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RESUMEN

La infeccién por el virus del papiloma humano (VPH) es la causa principal de cancer de
cuello uterino en mujeres (25 a 65 afos). Los virus del papiloma humano asociados con
lesiones genitales se dividen en virus de alto y bajo riesgo. Se han identificado 15 tipos
virales de alto riesgo (oncogénicos) asociados con el cancer cervicouterino y con la
neoplasia intraepitelial cervical de alto grado; los mas comunes son los VPH-16 y 18. El
potencial de las plantas medicinales tiene importantes aplicaciones en la medicina moderna
en tanto que son fuente directa de agentes terapéuticos y/o materia prima para la obtencién
de medicamentos sintéticos mas complejos.

En el presente estudio se evalud la actividad citotdéxica de algunos iridoides de origen
natural sobre un panel de lineas de cancer humano (HF-6, PC-3, MCF-7, CaSki y KB), esto
dio como resultado que los compuestos; acido geniposidico, genipdsido, aucubina, acido
loganico y loganina mostraron citotoxicidad selectividad sobre la linea celular CaSki, la cual
se caracteriza por tener integrado el genoma del VHP tipo 16 y 18.

La actividad citotoxica mostrada por estos cinco iridoides (acido geniposidico, genipésido,
aucubina, acido loganico y loganina) sobre la linea celular CaSki (VPH 16 y 18) nos llevé a
preguntarnos sobre el espectro de selectividad, por lo que se decidié realizar la evaluacion
de estos mismos iridoides sobre otras lineas de cancer cervicouterino como HelLa (VPH
18), SiHa (VPH 16) y C33A (VPH -) ademas de una linea celular normal MRC-5 (fibroblastos
de pulmén).

Finalmente, se exploro el efecto del genipdsido sobre las proteinas virales E6 y E7 del VPH,
se selecciono esta molécula por presentar selectividad y la mayor actividad citotoxica sobre
las lineas celulares HeLa (VPH 18) y CaSki (VPH 16 y 18).
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1. ANTECEDENTES
1.1. Cancer cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es un padecimiento originado por el crecimiento acelerado
y descontrolado de las células que se encuentran en el cuello de la matriz formando una
masa anormal de tejido cuyo crecimiento excede al de los tejidos normales. A nivel mundial
el cancer cervicouterino es la cuarta causa de mortalidad en mujeres mayores de 35 afios,
de acuerdo a la International Agency for Research on Cancer (IARC) en el 2018 se

reportaron 311 365 defunciones (figura 1)

Mama
626 679 (15%)

Otros
canceres

1550 997 (37.2%) Pulmén

576 060 (13.8%)
Colorecto

396 568 (9.5%)

Péancreas Cervicouterino

205 332 (4.9%) 311365 (7.5%)
Higado Estomago
233 256 (5.6%) 269 130 (6.5%)

Total : 4 169 387

Figura 1. Numero estimado de defunciones en 2018 por los diferentes tipos de cancer en mujeres,
estadisticas internacionales. Imagen modificada de GLOBOCAN 2018.

En 2018, mas de 72,000 mujeres fueron diagnosticadas de cancer cervicouterino y casi

34,000 fallecieron por esta enfermedad en la Region de las Américas (OMS, 2018).

En México, desde el afo 2006, el CaCu es la segunda causa de muerte en mujeres, durante
el afio 2015, se registraron 3,071 casos nuevos de tumores malignos del cuello uterino, con
una tasa de incidencia de 6.01 casos por cada 100,000 habitantes femeninas mayores de
10 afos. La distribucién de los casos en México muestra un incremento a partir de los 35
afios de edad, siendo el grupo de 50 a 59 afios quien registra el mayor porcentaje con

alrededor del 30% de todos los casos.
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Defunciones por tumores malignos en mujeres 2015
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Figura 2. Cubo del sistema Epidemioldgico y Estadistico de las defunciones. Cancer de cuello de
utero es la segunda causa de defunciones lo que representa el 9.9%. INEGI 2015.

Multiples estudios han asociado la infeccion causada por el VPH con el desarrollo de cancer
cervicouterino (CaCu) y lo han considerado como el principal factor etiolégico de este tipo
de cancer. El 90% de los casos de CaCu estan relacionados con la presencia del VPH. La
infeccién con el genotipo VPH-16 es responsable de mas del 50% de cancer cervicales en
el mundo (Vallejo et al., 2015). El virus del papiloma humano (VPH) se considera el agente

de transmision sexual mas comun en todo el mundo.

1.2. Descripcion del Virus del Papiloma Humano

Los virus del papiloma humano representan un grupo heterogéneo de agentes que infectan
los tejidos epiteliales y se han asociado con diversas enfermedades neoplasicas. Los VPH
pertenecen a la familia Papillomaviridae, que incluye virus relativamente pequefios, sin
envoltura, con diametro de 55 nm.

Hasta el momento se han descubierto cerca de 200 tipos virales, 100 de éstos bien
caracterizados. Los tipos se consideran distintos cuando la secuencia de nucleétidos de su
genoma es diferente en mas de 10%. Sin embargo, todos los virus del papiloma humano
tienen estructura y organizacién genética similar: se componen de una molécula de ADN
circular de doble hebra, con un tamafio de entre 7200 a 8000 pares de bases y una capside
icosaédrica compuesta de 72 capsdmeros producidos de dos proteinas estructurales, y no
tienen envoltura nuclear (Hebner & Laimins, 2006). EI ADN viral tiene ocho genes (figura
3), de los cuales seis codifican para proteinas tempranas (E) y dos para proteinas tardias

(L). Las proteinas E5, E6 y E7 estan implicadas en la transformacion neoplasica, y E1y E2
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en la replicacion del genoma viral; también, E2 regula la expresion de los genes tempranos

y, particularmente, reprime la expresién de los oncogenes E6 y E7 (Alvarez et al., 2012).

PP Oi pg P3 Poli A (E) Poli A (L)
;J_l I C ‘
LCR :

Figura 3. Genoma del virus del papiloma humano (VPH) linealizado.
P (potenciadores); P1 y P3 (promotores); Poli A (sitios de poliadenilacion); LCR (Regién

de control).

Los genes L1y L2 codifican para las proteinas de la capside. Ademas de estos genes, el
genoma viral tiene una regién de 800 pares de bases, conocida como region larga de control
0 regién reguladora, que contiene diversos elementos de regulacion de la transcripcién y el
origen de replicacion del virus (Frazer, 2004). Las variantes genéticas del virus del papiloma
humano difieren entre si hasta en 2% de su genoma, y algunos de estos se han relacionado
con lesiones mas avanzadas o tipos histolégicos de comportamiento mas agresivos
(Hebner & Laimins, 2006). Casi la mitad de los diferentes tipos de virus infecta el conducto
genital y el resto produce verrugas benignas, entre otras lesiones en la piel y las mucosas
no genitales.

Los papilomavirus humanos han sido agrupados de acuerdo a su asociacién con lesiones
benignas o con tumores malignos, en virus de bajo y alto riesgo, respectivamente como se
representa en la tabla 1 (Chavaro et al., 2009). Se han identificado 15 tipos virales de alto
riesgo (oncogénicos) asociados con el cancer cervicouterino y con la neoplasia intraepitelial
cervical de alto grado; los mas comunes son los VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 56, 58
y 59.13,14 (Jayshree et al., 2009). Los virus de bajo riesgo, como los VPH-6, 11, 40, 42, 43,
44,54, 61, 72, y 81 se asocian con el condiloma acuminado, la neoplasia intraepitelial de
bajo grado y las infecciones asintomaticas (Vallejo et al.,, 2015) . La incidencia de cancer
cervicouterino entre los diferentes paises aun no se asocia con la distribucién de los tipos
virales, pero puede relacionarse con la distribucién especifica de variantes virales, porque

su distribucion es diferente por regiones geograficas (Lizano et al., 2009).
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Tabla 1. Clasificacion de papilomavirus

. Sitio de Consecuencia .
Grupo Prototipo infeccién Aguda Cronica Otras caracteristicas
. VPH1, VPH2y ; . Regresion sincrénica.
Cutaneo BPV1 Piel Verrugas Ninguna Inmunidad duradera.
Mucosa VPH6, VPH11, Mucosa Verruaas Ninquna Resolucion lenta en
COPV, ROPV genital 9 9 individuos inmunodeprimidos.
~90, i
VPH16, VPH18, . 2% persiste Resolucion lenta en
Mucosa de VPH31 VPH33 Mucosa Lesiones planas | ~1% progresa | . divid : deorimid
alto riesgo ; ’ Anogenital (CIN-1) en cancer Individuos Inmunodeprimidos,
VPH45, BPV4 VaSIVO potencial maligno variable.
Cutaneo de VPHS, VPHS, Piel Lescl)o:ierz]s Srlfanas Promueve SCC i (rf:‘gscir()?r?urr)]lilnesgfsrgzzz
alto riesgo CRPV 9 . np
verruga inmunodeprimidas.

BPV, papilomavirus bovino; CIN, neoplasia cervical intraepitelial; COPV, Papilomavirus oral canino;
CRPV, papilomavirus de conejo; VPH, papilomavirus humano; ROPV, Papilomavirus oral de

conejo; SCC, Cancer de piel escamoso. Modificado de Frazer 2004.

1.2.1. Carcinogénesis inducida por el Virus del Papiloma Humano

El ciclo de vida del VPH se acopla con el programa de diferenciacion de los queratinocitos

en el epitelio, ver figura 4. Los pseudoviriones inicialmente se unen a la capa basal cérvico-

vaginal en los sitios de trauma donde la capside sufre un cambio conformacional por la

accién de una furina que cliva la proteina L2. De este modo el virus se une a los receptores

de membrana tipo integrinas de las células de la lamina basal. Después de la infeccion, el

virus establece y mantiene su genoma como un elemento extra cromosomal (episoma) en

el nucleo de las células infectadas. El episoma es mantenido en bajo numero de copias,

pero este se incrementa en las capas superiores del epitelio por la accidn de los oncogenes

virales E6 y E7. Las células de la capa basal son células madre que estan constantemente

dividiéndose para dar origen a las células de la regién supra basal (Frazer, 2004).
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Figura 4. Localizacién en el epitelio escamoso de las principales etapas del ciclo de vida del virus
del papiloma.

Las células hijas de las células madre se dividen a lo largo de la membrana basal y luego maduran
verticalmente a través del epitelio sin mas division (lado derecho). Después de la introduccién de
HPV en células madre en la capa basal del epitelio, la expresion de proteinas no estructurales virales
se produce. Bajo la regulacion de estas proteinas, la divisién celular se expande verticalmente y la
diferenciacion de las células epiteliales se retrasa y es menos completa. Las proteinas virales se
expresan de forma secuencial con la diferenciacién como se muestra, y los viriones maduros se
producen sélo en las capas mas superficiales del epitelio (Frazer, 2004).

La infeccidn por el VPH de estas células lleva a la activacion de la expresién de una cascada
de genes virales que resulta en la produccién de aproximadamente 20 a 100 copias extra
cromosomicas del virus por célula infectada. Entre las primeras proteinas virales expresadas se
encuentran los factores de replicacion E1 y E2, los cuales forman un complejo, uniéndose al origen
de replicacion viral y actuan reclutando polimerasas y proteinas accesorias que median replicacion
en la célula. La proteina E1 también exhibe actividad helicasa permitiendo la separacién de las
cadenas del ADN viral en el complejo de replicacion. La proteina E2 es una proteina de unién al ADN
que ayuda a reclutar a E1 al origen de replicacién, pero también juega un papel en la regulacion de
la transcripcién viral (Vande & Klingelhutz, 2013). Dado que la capacidad de codificaciéon de la
proteina viral es pequefa, el virus secuestra factores celulares con el fin de replicar. E6 y E7
interfieren activamente en el ciclo celular, apoptosis y mantenimiento de la estabilidad cromosomal
al interactuar con las proteinas supresoras de tumores p53 y pRB, respectivamente. A medida que
las células hijas empiezan a diferenciarse y se vuelven no permisivas para la sintesis de ADN, el

virus induce la transicién de fase G1 a S para iniciar la sintesis del ADN viral y expresa los genes
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viricos tempranos para prevenir las respuestas de estrés celular tales como la activacién de p53
(Baleja et al., 2006).

Las proteinas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo actian como oncoproteinas virales, por lo que tienen
un papel fundamental en la carcinogénesis mediada por el VPH. La primera indicacién del papel en
carcinogénesis de estas proteinas surgié de las lineas celulares derivadas de cancer cervical SiHa
y CaSki, en las cuales, el ADN viral esta integrado aleatoriamente en el genoma de la célula. Ademas,
la integracion del ADN viral resulta en la pérdida o alteracion de algunos genes virales, excepto los
genes E6 y E7, los cuales se transcriben activamente (Alvarez, 2012). E6 y E7 interfieren
activamente en el ciclo celular, apoptosis y mantenimiento de la estabilidad cromosomal al interactuar
con las proteinas supresoras de tumores p53 y pRB, respectivamente.

La proteina E6 del VPH codifica para una proteina de 151 aminoacidos con un peso molecular de
16 a 18 kDa. E6 es una de las proteinas que se expresan tempranamente durante una infeccién por
VPH. Esto le confiere varias funciones que alteran el ambiente celular, por ejemplo: el bloqueo de la
apoptosis mediante la degradacion de p53, la alteracién de la transcripcion de genes celulares a
través de la interaccién con p300 y CBP y el incremento de la vida celular por la sobre activacion de
la telomerasa. Como se observa en la figura 5, la accion clave de E6 en los VPH de alto riesgo es
inhibir la funcion de p53, mediante su degradacién por la via de la ubiquitina con la participacion de

la proteina celular asociada a E6 formando el complejo E6-AP (Alvarez, 2012).

l Dafocn el 0N T = §

. “6 v
Aumento de p21 :{
yfactores - 5

proapoploticoss7 .

Fase G1 e . o

Proteasoma

Figura 5. Desregulacion del ciclo celular por accion de la proteina viral oncogénica E6.
E6 inhibe la funcién de p53, mediante su degradacioén por la via de la ubiquitina en asociacién con
la proteina celular asociada E6 (E6-AP).

La proteina p53 se activa cuando el ADN celular sufre algun dafo, uniéndose a él e

induciendo asi la expresion del gen que codifica la proteina p21. Dicha proteina es un

16



inhibidor de ciclinas dependientes de cinasas (CDK), que se une a los complejos de ciclina
G1 con proteina CDK2, la cual conduce a la célula mas alla del punto de control G1 del
ciclo celular. La proteina p21 bloquea la actividad cinasa de estos complejos, evitando asi
la progresion de la célula en fase S y la replicacion de su ADN. Las células no podran
progresar en la fase S del ciclo celular y se retrasaran en la fase G1 o moriran por apoptosis.
Por tanto, la degradacién de p53 tiene como consecuencia la evasién del punto de control
del ciclo celular G1/S, dando lugar a la desregulacién del ciclo celular (Vande & Klingelhutz,
2013).

La proteina E7 del VPH codifica para una proteina de aproximadamente 98 aminoacidos
con un peso molecular de 10 kDa. E7 tiene la mayor capacidad transformante y actua
mediante la union a proteinas celulares supresoras de tumores de la familia pRB, que a su
vez interactuan con factores de transcripcion de la familia E2F, ver figura 6. La familia pRB
controla la replicacion celular. La union de E7 con pRB conduce a la liberacién de los
factores de transcripcion E2F independientemente de la presencia de factores de
crecimiento externos, lo que promueve el progreso de la fase S del ciclo celular y por tanto
la replicacion celular. E7 también se asocia con otras proteinas tales como desacetilasas
de histonas, AP1 e inhibidores de los complejos CDK, como p21y p27. Como resultado de
la liberacion de E2F se expresa ciclina E, importante para el progreso de la fase S. Estas
interacciones inducen multiples respuestas celulares, incluyendo la disminucion de p53 que
normalmente contrarrestaria esta replicacién celular, anormalmente estimulada, mediante
el incremento de la apoptosis. Sin embargo, la proteina E6 degrada a p53 y por tanto
bloguea esta respuesta celular (Jayshree et al., 2009).
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Figura 6. Oncogenes de VPH bloquean la apoptosis.

Con la division de las células basales infectadas por el VPH, los genomas virales
son distribuidos en las células hijas, estas células se separan de la capa basal, migran hacia
el estrato granuloso y sufren diferenciacion. Cuando las células epiteliales normales no
infectadas migran hacia las capas suprabasales, salen del ciclo de division celular. Sin
embargo, cuando las células infectadas migran hacia las capas suprabasales, se mantienen
activas en el ciclo celular debido a la accion de la proteina E7, corroborando su papel
transformante en las células infectadas. Estas células entran en fase S y activan la
expresion de factores de replicacion celular requeridos para la replicacion viral. Las
oncoproteinas virales E6 y E7 no solo son necesarias para la inmortalizacion y retencion de
las células en el ciclo celular, sino también son necesarias para el mantenimiento
extracromosomal del VPH en células basales no diferenciadas (Frazer, 2004).

En lesiones de bajo grado, los genomas de VPH de alto riesgo estan presentes en episomas
mientras progresan las lesiones hacia alto grado o carcinomas, donde el genoma viral es
integrado en el genoma del hospedero. Esta integracion usualmente ocurre dentro del gen
E2 dando como resultado la pérdida del control de la transcripcion que ejerce la proteina

E2, incrementando los niveles de expresion de E6 y E7 (Kyoung & Jong-Sup, 2005).
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1.3. Tratamiento empleado en el cancer cervicouterino

Muchas neoplasias malignas se extirpan por cirugia, sin embargo, se prefiere aplicar
quimioterapias y radioterapias cuando el cancer esta muy diseminado por el organismo o
se encuentra en 6rganos comprometidos en donde la intervencion quirurgica puede afectar
mucho su funcionamiento (Tortora & Grabowski, 2006). El tratamiento del cancer de cuello
uterino depende de varios factores, entre ellos, el tipo y estadio del cancer, los efectos
secundarios posibles, asi como las preferencias y el estado de salud general de la mujer.
También es posible que su plan de atencién incluya el tratamiento de los sintomas vy los
efectos secundarios, una parte importante de la atencién del cancer. El cancer de cuello
uterino con frecuencia se trata con radioterapia. El objetivo de la quimioterapia, cuando se
administra con radioterapia, es aumentar la efectividad de la radioterapia. También puede
administrarse para destruir el cancer remanente después de la cirugia, también
denominada terapia adyuvante.

El conjunto de tratamientos que se emplean contra el cancer se denomina, de forma
genérica, tratamiento antineoplasico. Dentro de este conjunto, la quimioterapia
antineoplasica agrupa diversos farmacos: derivados naturales, antibiéticos, etc., que actuan
sobre las células tumorales de forma caracteristica, inhibiendo el crecimiento celular y se
diferencia por su mecanismo de accién (Lorenzo et al., 2013). Las células cancerosas se
dividen con una tasa de velocidad mayor comparada a las normales, de modo que resultan
ser mas vulnerables; no obstante, estos tratamientos también pueden matar o anular las
funciones de algunas células sanas (Tortora & Grabowski, 2006).

Los medicamentos que se utilizan con mas frecuencia para tratar el cancer de cuello uterino
avanzado incluyen: Cisplatino, Carboplatino, Paclitaxel (Taxol®), Topotecan, Gemcitabina

(Gemzar®), o sus combinaciones (Tortora & Grabowski, 2006).

1.4. Las plantas medicinales contra el cancer

El papel de los productos naturales como fuente de remedios ha sido bien reconocido desde
la antigledad. Las plantas medicinales también tienen importantes aplicaciones en la
medicina moderna en tanto que son fuente directa de agentes terapéuticos y/o materia
prima para la obtencion de medicamentos sintéticos mas complejos.

El descubrimiento de farmacos a partir de plantas medicinales ha desempefiado un papel

importante en el tratamiento del cancer y de hecho la mayoria de las nuevas aplicaciones
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clinicas de los metabolitos secundarios de plantas y sus derivados durante el Ultimo medio

siglo se han aplicado para combatir el cancer.

1.5. Iridoides
1.5.1. Descripcion general

Los iridoides son un grupo de metabolitos secundarios que han sido aislados a partir de
productos naturales, el termino proviene del vocablo iridomirmecina, iridolactona e iridodial,
aislados por primera vez de hormigas del género Iridomyrmex, quienes lo secretan como
mecanismo de defensa (Roth & Eisner, 1961), el nombre dado a estos compuestos fue
adaptado posteriormente para referirse a la clase de estructura, la mayoria de los miembros
de los cuales han sido aislados de las plantas.

La estructura de tipo iridoide esta compuesta por 10 atomos de carbono, por lo que
pertenecen al grupo de los monoterpenos. Presentan un esqueleto base de ciclopenta [c]
pirano, también conocido como 2-oxabiciclo- [4, 3, 0]-nonano (figura 7). Cuando presentan
ruptura en el anillo de ciclopentano se conocen como seco-iridoides, mientras que si la
ruptura se presenta en el anillo de pirano se denominan derivados de iridoides, por esta
razon el anillo de ciclopentano se considera su esqueleto base (Gémez, 2016).

11
11 7 11 .
4
6 g 3 65 4 3 6 3
7 c o 7 c
3 02 o2 S OH
9 ] [t} p 87
10 10 10
2-oxabiciclo-[4,3,0]-nonano seco-iridoides derivados de iridoides

Figura 7. Tipos de iridoides y su numeracion.

Existen diversas clasificaciones para los iridoides, de acuerdo con Hegnauer, estos se
dividen en tres grandes grupos: no glicosidicos, glicosidicos y secoiridoides (figura 8). Los
Iridoides dos primeros se diferencian por la ausencia o

| I | presencia, respectivamente, de residuos
Noglucosidicos Glucosr'dicos Secoiridoides azucar en su estructura. Los secoiridoides

| derivan de la ruptura en el enlace C7-C8 y a su

COOCHq Subdividido en .
4 grupos vez se subdividen en; 1) estructuras
ﬁr caracterizadas por la formacion de un anillo

[ale 1 H
Flgura 8 Clasificacion los iridoides de acuerdo lactona entre C7'y C11 o la presencia un anillo

Hegnauer
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de pirano formado por la Secoiridoides
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Figura 9. Clasificacion de los secoiridoides de acuerdo a

caracterizados porque C7 se Hegnauer

encuentra formando un anillo de pirano (comunmente como y-pirona) con un residuo
carbonado de diferente origen biosintético (figura 9). El creciente niumero de iridoides
naturales aislados ha llevado a proponer una clasificacion distinta a la de Hegnauer; en
1980 El-Naggar y Beal agrupa estos compuestos de acuerdo con el numero de carbonos
incluidos en su estructura; asi, los dos primeros grupos corresponden a nor-iridoides.

El grupo 1 es poco numeroso y corresponde a los iridoides C8 (di-nor-iridoides), que
provienen de la pérdida de los carbonos C10 y C11 (Figura 10). El grupo 2 integra a los
iridoides C9 (nor-iridoides) y se subdivide en dos grupos. El subgrupo 2a incorpora a los
iridoides derivados de la pérdida del C10, mientras que el subgrupo 2b incluye a aquéllos
provenientes de la pérdida del C11. De los iridoides C9 este ultimo subgrupo constituye el

mas NnumMeroso.

1. Iridoides C8 2. Iridoides C9
a. Noveno C en C4 b. Noveno C en C9
H HO CHEOH HO
o N N y
1 £ =
o Clesm ) HO [ 5
H iH
HO " Gauw HO M G * 7 e
Alatoside Mentzefoliol Angeléside

Figura 10. Clasificacién de los iridoides C8 y C9 segun EI-Naggar & Beal, 1989.

1.5.2. Biosintesis de los iridoides

La biosintesis de los iridoides en las plantas ha sido bastante bien estudiada, siendo el
compuesto de partida el acido mevalbénico y aunque las etapas iniciales parecen ser
comunes a todas las estructuras, hay diferencias en las etapas de ciclacion que conducen

al esqueleto de iridano. En plantas se conocen dos rutas principales, la primera de ellas
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conduce desde el iridodial, via iridotrial, hasta el acido desoxiloganico que es el precursor
de muchos iridoides y secoiridoides.

En la biosintesis de iridoides se presentan dos hechos, el geraniol nunca adquiere su forma
fosforilada, y, en segundo lugar, a lo largo de su obtencion no intervienen reacciones a
través de carbocationes, ambas caracteristicas comunes en la biosintesis de la mayoria de
los terpenos naturales. El geraniol se transforma en un di-aldehido mediante una secuencia
de dos reacciones: una oxidacién catalizada por mono-oxigenasa dependiente de algun
donador de hidrégeno como NADH, NADPH o &cido ascorbico, para generar el
correspondiente diol, el cual, mediante una reaccién equivalente a una des hidrogenacion
bioldgica genera el correspondiente di-aldehido. La ciclacién fundamental ocurre a través
del ataque de un equivalente biolégico de hidruro al doble enlace C8-C9, lo que provoca
una adicion tipo Michael de C9 al carbonilo a, B-insaturado, para generar iridodial en su
forma ceto, cuyo equilibrio a su forma enol conduce a la formacion del anillo pirano,
produciendo iridodial en su forma hemiacetalica (Inouye et al., 1977).

Por otra parte, la posterior oxidacion de la forma ceto de iridodial conduce al iridotrial en su
forma endlica, el cual, mediante la misma secuencia de equilibrios produce iridotrial en
forma hemiacetalica. En el iridotrial, ambos aldehidos tienen igual probabilidad de ciclarse
o permanecer como el aldehido remanente. Iridodial e iridotrial son intermediarios clave

en la biosintesis de numerosos iridoides (Mann et al., 1994).
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Figura 11. Secuencia propuesta para la biosintesis de los iridoides (Sampaio & Kaplan, 2001).

22



1.5.3. Iridoides con actividad citotoxica

Estos compuestos han demostrado tener diversas propiedades beneficiosas para la salud
y en la literatura se describe una amplia variedad de actividades bioldgicas y farmacoldgicas
entre las que destaca antiviral, citotoxica, antiinflamatoria, antimicrobiana,
hepatoprotectora, antioxidante, cardioprotector, antiespasmaddica, entre otras (Goémez,
2016 y Tundis et al., 2008). Moreno y colaboradores (Moreno et al., 2011) realizaron un
estudio sobre varias especies vegetales recolectadas en el estado de Morelos que
pertenecen al orden de las Lamiales, a partir de estas plantas se obtuvieron los extractos
metandlicos para evaluar su citotoxicidad por el método de Sulforodamina B. Los resultados
de este screening (tabla 2) muestra que algunos de los extractos de las especies

seleccionadas poseen efecto citotdoxico con mayor sensibilidad en la linea celular CaSki.

Tabla 2. Citotoxicidad de los extractos metandlicos de plantas pertenecientes a la orden de Lamiales

(Moreno et al., 2011).
Growth inhibition (IC_, pg/mL)*

Extract KB HEp-2 HE-6 MCF? PC-3 Ca Ski
Bacopa monnieri 6.8+0.599 =20 =20 =20 5.3+0.494 11.35+0.622
Castilleja tenuiflora =20 >20 >20 9.53+0.718 =20 B.72+0.633
Limosella aquatica 15.19£0.649 >20 >20 >20 >20 11.3£0.280
Mirmudus glabratus >20 >20 12.6440.298 >20 7.2740.525 >20
Pedicularls 34940911 =20 >20 »20 10.1£0.725 17.17+0.513
mexicana

Penstemon barbatus >20 >20 15.1940.219 >20 >20 14.54£0.231
Penstemon >20 >20 6.74+1.39 >20 >20 2.64 £0.632
campariulatus

Veronica americand >20 >20 0.169+0.073 >20 1.46+0.531 =20
Camptothecin® 0.015+0.0014 325017 0.1013 +0.063 1.269+0.148 0.02+0.004 0.2796 +0.070
Etoposide* 1.25242° 2.77+0.591 1.36°5+1.09° 6.524+0.13°* 0.134 +0.04 394 *+0.031°

*1C,, 1s defined as the concentration that resulted in a 50% decrease In cell number and the results are means + standard deviation of
three Independent replicates. Values greater than 20 are not considered to be cytotoxic.

Positive control substance. The cytotoxic effect was investigated on the human cancer cell lines: nasopharyngeal (KB), larynx (HEp-2),
colon (HE-8), breast (MCET), prostate (PC-3), and cervix (Ca Ski).

A partir de algunas especies utilizadas en este estudio se aislaron y caracterizaron
compuestos tipo iridoides por la M. F. Rola Aburto Amar en el 2006; de la especie
Penstemon barbatus se obtuvieron el acido geniposidico [1], boschnaldsido [2] vy
penstemonosido [3]; de Castilleja tenuiflora 8-epi-loganina [4], mussaendsido [5] y

aucubina [6].
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Figura 12. Iridoides aislados de Penstemon barbatus.
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Figura 13. Iridoides aislados de Castilleja tenuiflora.

En la literatura se describe la actividad antiviral de los iridoides harpagésido [7] y
Scorodiosido [8] sobre el virus de estomatitis vesicular (VSV), este virus RNA se
caracteriza por provocar vesiculas en el hocico de caballos, cerdos y bovinos (Bermejo et
al., 2002) .

Existe una patente relacionada con la actividad antiviral que han mostrado los iridoides
glucosilados (Chang II-Moo, 1999, #5929038); un preparado farmacéutico que inhibe la
replicacion del virus hepatitis B, contiene Aucubina [6], Catalpol [9], Genipdsido [10],
Rehmanniosido [11], Harpagosido [7], Harpagido [12] y Genipina [13]. Este ultimo
iridoide no glucosilado en otra patente (Choongwae Pharmaceutical Corporation, 2000,
#6162826) ha sido formulado con propdsitos clinicos y utilizado como hepatoprotector y

contra el virus de hepatitis B.
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Se tienen reportes en la literatura de iridoides con potencial actividad citotdxica, antitumoral
o anticancerigena probada. El genipdsido [10] es hidrolizado a genipina [13] por la enzima
3-D-glicosidasa que se encuentra en el intestino y saliva. La genipina [13] ha mostrado
tener actividad antiinflamatoria, antidiabética, antitrombdtica, antioxidante, antiangiogénico,
neuroprotector e induce apoptosis en la linea celular Hep3B (hepatocarcinoma) (Cao et al.,
2010) y sobre la linea celular FaO (células hepaticas de raton) (Kim et al., 2005).

Cao y cols. demostraron que genipina [13] provoca en HelLa (carcinoma de cérvix)
fragmentacién de ADN lo que indica que la citotoxicidad mostrada de este compuesto sobre
esta linea celular se debe a apoptosis después de un tratamiento por 24 horas a 90 ug/mL,
también incrementa la cantidad de p53.

La aucubina [6] y genipésido [10] tienen la capacidad de inhibir la formaciéon de tumores
inducidos mediante la estabilizacion de uniones covalentes selectivas entre topoisomerasa
| (Galvez, Cordero, & Ayuso, 2005) y DNA. El genipdsido [10] incrementa la actividad de
la glutation s-transferasa, lo que disminuye el dafio al DNA (Kang ef al., 1997).

El genipdsido [10] aislado del extracto etandlico de Gardenia jasminoides y posee
actividad anti-angiogénica dependiente de la concentracion y efecto inhibitorio en el rango
de 25 a 100 uM sobre la linea NIH 3T3 (fibroblastos embrionarios de ratén), esta actividad
fue probada mediante el ensayo de membrana corioalantoica de pollo (Koo et al., 2004).
El catalpol [9] inhibe significativamente la tagDNA polimerasa, ademas disminuye tumores

sélidos de las lineas celulares A2780 (carcinoma de ovario), T-47D (carcinoma de mama)
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y HBL-100 (células derivadas de leche materna), la Clso mostrada por el iridoide oscila entre
1.8 2 4.8 uM (Galvez et al., 2005).

Camero y colaboradores (2018) realizaron un estudio fitoquimico sobre el extracto
metandlico de las hojas de la especie Galium tunetanum y por medio de una extraccion
cloroformo — metanol aislaron seis iridoides glucosilados, entre ellos el acido geniposidico
[1]. Este grupo de investigacién demostré mediante un modelo en embrién de pollo que el
acido geniposidico y el iridoide V1 poseen efecto antiangiogénico del 59% y 54 %
respectivante comparado con el estandar de referencia el acido retinoico en un rango de

concentraciones de 0.5 a 2 ug por embrion.

2. JUSTIFICACION

El Cancer cérvico uterino es la segunda causa de muerte en mujeres mexicanas de entre
25 a 65 afos de edad, este tipo de cancer esta asociado con la infeccion persistente por
algunos tipos del virus del papiloma humano, estudios epidemiolégicos han demostrado la
presencia de VPH tipo 16 y 18 en mujeres con CaCu (<60% de los casos), por lo que se
consideran de alto riesgo junto con otros 13 tipos mas de VPH. Actualmente no existe un
tratamiento farmacoldgico especifico para eliminar la infeccion por VPH en mujeres.

El potencial de las plantas medicinales tiene importantes aplicaciones en la medicina
moderna en tanto que son una fuente directa de agentes terapéuticos y/o materia prima
para la obtencién de medicamentos sintéticos mas complejos. Los iridoides son un grupo
de compuestos quimicos que se han reportado poseen efecto citotdxico. En un estudio
previo a este, se llevd a cabo la evaluacion citotoxica de los extractos metandlicos de
diferentes especies vegetales (Moreno et al., 2011). Como parte de este estudio, las
especies Castilleja tenuiflora y Penstemon barbatus mostraron actividad citotoxica sobre
las lineas celulares MCF-7, HF-6 y CaSki. A partir de dichas especies se aislaron y
caracterizaron (Aburto et al., 2006) un grupo de iridoides.

Para este proyecto se seleccionaron doce iridoides con la finalidad de evaluar su efecto
citotdxico sobre un panel de lineas celulares de cancer humano. Ademas, estudiamos la
posibilidad de que algunos de estos iridoides puedan tener efecto sobre la proliferaciéon de
células de cérvix humano positivas a VPH, a través de la regulacion de procesos asociados
a la expresion de VPH-E6 y VPH-E7, dado que la expresion de dichas proteinas interfieren
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con los mecanismos de regulacion en la célula, ya sea degradando a la proteina supresora
de tumores p53, lo que altera el punto de control en la fase del ciclo celular G1/S; o por la
inactivacion de pRb, quien también participa en el control de las fases G1/S y G2/M; lo que
en su conjunto conduce a la progresion del ciclo celular. Se ha propuesto que, si se puede
inhibir el efecto de estas proteinas, se podria mejorar la respuesta de los tratamientos anti

cancerigenos frente a la infeccién por el VPH en CaCu.

3. HIPOTESIS

Los iridoides seleccionados poseen actividad citotdoxica en lineas celulares de cancer

humano.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Evaluar el potencial citotdxico de algunos iridoides de origen natural sobre lineas celulares
tumorales humanas.

4.2. Objetivo Especificos

1. Determinar la citotoxicidad de doce iridoides de origen natural por el método de
Sulforodamina B sobre todas las lineas celulares HF-6, PC-3, CaSki, MCF-7, KB.

2. Evaluar la actividad citotoxica de los compuestos sobre una linea celular de
fibroblastos humanos para determinar su indice de selectividad.

3. Evaluar los compuestos activos sobre 3 lineas celulares VPH positivas y una VPH
negativa con la finalidad de evaluar su espectro de accion de los compuestos sobre
lineas celulares de cancer cervicouterino y su relacién con la presencia de VPHs.

4. El (los) compuesto(s) con mejor actividad se evaluara su efecto sobre la expresién
y funcioén de las proteinas VPH-E6 y VPH-E7 por RT-PCR y qPCR.

5. METODOLOGIA
5.1. Obtencion de los iridoides a evaluar

En un estudio previo realizado por (Moreno et al., 2011) se llevé a cabo la evaluacion

citotoxica de los extractos metandlicos provenientes de varias especies vegetales, las
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especies Castilleja tenuiflora y Penstemon barbatus mostraron actividad citotéxica sobre la

linea celular CaSki (Clso = 8.72 £ 0.633 y 14.5 £0.231, respectivamente). A partir de estas

especies y de Vitex mollis se realiz6 el aislamiento y caracterizacién por la M. F. Rola Aburto

Amar en el 2006 de siete iridoides (acido geniposidico [1],

boschnaldsido [2],

penstemondsido [3], 8-epi-loganina [4], mussaendsido [5], aucubina [6] y agnusido [14]).

En el presente estudio se realizd la evaluacion citotoxica de doce iridoides, de los cuales

siete fueron previamente aislados por Aburto en el 2006 y 5 de ellos (loganina [15], acido

loganico [16], catalpol [9], 8-0-acetilharpagido [17], genipdsido [10]) fueron donados por el

Dr. S. R. Jensen de la Universidad Técnica de Dinamarca (UTC).
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5.2. Lineas celulares

Las lineas celulares de cancer humano que se utilizaran fueron las siguientes; KB
(carcinoma de nasofaringe), HF-6 (Carcinoma de colén), MCF-7 (Carcinoma de mama),
PC-3 (Carcinoma de proéstata), CaSki (Carcinoma de cérvix VHP 16 y 18 positiva), HeLa
(Carcinoma de cérvix VPH 18), SiHa (Carcinoma de cérvix VPH 16), C33A (Cancer cervical
VPH negativo) y MRC-5 (fibroblastos de pulmén humano).

Las células fueron cultivadas en medio Advance MEM suplementado con 3% (v/v) de suero
fetal bovino (SFB). Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera de
CO2 al 5% y una humedad del 95%. El medio sera cambiado una vez alcanzada la

confluencia celular entre el 60-70%.

5.3. Evaluacion de la actividad citotoxica por el método de Sulforodamina B.

Las células se crecen en cajas de 96 pozos, a una densidad de 6 X 102 células por pozo.
Los iridoides se prepararon a 4 mg/mL en DMSO al 0.1% y se hicieron diluciones para tener
las siguientes concentraciones: 10 ug/mL, 2 ug/mL, 0.4 ug/mL, 0.08 ug/mL, 0.016 pg/mL y
0.0032 pg/mL.
Como control de vehiculo se utiliz6 DMSO al 0.1% y como control negativo etopdsido. Una
caja se incubo a 37°C durante 4h, y posteriormente se fijé con acido tricloroacético al 20%
en frio (ATC), para fijar las células en el tiempo cero. Otras dos cajas recibieron los
diferentes tratamientos, y se incubaron por 48 o 72 horas, antes de fijarse con acido
tricloroacético.
Después de la fijacion de las células se adiciona 100 uL de sulforodamina B a cada pozo
de la placa y se deja reposar por 30 minutos. Se desecha el colorante y se lava 4 veces con
acido acético al 1% para eliminar el exceso de colorante. Se dejo secar al aire libre.
Se adicion6 200 pL de TRIS-BASE 10 mM, se mezclé por 30 minutos en un agitador de
placas. Se midi6 la densidad Optica o absorbancia en un lector de placas a una longitud de
onda de 490 nm.

5.3.1. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media (Clso)

Con base a la densidad 6ptica obtenida de cada muestra (Iridoide), el blanco y del dia cero

se calculd el porcentaje de sobrevivencia por medio de la siguiente formula:

DO muestra — DO dia cero

% Sobrevi ia = X100
% Sobrevivencia DO blanco — DO dia cero
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Se grafico el logaritmo de la concentracion contra el porcentaje de sobrevivencia, de la
ecuacion de la recta (y=mx+b) se sustituyd y por 50 y se despejo x. Obteniéndose la

siguiente férmula:

50-b
C150= m

De acuerdo a los parametros establecidos por el Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos un compuesto puro se considera citotdxico si su concentracién inhibitoria

media es menor a 4 ug/mL.

5.4. Determinacién del indice de Selectividad (IS)

Para determinar la especificidad de los iridoides evaluados sobre las lineas tumorales, se

calculé el indice de selectividad, segun la férmula (Mena et al., 2009):

Clso del compuesto contra la linea normal
Clso del compuesto contra la linea tumoral

indice de Selectividad =

Si el valor de indice de selectividad es >10, indica que tiene mayor eficacia biologica para
las células tumorales que para las células normales, si es <10, lo contrario (Vonthron et al.,
2003 y Caamal et al., 2011).

5.5. Evaluacion de la actividad sobre la expresiéon de los genes E6 y E7 del VPH
por RT-PCR.

5.5.1. Extraccion de RNA por el método de TRIZOL

En una caja de 12 pozos se cultivaron las células (60, 000 células por pozo) y fueron
tratadas por los iridoides a la Clso y Clzo. Como control negativo se utilizé DMSO al 0.1%.
Las cajas se dejaron incubar por un periodo de 48h y 72h a una temperatura de 37°C y una
atmosfera de CO, del 5%.

La metodologia empleada para la extraccion de RNA se siguié de acuerdo al protocolo del
kit TRIZOL® Reagent (nimero de catalogo 15596-018) para ello se retira el medio de cultivo
de las células adherentes que previamente fueron tratadas por los compuestos iridoide,
sobre la monocapa celular se realiza dos lavados con PBS (1X pH 7.4) y posteriormente se
adiciona 1 mL de trizol por cada 10cm?2de cultivo celular. El lisado celular se pasa a un tubo
eppendorf estéril. Adicionar 0.2 mL de cloroformo, mezclar y centrifugar a 12000 rpm

durante 15 minutos a 4°C.
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Se recupera la fase organica en un tubo estéril y se agregan 400 pL de isopropanol frio,
mezclar y centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Después se retird el
sobrenadante, se adicionaron 500 uL de etanol al 75 % y se centrifugd a 7500 rpm a 4°C.
Finalmente se decanta el etanol, se deja secar la muestra y se re suspende el RNA en agua
libre de DNAsas.

5.5.2. Cuantificacion de RNA

La cuantificacion del RNA obtenido se realizé en el equipo NanoDrop, a partir de 1ul de

muestra, los valores obtenidos para el indice de pureza se interpretan de la siguiente forma:

Relaciéon A260/280
Una absorbancia de 260 nm y 280 nm es usada para evaluar la pureza del RNA, un valor
de 2.0 a 2.2 es generalmente aceptado como “puro” para RNA. Valores A260/280 > 1.7
indica una muestra de ARN con pureza aceptable. Por debajo de este valor indica la
presencia de proteinas, fenol u otros contaminantes que absorben fuertemente o

cercanamente a 280 nm.

Relacion A260/230
Esta es una medida secundaria de pureza para acidos nucleicos. Los valores 260/230 para
acidos nucleicos son a menudo mas altos que la de relacién 260/280, los valores esperados
son entre 2.0 a 2.2. Si la proporcion es sensiblemente inferior indica la presencia de
contaminantes que absorben a 230 nm como, por ejemplo; sales caotrépicas, fenoles o

carbohidratos.

5.5.3. Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

La electroforesis en gel de agarosa se prepara al 1.5% (p/v) y se corre en la cdmara a 110
Volts durante 15 minutos. El gel se revela por medio de la luz ultravioleta en el equipo
analizador de imagenes, ChemiDoc XRS (Quantity One-4.5). De acuerdo a la integridad de
la muestra se realizara un tratamiento con DNasas, cuyo procedimiento es el siguiente:

Utilizando el kit On-Spin Column DNasa | (catalogo 15100-50), para un volumen final de
100 L, se considero el volumen inicial de RNA (en este caso 20uL), 10 uL de solucién D1,

2 uL de DNasa y 80 pL de agua libre de DNasa. Se dejo a temperatura ambiente por 10
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minutos, después se adicion6 1 uL de EDTA 5mM y posteriormente se dejo calentar en el
termoblock durante 5 minutos a 75° C.
La efectividad del procedimiento se valoré realizando un gel de agarosa al 1.5% (p/v).

5.5.4. Conversion de RNA genémico a cDNA

La sintesis de cDNA se basé en el protocolo descrito en el kit Thermo Scientific RevertAid
First Strand cDNA Synthesis (catalogo K1622). La proporcion de los reactivos se describe
a continuacion considerando una concentracion de RNA de 250 ng (0.25 pg).

Componentes Cantidad
Templado RNA 0.1-5 g
Oligo dT1g primer 1uL
H-O libre de nucleasas a2 L
Volumen total 12 uL
Buffer de reaccién 4 uL
RiboLockRNasa 1L
dNTP 10 mM 2 uL
Enzima TR 1L
Volumen total 20 uL

Las condiciones de temperatura para la reaccion fueron las siguientes:

Paso Tiempo Temperatura Ciclos
minutos °C
1 60 42°C 1
Inactivacion 5 70°C 1
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5.5.5. PCR para B-actina, E6 y E7

A partir del cDNA sintetizado se llevé a cabo una dilucion 1:1000. La amplificaciéon de cDNA

se realizd de acuerdo las condiciones descritas en el kit:

Componente | Muestra | Control + Control -
Taq Master 5L 5L 5 L
5X
Oligo F 0.5 L 0.5puL 0.5uL
OligoR 0.5 L 0.5 L 0.5 L
cDNA molde 4 uL 4 uL -

Los oligos utilizados fueron beta actina, E6 y E7. El volumen final de la reaccion fue de 10

pL. Las condiciones de temperatura y tiempo se describen a continuacién en la tabla.

Procedimiento Temperatura (°C) Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion
nicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30 seg
65 E6 30 seg 35
Alineamiento 65 E7
57 R actina
Elongacion 72 30 min
Elongacion final 72 10 min 1
Mantenimiento 4 mantener

Las muestras fueron utilizadas para realizar un gel de agarosa al 1.5%, se corrio el gel a
110 Volts durante 15 minuto. Se realizé un andlisis de bandas utilizando el equipo

analizador de imagenes, ChemiDoc XRS (Quantity One-4.5).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Evaluacion de la actividad citotoxica por el método de Sulforodamina B

La evaluacion citotdxica se realizd utilizando el método de Sulforodamina B en las lineas

celulares HF-6 (colon), PC-3 (préstata), CaSki (cérvix), KB (nasofaringeo) y MCF-7 (mama).

En la tabla 3 se describe los resultados obtenidos.

Tabla 3. Concentracién inhibitoria media (Clso) en ug/mL de los iridoides evaluados sobre

las cinco lineas tumorales y la linea celular normal

Iridoide KB PC-3 MCF-7 HF-6 CaSki
Acido genipdsidico (No.) SE SE SE 4 'gjio' 0.58+0.018
Acido loganico (No.) SE 24.5+0.01 SE SE 1.67+0.025
Agnusido (No.) SE SE >50 SE SE
Aucubina (No.) SE SE SE >50 10.29+0.03
Boschnalosido (No.) SE SE SE >50 SE
Catalpol (No.) >50 SE 28+0.014 SE 12.0310.01
Genipésido (No.) >50 SE 23+0.011 SE 0.134+0.009
Loganina (No.) 7.4+0.02 SE 38+0.010 SE 0.7+0.002
Mussaendésido (No.) SE SE >50 >50 SE
Penstemondsido (No.) SE SE SE SE SE
8-o-acetilharpagido (No.) SE SE SE SE SE
8-epi l6ganina (No.) SE SE SE SE SE
*Etopodsido 0.41+0.03 0.08+0.01 0.28+0.03 0'13210'0 0.3+0.003
0.11+0.0 0.03110.

*Camptotecina 0.21+£0.01  0.055+0.02 02 0.03+0.01

*Controles de referencia

SE -Sin efecto a las concentraciones probadas

>50 Concentracion Inhibitoria Media mayor a 50 yg/mL

34



Este experimento dio como resultado que el acido geniposidico (No.), genipdsido (No.),
aucubina (No.), loganina (No.) y acido loganico (No.) mostraron un efecto citotéxico sobre
la linea celular CaSki de cérvix. Estos mismos compuestos fueron evaluados sobre una
linea de fibroblastos humanos para determinar su indice de selectividad, lo cual indico que
solo el acido geniposidico y genipdsido mostraron una mayor eficacia biolégica sobre lineas
tumorales que normales. Este hallazgo hiz6 que nos plantearamos cuales eran las
diferencias que presenta la linea celular CaSki donde se vio reflejado el efecto citotdxico
con respecto a las demas lineas celulares y entre las diversas razones una de ellas y la
mas importante es que CaSki es una linea VPH positiva, es decir que contiene dentro de
su genoma secuencias de VPH tipo 16 y 18. Estudios epidemiolégicos han demostrado la
presencia del VPH tipo 16 y 18 en mujeres con CaCu (<60% de los casos), por lo que son
considerados de alto riesgo junto con otros 13 tipos mas de VPH. Es por ello que se decidié
evaluar el efecto de estos iridoides (No. y No. ) sobre otras lineas de cérvix que contuvieran
estos tipos de VPH considerados de alto riesgo y que son los mas comunes en mujeres con
CaCu.

A partir de este antecedente se realizo la evaluacion citotdxica del acido geniposidico (No.),
genipoésido (No.), aucubina (No.), loganina (No.) y acido loganico (No.) sobre dos lineas
celulares VPH positivo como Hela y SiHa; ademas de una VPH negativo como C33A.
Como se describe en la siguiente tabla cada linea celular tiene caracteristicas especificas.

Tabla 4. Lineas celulares utilizadas en el presente estudio.

Linea celular Caracteristica

Este tipo de células tiene integrado VPH tipo

.y 16 (alrededor de 600 copia de VPH-16 por
célula), asi como secuencias relacionadas
con el VPH-18

Hela Las células HelLa contienen secuencias del
virus del papiloma humano tipo 18

SiHa Esta linea celular contiene VPH tipo 16 (de
1 a 2 copias de VPH-16 por célula)

C33A Células negativas a VPH

El método de Sulforodamina B es una técnica colorimétrica que se basa en la tincion de la
proteina total, estima directamente el nimero de células con la cantidad de proteina tefiida
por el colorante. Los resultados de la evaluacion biolégica se muestran en la tabla 6.
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Tabla 5. Actividad citotoxica de los iridoides sobre las lineas celulares de cérvix a las 72

horas.
Clso en pg/ml para las lineas celulares de cancer cervical
IRIDOIDES humano
CaSki HelLa SiHa C33A
VPH 16y 18 VPH18 VPH 16 VPH (-)
Acido geniposidico (No.) | 0.58+0.018 | 0.01+0.00203 <50 <50
Acido loganico (No.) 1.67+0.025 3.00310.0039 <50 48.5+0.012
Geniposido (No.) 0.134+0.009 0.524+0.002 <50 <50
Aucubina (No.) 10.29+0.031 0.89+0.0026 0.83+0.0099 <50
Loganina (No.) 0.71£0.02 12.68+0.006 <50 <50
Podofilotoxina* 0.02940.012 | 0.100+0.0085 | 0.6963+0.01 | 0.038+0.018

Como se indica en la tabla 5 el acido geniposidico (No.), el genipodsido (No.), el acido
loganico (No.) y la loganina (No.) mostraron un efecto citotoxico sobre las lineas celulares
CaSki y HeLa. Ambas lineas se caracterizan por tener secuencias de VPH 18. De las tres
lineas VPH positivas la linea celular SiHa es la que menos copias de VPH tipo 16 contiene
(de acuerdo a ATCC) y puede ser esta la razén por la que los iridoides no presentaron un
efecto citotoxico a concentraciones menores de 50 ug/mL sobre ella.

La aucubina es el Unico compuesto que mostré efecto sobre las tres lineas celulares VPH
positivas, pero no sobre la linea celular VPH negativa, aunque la Clsp para CaSki fue la mas
alta de los iridoides evaluados. Los resultados indican que es posible que exista una
asociacion entre la actividad citotoxica mostrada por los iridoides y las lineas celulares VPH
positivas.

El &cido geniposidico (No.) y el genipdsido (No.) son los que tuvieron el valor de Clsp mas
baja contra estas lineas celulares ademas de que no mostraron citotoxicidad frente a la
linea celular de fibroblastos (MRC-5). Por esta razén se decidi6 iniciar el estudio sobre la
expresion de VPH-E6 y VPH-E7 con estos compuestos. Para este ensayo se adquirio el
acido geniposidico (No.) y genipdsido (No.) de sigma aldrich.

Una vez determinada la Clso y Cl7 del acido geniposidico y genipésido las células HelLa
fueron tratadas a estas concentraciones por un periodo de incubacion de 48 y 72h. Se
realizd la extraccion de RNA utilizando el método de TRIZOL. Se considera que una
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muestra de RNA es integra cuando su perfil en una electroforesis en gel de agarosa
corresponde a la visualizacion de dos a tres bandas que indican a las subunidades de RNA.
Lo cual se puedo observar en la muestra y tuvo un valor en la relacién A260/280 mayor a
1.7 y en la relacion A260/230 <2.0.

En la figura 14 se muestra bandas que indica la expresién de los genes E6 (300 pb) y E7
(200 pb), como control del sistema se utilizd el gen de B actina (500pb). A las 72 horas se
aprecia una disminucion en la expresion del gen E6 y en menor proporcién para E7 debido
al tratamiento a la Clsp y Clzo del genipdsido. Con la finalidad de semi-cuantificar esta
disminucion, la intensidad de cada banda se normaliz6 respecto a la intensidad del gen de
[ actina, el cual no deberia de cambiar por el tratamiento. Este analisis nos permite estimar
que las células Hel a tratadas con el genipdsido a la Clzo desde las 48 horas hay un efecto
de disminucién del 10% para EG, pero no para E7. A las 72 horas la Clz disminuyo la
expresion de E6 hasta un 20%.

Para el gen E7 a las 72 horas hubo una disminucién en la expresion, pero el maximo fue
del 15% con la Clyo.

Estos datos nos corroboran que el efecto citotéxico del genipdsido no es inmediato, sino
que se requiere mas de 48 horas puesto que tanto por Sulforodamina B como por la
expresion de los VPH-E6 y VPH-E7 se requiere de ese tiempo.

Cl, Cl,, ClL omso (-) (+)

E6

E7

R actina

48h 72h

Figura 14. Células Hela tratadas con el genipésido a una Clso y Clzo a las 48 y 72h

Se realizd una estancia en el laboratorio de Biologia Molecular del Centro de Investigacién
Biomedica de Oriente (CIBIOR-IMSS) en Metepec, Puebla a cargo de la Dra. Verdnica
Vallejo Ruiz. Durante la estancia se evalu6 de manera cuantitativa por PCR tiempo real el
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aumento o disminucién en la expresion de los genes E6 y E7 del VPH en células HelLa por

el tratamiento con el &cido geniposidico (No.) y el genipdsido (No.).

Expresidn de E6 en la linea celular Hela
72h tratamiento qPCR

120

100 E
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o o

*

0 -

Geniposido 0.1 ng/uL Acido geniposidico 0.1 DMSO
ng/ulL

N
o

Expresion de E7 en la linea celular Hela
72h tratamiento qPCR

= =
o N
o o
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[
o

N
o

compuestos/control 2-AACT
N (o))
o o

*
0 . .

Geniposido 0.1 ng/uL Acido geniposidico 0.1 DMSO
ng/ulL
De acuerdo a los resultados obtenidos por gPCR existe una significativa disminucion en la
expresion del gen E6 y E7 en las células Hela tratadas por 72 horas con el genipdsido
(No.). Por otro lado, el acido geniposidico (No.) solo disminuye la expresion de E7 en la
misma linea celular. Estructuralmente la Unica diferencia entre ambos iridoides es una

sustitucion éster en el C-4 para el genipdsido (No.) y un acido carboxilico en la misma
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posicion para el acido geniposidico (No.). Esta diferencia estructural podria ser la

responsable de la diferencia en la expresion de los genes E6 y E7.
o}

O\CH3 X—OH
X
e} (0]
HO
OGlu HO OGlu
[10] genipdsido [1] acido geniposidico

La inhibicién en la expresion de dichos genes podria indicar que el tratamiento por estos
compuestos sobre la linea celular HeLa puede revertir el efecto o modificacion que sufre la

célula por el virus del papiloma humano.
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CONCLUSIONES

¢ Primera conclusion respecto a la hipétesis

e Resultados respecto a la actividad citotoxica de los iridoides sobre la baterias de
linéas celulares humanas

e Aparente selectividad de los iridoides aobre las lineas de CaCu

e Aparente selectividad de los iridoides sobre cancer infectado por VPH

e Selectividad Los iridoides muestran un efecto citotoxico selectivo sobre lineas
celulares VPH positivo, el genipdsido y el acido geniposidico tienen mayor eficacia
bioldgica sobre células tumorales que células normales.

e En células HelLa se observé una disminucion en la expresion de los genes E6 y E7
que fueron tratadas con el genipésido a la Clsgy Cl7o en un periodo de 72 h.

e En un experimento cuantitativo PCR tiempo real se corroboro el efecto mostrado por
el genipédsido en la disminucion del gen E6 y E7 sobre la linea celular Hela.
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