sobrevida (ACR, Practice guideline of the performance of

diagnostic Mammography 2006).

En paises subdesarrollados como los de América Latina este cancer es mas

frecuente en mujeres mayores de 40-75 afios. En nuestro pais actualmente el
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carcinoma mamario es la neoplasia maligna invasora mas comun y es la causa mas
frecuente de muerte por enfermedad maligna en la mujer, constituyendo el 20 a 25
% de todos los casos de cancer en la mujer y contribuyendo con un 15-20% de la
mortalidad por cancer. De acuerdo con el registro histopatolégico de neoplasias
malignas, el nimero de nuevos casos que se presentaron en México en el 2004 fue
de 13,895 (RHNM, 2004). Siendo los estados con mayor frecuencia: Ciudad de
México, Jalisco, Nuevo Leon, Veracruz y Estado de México, con mayor indice de
mortalidad al producir 14 muertes al dia con un promedio de 45 afios y

diagnosticandose el 55% de los casos en etapas avanzadas (INEGI, 2021).

Factores de riesgo:

El cancer de mama es uno de los principales problemas de salud entre las mujeres
debido a su alta tasa de mortalidad e incidencia. La tasa de supervivencia a cinco
aflos en el cancer de mama metastasico es inferior al 30 %, incluso con
guimioterapia adyuvante (Riggio, 2021). La incidencia de cancer de mama es mas
comun en los paises de altos ingresos que en los paises de bajos ingresos, lo que
refleja la asociacion con la globalizacion, los estudios epidemioldgicos
correlacionaron diferentes factores para el desarrollo o la progresion del riesgo de
cancer de mama (Sun, 2017). Los factores de riesgo, incluida la edad tardia para el
matrimonio, el primer parto y la menopausia (Tabla 1), estan fuertemente asociados
con el desarrollo de la enfermedad. (Gold, 2011). Un estudio estimd el riesgo del
7.0 % (intervalo de confianza del 95 % en mujeres que se casaron a los 30 afios 0
mas, en relacién con las mujeres que se casaron antes (~20 afios), mientras que el
riesgo correspondiente fue del 1.4 %. (Intervalo de confianza del 95 % cuando la
edad para contraer matrimonio era inferior a 30 afios pero la edad para el primer
parto era 30 o mas (Hinyard, 2016). La edad tardia en el matrimonio y el parto
conduce a una falta de diferenciacion del tejido mamario, una mayor exposicion a

mutagenos no estrogénicos y genotoxicidad por estrégeno (Dey, 2009).
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Factores deriesgo

Consecuencias

Pubertad temprana

En la pubertad, las células mamarias indiferenciadas y

proliferativas aumentan rapidamente y una mayor

exposicibn a los cambios hormonales aumenta la

susceptibilidad a los mutagenos.

Menarquia En la menarquia, las células mamarias tienden a crecer y
temprana dividirse, lo que aumenta el riesgo de cancer de mama.
Edad de

matrimonio tardia

Prolongar la exposicion a la hormona estrégeno

Edad de nacimiento

del nifo tardio

Falta de diferenciacion del tejido mamario y exposicion

prolongada a la hormona estrégeno

Fracaso de la | Falta de diferenciacion del tejido mamario, mas susceptible
lactancia a los mutagenos no estrogénicos y al estrégeno.
Edad de la | Inicio tardio de involucibn mamaria y exposicion prolongada

menopausia tardia

a estrégenos y progesterona

Falta de actividad

fisica

Reduccion de la exposicién a las hormonas sexuales debido

al aumento del niumero de ciclos anovulatorios

Dieta alta en grasas

El colesterol activa la sefalizacion de estrogenos y la

proliferacion celular

Aumento de los niveles de citocinas y quimiocinas

Obesidad _ _
inflamatorias
Consumo de ]
Aumentar la hormona estrégeno
alcohol
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Factores deriesgo | Consecuencias

Inducir mutaciones genéticas como la mutacion del gen p53
De fumar

y aductos de ADN
TRH Prolongar la exposicion a la hormona estrégeno
Anticonceptivo Los anticonceptivos contienen progesterona y estrégeno.
Historia familiar Mutaciones del gen BRCA1/2
Toxicos _ Lo _

_ Los contaminantes pueden alterar la sefializacion endocrina

ambientales

Tabla 1. Descripcion y consecuencias para el desarrollo de cancer de mama de los

diversos factores de riesgo. (Kashyap, 2022).

Recientemente, los datos de GLOBOCAN 2020 de la IARC (Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer) reportaron la peor incidencia y prevalencia de
cancer de mama en 185 paises de los que destacan: Brasil, México, Colombia,
Perd, Venezuela y Argentina (Cantado, 2020)

Detecciodn

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

0 procedimientos;

Examen fisico y antecedentes: examen del cuerpo para revisar los signos generales
de salud, incluso verificar si hay signos de enfermedad, como masas o cualquier

otra cosa que parezca anormal. También se anotan los antecedentes de los habitos
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de salud del paciente y los antecedentes médicos de sus enfermedades y

tratamientos anteriores (NIH, 2022).

Examen clinico de la mama (ECM): examen de la mama realizado por un meédico u
otro profesional de la salud. El médico palpara cuidadosamente las mamasy el area
de las axilas para detectar masas o cualquier otra cosa que parezca poco habitual
(Torres et al., 2011).

Mamograma: Un mamograma es una imagen del interior de la mama. La
mamografia permite encontrar tumores que son muy pequefios al tacto. También, a
veces, permite encontrar un carcinoma ductal in situ (CDIS). En el CDIS, las células
anormales revisten el conducto de la mama, y en algunas mujeres se puede

convertir en cancer invasivo (NIH, 2022).

Ecografia: procedimiento para el que se hacen rebotar ondas de sonido de alta
energia (ultrasonido) en los tejidos u 6rganos internos para producir ecos. Los ecos

forman una imagen de los tejidos del cuerpo llamada ecograma (Torres et al., 2011).

IRM (im&genes por resonancia magnética): La imagen por resonancia magnética
(IRM) es un procedimiento para el que se usa un imén, ondas de radio y una
computadora a fin de crear una serie de imagenes detalladas de areas del interior
del cuerpo. Este procedimiento también se llama imagenes por resonancia
magnética nuclear (IRMN). La IRM no utiliza rayos X y la mujer no se expone a
radiacion (NIH, 2022).

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

la normal) de una sustancia puede ser signo de enfermedad (NIH, 2022).

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

se puede realizar una biopsia (NIH, 2022).
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Si se encuentra cancer, se llevan a cabo pruebas para estudiar las células
cancerosas. Las decisiones sobre cual es el mejor tratamiento se toman de acuerdo

con el resultado de estas pruebas (NCI, 2021).
Las pruebas proveen informacién sobre los siguientes aspectos:
1. La rapidez con que crece el cancer.
2. La probabilidad de que el cancer se disemine por todo el cuerpo.
3. La eficacia de ciertos tratamientos.
4. La probabilidad de que el cancer vuelva.
Las pruebas son las siguientes:

Prueba de receptores de estrogeno y progesterona: prueba que se usa para medir
la cantidad de receptores de estrégeno y progesterona (hormonas) en el tejido
canceroso. Si se encuentra mas receptores de estrogeno y progesterona de lo
normal, el cancer se conoce como receptor de estrégeno positivo o receptor de
progesterona positivo, 0 ambos. Este tipo de cancer crece mas rapido. Los
resultados de las pruebas indican si el tratamiento que impide la accion de

estrogeno y progesterona puede detener el crecimiento del cancer (NIH, 2022).

Prueba del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/neu):
prueba de laboratorio para medir cuantos genes HER2/neu hay y cuanta proteina
HER2/neu se elabora en una muestra de tejido. Si hay mas genes HER2/neu o
concentraciones mas elevadas de proteina HER2/neu que lo normal, el cancer se
conoce como positivo al HER2. Este tipo de cancer puede crecer mas rapido y es

mas probable que se disemine hasta otras partes del cuerpo (NIH, 2022).

Pruebas multigénicas: pruebas en las que se estudian muestras de tejidos para
observar la actividad de varios genes a la vez. Estas pruebas pueden ayudar a
pronosticar si el cancer se va a diseminar a otras partes del cuerpo o si va a recidivar
(volver) (NIH, 2022).
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Hay muchos tipos de pruebas multigénicas. Las siguientes se han estudiado en

ensayos clinicos:

Oncotype DX : esta prueba ayuda a predecir si el cancer de mama en estadio | o el

cancer de mama en estadio Il que tiene receptores de estrégeno positivos y ganglios
linfaticos negativos se diseminaran hasta otras partes del cuerpo. Si el riesgo de
diseminacion futura del cancer es alto, se puede administrar quimioterapia para
reducir el riesgo (NIH, 2022).

MammaPrint: Es una prueba gendmica que permite analizar la actividad de ciertos
genes en el cancer de mama, esta prueba ayuda a predecir si un cancer de mama
en estadio | 0 en estadio Il con ganglios negativos, se diseminara hasta otras partes
del cuerpo. Si el riesgo de diseminacién futura es alto, se puede administrar

guimioterapia para reducir el riesgo (NIH, 2022).

Segun estas pruebas, el cancer de mama se describe como uno de los tipos

siguientes:

Receptor hormonal positivo (receptor de estrogeno o receptor de progesterona
positivo) o receptor hormonal negativo (receptor de estrdgeno o receptor de

progesterona negativo) (NIH, 2022).
Positivo o Negativo al HER2/neu.

Triple negativo (receptor de estrogeno, receptor de progesterona y HER2/neu

negativos).

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

el mejor efecto para el cancer a tratar (NIH, 2022).

Tratamiento
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Hay diferentes tipos de tratamiento para las pacientes de cancer de mama. Estos
tratamientos pueden clasificarse en grupos, con base en su funcionamiento (IMSS,
2015.):

Terapia local o sistémica:

1.- La terapia local: tiene la intencién de tratar al tumor en donde se localiza, sin

afectar el resto del cuerpo. La radioterapia y la cirugia son ejemplos.

Cirugia: La mayoria de las pacientes de cancer de mama se someten a cirugia en
la que los médicos extirpan el cancer de la mama. Las opciones de cirugia
dependeran de la posibilidad de conservar la mama y el estadio del tumor (Torres
et al., 2011).

Radioterapia: Es un tratamiento para el cancer para el que se usan rayos de alta
energia u otros tipos de radiacién para destruir células cancerosas o impedir que
crezcan. El tratamiento con radioterapia esta indicado en todos los pacientes que

hayan sido sometidos a cirugia conservadora (Arce et al., 2011).

2.- La terapia sistémica se refiere a los farmacos que pueden ser recibidos via oral
0 por via intravenosa. Por ejemplo: quimioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida
(Torres et al., 2011).

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

sea mediante su destruccion o impidiendo su multiplicacién (Torres et al., 2011).

Terapia con hormonas: Este es un tratamiento para el cancer por el que se extraen
hormonas o se bloquea su accién, y se impide el crecimiento de las células

cancerosas (Torres et al., 2011).

Terapia dirigida: Es un tipo de tratamiento donde se utilizan medicamentos u otras
sustancias para identificar y atacar células cancerosas especificas sin dafar las

células normales (Torres et al., 2011).
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Efectos secundarios

En la actualidad, se usan muchas clases de medicamentos quimioterapéuticos para
combatir el cancer, ya sea por si solos 0 en combinacién con otros medicamentos
o tratamientos. Estos medicamentos son muy diferentes en su composicion quimica
(de lo que estan hechos), como se recetan y se administran, lo eficaces que son en
el tratamiento de ciertos tipos de cancer, y los efectos secundarios que podrian

causar (Torres et al., 2011).

Cada vez que se forma cualquier célula nueva, pasa por un proceso denominado
ciclo celular. Los medicamentos de quimioterapia atacan a las células en diferentes
fases del ciclo celular. Ya que estos estan hechos para destruir las células de rapido
crecimiento como lo son las células cancerosas, lo cual permite a los medicamentos
de quimioterapia atacarlas con mas facilidad, pero, como estos medicamentos no
presentan selectividad y circulan por todo el cuerpo, pueden afectar tanto a células
cancerosas Yy a células sanas. la causa de los efectos secundarios es el dafio que
se ocasiona al tejido sano (INFOCANCER, 2019).

Estos efectos secundarios dependen del medicamento que se utiliza, pero dentro
de ellos destacan: insuficiencia cardiaca, coagulos de sangre, menopausia
prematura, anemia, perdida del cabello, cambios en el apetito, estrefiimiento,
diarrea, fatiga, infecciones, cambios en el sistema nervioso y dolor, asi como
nauseas y vomitos (NIH, 2022). En ocasiones es necesario controlar los efectos
secundarios con medicamentos, métodos de apoyo o cambios en el, programa del

tratamiento (Torres et al., 2011).
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Estadificacion

Como en el resto de tumores, todos los tipos de cancer de mama se clasifican en
estadios segun la extension de la enfermedad. Un cancer de mama en estadio | es
un cancer de mama en una etapa inicial y un estadio IV es un cancer de mama
avanzado que se ha extendido a otras partes del cuerpo, proceso llamado

metastasis.

El sistema de clasificacion TNM se basa en el tamafio del tumor (T) y su extension

a los ganglios linfaticos regionales (N) o a otras partes del cuerpo (M).
Estadio 0 o carcinoma in situ:

Carcinoma lobulillar in situ: lesiébn en la que hay células anormales en el
revestimiento del lobulillo. Raramente se convierte en cancer invasor, pero aumenta
el riesgo de padecer cancer de mama tanto en la mama de la lesion como en la

contraria (Donepudi et al., 2014).

Carcinoma ductal in situ o carcinoma intraductal: lesion en la que hay células
anémalas en el revestimiento de un conducto. No es una lesién invasiva, pero si se
deja evolucionar, puede convertirse en un carcinoma infiltrante o invasor (Donepudi
etal., 2014).

Estadio |
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Fig. 10. cancer de mama en estadio 1Ay IB.
http://www.cancerhelpessentiahealth.org/Cancer Types Spanish/breast 200013S
1 02.html

Cancer de seno (mama) en estadio | (Figura 10). En el estadio IA, el tumor mide 2
cm o0 menos y no se ha diseminado fuera de la mama. En el estadio 1B, no se
encuentra tumor en la mama o este mide 2 cm 0 menos. Se encuentran grupos
pequefios de células cancerosas en los ganglios linfaticos (mayores de 0.2 mm,
pero menores de 2 mm) (BREASTCANCER, 2022)

En el estadio |, el cancer ya se formd. El estadio | se divide en los estadios 1Ay IB.

e En el estadio IA, el tumor mide dos centimetros o menos. El cancer no se

diseminé fuera de la mama.

e En el estadio IB se encuentran pequefios racimos de células de cancer en la
mama (mayores de 0.2 milimetros, pero no mayores de dos milimetros) en

los ganglios linfaticos y se presenta una de las siguientes situaciones:

o No se encuentra un tumor en la mama
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o El tumor mide dos centimetros o menos

Estadio Il

El estadio Il,se divide en los estadios IIA (Figura 11) y 1IB (Figura 12)
(BREASTCANCER, 2022).

¢ En el estadio lIA:

o No se encuentra tumor en la mama, o el tumor mide dos centimetros o
menos. El cancer (Qque mide méas de dos milimetros) se encuentra en
1 a 3 ganglios linfaticos axilares 0 en los ganglios linfaticos cerca
del esternén (se encuentra durante una biopsia de ganglio linfatico

centinela)

o El tumor mide més de dos centimetros, pero no mas de cinco

centimetros. El cancer no se diseming a los ganglios linfaticos.

Cancer de seno (mama)
en estadio IIA

ped 5@

> L > @
‘\ Esternén— = W‘\G Esternon—
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Fig. 11. cancer de mama en estadio lIA.
http://www.cancerhelpessentiahealth.org/Cancer Types Spanish/breast 200013S
1 02.html
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Cancer de seno (mama) en estadio lIA. No hay tumores en la mama, pero se
encuentra cancer entre 1 a 3 ganglios linfaticos en la axila o en los ganglios linfaticos
cerca del esternon (dibujo de la izquierda Figura 11) o el tumor mide 2 cm 0 menos
y se encuentra cancer entre 1 a 3 ganglios linfaticos en la axila o en los ganglios
linfaticos cerca del esternon (dibujo del centro Figura 11) o el tumor mide mas de 2
cm, pero menos de 5 cm, y no se ha diseminado a los ganglios linfaticos (dibujo de
la derecha Figura 11) (BREASTCANCER, 2022).

e En el estadio 1IB, el tumor tiene una de las siguientes caracteristicas:

o Mide mas de dos centimetros, pero no mas de cinco centimetros. Se
encuentran pequefios racimos de células de cancer de mama en
los ganglios linfaticos (mayores de 0.2 milimetros, pero no mayores

de dos milimetros)

o Mide mas de dos centimetros, pero menos de cinco centimetros. El
cancer se diseminé a 1 a 3 ganglios linfaticos axilares o a los ganglios
linfaticos cerca del esterndn (se encuentran durante una biopsia de

ganglio linfatico centinela)

o Mide mas de cinco centimetros, pero no se diseminé a los ganglios
linfaticos.
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Fig. 12. cancer de mama estadio IIB.
http://www.cancerhelpessentiahealth.org/Cancer Types Spanish/breast 200013S
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Céncer de seno (mama) en estadio IIB (Figura 12). El tumor mide més de 2 cm, pero
no mas de 5 cm y se encuentran grupos pequefios de células cancerosas (mayores
de 0,2 mm, pero menores de 2 mm) en los ganglios linfaticos (dibujo de la izquierda
Fig. 12) o el tumor mide mas de 2 cm, pero no mas de 5 cmy el cancer se encuentra
en 1 a 3 ganglios linfaticos de la axila o en los ganglios linfaticos cerca del esternon
(dibujo del medio Figura 12) o el tumor mide mas de 5 cm, pero no se ha diseminado
a los ganglios linfaticos (dibujo de la derecha Figura 12) (BREASTCANCER, 2022).

Estadio lll o Localmente avanzado. A su vez se divide en:

Estadio llIA
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Fig. 13. cancer de mama estadio IlIA.
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Cancer de seno (mama) en estadio IlIA (Figura 13). No se encuentra tumor en la
mama o el tumor puede ser de cualquier tamafio y se encuentra cancer en 4 a 9
ganglios linfaticos de la axila, o en los ganglios linfaticos cerca del esternén (dibujo
de la izquierda Figura 13) o el tumor mide mas de 5 cm y se encuentran grupos
pequefios de células cancerosas (que miden mas de 0.2 mm, pero no mas de 2
mm) en los ganglios linfaticos (dibujo del medio Figura 13) o el tumor mide mas de
5 cmy se encuentra cancer en 1 a 3 ganglios linfaticos de la axila o en los ganglios
linfaticos cerca del esternén (dibujo de la derecha Figura 13) (BREASTCANCER,
2022).

En el estadio llIA:

No se encuentra tumor en la mama o el tumor puede ser de cualquier tamafio. Se
encuentracanceren 4 a 9ganglios linfaticos axilareso en los ganglios
linfaticos cerca del esterndn (se encuentran durante pruebas con imagenes o
un examen fisico) (BREASTCANCER, 2022).

o El tumor mide méas de cinco centimetros. Se encuentran pequefios racimos
de células de cancer de mama (miden méas de 0,2 milimetros, pero menos de
dos milimetros) en los ganglios linfaticos (BREASTCANCER, 2022).

e EI tumor mide mas de cinco centimetros. El cancer se disemind a 1 a 3
ganglios linfaticos axilares o a los ganglios linfaticos cerca del esternon (se
encuentran durante una biopsia de ganglio linfatico
centinela)(BREASTCANCER, 2022).

Estadio IlIB
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Fig. 14. cancer de mama estadio IlIB.
http://www.cancerhelpessentiahealth.org/Cancer Types Spanish/breast 200013S
1 02.html

Cancer de seno (mama) en estadio llIB (Figura 14). El tumor puede ser de cualquier
tamafo y el cancer se diseminé a la pared del pecho o a la piel de la mamay causo
hinchazén o una ulcera. El cancer se pudo diseminar hasta nueve ganglios linfaticos
de la axila 0 a los ganglios linfaticos cerca del esterndn. El cancer que se diseminé

a la piel de la mama puede ser cancer de seno (mama) inflamatorio.

En el estadio 1lIB, el tumor puede tener cualquier tamafio y el cancer se diseminé a
la pared toracica o la piel de la mama, y produjo inflamacion o una ulcera. El cancer

también se puede haber diseminado a:
« No mas de nueve ganglios linfaticos axilares
o Ganglios linfaticos cerca del esternoén.

El cancer que se diseming hasta la piel de la mama se llama cancer de mama
inflamatorio (BREASTCANCER, 2022).
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Estadio IlIC
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Céancer de seno (mama) en estadio lll C (Figura 15). No se encuentra tumor en la
mama o el tumor puede ser de cualquier tamafo, y se pudo diseminar a la pared
del pecho o a la piel de la mamay causar hinchaz6n o una Ulcera. Ademas, el cancer
se disemind a 10 o mas ganglios linfaticos de la axila (dibujo de la izquierda Figura
15) o a los ganglios linfaticos encima o debajo de la clavicula (dibujo del medio
Figura 15) o a los ganglios linfaticos de la axila y a los ganglios linfaticos cerca del
esternon (dibujo de la derecha Figura 15). El cancer que se diseminé a la piel de la

mama puede ser cancer de seno (mama) inflamatorio.

En el estadio IlIC, no se encuentra un tumor en la mama o el tumor puede tener
cualquier tamafo. El cancer se puede diseminar a la piel de la mama y causar
inflamacion o una ulcera, o se disemind hasta la pared toracica. El cancer también

se diseminé a:
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« Diez 0 méas ganglios linfaticos axilares
e Ganglios linfaticos por encima o debajo de la clavicula
« Ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos cerca del esterndn.

Estadio IV
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Fig. 16. cancer de mama estadio IV.
http://www.cancerhelpessentiahealth.org/Cancer Types Spanish/breast 200013S
1 02.html

Cancer de mama en estadio IV (Figura 16). En esta etapa el cancer se ha
diseminado a otras partes del cuerpo; como el cerebro, el pulmén, el higado o el

hueso.

Cancer inflamatorio de mama: Eltumor se ha diseminado hasta la piel de la mama
gue aparece enrojecida, hinchada y caliente. Esto se produce porque las células

tumorales bloquean los vasos linfaticos de la piel. A veces puede tener una
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apariencia de hoyos que se compara con la “piel de naranja”. Puede estar en estadio
B, NC o IV.

Productos naturales

Los productos naturales han sido la fuente mas representativa en la obtencion de
agentes terapéuticos para diversas enfermedades, de las que destaca el cancer, su
enorme contribuciébn se reconoce en el descubrimiento de nuevas moléculas
citotoxicas con diversos mecanismos de accion (Mufioz, 2016). Esto a partir de los
mecanismos de defensa de las plantas, que por lo general se basan en la capacidad
de generar sustancias quimicas que poseen un efecto citotOxico y sus
caracteristicas Unicas, tales como, la seleccidon evolutiva, de poseer actividad
biologica, las convierten en una fuente inestimable de nuevas sustancias con
actividad antitumoral. Siendo asi como la lista de medicamentos contra el cancer a

partir de productos naturales ha aumentado en los ultimos afios.

La importancia de los productos naturales radica en la propia funcién biolégica en
la que son sintetizados. Pueden ser Utiles por sus posibilidades directas como
agentes terapéuticos, servir como modelos para la preparacion de sustancias
inactivas, como materia prima para la sintesis de sustancias de interés
farmacolégico. En un estudio reciente se ha analizado el origen de los nuevos
farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) entre 1981 y 2008.
De este estudio se desprende que un 57.7% corresponden a productos naturales y

sus derivados. (Gutiérrez et al., 2009).

Saponinas
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Las saponinas son producto de defensa de los vegetales contra sus patégenos,
especialmente hongos, y se encuentran sobre todo en las zonas mas externas de

las plantas (Mostacero, 2002).

Estas son glicdsidos en los cuales varias unidades de monosacaridos se enlazan
mediante enlace glicosidico a un resto denominado aglicon. El aglicon puede ser de
naturaleza triterpénica o esteroidal y en funcién de esto las saponinas se clasifican
en saponinas triterpénica y saponinas esteroidales respectivamente (Guerra, 2005,
Lopez, 2001, Marston, 1995).

e Los glicésidos son moléculas que surgen de la union de un azucares con
esteroides, alcaloides o terpenos, presentan propiedades detergentes y
actian como proteccion contra herbivoros. Incluyen a moléculas como
saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos
(Rodney et al., 2000).

e En México se cuenta con una enorme diversidad de plantas que no han sido
estudiadas y que ofrecen una gran fuente de estos metabolitos (Diaz et al.,
2001).

saponinas triterpeniodes

Las saponinas triterpeniodes pertenecen a un largo grupo de compuestos que
contienen una configuracion de cuatro a cinco anillos o 30 carbonos con varios
oxigenos unidos (Figura 17). Los triterpenos son ensamblados a partir del isopreno
(C5) através de la via del mevalonato citosélico para formar un compuesto de treinta
carbonos. Todas las moléculas triterpénicas se derivan del dammarano y se
subdividen en pentaciclicas y tetraciclicas. Las saponinas triterpénicas pentaciclicas
conservan la estructura basica del oleano o del ursano. Las saponinas triterpénicas
tetraciclicas conservan la estructura basica del dammarano, con 3 anillos de 6
carbonos y uno de 5 (Siller, 2012, Marston, 1995).

Saponinas esteroidales
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Las saponinas esteroidales, en comparacion con las saponinas triterpenoides estan
menos distribuidas en la naturaleza y se encuentran en muchas familias
monocotileddneas. Se sintetizan también por la ruta del &cido mevaldnico. Este tipo
de saponinas se subdividen en dos grupos principales: los derivados del espirostano

y derivados del furostanol (Marston, 1995, Lépez Luengo, 2001).

Los derivados del espirostano son estructuras haxaciclicas de 27 carbonos que
derivan del ciclopentanohidrofenantreno con dos ciclos de 5y 6 miembros y una

cadena lateral en la posiciéon 17 (Madland, 2013).

Los derivados del furostanol poseen un ciclo menos que el espirostano pero también
tienen un esqueleto de 27 carbonos (Figura 17); es decir, son aquellas saponinas
en donde el anillo F esta abierto y se consideran precursores biosintéticos de las

saponinas derivadas del espirostano (Siller Juarez, 2012).

Saponina triterpenolde Saponina estercide

Fig. 17. Estructura de las saponinas triterpenoide y esteroidal.
Tomado de Giraudo, M & Ugarie M (junio 2010).

Clasificacion de las sapogeninas
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Las sapogeninas (aglicon) constituyen la porcion lipofilica o no azucarada de la
saponina obtenida por hidrélisis y pueden ser de naturaleza triterpénica o esteroidal
(Rojas Cristancho, 2010).

Las sapogeninas esteroidales poseen el esqueleto base tetracicliclo caracteristico
de los esteroides, con la particularidad de que la cadena que se origina a partir de
C-17; puede adoptar varias configuraciones (Agrawl 1985, Lic. Santos Morell, 2004)

y en funcidn de éstas se clasifican en:

Sapogeninas espirostanicas: la cadena lateral forma dos anillos adicionales (E y F)
gue estan contenidos en planos perpendiculares entre si. En estas el atomo de
carbén comudn a los dos nuevos anillos estd unido a dos atomos de oxigeno
(estructura cetalica) por lo que a esta “cadena” lateral se le ha dado el nombre de

cadena espirocetéalica (Guerra de Leén, 2005).

Fig. 18. Ejemplo de saponina espirostanica.

e Saponinas furostanicas: similares a las espirostanica, pero con el anillo F

abierto.
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Fig. 19. Ejemplo de saponina furostanica.

e Saponinas furoespirostanicas. Los anillos E y F tiene cinco miembros cada

uno.

=

Fig. 20. Ejemplo de saponina furoespirostanica.

Son rasgos estructurales comunes de estos compuestos, poseer los metilos 18 y

19, dirigidos hacia la cara BaA de la molécula y fusion “cis” entre los anillos B-C y

C-D (Marston, 1995).
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Los anillos A y B se pueden unir de forma “trans” o “cis” y en funcion de esto las
sapogeninas pertenecen a la serie 5 a (serie del colestano) y 5 B (serie del
coprostano) respectivamente. También es frecuente encontrar una insaturacion
entre los carbonos 5 y 6, en estos casos los compuestos pertenecen a la serie A °
(Santos, 2004).

Depende de la cantidad de uniones a restos de azucares que presenta al aglicon
gue las saponinas puedan ser clasificadas como monodesmosidas, bidesmosidas
o tridesmosidas (del griego desmos = cadena). Estas cadenas de azUcares pueden
estar formadas por la combinacién de monosacaridos como glucosa, galactosa,
arabinosa, ramnosa, xilosa, acidos uronicos y en raros casos apiosa (Marston,
1995).

El cancer es un problema de salud cada vez mayor en todo el mundo, se han
realizado progresos significativos para comprender los efectos antitumorales de las
saponinas esteroides en los ultimos afios, segun los hallazgos reportados las
saponinas esteroideas ejercen diversas actividades antitumorales cémo inhibir la
proliferacion, inducir apoptosis y autofagia y regulan el microambiente tumoral a
través de multiples vias de sefializacién relacionadas (GLOBOCAN, 2020). Los
estudios sobre las propiedades biologicas de las saponinas han incrementado la
ultima década lo cual esta relacionado con el hecho de que muchas de las plantas
ricas en estos metabolitos son utilizadas por diversas poblaciones como medicina
folklorica en el tratamiento de diferentes enfermedades en forma de ungientos,
cocimientos, complementos alimenticios etcétera (Sparg, 2004). Algunas saponinas
gue destacan en estos estudios son las saponinas esteroidales Dioscina,

Diosgenina y la Diosgenina 3 Glu, esta Ultima evaluada en el presente trabajo.
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Fig. 21. Estructura molecular de la saponina esteroidal Dioscina. (cortesia del
laboratorio de sintesis de productos naturales de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla).

Es una saponina esteroidal que ha sido aislada de Discorea Rizoma, la cual ha
demostrado tener potencial anticancerigeno en varios tipos de cancer (Xu, 2016)
incluyendo: leucemia humana K562 y HL60, cancer de pulmon A549, NCI-H446,
NCI-H46076 y H1299, cancer de eséfago KYSES1, carcinoma hepatocelular Huh7
y HepG2, cancer gastrico SGC-7901, cancer de colon HCT-116, LoVo, Caco-2,
SW620 y LS, carcinoma epitelial de cérvix HeLa, cancer de ovario SKOV3, cancer
de préstata LNCap y cancer de mama MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-4 y T47D
(Kim, 2014)
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Fig. 22. Estructura molecular de la saponina esteroidal Diosgenina. (cortesia del

Diosgenina

laboratorio de sintesis de productos naturales de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla).

La Diosgenina es una saponina esteroidal, obtenida a partir de la hidrélisis de la
Dioscina, que ha demostrado tener una actividad antitumoral en diferentes lineas
celulares (Jesus M, 2016) como: cancer de préstata PC-3 y DU-145, carcinoma de
colon HCT-116 y HT-29 eritroleucemia HEL, carcinoma de células escamosas
A431,Hep2 y RPMI 2650, carcinoma hepatocelular HepG2 y HCC, cancer gastrico
BGC-823, cancer de pulmén A549 y cancer de mama MCF-7. Adicionalmente se
sabe que la Diosgenina causa el arresto del ciclo celular, la induccién de apoptosis
por la activacién de p53 y la activacion de caspasa-3. Ademas de la inhibicion in
vitro de la proliferacion de células cancerosas inducida por Diosgenina, un
componente bioactivo, varios estudios han demostrado que la Diosgenina es un
potente inhibidor del crecimiento tumoral in vivo en modelos de cancer en roedores
(Sethi, 2018).
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Fig. 23. Estructura molecular de la saponina esteroidal Diosgenina 3 Glu. (cortesia
del laboratorio de sintesis de productos naturales de la Benemérita Universidad

Auténoma de Puebla).

La Diosgenina-3-Glu (B-D-glucopiranésido de (25R)-spirost-5-en-33-il0) es una
saponina esteroidal monodesmosidica, sintetizada a partir de la Diosgenina por la
adicion de una glucosa en el carbono tres de la estructura esteroide. En cuanto a
su potencial actividad citotoxica, un estudio mostr6 en sus resultados de
citomorfologia que la Diosgenina-3-Glu indujo la multinucleacién en las células HL-
60, NB4 y K562, lo que indica que podria inducir una parada mitotica en estas
células de leucemia. En particular, encontraron algunas células apoptéticas con
mayor volumen celular en células HL-60 tratadas con 10 uM del compuesto, lo que
indica la aparicion de apoptosis después de la detenciéon mitética. Se demostré que
también podria causar los efectos citotoxicos en estas células; por ejemplo, la ICso
gue se determind mediante el ensayo MTT en células K562, fue de
aproximadamente 7.5 uM (Liu, 2004). Ademas de la apoptosis, las células que
experimentan una catastrofe mitética, que se asocia con la segregacion anormal de
los cromosomas y la citocinesis aberrante, lo que resulta en células de tamafio
anormal y contenido de ADN. Esta forma de muerte celular se ha definido como

pérdida de integridad reproductiva después de una entrada inapropiada en la mitosis
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y se caracteriza con frecuencia por la aparicion de células que contienen fragmentos
multinucleares o "microndcleos”. Los resultados no mostraron condensacion de
cromatina o condensacion y fragmentacion citoplasmatica, lo que indica que los
remanentes nucleares se estaban sometiendo a una cariolisis (disolucion nuclear)
(Liu, 2004). Dentro de nuestro grupo de trabajo se ha encontrado que la Diosgenina
posee actividad antiproliferativa en cancer de cérvix CaSki, HelLa, ViBo, asi como
en la linea celular de cancer de pulmén SK-LU-1. También se observo que tiene la
capacidad de inducir la activacion de caspasa-3, asi como la fragmentacion del ADN

sobre estas lineas celulares (Martinez, 2013).
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Planteamiento del problema

En el ambito mundial, el cancer de mama es la segunda neoplasia mas frecuente
en la poblacién y la mas frecuente entre las mujeres. En México se ubica como la

principal causa de muerte por un tumor maligno en la mujer (GLOBOCAN, 2020).

Hoy en dia existen diferentes tratamientos para combatir esta enfermedad, sin
embargo, se sabe que estos son altamente agresivos y los principales farmacos
utilizados presentan actividad citotéxica y nula selectividad, lo cual genera la
necesidad de buscar nuevas alternativas para su tratamiento. Por lo cual en la
actualidad se estan adoptando alternativas novedosas para combatir el inicio y la
progresién de los canceres humanos. Siendo de gran interés el encontrar
compuestos de origen natural que tengan actividad antitumoral y que sean

selectivos para su uso en tratamientos contra el cancer.
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Justificacion

Actualmente el cancer es una enfermedad considerada como uno de los problemas
de mayor importancia en el area de la salud, ya que esté es la segunda causa de
muerte a nivel mundial y la tercera en México. Los tratamientos se caracterizan por
ser poco exitosos en pacientes con la enfermedad avanzada, ademas de generar
considerables efectos colaterales debido a su accion citotoxica y baja selectividad.
Por lo que surge la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas que
pudieran presentar actividad antiproliferativa sobre las células tumorales y
selectividad sobre células no tumorales, candidatos a estas opciones terapéuticas
son compuestos naturales o seminaturales, como lo es la Diosgenina-3-Glu una

saponina esteroidal.
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Hipotesis

Se ha demostrado que algunas saponinas poseen un efecto antiproliferativo e
inductor de muerte celular in vitro, por lo que se espera que la saponina Diosgenina-
3-Glu (derivado de la Diosgenina) presente estos efectos en la linea celular de
cancer de mama humana MDA-MB-231y en las lineas celulares de cancer de mama
murina JC Y 4T1.
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Objetivos

General
e Evaluar la actividad antiproliferativa, necrotica y apoptética de la Diosgenina-
3-Glu en lineas celulares 4T1, MDA-MB-231 y JC.

Particulares

e Determinar la concentracion requerida de la Diosgenina-3-Glu para inducir
el decremento del 50% de la poblacion celular en las lineas celulares JC,
4T1y MDA-MB 231, a través de la técnica de incorporacion de cristal violeta.

e Evaluar la actividad necrética de la Diosgenina-3-Glu en lineas celulares JC,
4T1 y MDA-MB 231, a traves de la actividad de la enzima citoplasmatica
lactato deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes de estos cultivos.

e Evaluar la actividad apotética de la Diosgenina-3-Glu en lineas celulares JC,
4T1 y MDA-MB 231, a través de la observacion de caracteristicas
morfolégicas celulares, tipicas de las células apoptoticas, mediante la tincion
con el fluorocromo DAPI, asi como la deteccion de caspasa-3 activa

observada por microscopia de fluorescencia.
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Disefio experimental

Preparacion del compuesto

El compuesto fue suministrado por el laboratorio de sintesis de productos naturales
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad Autonoma de
Puebla.

Se preparo una solucion stock con 1 mg del compuesto en sélido Diosgenina-3-Glu
disuelto en 100 uL de una mezcla de dimetilsulfoxido (DMSO)-Etanol 1:3 (J.T.
Baker, USA).

Se realiz6 una serie de disoluciones de la solucién stock en medio de cultivo RPMI
1640 (Microlan, MEX) al 5% SFB para obtener una concentracion final de 10 g/10uL
en proporciéon 1:1 en tubos conicos tipo eppendorf de 600 pl (Corning, USA) y se

almacenaron a temperatura ambiente.

Cultivo de lineas celulares

Las lineas celulares MDA-MB-231, JC y 4T1, 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
(Grunenthal, MEX) al 5% de suero fetal bovino (FBS; Gibco, USA). Los cultivos se
mantuvieron en una incubadora (NuAire, USA) a una atmosfera humidificada con
5% de CO2 a 37 °C. Para la realizacion de los ensayos se utilizaron cultivos de

células tumorales a un 70 % de saturacion (fase de crecimiento exponencial).
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Determinacion de la concentracion requerida para la inhibicion del 50% de la

poblacion (ICso) de células tumorales

Las lineas celulares MDA-MB-231, JC y 4T1, se cultivaron en placas de 96 pozos
de fondo plano a una densidad de 6000 células por pozo con 100 [IL de RPMI con
5% de Suero Neonato Bovino (SNB), las cuales se incubaron a 37 °C, al 5% de CO2
y una atmésfera hUmeda por 24 horas. Transcurridas las 24 horas de adhesion, se
retiré el medio y se trataron 6 repeticiones con las siguientes condiciones: un control
testigo al cual sélo se le adicion6 medio de cultivo, un control del vehiculo empleado
en la solubilizacion del compuesto, dimetilsulfoxido (DMSO)-Etanol (EtOH) 1:3 (J.T.
Baker, USA). a la concentracion de 50g/mL, y diferentes concentraciones del
compuesto Diosgenina-3-Glu disuelto en medio de cultivo. Después de 24 de horas
de tratamiento se evalu6 la actividad antiproliferativa a través de la incorporacion de
cristal violeta, se retir6 el medio y se fijaron las células con 70 UL/pozo de
glutaraldehido al 1.1% durante 20 minutos en agitacion constante, cumplido el
tiempo se retirg el fijador y se lavd con agua, dejando secar al aire. Posteriormente,
se afadieron 70 UL/pozo de cristal violeta al 0.1% en solucion amortiguadora de
acido férmico pH 6, manteniéndose por 20 minutos en agitacion constante, pasados
los 20 minutos, se retird el exceso de colorante y se lavo exhaustivamente con agua
corriente y se dejo secar al aire. Se agregaron 70 [JL/ pozo de acido acético al 10%
por 20 minutos y se midié su absorbancia a 600nm por espectrofotometria en un
lector de placas (Chromate Manager). Los datos obtenidos se analizaron en Excel

graficando una curva dosis respuesta y calculando la ICso.

Determinacion de la muerte celular por necrosis en células tumorales

mediante la deteccion de la enzima LDH (lactato deshidrogenasa).

Transcurridas las 24 horas de tratamiento, se recuperé el sobrenadante y se colocé

en una placa de fondo conico. Los sobrenadantes se centrifugaron a 2000 rpm
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durante 5 minutos, se recuperaron 40 [JL del sobrenadante centrifugado y se coloco
en una placa de 96 pozos de fondo plano, se le adicionaron 40 UL del reactivo de
LDH y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente en condiciones de
oscuridad. Posteriormente se midio la absorbancia a 490 nm en un lector de placas
(Chromate Manager). El porcentaje de citotoxicidad fue calculado en Microsoft
Office Excel 2010, haciendo una comparacién con el control positivo tratado con
triton X-100.

Efecto de la Diosgenina-3-Glu en la morfologia celular y condensacién de la
cromatina en células tumorales por medio de la tincién con el fluorocromo
DAPly deteccion de caspasa 3 activa por marcaje con FITC en células tratadas

con Diosgenina-3-Glu.

Las células se trataron con la concentracion de ICso respectiva durante 24 horas,
considerando un control testigo, un control vehiculo dimetilsulfoxido (DMSO)-Etanol
(EtOH) 1:3 (J.T. Baker, USA). y un control positivo (10 OL/mL de colchicina
solubilizada en medio). Pasadas las 24 horas, las células se fijaron durante 15
minutos con 50 ul de paraformaldehido. Nuevamente se realizaron 3 lavados con
PBS y enseguida las células se permearon con una solucion de triton X-100 al 0.5%
en PBS durante 5 minutos a 4°C. Después se realizaron 3 lavados con PBS y se le
adicion6 30 ul del anticuerpo primario policlonal de conejo anti-caspasa-3 activa
humana (Sigma, USA) 1:200 en PBS y se incubdtoda la noche a 4°C.
Posteriormente las muestras se lavaron tres veces con PBS y se aplico el anticuerpo
secundario con fluorocromo, anticuerpo desarrollado en cabra anti-conejo acoplado
a FITC (Sigma, USA), 1:200 en PBS y se mantuvo en obscuridad durante 2 horas a
temperatura ambiente. A continuacion se realizaron 3 lavados con PBS y se
adiciono 10 pl por muestra del fluorocromo DAPI (Sigma, USA) durante 1 minuto a
temperatura ambiente, después se realizardn 3 lavados con PBS durante 3 minutos
cada uno, finalmente las muestras se observar6n en un microscopio de

epifluorescencia Eclipse E600 (Nikon, USA).
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Resultados

Actividad antiproliferativa de la Diosgenina-3-Glu en las lineas celulares MDA-
MB-231,JC vy 4T1.

Con la intenciébn de establecer si la Diosgenina-3-Glu presenta actividad
antiproliferativa en lineas celulares tumorales, cultivos de las células tumorales de
mama MDA-MB-231, JC y 4T1 fueron estimuladas con diferentes concentraciones
del compuesto durante 24 h y su actividad antiproliferativa fue expresada como la
concentracion requerida del compuesto para inducir un decremento en la densidad
celular del 50% (ICso) (Fig. 24-26, Tabla 2).

Tabla 2. Concentracién requerida de Diosgenina-3-Glu para disminuir la densidad

celular en un 50 % (ICso).

MDA-MB-231 8.2 ng/mL 14.1uM
JC 4.8 ng/mL 8.3 uM
4T1 9.0 pg/mL 15.5 uM

Efecto de la Diosgenina-3-Glu sobre el potencial proliferativo de las lineas celulares
MDA-MB-231, JC y 4T1. 6000 células fueron cultivadas en placas de 96 pozos y
estimuladas a diferentes concentraciones del compuesto por 24 horas,
posteriormente el numero celular fue evaluado a través de la técnica de

incorporacion de cristal violeta (Figuras 24-26).
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Fig 24. Actividad antiproliferativa que presenta la Diosgenina-3-Glu en la linea
celular MDA-MB-231. El numero celular fue obtenido mediante la técnica de
incorporacion de cristal violeta. Los datos fueron obtenidos de tres ensayos
independientes, donde cada condicién fue obtenida por el promedio de 6
repeticiones. Las barras representan la SD. Se realiz6 un analisis estadistico

ANDEVA seguido de una prueba Tukey p<0.05 vs control.
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Fig 25. Actividad antiproliferativa que presenta la Diosgenina-3-Glu en la linea
celular JC. El numero celular fue obtenido mediante la técnica de incorporacién de
cristal violeta. Los datos fueron obtenidos de tres ensayos independientes, donde
cada condiciéon fue obtenida por el promedio de 6 repeticiones. Las barras
representan la SD. Se realiz6 un andlisis estadistico ANDEVA seguido de una

prueba Tukey p<0.05 vs control.
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Fig 26. Actividad antiproliferativa que presenta la Diosgenina-3-Glu en la linea
celular 4T1. El nimero celular fue obtenido mediante la técnica de incorporaciéon de
cristal violeta. Los datos fueron obtenidos de tres ensayos independientes, donde
cada condicion fue obtenida por el promedio de 6 repeticiones. Las barras
representan la SD. Se realiz6 un analisis estadistico ANDEVA seguido de una

prueba Tukey p<0.05 vs control.

Los resultados obtenidos, muestran la actividad antiproliferativa que presenta la

Diosgenina-3-Glu en las tres lineas celulares tumorales, afectando su potencial
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proliferativo de manera dependiente de la dosis, con valores de ICso mostrados en
la Tabla 2.

Actividad Necroética de la Diosgenina-3-Glu en las lineas celulares MDA-MB-
231,JCy4T1l.

Para establecer que la disminucién del numero celular observado en las diferentes
lineas celulares tumorales tratadas con la Diosgenina-3-Glu, es debido a la
induccion de una muerte necrética, cultivos de las lineas celulares MDA-MB-231,
JCy 4T1 fueron tratadas con el compuesto a las concentraciones de sus respectivas
ICso0 y la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes
provenientes de estos cultivos fue evaluada y considerada como indicador de la
pérdida de integridad de la membrana celular, un evento caracteristico de una

muerte por necrosis (Figuras 27-29).

« 1291 MDA vs Diosgenina-3-Glu
g 100 1
<35 80 -
@ -
©
S © 60 1
5E 4
® 5
LT 20 4
o\o O L] : L] = L] T 1
&(\‘0(\ (,\60 @60 cb(’l/
P @Q
o
<

Fig 27. Evaluacion de la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en
sobrenadantes de cultivos de la linea celular MDA- MB-231 tratada con la

Diosgenina-3-Glu, expresada en porcentaje comparado con un control positivo de
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células lisadas con triton X-100. Resultados de 3 ensayos independientes con 6
repeticiones por condicion. Prueba ANDEVA con una p<0.05 muestra que no existe

diferencia significativa entre los tratamientos.
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Fig 28. Porcentaje de actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en
sobrenadantes de cultivos de la linea celular 4T1 tratada con la Diosgenina-3-Glu,
expresada en porcentaje comparado con un control positivo de células lisadas con
triton X-100. Resultados de 3 ensayos independientes con 6 repeticiones por
condicién. Prueba ANDEVA con una p<0.05 muestra que no existe diferencia

significativa entre los tratamientos.
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Fig. 29. Porcentaje de actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH) en
sobrenadantes de cultivos de la linea celular JC tratada con la Diosgenina-3-Glu,
expresada en porcentaje comparado con un control positivo de células lisadas con
triton X-100. Resultados de 3 ensayos independientes con 6 repeticiones por
condicién. Prueba ANDEVA con una p<0.05 muestra que no existe diferencia

significativa entre los tratamientos.

Como se puede observar en las figuras 27, 28 y 29, los sobrenadantes provenientes
de los cultivos celulares tratados con la Diosgenina 3 Glu, no presentaron actividad
de la enzima LDH de manera significativa, indicando que este compuesto es de baja

o nula actividad necrotica en las lineas celulares MDA-MB-231, JC y 4T1.

Efecto de la Diosgenina 3 Glu en células tumorales MDA-MB-231, JCy 4T1

Una vez obtenida la ICso y considerando que la Diosgenina-3-Glu no produce una
muerte celular tipo necrotica, se realizo un analisis de la morfologia celular y nuclear,
asi como la inmunodeteccion de la caspasa-3 activa a nivel microscopia de
contraste de fases y de epifluorescencia en las tres lineas celulares de cancer mama
mda-mb-231, JC y 4T1.

62

——
| —



Para ello las imagenes se contrastaron con una poblacién control, a la cual so6lo se
le hizo cambio del medio de cultivo durante el estimulo, en las imagenes del
contraste de fases (CF) se pueden observar células adheridas a la placa de cultivo
con una morfologia estrellada, prolongaciones citoplasmaticas bien definidas y
nacleos grandes con respecto al citoplasma. Adicionalmente, las imagenes tefiidas
con DAPI evidenciaron que la cromatina se encuentra laxa y sin ningun tipo de
fragmentacion. El segundo control experimental muestra las células que fueron
estimuladas con la misma concentracion de vehiculo (EtOH/DMSO 3:1) en el cual
se disolvié el compuesto, estas células mostraron una morfologia similar a la del
control experimental tanto en contraste de fases como con la tincion de DAPI. Lo
anterior permite descartar algun tipo de efecto del vehiculo sobre las células. El
tercer tratamiento muestra un control positivo a apoptosis (Colchicina) en el que se
observa una disminucién del numero celular, contraccion de las prolongaciones
citoplasmaticas, las células pasan de tener una forma estrellada a una forma
redondeada, pérdida de la adherencia y presencia de caspassa-3 activa; el ultimo
tratamiento muestra el efecto del compuesto Diosgenina-3-Glu, en esta condicion
las células muestran una disminucion del namero celular, contraccion de las
prolongaciones citoplasmaticas, pérdida de la morfologia estrellada hacia una
redondeada, pérdida de la adherencia asi como presencia de caspasa-3 activa. En
las células tefiidas con DAPI se observa compactacion y fragmentacion de la

cromatina.
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MDA-MB-231 vs Diosgenina-3-Glu
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Fig. 30. Efecto de la Diosgenina-3-Glu sobre cultivo de las células MDA-MB-231. Se
observa células sin tratamiento (A, E y I) en contraste de fases, DAPI e inmuno
deteccion de Caspasa 3 activa, células tratadas con EtOH/DMSO (Vehiculo del
compuesto) (B, F y J) en contraste de fases, DAPI e inmuno deteccién de Caspasa
3 activa, células tratadas con un control positivo (Colchicina) (C, G y K) en contraste
de fases, DAPI e inmuno deteccion de Caspasa 3 y células tratadas con el
compuesto (Diosgenina-3-Glu) (D, H y L) en contraste de fases, DAPI e inmuno

deteccion de Caspasa 3 activa.
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JC vs Diosgenina-3-Glu
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Fig. 31. Efecto de la Diosgenina-3-Glu sobre cultivo de las células JC. Se observa
células sin tratamiento (A, E y I) en contraste de fases, DAPI e inmuno deteccion de
Caspasa 3 activa, células tratadas con EtOH/DMSO (Vehiculo del compuesto) (B,
F y J) en contraste de fases, DAPI e inmuno deteccién de Caspasa 3 activa, células
tratadas con un control positivo (Colchicina) (C, G y K) en contraste de fases, DAPI
e inmuno deteccion de Caspasa 3y células tratadas con el compuesto (Diosgenina-
3-Glu) (D, Hy L) en contraste de fases, DAPI e inmuno deteccion de Caspasa 3

activa.
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4T1 vs Diosgenina-3-Glu
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Fig. 32. Efecto de la Diosgenina-3-Glu sobre cultivo de las células JC. Se observa
células sin tratamiento (A, E y I) en contraste de fases, DAPI e inmuno deteccion de
Caspasa 3 activa, células tratadas con EtOH/DMSO (Vehiculo del compuesto) (B,
Fy J) en contraste de fases, DAPI e inmuno deteccion de Caspasa 3 activa, células
tratadas con un control positivo (Colchicina) (C, G y K) en contraste de fases, DAPI
e inmuno deteccién de Caspasa 3y células tratadas con el compuesto (Diosgenina-
3-Glu) (D, H y L) en contraste de fases, DAPI e inmuno deteccién de Caspasa 3

activa.
Las figuras 30, 31 y 32 muestran imagenes del contraste de fases (CF) (A, Ey I)
respectivamente, donde se pueden observar en los controles, células con una

morfologia extendida, prolongaciones citoplasmaticas bien definidas, nucleos
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grandes y adheridas a la placa de cultivo, adicionalmente observamos las imagenes
tefiidas con DAPI (Figuras 30, 31 y 32) (B, F y J) respectivamente, donde la
cromatina se encuentra laxa y sin ningun tipo de fragmentacion. De igual manera,
en las células EtOH/DMSO (Figuras 30, 31 y 32) se observan células con una
morfologia similar a la del control, descartando asi algun tipo de efecto del vehiculo
sobre la morfologia de las células ; el control positivo para apoptosis (Colchicina)
(Figuras 30, 31 y 32) (C, G y K) respectivamente, se observa contraccion de las
prolongaciones citoplasmaticas, las células pasan de tener una forma extendida a
una forma redondeada y hay pérdida de la adherencia; por ultimo en el efecto del
compuesto Diosgenina-3-Glu (Figuras 30, 31y 32) (D, H y L) respectivamente, se
aprecia la contraccion celular, asi como, de las prolongaciones citoplasmaticas,
pérdida de la morfologia hacia una redondeada asi como la pérdida de la
adherencia, en la tincidn con DAPI se observa compactacion y fragmentacion de la

cromatina.

Discusioén

Hoy en dia las principales terapias contra el cancer son la cirugia, radioterapia y la
guimioterapia, las cuales hasta el dia de hoy no han sido exitosas en la eliminacién
total de la enfermedad (Sanchez et al., 2016), ademas de ser ineficientes en
estadios avanzados. Actualmente el 75% de los quimioterapéuticos que son usados
hoy en dia estan relacionados a productos naturales, ya sea porque se han obtenido
directamente de una fuente natural, de una sintesis quimica de una estructura
natural o bien se han hecho modificaciones quimicas a la estructura del compuesto
natural. La investigacion del tratamiento de cancer es fundamental para mejorar los
efectos para los pacientes afectados por la enfermedad. Estos programas incluyen
la formulacidén de tratamientos mas eficaces y menos toxicos. Los estudios sobre
las propiedades bioldgicas de las saponinas se han incrementado en la Ultima
década. Segun los hallazgos reportados, las saponinas esteroides tienen una gran

relevancia ya que ejercen diversas actividades antitumorales, inhibicion de la
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proliferacion mediante la detencion en alguna de las fases del ciclo celular e
induccion de apoptosis en células tumorales (Raju et al., 2007). Por otro lado, se
sabe que modificaciones en el nimero, tipo y posicion de los restos glicosilados de
las saponinas influye en la respuesta bioldgica (Man, 2010). En el caso particular de
la Diosgenina-3-Glu, esta saponina es un compuesto de resiente sintesis y con
escasa informacién antitumoral (Fernandez, 2012). Al respecto, los resultados
obtenidos en este trabajo establecen que es un compuesto con actividad
antiproliferativa, de baja actividad necrética y con actividad inductora de apoptosis
en células tumorales. Durante los ultimos afios se han descrito la actividad
antiproliferativa de diversas moléculas de origen natural y/o derivados de las
mismas, sin embargo, no todos reportan informacion con respecto al tipo de muerte
celular que los compuestos llevan a cabo y/o mecanismo biogquimico que explique
el decaimiento de la poblacion celular. Siendo esta informaciéon de gran importancia,
debido a que los principales quimioterapéuticos presentan alta actividad necrética,
generando multiples efectos secundarios como lo son, naduseas, vomito y dolor
(INFOCANCER 2023).

Con la finalidad de explicar el efecto antiproliferativo de la Diosgenina-3-Glu, en el
presente trabajo se evalu6 la muerte celular apoptética y necrética siendo los dos
tipos de muerte que se diferencian por sus caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas.

Nuestros resultados arrojaron que la muerte necrética, determinada a través de la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) como indicador de la pérdida
de la integridad de la membrana, la cual es una caracteristica distintiva de este tipo
de muerte, la prueba estadistica ANOVA indica que no existe diferencia entre los
tratamientos (control, vehiculo, ICso) por lo que es posible afirmar que el compuesto
Diosgenina-3-Glu no ocasiona una muerte de tipo necroético en las lineas MDA-MB-
231, JC y 4T1. Estos resultados indican que la disminucién en el nimero celular
observado en los cultivos celulares tratados con la saponina es debido a un proceso
diferente al proceso necrético, lo que es relevante ya que la mayoria de los
compuestos quimioterapéuticos aplicados para el tratamiento del cancer presentan

actividad fuertemente necrotica, dependiente de la dosis, que da como
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consecuencia fuertes efectos colaterales asociados a esta actividad necrética. De
igual manera este hecho sugiere que la Diosgenina-3-Glu podria ser mas tolerable
y que los efectos colaterales relacionados con la muerte necrética serian
significativamente menores en comparacion con los quimioterapéuticos
tradicionales. El hecho de que nuestros resultados mostraran que la Diosgenina-3-
Glu induce a las células tumorales de mama MDA-MB-231, JC y 4T1 a expresar
caracteristicas morfolégicas apoptoticas, asi como la presencia de la caspasa 3
activa, indica que esta saponina induce a las células tumorales a una muerte
apoptética. Resultado que es de suma relevancia ya que las células tumorales al
ser eliminadas mediante este tipo de muerte, sugiere que el proceso de eliminacion
celular no activara una respuesta inmune exacerbada, la cual es una de las causas
principales que generan fuertes efectos colaterales. Por otro lado, comparando el
efecto antiproliferativo, necrético y apoptotico de la diosgenina-3-Glu con la
Diosgenina, se ha descrito que las ICso de la Diosgenina para las lineas celulares
MDA-MB-231y JC es de 3.5y 3 ug/mL respectivamente (Garcia, 2017), valores que
son significativamente menores que los obtenidos para la Diosgenina-3-Glu,
indicando que la adicion de una glucosa en el carbono 3 del esqueleto esteroidal de
la Diosgenina no mejora la actividad antiproliferativa de ésta, por el contrario, se
requiere mas compuesto de Diosgenina-3-Glu para realizar la misma actividad
antiproliferativa de la Diosgenina. De igual manera, se ha descrito que la
Diosgenina presenta actividad apoptética, sin embargo, no es claro si la actividad
apoptética presente en la Diosgenina presenta la misma magnitud que la
Diosgenina-3-Glu, por lo que seria relevante establecer si la glucosa afadida al
carbono 3 de la Diosgenina mejora la actividad apoptotica de esta sapogenina.

En general, se ha descrito que las saponinas presentan actividad antiproliferativa,
de baja actividad citotoxica y son inductoras de muerte celular apoptética,
propiedades que las hace dignas candidatas para ser estudiadas como agentes

antitumorales con potencial terapéutico.
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Conclusiones

La Diosgenina-3-Glu presenta actividad antiproliferativa contra las lineas tumorales
MDA-MB-231, JC y 4T1 con valores de ICso de 8.2, 4.8 y 9 pg/mL respectivamente.

La Diosgenina-3-Glu no induce muerte necrotica en las lineas celulares tumorales
MDA-MB-231, JC y 4T1 en sus concentraciones de inhibicion del 50% (IC50).

La Diosgenina-3-Glu en sus concentraciones de inhibicion del 50% induce muerte

apoptética con la participacion de la caspasa-3 activa.
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Apéndice

Medio de cultivo
RPMI-1640 (GIBCO, USA) 10.42 g
NaHCO3 (SIGMA, USA) 2¢g

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 um. Se almacena a
4°C. El medio de cultivo se complementa con suero de neonato de ternera (NSC),
en la proporcion requerida y posteriormente es nuevamente filtrado en vacio a

través de una membrana con poro de 22 Om[.
Desactivacion del suero

Una botella de suero de neonato de ternera (NCS) 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 manipulacién. Para su preparacion se utilizan las siguientes

sustancias:

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 1L de agua bidestilada.
Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 utilizando HCI 8 N y se afora finalmente a un volumen
final de 1000 mL. Esta solucién se esteriliza por medio de filtros de membrana
(Millipore) con diametro de poro de 22 [Jm, la solucion se almacena a 4 °C hasta el

momento del uso. Para su preparacion se utilizan las siguientes sustancias:
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Cloruro de sodio (SIGMA, USA) 8.00 g
Cloruro de potasio (SIGMA, USA) 0.20 g
Fosfato monoacido de sodio (SIGMA, USA) 2.16 g

Fosfato diacido de potasio (SIGMA, USA) 0.20 g

Verseno

Esta solucion se emple6 para despegar las células tumorales

adherentes, funciona como agente quelante que secuestra iones de calcio y
magnesio de las uniones celulares. Para su preparacion se utilizan las siguientes

sustancias:

EDTA (SIGMA, USA) 0.4 g
NaCl (SIGMA, USA) 8 g
KCI (SIGMA, USA) 0.4 g

Tris (SIGMA, USA) 3.04 g

Los reactivos se disuelven en 800 ml. de agua bidestilada, que ajusta al pH a
7.7 con HCI 1 N y se afora a 1000 mL de agua bidestilada. La solucion se

esteriliza en autoclave a 20 Ibs durante 20 min.

Solucién Tripsina

Esta solucion se emple6 para despegar las células MDA-MB-231 y 4T1, es

preparada al 0.05% en Verseno.
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Solucidn cristal violeta (0.1%)

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

usando papel Whatman namero 2. Se almacena a temperatura ambiente. Para su

preparacion se utilizan las siguientes sustancias:

NaOH (SIGMA, USA) 3.96 g
Acido Formico (SIGMA, USA) 4.28 ml

Cristal violeta (SIGMA, USA) 1g

Colorante Cristal Violeta

La solucion de cristal violeta se prepara al 0.1 % en una solucién amortiguadora
de acido férmico 200 mM pH 6, la cual consiste en agregar 3.96 g de NaOH y
4.28 ml de acido férmico aforados a 500 ml con agua bidestilada. Una vez

preparada la solucion debe ser filtrada.

Glutaraldehido

A 157mL de glutaraldehido (70 % v/v) se le agrega 99.843 ml de agua
bidestilada y se almacena a una temperatura de 4 °C.

Solucién de acido acético (10 %)

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

Paraformaldehido (2%)

Paraformaldehido al 2% en PBS, se disuelve a bafio Maria sin que la

temperatura rebase los 60 °C. Se almacena a 4 °C.

81

——
| —



	Resumen
	Introducción
	La célula
	Muerte celular
	Apoptosis
	Necrosis
	Cáncer
	Cáncer de mama
	Detección
	Tratamiento
	Efectos secundarios
	Estadificación
	Productos naturales
	Saponinas
	Planteamiento del problema
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	General
	Particulares

	Diseño experimental
	Preparación del compuesto
	Cultivo de líneas celulares
	Determinación de la concentración requerida para la inhibición del 50% de la población (IC50) de células tumorales
	Determinación de la muerte celular por necrosis en células tumorales mediante la detección de la enzima LDH (lactato deshidrogenasa).
	Efecto de la Diosgenina-3-Glu en la morfología celular y condensación de la cromatina en células tumorales por medio de la tinción con el fluorocromo DAPI y detección de caspasa 3 activa por marcaje con FITC en células tratadas con Diosgenina-3-Glu.

	Resultados
	Actividad antiproliferativa de la Diosgenina-3-Glu en las líneas celulares MDA-MB-231, JC y 4T1.
	Actividad Necrótica de la Diosgenina-3-Glu en las líneas celulares MDA-MB-231, JC y 4T1.
	Efecto de la Diosgenina 3 Glu en células tumorales MDA-MB-231, JC y 4T1

	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Apéndice

