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Abreviaturas

25D3-MARRS: receptor MARRS

260H-DG: (26R)-26-hidroxidiosgenina

ACC: acetil-CoA carboxilasa

ADN: acido desoxirribonucleico

Akt: (PKB) proteina quinasa B

AP-1: proteina activadora 1

BAD: proteina promotora de muerte asociada a Bcl-2
Bax: (Bcl-2) proteina pro-apoptoética

Bcl-2: proteina 2 anti-apoptoética de linfoma de células B
CAT: catalasa

CL.: cuerpo luteo

COX-2: ciclooxigenasa 2

D: Diestro

DG: diosgenina

E: estro

E2: 17B-estradiol

ERE: elementos de respuesta a estrégenos

ERK: (MAPK) proteina gquinasa activada por mitégenos.
FAS: acido graso sintasa

FGF2: factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2
FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FLIP: proteina inhibidora de FLICE

FSH: hormona estimulante de los foliculos

GnRH: hormona liberadora de las gonadotropinas
GPx: enzima glutation peroxidasa

GSH: glutation

HE: hematoxilina-Eosina

HCT116: Linea celular humana de carcinoma de colon

HEL: linea celular humana de eritroleucemia



HepG2: linea celular humana de carcinoma hepatico

HER2: (neu) receptor para el factor de crecimiento epidérmico humano.
HSP: proteina de choque térmico

IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina

1gG: inmunoglobulina G

IHC: inmunohistoquimica

Ip: intraperitoneal

JNK: quinasas c-Jun N-terminal

LH: hormona luteinizante

M: metaestro

MEC: matriz extracelular

MEK: proteina quinasa activada por mitdgeno

MTOR: proteina diana de rapamicina en células de mamifero
NFkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
P: proestro

p21 ras: proteina de 21,000 dalton con afinidad a nucleétidos de guanina.
p53: proteina supresora de tumores

PARP: polimerasa poli ADP-ribosa

PBS: buffer de fosfatos salino

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PGE2: prostaglandina E2

PI3K: fosfatidilinositol-3-kinasa

PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

PLA:: fosfolipasa Az

PMA: forbol-12-miristato-13-acetato

PPARCc: receptor gamma activador de peroxisomas

Raf: proteina serina-treonina quinasa

RE: receptor a estrégenos

ROS: especies reactivas de oxigeno

SCD-1: estearoil-CoA desaturasa 1



SOD: superoxido dismutasa

SP-1: proteina de especificidad 1

SREBP1c: proteina de union a elementos reguladores de esterol
SSI: solucidn salina isotonica

STAT5A: transductor de sefiales y activador transcripcional 5A
TM4: células de Sertoli de testiculo de raton BALB/c

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular



Introduccion
La planta Dioscorea mexicana, localmente conocida como cabeza de negro, ha sido fuente

natural de la diosgenina (DG). En los ultimos 80 afios se ha demostrado que esta sapogenina
esteroidal tiene actividad bioldgica en diversos tejidos (Figura 1 y 2). En la industria
farmacéutica de diversos paises del mundo, la DG se ha utilizado como precursora de
progesterona, estradiol y cortisona, entre otros farmacos (Norton, 1998). Varios estudios han
mostrado que la DG tiene efecto anticancerigeno dado que inhibe el crecimiento de las
células e induce apoptosis en varias lineas celulares tumorales como HER2, HCT116, HEL
y PC-3, entre otras (Chen et al., 2011; Chen et al., 2015). También se ha probado que tiene
propiedades antioxidantes, en el higado de las ratas con falla renal cronica, la DG regul6 los
niveles de lipoperoxidacion causados por el radical hidroxilo y restauré la actividad de las
enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa (GPx) (Manivannan et al., 2013). Ademas, en modelos animales, la DG
disminuy6 la obesidad y contrarresto el sindrome metabolico y la diabetes inducida

experimentalmente (Roghani-Dehkordi et al., 2015).

Figura 1. Estructura quimica de la diosgenina. El peso molecular es de 414.62 g/mol y su formula
condensada es C,7H4203. La molécula esta formada por 27 4&tomos de carbono en 6 anillos (A, B, C,
D, Ey F), 4 metilaciones en las posiciones 10, 13, 20y 25, y un grupo hidroxilo en la posicion 3. En
este Ultimo pueden unirse carbohidratos.
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Figura 2. Linea del tiempo con los avances cientificos obtenidos sobre la funcién bioldgica de la
diosgenina. En la actualidad, los estudios con diosgenina en animales de experimentacion, ha
incrementado considerablemente.

La DG inhibe la proliferacion de las células tumorales de mamifero

El efecto antiproliferativo de la DG ha sido probado en experimentos in vitro usando
diferentes lineas celulares humanas. En células HER2 de cancer de seno, la DG inhibio su
proliferacion, modulando la via intracelular Akt, mTOR y JNK, ademas regulé la expresion
de la &cido graso sintasa, enzima que cataliza la biosintesis de acidos grasos a partir de acetil-
CoA y malonil-CoA (Chiang et al., 2007). En otro estudio realizado con la misma linea
celular, la DG inhibi6 las vias de sefializacion de crecimiento y supervivencia celular
mediada por Raf/MEK y NF«B (Srinivasan et al., 2009). La proteina Akt inactiva a p53 y a
factores proapoptéticos como BAD, ademas de activar a NFkB, factor de transcripcion que
incrementan la expresion de genes anti-apoptéticos. La inactivacion de la proteina p53 se
debe a que Akt se fosforila y activa a MDMZ2, una proteina que regula negativamente a la
proteina p53. La proteina MDM2 se encuentra en el citoplasma, tiene dominios de
sefializacion en el nucleo (NSL) y sitios de union a p53. Cuando MDM2 es activada por Akt,
pasa al ndcleo, se une a p53 e impide la transcripcion de genes proapoptoticos.

Posteriormente, del nicleo pasa al citoplasma donde participa en la ubiquitinacion y en la



degradacion de p53. La activacion de NFxB ocurre por su fosforilacion y consecuente
activacion de la kinasa inhibidora de NF«kB (IKKaf) que fosforila a IkB (inhibidor de NFkB)
para ser degradado por ubiquitinacion en el proteosoma dejando libre a NFkB, esta reaccion
determina que pase al nucleo y active la transcripcion de genes antiapoptéticos (Pinzon et al.,
2009). Otra accion de la DG es detener el ciclo celular en la fase G1, lo que evita que las
células pasen a la fase de sintesis y a la replicacion del ADN, las células permanecen en la
fase GO de reposo del ciclo celular. Se ha reportado que la relacién entre Bax/Bcl-2 aumenta
y activa a la caspasa-3 induciendo apoptosis (Srinivasan et al., 2009).

En células de cancer de prostata humano PC-3, la DG redujo significativamente la
viabilidad de las células (Figura 3) y disminuy6 su capacidad de migracion e invasion (Chen
etal., 2011).
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Figura 3. Efecto citotoxico de la DG en las células PC-3. Las células se trataron con varias
concentraciones de DG durante 24 y 48 h. A concentracion inferior a 20 pM no afectd
significativamente la viabilidad de las células PC-3. A 30 uM, la viabilidad de las células disminuyd
40% a las 24 horas y 60% a las 48 horas de tratamiento (Tomado y modificado de Chen et al., 2011).

En otro experimento con las células HEL, la DG disminuy6 su proliferacion (Figura
4). El aumento de p21 indujo que las células permanecieran en la fase G2/M, sin la activacion
de p53. Ademas, el Ca?* intracelular aumentd y desregula el potencial de la membrana de las
mitocondrias. ElI Ca?* activé a PLA2, a COX-2 y la sobreproduccion de prostaglandinas
(PGE2) (Leger et al., 2004b).
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Figura 4. Efecto de la DG en la proliferacion de las células HEL. Las células se trataron con
concentraciones crecientes de DG durante 24, 48 y 72 horas. A concentracion de 40 uM o mayor, la
proliferacion de las células disminuy6 significativamente (Tomado y modificado de Leger et al.,
2004b).

En sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide, la DG indujo apoptosis por
medio de la expresion de COX-2, mayor produccién de PGE2 y activacién de caspasa-3
(Liagre et al., 2004, 2007). De manera contradictoria, en lineas celulares de varios tipos de
cancer se ha mostrado que COX-2 es esencial para inducir angiogénesis, por lo que su
sobreexpresion favorece el desarrollo y la progresion del tumor (Prescott., 2000). En células
HCT116 de carcinoma de colon humano, la DG (40uM) inhibi6 la proliferacion e indujo
apoptosis por la fragmentacion del ADN y fragmentacion de la proteina nuclear PARP
implicada en la reparacion del ADN (Figura 5 y 6). Ademas, disminuyd la expresion de la

proteina p21 ras y de la proteina B-catenina (Raju y Bird, 2007).
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Figura 5. Viabilidad de las células HCT-116 y la recuperacion posterior al tratamiento con DG. (A)
Efecto inhibidor de la DG sobre el crecimiento de las células a concentraciones crecientes. (B)
Recuperacion a 12 y 24 horas de las células HCT-116 después del tratamiento por 12 y 24 horas con
DG. La viabilidad de las células se evalud6 con azul de tripan y los datos representan el % de células
viables (Tomado y modificado de Raju y Bird, 2007).

A
Diosgenina
B
PARP fgi‘—-- — —— e - 116 kDa
= e e e | 89 kDa
B-actina | se— — — — ._...] 43 kDa

Figura 6. La DG induce apoptosis en las células HCT-116. (A) Fragmentacion del ADN inducida por
DG a 0, 10, 20, 30 y 40uM. (B) Fragmentacion de PARP inducida por diferentes dosis de DG
(Tomado y modificado de Raju y Bird, 2007).



La proteina p21 ras forforila a Raf-1 y esta Gltima activa a MEK1 y MEK2 que fosforilan
residuos treonina y tirosina de las proteinas ERK1 y ERK2. Esta ultimas pasan al nucleo,
donde se fosforilan y activan al factor de transcripcion EIk-1 que se une al factor SRF para
activar a Fos que al unirse a Jun forman el complejo AP-1 para la transcripcién de proteinas,
la proliferacion y la diferenciacion de las células (Guirado, 2007).

Se ha demostrado que los efectos de la DG son dependientes de la concentracion; a
40 UM induce apoptosis en células HEL de eritroleucemia humana, mientras que a 10 uM
induce diferenciacion de los megacariocitos (Figura 7) (Beneytout et al., 1995; Leger et al.,
2004a; Cailleteau et al., 2009).

Estaurosporina 1 uM., 24 h DG 40 uM. 24 h

PMA 50 nM, 96 h DG 10 uM, 48 h

Figura 7. Células HEL control y tratadas con inductores de apoptosis o diferenciacion. La
estaurosporina a 1uM y DG a 40uM causaron apoptosis. La PMA a 50nM y DG a 10uM indujeron
diferenciacion (Tomado y modificado de Leger et al., 2004a).

Por otro lado, en cultivos primarios de tirocitos humanos que previamente fueron
estimulados con IGF-1, la DG activo la via extrinseca de la apoptosis disminuyendo la
expresion de FLIP y activando la caspasa-8. La via apoptotica mitocondrial también fue
activada a través de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la regulacion de
la relacion Bcel-2/Bax y la activacion de caspasa-9 (Figura 8) (Mu et al., 2012; Cailleteau et
al., 2009).
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Figura 8. Vias de sefalizacion de la DG para inducir apoptosis. Activacion de la via extrinseca
mediada por los receptores de muerte TRAIL R1, Fas, TNF R1 y caspasa-8. Via intrinseca mediada
por p53, Bax, Bcl-2, SMAC/DIABLO, XIAP, IAP, citocromo C y caspasa-9 (Tomado y modificado
de Cailleteau et al., 2009).

En modelos animales, la DG mejora la diabetes dependiente de insulina (Chen et al.,
2015), también la obesidad, el sindrome metabdlico y las dislipidemias (Uemura 2011; Chen
et al., 2015). En células HepG2, la DG disminuyo el contenido de triglicéridos y los niveles
de expresion de genes lipogénicos como FAS, SCD-1 Y ACC mediante la inhibicién de la
expresion de SREBP1c y laacumulacion de lipidos. También se ha mostrado que, en las ratas
diabéticas, la DG disminuy6 la glucosa y los lipidos, ademas de los triglicéridos y el
colesterol mediante la activacion selectiva de PPARc. También presentd propiedades
antioxidantes en el higado y el corazon, reestableciendo los niveles de glutation GSH y
manteniendo la funcion de la superoxido dismutasa y glutation peroxidasa, enzimas

antioxidantes que disminuyen en los animales diabéticos (Uemura et al., 2011).



La DG incrementa la proliferacion de las células sanas de mamifero

La DG aumento la viabilidad y la proliferacion de las células de Sertoli en cultivos de células
TM4 y en cultivos primarios de células de testiculo (Figura 9). Estos efectos fueron
dependientes de la concentracion (0.01-5.0uM) y del tiempo de administracion (6-48h).
Hubo aumento de la translocacion de los receptores a estrogenos a la membrana celular,
activacion de las vias de sefializacion ERK/Akt, incremento de los reguladores positivos del
ciclo celular como las ciclinas y cinasas y disminucion de la expresion de proteinas
proapoptoticas como Bax, AlF, caspasa-3 y caspasa-9 (Wu et al., 2015). Después de unirse
al ligando, los receptores a estradiol inducen la fosforilacién de las proteinas adaptadoras Src
y SHC para formar el complejo SHC-GRB2-SOS. Este complejo activa a RAS, Raf, MAPKs
y ERK. La quinasa ERK pasa al nucleo e induce la transcripcion de genes que favorecen la
proliferacion de las células. Los receptores a estrégenos también activan la via PI3K-AKT
para realizar su funcion antiapoptética (Simoncini et al., 2003). Por otro lado, en ratones
sanos, la DG aumento el crecimiento de los axones en las neuronas de la corteza prefrontal y
mejord la memoria en la prueba de reconocimiento de objetos. Se sugiri6 que estos eventos
son mediados por la proteina 1,25D3-MARRS (Figura 10A) (Tohda et al., 2013), un receptor
a esteroides de respuesta rapida y asociado a la membrana celular que activa cascadas de
sefializacion intracelular mediada por PKC, PKA, ERK y PI3K (Figura 10B) (Tohda et al.,
2012). En ratas y en un modelo de isquemia cerebral, la DG disminuy0 la tasa de mortalidad
de los animales, el nimero de células apoptéticas y el volumen de tejido cerebral infartado

sugiriendo que la DG posee propiedades neuroprotectoras (Zhang et al., 2016).
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Figura 9. La DG aument6 la viabilidad y la proliferacién de las células de Sertoli en cultivos
primarios. Los efectos significativos se obtuvieron a las 24 horas con dosis de 2.5uM (Tomado y
modificado de Wu et al., 2015).
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diosgenina. B. Proteinas quinasas implicadas en el crecimiento de los axones. El inhibidor PI3K
LY294002 (1 y 10 uM), el inhibidor de MEK1 PD98059 (1 y 10 uM), el inhibidor de la proteina
quinasa C Go6970 (10 y 100 nM) y el inhibidor de la proteina quinasa A PKI (0.1 y 1 uM) inhiben
el crecimiento de los axones inducido por DG (Tomado y modificado de Tohda et al., 2013).

9



Vias de sefializacion mediadas por los receptores a estrégeno

Los estrdgenos estimulan el crecimiento, el desarrollo, la diferenciacion y la homeostasis
celular, asi como de los tejidos que forman. Sus efectos estan mediados por los receptores a
estrégenos (RE) que activan varias vias de sefializacion para regular la transcripcion de los
genes diana (Moggs et al, 2001). EI 17B-estradiol (E2), uno de los principales estrogenos,
causa su efecto a través de su difusion por la membrana plasmatica de las células diana y su
union a sus receptores intracelulares provocando un cambio conformacional que causa la
disociacion de los complejos de chaperonas. Los receptores forman dimeros que se translocan
al ndcleo para estimular la transcripcion de genes blanco a partir de la interaccion directa con
los elementos de respuesta a estrégeno (ERE) (Figura 11). Los RE asociados a la membrana
plasmatica median la via de sefializacion no gendémica (Bjornstrom y Sjéberg, 2005; Zhang
et al, 2006) a través de las vias ERK/MAPK y PI3K/AKT. De esta manera el RE interactia
de manera indirecta con factores de transcripcion como AP-1, NF-kB y SP-1, favoreciendo
la diferenciacion y proliferacion de las células. También hay interaccion del complejo ERa-
E2 con el receptor de IGF-1 y activacion de la via de sefializacion MAPK (Kahlert et al,
2000).

Las rutas ERK/MAPK y PI3K/Akt activadas por el complejo ERa-E2 mejoran la
expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2, reducen la activacion de caspasa-3 y
promueven la transicion de la fase G1 a la fase S a través de la estimulacion de la expresion
de ciclina D1. (Marino et al, 2002; Acconcia et al, 2005). En las mamas, el E2 incrementa la
proliferacion de las células a través de la activacion de la transcripcién del gen ciclina D1
(Foster et al, 2001). El promotor de ciclina D1 posee sitios de union para STAT5 y NF-kB,
receptores para el RE a través de acciones genémicas y no gendmicas (Bjornstrom y Sjoberg,
2005). Ademas, el promotor del gen VEGF contiene una variante similar a ERE que se une
al RE y al complejo RE-SP1 (O'Lone et al, 2004). Cuando el REP se co-expresa con el REa
disminuye la proliferacion celular dependiente de la concentracion inducida por REa. En
células MCF-7 que expresan solo REa, el E2 aumenta la proliferacion celular y favorece la
formacion de tumores (Matthews y Gustafsson, 2003). Sin embargo, en células MCF-7
transfectadas, el REP inhibe la proliferacion inducida por E2 y también disminuye la
formacion de tumores en un modelo de injerto realizado en raton que previamente fue
estimulado con E2 (Paruthiyil et al, 2004).

10



Estrégeno )
' Estrogeno U U

NUCLEO

A
@@@é

Expresion de genes

= ERE
‘ PROLIFERACION q—’

Figura 11. Vias de sefalizacion estimuladas por estradiol. EI mecanismo clésico de accion involucra
la interaccion nuclear directa de los receptores. La unién con la hormona libera al RE de un complejo
inhibitorio con HSPs y provoca cambios conformacionales que le permiten unirse a ERE de los genes
diana para estimular su transcripcion. Los RE localizados en la membrana celular estan involucrados
con la via de sefializacion no gendémica de los estrdgenos. Esta via involucra segundos mensajeros
como PI3K, Akt y MAPKSs (Tomado y modificado de Moggs et al, 2001).
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Participacion del factor de crecimiento vascular endotelial en la angiogénesis

En la angiogénesis ocurre la formacién y el crecimiento de los vasos sanguineos a partir de
los ya existentes. En este proceso hay degradaciéon de la membrana basal y de la matriz
extracelular, division y migracion de células endoteliales y formacién de tubos que daran
origen nuevos vasos sanguineos. Fisiologicamente, los capilares son necesarios para el
intercambio de nutrientes y de metabolitos de acuerdo a la actividad metabdlica de los tejidos,
siendo clave para el desarrollo folicular, desarrollo de endometrio y desarrollo del embrion,
por mencionar algunos (Adair y Montani, 2010). La angiogénesis aumenta por la accion de
los factores proangiogénicos como el VEGF, FGF2, PDGF y la angiopoyetina (Galvéo et al,
2013). El VEGF es uno de los factores proangiogénicos mas importantes en los mamiferos,
hay 5 miembros en la familia: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D vy el factor de
crecimiento placentario (Shimizu, 2016). Cuando VEGF se une a su receptor tirosina cinasa
en la membrana de células endoteliales, induce la dimerizacion y fosforilacion de proteinas
(Shibuya, 2011). VEGF induce la proliferacion de células endoteliales mediante la activacion
de la via PKC-Raf-MEK-ERK (Takahashi et al, 1999) y los efectos de sobrevivencia estan
mediados por la ruta PI3K-Akt (Figura 12) (Gerber et al, 2002). La angiogénesis es
fundamental para el desarrollo folicular y para el establecimiento del CL después de la
ovulacion. La presencia de VEGF-A ha sido demostrada en células de la granulosa y de la
teca de los foliculos antrales, y en células esteroidogenicas de los CL de bovinos, monos y
ratas (Woad y Robinson, 2016). En contraste, en foliculos atresicos y en CL degenerados, la
expresion de VEGF disminuye. In vitro, el tratamiento con VEGF reduce la apoptosis de las
células de la granulosa disminuyendo la atresia de los foliculos a través del bloqueo de Bax.
Se ha reportado que la inyeccién in vivo de VEGF incrementa el nimero de foliculos antrales
en ovarios de ratona (Shimizu, 2016) y la administracién de factores antiangiogenicos
(VEGF-trap) en ratas, disminuyo el numero de CL, la densidad de vasos sanguineos y la

produccion de progesterona (Woad y Robinson, 2016).
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Figura 12. Vias de sefializacién estimuladas por VEGF. El complejo VEGF-VEGFR activa la via
PKC-Raf-MEK-ERK e induce proliferacion celular. La ruta PI3K-Akt media la sobrevivencia de
las células. Hay vasculogénesis y angiogénesis (Tomado y modificado de Takahashi et al, 1999;

Gerber et al, 2002).

Una sapogenina esteroidal, la (26R)-26-hidroxidiosgenina
La (26R)-26-hidroxidiosgenina (260H-DG) es un derivado hidroxilado de la DG y tiene un

grupo hidroxilo adicional en el carbono 26 (Figura 13). Esta molécula fue obtenida en el
laboratorio de Sintesis y Modificacion de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la BUAP que esta bajo la direccion del Dr. Jesis Sandoval Ramirez. En
comparacion con la DG, la modificacién molecular aument6 la hidrosolubilidad de la 260H-
DG. En estudios previos realizados en el laboratorio de Neuroendocrinologia se obtuvo que

la 260H-DG a dosis de 4 mg/Kg inhibio el desarrollo de los foliculos en los ovarios de ratas
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Wistar, el desarrollo del utero y la ovulacion (Amaro et al., 2014; Hilario-Martinez et al.,
2015).

Diosgenina 260H-DG

Figura 13. Comparacion de las estructuras quimicas de diosgenina y 260H-DG. La diosgenina tiene
un punto de fusion de 205-208°C y solubilidad en etanol y agua de 83 mg/ml y <1 mg/ml a 25°C
respectivamente. La 260H-DG, al poseer un grupo hidroxilo en el carbono 26, es mas hidrosoluble.

El ciclo estral de las ratas Wistar

El ciclo estral de las ratas Wistar tiene una duracién de 4 dias y consta de 4 fases: proestro,
estro, metaestro y diestro (Cora et al., 2015). En el proestro, los foliculos ovaricos crecen
rapidamente, en el Utero hay distencion del lumen por edema y las células epiteliales se
alargan formando un epitelio en forma de columna, mientras que en la vagina se forma el
estrato granuloso. En el estro ocurre la ovulacion, hay degeneracion del epitelio de
revestimiento del Utero y en la vagina hay descamacion de las células epiteliales cornificadas.
En el metaestro se forman los cuerpos lUteos y en el Gtero continua la degeneracion vacuolar,
comienza el reemplazo de las celulas y en la regién media de la vagina hay desprendimiento
completo del epitelio cornificado. En el diestro los foliculos ovéaricos son pequefios pero los
cuerpos luteos alcanzan su tamafio maximo, el lumen del Gtero es estrecho, en la luz de la
vagina abundan los leucocitos y el espesor del epitelio vaginal es bajo (Westwood, 2008;
Rodriguez y Pasaro, 1998). Estos cambios responden a patrones de la secrecion de hormonas
ovaricas que son regulados por el eje hipotdlamo-hipofisis-ovario (Figura 14 y 15) (Messinis,
2006; Nelson, 2011).
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Figura 14. Variaciones en los niveles de GnRH, LH, FSH, el estradiol y la progesterona en el plasma
de la rata a lo largo del ciclo estral (Tomado y modificado de Nelson, 2011; Rodriguez y Pasaro,

1998).
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Figura 15. Eje hipotalamo-hipdfisis-ovario. La LH y la FSH se liberan como respuesta a la accion de
la GnRH del hipotalamo (Tomado y modificado de Nelson, 2011).
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Justificacion
La diferenciacion, proliferacion y apoptosis de las células en los tejidos son procesos
altamente regulados a lo largo de la vida, la falla de los mecanismos que los regulan puede
conducir a enfermedades como el cancer o trastornos relacionados con la reproduccion, por
mencionar algunos. En relacion a este ultimo y en los humanos, la infertilidad es un problema
que afecta al 15% de las parejas en edad reproductiva y un 40% de los casos se debe a
disfunciones en el sistema reproductor femenino. Entre los mas frecuentes esté el sindrome
de ovario poliquistico y la endometriosis siendo las principales causas de infertilidad. En la
primera hay una acumulacion de foliculos inmaduros en los ovarios, dando lugar a quistes e
impidiendo la ovulacion. En la segunda, hay un crecimiento anormal del endometrio uterino,
en estados avanzados invade otros 6rganos como los ovarios, el recto y la pelvis. Por esto,
uno de los retos de la investigacion cientifica es encontrar nuevas terapias que estimulen el
desarrollo folicular y la ovulacion y que ademas controlen la proliferacion celular del Gtero.
Por otro lado, las plantas han sido fuente importante de moléculas con propiedades
bioldgicas, una de ellas es la DG. En cultivos celulares de testiculos de rata, la DG estimula
la proliferacion y diferenciacion de las células de Sertoli e inhibe la apoptosis (Wu et al.,
2015). Sin embargo, también se ha reportado que inhibe el crecimiento de células cancerosas
de prostata humana (Chen et al., 2011) dando evidencia de que posee doble efecto
farmacoldgico. Dado que favorece la proliferacion y la diferenciacion de las células,
potencialmente podria utilizarse para estimular el desarrollo de los foliculos ovéaricos y la
ovulacion. Ademas, modificaciones en la molécula de DG permitirian obtener mejores
resultados que en el futuro podrian ofrecer nuevas alternativas terapéuticas dirigidas contra
la infertilidad y el cancer de ovarios y Utero. Considerando estas ideas y los efectos
producidos por la 260H-DG a dosis alta (4 mg/Kg) sobre los ovarios y Utero decidimos
evaluar los efectos a dosis bajas (50 ug/Kg) sobre el desarrollo folicular, la ovulacion y
desarrollo del Utero de las ratas Wistar. Este trabajo corresponde a la fase preclinica en la

investigacion y desarrollo de nuevos farmacos.
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Hipotesis
La (26R)-26-hidroxidiosgenina (260H-DG) a dosis baja (50 ug/Kg) aumenta el desarrollo
del endometrio uterino, el desarrollo de los foliculos ovaricos, la expresion del VEGF en el

ovario y la ovulacion de las ratas Wistar.

Objetivo general
Evaluar in vivo el efecto farmacoldgico de la 260H-DG sobre el desarrollo de los ovarios y

el Utero de ratas Wistar.

Obijetivos especificos
1. Evaluar el desarrollo del endometrio, el desarrollo de los foliculos ovaricos y la

ovulacion en ratas tratadas con 260H-DG a dosis baja (50 ug/Kg).
2. Evaluar por inmunohistoquimica la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) en ovarios de ratas tratadas con 260H-DG a dosis baja (50 pg/Kg).
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Usamos ratas hembras de la cepa Wistar (180-200 g) que fueron mantenidas con ciclos de

luz-oscuridad de 12 horas, temperatura de 23+2°C, humedad del 50% y alimento y agua a

libre acceso. Los procedimientos experimentales se realizaron siguiendo los lineamientos de

la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) que establece las especificaciones

técnicas sobre la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Ademas,

Alejandro Campos Sandoval, quien realiz6 los experimentos fue capacitado y certificado en

el “Manejo y vias de administracion en ratas de laboratorio” por profesionales del bioterio

“Claude Bernard” de la BUAP.
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Seguimiento del ciclo estral por citologia vaginal

El seguimiento del ciclo estral de las ratas se realizé por citologia vaginal. Los frotes se
tomaron a las 8:00-9:00 am, mismos que se tifieron con la técnica de hematoxilina-eosina.
Posteriormente se observaron en un microscopio éptico de campo claro acoplado a una
camara fotografica y a una PC. Se tomaron fotografias con las que determinamos las fases
del ciclo estral de las ratas. Para la evaluacion citologica se identificaron células
caracteristicas de cada fase del ciclo estral. El proestro por la presencia de células epiteliales
nucleadas, pequefias y redondas. En el estro por la abundancia de las células epiteliales
queratinizadas sin nucleo, procedentes de la descamacion del epitelio superficial de la vagina.
El metaestro por la presencia de leucocitos y pocas células epiteliales queratinizadas y el
diestro por la predominancia de leucocitos, en ocasiones pueden encontrarse células
epiteliales nucleadas que anuncian el proestro siguiente de las ratas (Figura 16) (Cora et al.,
2015; Byers et al., 2012; Rodriguez y Pasaro, 1998).

Figura 16. Imagenes de la citologia vaginal de las ratas Wistar en las diferentes fases del ciclo estral
reproductivo. A. Metaestro, B. Diestro, C. Proestro y D. Estro.

Administracion de la (26R)-26-hidroxidiosgenina

Usamos suspensiones de 260H-DG a concentracion de 1.0 mg/ml. Inicialmente, la 260H-
DG fue disuelta en 10ul de alcohol etilico absoluto, posteriormente en SSI, la concentracion
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de alcohol etilico final fue del 1%, misma que fue mantenida a 4 grados Celsius y en
oscuridad. Antes de la administracion, la suspension de 260H-DG original se diluy6 a hasta
obtener 100 pg/ml de las cuales administramos 50ug/Kg. Las ratas fueron administradas en
el dia del metaestro, diestro y proestro por via intraperitoneal entre las 9:00-10:00 horas y se

sacrificaron en el estro y metaestro siguientes al tratamiento.

Obtencién de los Uteros y ovarios

Las ratas se colocaron en una cdmara con COz, una vez inconscientes se perfundieron por via
intracardiaca en dos etapas; primero con SSI por 30 minutos y después PBS-
paraformaldehido al 4% por 20 minutos. Inmediatamente después disecamos y obtuvimos el
utero y los ovarios y obtuvimos el peso humedo de ellos. Los 6rganos se post-fijaron en PBS-
paraformaldehido a temperatura ambiente por 24 horas y después en alcohol al 70% hasta ser

incluidos en parafina.

Inclusion en parafina de las muestras y cortes histologicos

Los ovarios fueron deshidratados en alcohol a concentraciones crecientes (70, 80, 96 y 100%)
seguido de xileno e infiltrado con parafina liquida a 52°C. Para la inclusion de los uteros,
usamos un centimetro del extremo del cuerno uterino y se siguié el mismo procedimiento
utilizado para los ovarios. Finalmente, los 6rganos fueron colocados dentro de bloques de
parafina. Con un micrétomo Leica SM2010R y en seccidon transversal, se hicieron cortes
histoldgicos de 5um de espesor cada 100um de tejido que se tifieron con hematoxilina-eosina.
También se obtuvieron cortes de 5um de espesor entre cada 100 um de tejido para identificar
células positivas al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) por medio de
inmunohistoquimica. Los cortes tefildos con HE se observaron en un microscopio optico
acoplado a una cdmara fotografica y a una PC. Se tomaron fotografias que se almacenaron

para su posterior analisis.

Captura de imagenes, conteo de foliculos ovaricos y medicion del espesor de las capas
de células del utero
Las fotografias se tomaron con el objetivo de 10X. Para contar los foliculos ovéricos, como

criterio de inclusion, solo contamos los foliculos que tenian ovocito. Los foliculos fueron
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clasificados en base a las caracteristicas morfoldgicas de las células de la granulosa y células
de la teca como: foliculos preantrales sanos (FPS), foliculos preantrales atresicos (FPA),
foliculos antrales sanos (FAS) y foliculos antrales atresicos (FAA) (Figura 17). Para el Utero,
de cada corte histoldégico tomamos fotografias de la seccidon transversal y con el programa
Motic plus 2.0 para PC realizaron 3 mediciones de cada una de las capas del Gtero que fueron

perpendiculares a la superficie del perimetrio (Figura 18).
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Figura 17. Micrografias representativas de los foliculos ovaricos de la rata Wistar tefiidos con HE y
sefialados con flecha. Las células de la teca se indican con la letra (t), las células de la granulosa con
la letra (g), el antro esta sefializado con la letra (a) y el ovocito con la letra (0).
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Figura 18. Micrografia de corte histologico de utero de rata Wistar tefiido con la técnica de
hematoxilina-eosina. El espesor de la mucosa se representa con la linea de color amarillo, el
endometrio con color naranja, el miometrio con azul y el perimetrio con la linea color rojo.

Identificacién de células VEGF-positivas por inmunohistoquimica

Usamos cortes histologicos de Sum de espesor mismos que fueron desparafinados, hidratados
y lavados en buffer de fosfato y finalmente expuestos a triton al 2% (PBS-T). La recuperacion
de los antigenos se realiz6 con buffer de citratos a un pH=6 y 55 grados Celsius, los epitopes
fueron bloqueados con albumina bovina libre de IgG. Después, los cortes histolégicos fueron
incubados con el anticuerpo primario en una cdmara himeda por 20 horas a 4 grados Celsius;
se utilizo el anticuerpo contra VEGF a dilucion 1:100 para detectar células positivas. Como
anticuerpos secundarios usamos anti-lgG de ratén acoplado a FITC a dilucion de 1:100. Los
nucleos se marcaron con yoduro de propidio. Las laminillas fueron selladas con Vectashield
y se observaron usando un microscopio Leica-DM100, se tomaron fotografias y se
almacenaron en la PC. Por altimo y con el programa IM50 se contabilizaron las células
VEGF-positivas.

Anélisis estadistico

Para el Gtero, graficamos el promedio de las medidas del espesor de la mucosa, endometrio,
miometrio y perimetrio, asi como el nimero de glandulas endometriales. EI nimero de
foliculos contabilizados en cada uno de los ovarios también fue promediado y se grafico de
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acuerdo a las siguientes categorias: foliculo preantral sano (FPS), foliculo preantral atrésico
(FPA), foliculo antral sano (FAS) y foliculo antral atrésico (FAA). El nimero de cuerpos
luteos y de células VEGF-positivas también fue promediado y graficado. La comparacion
estadistica de los datos se realiz6 con la prueba t de Student y ANOVA.
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Resultados

La 260H-DG no modifica la duracion del ciclo estral de las ratas

Considerando que la luz y la temperatura son dos de los principales sincronizadores del ciclo
reproductivo de las ratas, en los experimentos de esta tesis, los animales fueron expuestos a
ciclos de luz-oscuridad de 12-12 horas y temperatura de 20+2 grados Celsius. Obtuvimos
que en las ratas que fueron administradas con 260H-DG (50ug/kg, ip) y en las ratas
administradas con el vehiculo (SSI), la duracion del ciclo estral fue de 4 dias (Tabla 1), prueba
de t de Student.

Tabla 1. Duracion del ciclo estral de las ratas administradas con el vehiculo o con 260H-
DG en el dia de metaestro, diestro y proestro.

Grupos Administracion  Sacrificio Ciclo estral
Vehiculo (SSI) M-D-P Estro (24 h) 4 dias
260H-DG (50 pg/kg) M-D-P Estro (24 h) 4 dias
Vehiculo (SSI) M-D-P Metaestro (48 h) 4 dias
260H-DG (50 pg/kg) M-D-P Metaestro (48 h) 4 dias

M, metaestro, D, diestro y P, proestro. Prueba de t de Student.

La 260H-DG aumenta el desarrollo de los foliculos ovaricos

En las ratas analizadas en estro, 24 horas después de finalizar el tratamiento, no hubo
diferencia significativa en el nimero de foliculos preantrales y antrales entre el grupo de
animales tratados con la 260H-DG en comparacion con el grupo de animales administrados
con el vehiculo (Figura 19). Sin embargo, en las ratas analizadas en el metaestro, 48 horas
después del tratamiento aumento el nimero de foliculos preantrales y antrales sanos en las
ratas administras con 260H-DG en relacion a las ratas administradas con el vehiculo (Figura
19). El numero de foliculos atresicos fue similar en el estro y metaestro, 24 y 48 horas después

del tratamiento en las ratas tratadas con 260H-DG y en las ratas que recibieron el vehiculo.
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Especificamente, en los ovarios de las ratas tratadas con la 260H-DG y analizadas en
el estro, el nimero de foliculos FPS, FPA, FAS y FAA fue de 6.9+1.1, 5.4+1.1, 18.4+4.1 y
29.3+3.9 respectivamente, comparados con 7.6+1.8, 3.6+1.9, 19.8+3.1 'y 29.4+1.9 foliculos en
los ovarios de las ratas administradas con el vehiculo. No hubo diferencia significativa entre
el grupo de animales tratados con la 260H-DG en comparacion con las ratas administradas
con el vehiculo (Figura 20A). Sin embargo, en los ovarios de las ratas tratadas con 260H-
DG y analizadas en el metaestro, el nimero de foliculos ovéricos FPS, FPA, FAS y FAA fue
de 13.1+1.5, 8+1.2, 30.3+3 y 23.9+4.5 respectivamente, comparados con 3.9+1, 5.7+0.7, 7.7+1.2
y 26.4+3.8 foliculos en los ovarios de las ratas administradas con el vehiculo. La 260H-DG,
aumento 2.4 y 2.9 veces el nimero de foliculos sanos (FPS y FAS) respectivamente, mientras
que el numero de foliculos atresicos (FPA y FAA) fue similar a los obtenidos en las ratas

control (Figura 20B).
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Figura 19. Cortes histologicos representativos de los foliculos ovaricos tefiido con hematoxilina-
eosina. En las ratas analizadas en el metaestro, aumenté el nimero de foliculos preantrales y antrales
sanos en las ratas administras con 260H-DG en relacion a los animales administrados con el vehiculo.
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Figura 20. Gréfica de los foliculos ovaricos de las ratas control o administradas con 260H-DG. A.
ratas analizadas en el estro. B. ratas analizadas en el metaestro. Las barras representan el promedio +
EEM, *p<0.05, prueba t-Student y ANOVA. FPS, foliculos preantrales sanos; FPA, foliculos
preantrales atrésicos; FAS, foliculos antrales sanos; FAA, foliculos antrales atrésicos.

La 260H-DG incrementa el nimero de cuerpos IUteos

Contamos los cuerpos luteos como indicador de ovulacion. En las ratas administradas con la
260H-DG y analizadas en el estro, el numero de cuerpos luteos fue en promedio de 8.8+0.8
comparados con 7.3+0.7 de las ratas administradas con el vehiculo. 24 horas después del
tratamiento, la 260H-DG no modifico el nimero de cuerpos luteos en los ovarios en relacion
con las ratas control. En cambio, en los animales analizados en el metaestro, el nimero de
cuerpos luteos de las ratas administradas con el vehiculo o administradas con 260H-DG fue
de 5.8+0.5 y 9.6 + 0.6 respectivamente, incrementaron 0.65 veces en los ovarios de las ratas
tratadas con 260H-DG. Las imagenes de los cuerpos luteos representativos y las graficas se

muestran en la (Figura 21).
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Figura 21. A. Cuerpos liteos representativos de los ovarios de ratas control o administradas con
260H-DG tefiidos con hematoxilina-eosina. En las ratas analizadas en el metaestro, el nimero
de cuerpos luteos incremento con la 260H-DG. f, foliculo; cl, cuerpo IGteo; int, intersticio. B.
Grafica de los cuerpos lUteos. Las barras representan el promedio + EEM, *p<0.05, prueba t-Student
y ANOVA.

La 260H-DG disminuye el desarrollo del Utero

En las ratas analizadas en el estro, el espesor de la mucosa, endometrio y perimetrio, no se
modificd con la administracién de la 260H-DG en comparacion con las ratas que fueron
administradas con el vehiculo (Figura 22). En cambio, en las ratas analizadas en el metaestro,
el espesor del miometrio y perimetrio disminuyo en las ratas administradas con 260H-DG

en comparacion con las ratas control (Figura 23).

27



Vehiculo 260H-DG

Estro

Metaestro

Figura 22. Uteros de rata control o administrada con 260H-DG y tefiidos con hematoxilina-eosina.
En las ratas analizadas en el estro, el espesor de las capas del Utero no se modificd con la

administracion de la 260H-DG.
Vehiculo 260H-DG

Estro

Metaestro

Figura 23. Uteros de rata administrada con 260H-DG vy tefiido con hematoxilina-eosina. En los
animales analizados en el metaestro, la 260H-DG disminuyo el espesor del miometrio y perimetrio.
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Al medir el espesor de cada una de las capas del utero, encontramos que en las ratas tratadas
con la 260H-DG, el espesor de la mucosa y del endometrio no se modificd, en relacion a las
ratas administradas con el vehiculo (Figura 24A y 24B). Sin embargo, el espesor del
miometrio de las ratas analizadas en el estro y administradas con el vehiculo o con la 260H-
DG fue de 195.7+13.1 y 170.9+7.8 micras respectivamente, su espesor disminuyé 13%. Una
respuesta similar ocurrié en los animales analizados 48 horas después de finalizado el
tratamiento (metaestro) donde el espesor del miometrio disminuyd 15% en las ratas tratadas
con 260H-DG, 147.3+11.4 vs 174+7.9 micras obtenido en las ratas control (Figura 24C). El
espesor del perimétrio fue de 164.2+11 y 130.9+£13.6 micras en las ratas tratadas con 260H-
DG y analizadas en el metaestro, su valor disminuyé 21%. Este efecto no se observo en los
animales que fueron analizados en el estro, 24 horas después de finalizar el tratamiento,
donde el espesor del perimetrio de las ratas tratadas con 260H-DG fue similar al obtenido

con las ratas control (Figura 24D).
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Figura 24. Morfometria de las capas de células del Gtero; espesor de la mucosa, endometrio,
miometrio y perimetrio (um) del Utero de las ratas administradas con el vehiculo o administradas con
260H-DG. Las barras representan el promedio + EEM, *p<0.05, prueba t-Student y ANOVA.

29



La 260H-DG disminuye el numero de glandulas del endometrio

Considerando que las glandulas endometriales estan directamente relacionadas con la
secrecion de glicodelina y con la implantacion del blastocisto contamos las glandulas del
endometrio. Obtuvimos que, en las ratas analizadas en el estro, la 260H-DG no modifico el
numero de glandulas en relacion a las ratas control. Sin embargo, cuando las ratas fueron
analizadas en el metaestro, el nimero de glandulas endometriales de las ratas administradas
con el vehiculo o con la 260H-DG fue de 18.1+1.6 y 13.3£1.7, respectivamente. EI nimero
de glandulas disminuy6 26.5% en relacion a los animales del grupo que fue administrado con
el vehiculo (Figura 25).
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Figura 25. A. Micrografias de las glandulas del endometrio sefialadas con flecha. En los animales
analizados en el metaestro, la 260H-DG disminuyé el nimero de glandulas del endometrio. B.
Gréfica de las glandulas. Las barras representan el promedioxtEEM, *p<0.05, prueba t-Student y
ANOVA.
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La 260H-DG aumenta las células VEGF-positivas en el ovario

Dado que el VEGF es esencial para la formacion de vasos sanguineos necesarios para el
intercambio de nutrientes y el desarrollo de las células, contamos las células VEGF-positivas
en el intersticio del ovario. Observamos que, en las ratas analizadas en el estro, la 260H-DG
no modifico el nimero de células intersticiales VEGF-positivas comparado con las ratas
control. Sin embargo, cuando las ratas fueron analizadas en el metaestro, el nimero de células
intersticiales VEGF-positivas en los ovarios de las ratas administradas con el vehiculo o con
la 260H-DG fue de 88+33 y 126+53 respectivamente. EI nimero de células VEGF-positivo

aumento 43.2% en relacion a los animales del grupo control (Figura 26).
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Figura 26. A. Células intersticiales VEGF-positivas en ovario de ratas analizadas en el estro y
metaestro. En rojo estan los nucleos de las células marcados con ioduro de propidio y en verde las
células VEGF-positivas marcadas con FITC. B. Gréfica de las células VEGF-positivas Las barras
representan el promedio = EEM, *p<0.05, prueba t-Student y ANOVA.
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Discusion

En esta tesis estudiamos los efectos farmacoldgicos de la 260H-DG a dosis baja (50 ug/Kg)
sobre el desarrollo folicular, la ovulacion y el desarrollo del utero de las ratas Wistar. Cabe
recordar que realizamos una dosis de carga y dos dosis de sostén en el metaestro, diestro y
proestro, respectivamente. La eutanasia de las ratas fue en el dia del estro y metaestro del
ciclo estral siguiente a la administracion del farmaco.

La duracion del ciclo estral de las ratas no se modifico sugiriendo que la 260H-DG
no interviene en la regulacion del eje hipotadlamo-hipofisis-ovario, sistema principal de
regulacion funcional del ciclo estral de las ratas. Este resultado es importante si consideramos
que uno de los efectos secundarios de algunos farmacos como los antidepresivos es la
alteracion del ciclo estral (Silva et al., 2016) o con el uso de antagonistas al receptor de
progesterona en donde afecta la secrecién de las gonadotropinas y al ciclo estral (Kubota et
al., 2016). Por otro lado, el aumento en el nimero de foliculos preantrales y foliculos antrales
sanos en el metaestro y no en el estro, es indicativo de que la 260H-DG estimuld la
proliferacion de las células de la granulosa y de la teca de los foliculos dependiendo de la
concentracion de las hormonas. En el estro hay baja concentracion de estradiol y baja
concentracion de progesterona, mientras que en el mestaestro se mantiene baja la
concentracion de estradiol pero aumenta la concentracion de progesterona (Nelson, 2011;
Rodriguez y Pasaro, 1998). Este incremento en el nimero de foliculos ocurrié a las 48 horas
después del tratamiento, y no a las 24 horas, indicando que el efecto farmacoldgico de la
260H-DG sobre los ovarios también es dependiente del tiempo. Este resultado es similar al
reportado con DG que aumentd la viabilidad y la proliferacion de las células de Sertoli en
cultivos primarios de células testiculares del raton. Ademas, el incremento en la proliferacion
de las células testiculares fue dependiente del tiempo, alcanzando el efecto maximo a las 24
horas con dosis de 2.5 uM (Wu et al., 2015). Cabe precisar que, la DG y la 260H-DG son
guimicamente similares, sin embargo, la 260H-DG es mas hidrosoluble que la DG, lo cual
modifica sus propiedades farmacocinéticas y de biodisponibilidad. Esto explicaria porque
obtuvimos incremento de los foliculos preantrales y antrales sanos a las 48 horas y no a las
24 horas después del tratamiento. Otra explicacion sobre el mayor nimero de foliculos
ovaricos es considerando lo que ocurre en las células de Sertoli donde han reportado que la

DG estimula la diferenciacion y la proliferacion de las células al aumentar la translocacion
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de los receptores a estrégenos a la membrana celular y activando la via de sefializacién
ERK/Akt. Un efecto similar podria ser activado por la 260H-DG sobre las células de la
granulosa y sobre las células de la teca de los foliculos ovaricos. Otros factores que podrian
estar interviniendo en esta via de sefializacion es a través del factor nuclear NFxB y los
reguladores positivos del ciclo celular como las ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas,
inferencias que debemos probar experimentalmente.

Por otro lado, la 260H-DG estimuld la ovulacion de las ratas. Este efecto
farmacologico también fue dependiente del tiempo; 24 horas después del tratamiento el
namero de cuerpos lateos no se modificd en relacion al control, sin embargo, a las 48 horas
después del tratamiento el nimero de cuerpos lGteos aumentd. Durante la ovulacion, los
ovarios experimentan cambios estructurales que incluyen la remodelacion de la matriz
extracelular para facilitar la ruptura de la pared de los foliculos preovulatorios, lo que
favorece la liberacién del ovocito y después la transformacién del foliculo postovulatorio en
cuerpo lateo. Los cambios en la matriz extracelular del foliculo periovulatorio se producen a
través de la accion de las metaloproteinasas de la matriz, una familia de enzimas capaces de
romper los componentes de la matriz extracelular como el colageno, la laminina y la
fibronectina (Rosewell et al., 2011). El efecto estimulante de la 260H-DG sobre la ovulacion
es posible si consideramos que su analogo, la DG, al unirse al receptor 1,25D3-MARRS
activa la proteodlisis en los foliculos, rompe la pared de ellos y estimula la ovulacion.
Especificamente, las metaloproteinasas MMP2/9 tienen relacion con el receptor 1,25D3-
MARRS que actia como una oxidasa, reductasa, isomerasa y chaperona en el plegamiento
de proteinas recién sintetizadas. Si la accion de MMP2/9 se inhibe, aumentan los receptores
1,25D3-MARRS en la membrana de las células foliculares. Cabe sefialar que los receptores
1,25D3-MARRS también tienen afinidad por el 17p-estradiol (Rosewell et al., 2011).

En los ovarios de las ratas también aumento el nimero de células intersticiales VEGF-
positivas a las 48 horas de tratamiento y no a las 24 horas. Este efecto es viable si
consideramos que a las 48 horas después del tratamiento, el nimero de foliculos preantrales
y antrales sanos se incrementd, aumentando los requerimientos metabdlicos del ovario. El
incremento de células intersticiales VEGF-positivas promueve la formacién y el crecimiento
de nuevos vasos sanguineos, garantizando el aporte de oxigeno y nutrientes necesarios para

la supervivencia y el desarrollo de las células foliculares.
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Sobre el Gtero, a las 24 horas después del tratamiento no modifico el espesor de
ninguna de las capas celulares que lo conforman, sin embargo, a las 48 horas disminuyé el
espesor del miometrio y del perimetrio y disminuyé el nimero de glandulas del endometrio.
Estos hallazgos sugieren que la 260H-DG disminuye la proliferacion de las células del Gtero,
también indica que la 260H-DG tiene efectos opuestos; en ovario favorecio el desarrollo
folicular y la ovulacién, y en el utero disminuyo del miometrio, perimetrio y el nimero de
glandulas endometriales. Este efecto dual es posible dado que su andlogo, la DG tiene
propiedades antiproliferativas (Srinivasan et al., 2009) o proliferativas (Wu et al., 2015;
Zhang et al., 2016) dependiendo de la condicion hormonal, propuesta que debemos estudiarse

con mayor precision.

Conclusion

La 260H-DG a dosis de 50 pg/kg aumenta el desarrollo folicular y la ovulacién en las ratas
Wistar analizadas en el metaestro posterior al tratamiento. También incrementa el nimero de
células interticiales VEGF-positivas en el ovario. En contraste, en el Gtero disminuye el
espesor del miometrio y perimetrio y el nimero de glandulas del endometrio. En las ratas
analizadas en el estro siguiente al tratamiento, la 260H-DG no causa modificaciones en
comparacion con las ratas administradas con el vehiculo. El efecto farmacoldgico de la

260H-DG es dependiente del tiempo y de la concentracién de las hormonas ovaricas.
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La (26R)-26-hidroxidiosgenina aumenta el desarrollo folicular y la ovulacion en las
ratas

Campos Sandoval Alejandro’ (estudiante de licenciatura), Garcia Castaneda Javier',
Alatriste Victorino!, Martinez Maria Isabel', Sandoval-Ramirez Jesus? y Luna Félix’

'Departamento de Farmacia, FCQ-BUAP, Puebla CP 72570, México
“Lab. de Sintesis y Modificacién de Productos Naturales, FCQ-BUAP, Puebla CP 72570,
Mexico,

La (26FR)-26-hidroxidiosgenina (260H-DG) es un derivado sintético de |la diosgenina (DG),
ésta (ltima abundante en los tubérculos de |la planta Dioscorea mexicana y usada en la
industria farmacéutica como precursor de farmacos anticancerigenos y osteogenicos.
Previamente reportamos que la 260H-DG (50mg/kg, i.p.) induce atresia folicular ovarica en
las ratas. Aqui, nuestro objetivo fue evaluar los efectos de 260H-DG a dosis baja sobre el
ciclo estral (CE), el desarrollo folicular y la ovulacion. Empleamos 32 ratas Wistar adultas,
divididas en 4 grupos (n=8). Dos grupos de ratas a las que les administramos 260H-DG
(50ug/Ka, i.p.) en la mafiana (8:00-10:00 horas) del dia del metaestro, diestro y proestro.
Las ratas control fueron administradas con el vehiculo (solucién salina isotonica [SS1], i.p.).
En el estro o el metaestro siguiente, las ratas se anestesiaron con COzy después se realizd
la perfusidn de SSI y paraformaldehido salino PBS (PF-PBS) por via intracardiaca. Los
ovarios fueron post-fijados en PF-PBS e incluidos en parafina. Posteriormente, se realizaron
cortes histolégicos seriados (5um) que fueron tefiidos con H&E. Los foliculos ovaricos y los
cuerpos lteos (CL) fueron contados con ayuda de un microscopio éptico acoplado a una
camara y PC, Con 50pg/kg de 260H-DG no de modificéd la duracion del CE, pero aumentd
significativamente el nimero de foliculos secundarios y terciarios sanos y el nimero de CL.
Concluimos que, la 260H-DG administrada a dosis bajas y repetidas estimula el desarrollo
folicular y la ovulacién. Inferimos que es una molécula potencialmente Util como agente para
la terapia de reemplazo hormonal.
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