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Resumen

Introduccioén: el cancer de cuello uterino es una de las prin-
cipales causas de muerte en las mujeres de todo el mundo,
tanto en los paises desarrollados como en los paises en
desarrollo. Por lo tanto, es importante un tratamiento eficaz
de este cancer con posibles farmacos antitumorales. Sin
embargo, se necesitan nuevos tratamientos inspirados en
la medicina nutricional.

Objetivo: usar las lineas celulares de cancer cervicouterino
humano Hela y SiHa para evaluar la actividad antiprolifera-
tiva, apoptodtica y migratoria del sorgo (kafirinas).

Material y métodos: los efectos anticancerigenos de
las kafirinas se examinaron mediante recuento de célu-
las, ensayos de MTT, apoptosis y ensayos de migracion.
Resultados: la presente investigacion demostré que el sor-
go induce la inhibicién del crecimiento de las células HeLa y
SiHa a un nivel significativo. La inhibicién del crecimiento es
dependiente de la dosis e irreversible. Cuando las células
HelLay SiHa fueron tratadas con sorgo debido a la actividad
de las kafirinas, se observaron cambios morfolégicos, los
cuales se identificaron mediante la formaciéon de cuerpos
apoptéticos. Y las kafirinas en concentraciones de 37.5, 75,
150 y 300 pg/mL disminuyeron la migracién de las células
HelLa y SiHa.

Conclusiones: este trabajo demuestra la induccion de acti-
vidad antiproliferativa, apoptética y antimigratoria en las cé-
lulas HelLa y SiHa por parte de las kafirinas. El sorgo puede
utilizarse como nutracéutico con potenciales beneficios en
la prevencion del cancer.

Abstract

Background: Cervical cancer is one of the leading causes
of death in women worldwide, both in developed and deve-
loping countries. Therefore, effective treatment of cervical
cancer with potential anti-tumor drugs is important. Howe-
ver, new treatments inspired by nutritional medicine are
needed.

Obijective: To use the human cervical cancer cell lines HelLa
and SiHa to evaluate the antiproliferative, apoptotic, and mi-
gratory activity of sorghum (kafirins).

Materials and methods: The anticancer effects of the kafi-
rins were examined by counting cells, MTT assays, apopto-
sis, and migration assays.

Results: This investigation showed that sorghum induced
growth inhibition of HeLa and SiHa cells at a significant le-
vel. The growth inhibition is dose-dependent and irreversi-
ble. When HelLa and SiHa cells were treated with sorghum
due to the activity of kafirins, morphological changes were
observed, which were identified through the formation of
apoptopic bodies. And the kafirins at concentrations of 37.5,
75, 150, and 300 pg/mL decreased the migration of HeLa
cells and SiHa cells.

Conclusion: This paper demonstrates the induction of an-
tiproliferative, apoptotic, and anti-migratory activity in HeLa
and SiHa cells by kafirins. Sorghum may be used as a nutra-
ceutical with potential cancer-prevention benefits.
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Introduccion

El cancer es la transformacion de una célula normal en
una célula tumoral, un proceso que tiene varias etapas y que
suele consistir en la progresion de una lesidén precancerosa
a un tumor maligno."2 La infeccion por el virus del papiloma
humano (VPH) ha sido reconocida como un factor etiolégico
para el desarrollo del cancer. Las mujeres suelen infectarse
con uno de estos virus poco después de iniciar su actividad
sexual o incluso en la primera relacion sexual, y la mayo-
ria de las infecciones se producen en mujeres menores de
25 afios.3 El cancer de cuello uterino representa el 10.60%
de todos los canceres en México y es el segundo cancer
mas comun en México, probablemente en la categoria de
mujeres.* Los tratamientos actuales para el cancer de cue-
llo uterino incluyen la cirugia, la radiacién y la quimioterapia,
y la quimioterapia convencional sigue siendo el tratamiento
mas comun para los canceres en etapa avanzada.® En la
ultima década, los recientes avances en la investigacion
del cancer han mejorado la comprension de la biologia del
cancer y su genética. Los efectos anticancerigenos pue-
den manifestarse por medio de la citotoxicidad selectiva, la
accion antiproliferativa, la estimulacion de la apoptosis o la
induccion de la diferenciacion.8”

La eficacia de los compuestos antitumorales parece
estar relacionada con la propensiéon de las células tumo-
rales a responder por apoptosis. En los ultimos afos, se
ha prestado mucha atencion a la serie de acontecimientos
denominados apoptosis y al papel que desempena este
proceso en la forma en que los farmacos anticancerosos
eliminan las células cancerosas.®®

Las proteinas alimentarias, derivadas de los cereales,
se han estudiado durante mucho tiempo para identificar
los péptidos bioactivos que contienen. Se ha demostrado
que tienen varios beneficios para la salud, pues ayudan a
prevenir el cancer, la diabetes, la inflamacién, la obesidad
y las enfermedades cardiovasculares.'?1".12.13 E| grano de
sorgo contiene proteinas de calidad nutricional media-baja
y durante décadas se ha intentado aumentar sus propieda-
des nutricionales y funcionales mediante procesos quimi-
cos, biotecnoldgicos y termomecanicos.!'* Las principales
proteinas de almacenamiento de este grano, las kafirinas,
son una fuente potencial de compuestos bioactivos, los
cuales representan hasta el 70% de la proteina total del
grano de sorgo.'®18 Existen pruebas de que las kafirinas y
sus hidrolizados tienen una potencial actividad inhibidora
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) in vitro,
actividad antioxidante en cultivos organotipicos de piel
humana y actividad antiinflamatoria en macréfagos huma-
nos THP-1.13.15.16.17 Xy, et al. demostraron en 2019 que los
hidrolizados de kafirina reducian eficazmente el crecimiento
de las células HepG2 mediante mecanismos no téxicos, lo
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que indica su potencial anticancerigeno.!” EI mecanismo
anticancerigeno estaba relacionado con la capacidad
potencial de las kafirinas para inducir la detencién de la fase
S de las células cancerosas, lo que requiere una investi-
gacion mas profunda.'®1920 Sin embargo, no hay estudios
en los que se refleje el efecto de las kafirinas en el cancer
de cuello de utero. En este estudio se utilizaron las lineas
celulares SiHa, derivadas de un carcinoma de células esca-
mosas, infectadas con el agente HPV16 (del inglés human
papilloma virus), y HelLa, derivadas de un adenocarcinoma,
infectado con el agente HPV18.2" El objetivo de este estudio
fue observar como los péptidos antiproliferativos, apoptoti-
cos y antimigratorios (llamados kafirinas) afectan a las célu-
las cervicales humanas.

Material y métodos

Extracto de kafirina

La kafirina de sorgo se aisl6 de la harina de sorgo blanco
desgrasado (Sorghum bicolor L. Moench, Perla 101) utili-
zando tert-butanol y 5% (p/v) de metabisulfito de sodio,
como se informé previamente.'® Los extractos de kafirinas
fueron liofilizados y almacenados a -20 °C hasta su pos-
terior uso. La concentracion de proteinas se determino,
segun Bradford, 1976,222324 ytilizando albuimina de suero
bovino como estandar (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) en un rango de concentraciéon de 0 a 1 mg/mL. Para
la identificacion de las kafirinas, el perfil electroforético se
llevdé a cabo en condiciones reductoras, utilizando un gel
de separacion (poliacrilamida al 12% p/v) y un gel de apila-
miento (poliacrilamida al 4% p/v) y se corrié a 200 V durante
45 min,'3 en minilaminas (Bio-Rad, Modelo Mini Protein I,
Hercules, California, USA). Para la determinacién de los
pesos moleculares de la kafirina (Mw), se utilizé un estan-
dar proteico (SDS-PAGE Standards, Broad Range, Bio-Rad
No. 161-0317).

Recuento del numero de células

Las lineas celulares de cancer se mantuvieron en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), suplementado con
10% (v/v) de suero bovino fetal, 2 mM de glutamina, 100 U/
mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C en
una atmosfera con 5% de CO2. Las células HelLa y SiHa
se cultivaron 5 x 10* células en placas de 96 pocillos. Las
células se trataron con kafirinas a 37.5, 75, 150 y 300 pg/mL
durante 48 horas (se afiadieron 100 pL de diluciones de la
solucién madre de 300 mg/mL en dimetilsulfoxido al 0.01%
a cada pocillo para conseguir concentraciones que iban de
37.5 a 75 pg//mL). En un estudio anterior, se probaron kafi-
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rinas a concentraciones de 100 a 300 yg/mL sin observar
efectos adversos en las células normales de la piel.'® Las
células se observaron mediante microscopia de contraste
de fase (aumento x 20). El nimero de células se evalud
mediante el método de exclusion del azul tripan (figuras 1A
y 1B). Se hicieron seis réplicas para cada linea celular y
para cada tratamiento.

Los ensayos MTT de las kafirinas se evaluaron en lineas
celulares de cancer humano HelLa y SiHa. Las células HelLa
o SiHa (10* células/mL) se colocaron en placas de microti-
tulacion de 96 pocillos. Después de 24 horas, se afiadieron
kafirinas (100 yL de diluciones de una solucion madre de

300 mg/mL en dimetilsulféxido al 0.01%) a cada pocillo para
conseguir concentraciones que oscilaban entre 37.5, 75,
150 y 300 pg/mL. Después de 48 horas, cada pocillo reci-
bié 20 pL de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT, 5.0 mg/mL). Después de 4 horas, el pro-
ducto de formazan se disolvié en 100 uL de dimetilsulféxido
y se midi6 la absorbancia a 570 nm utilizando un lector de
microplacas. Con el programa Graphpad 8.2 para Mac,
las pruebas se realizaron tres veces en tres experimentos
separados (figuras 1C y 1D).

La tincién de las lineas celulares de cancer tratadas y
el examen mediante microscopia fluorescente son métodos

Figura 1 Efecto de las kafirinas en el recuento y la viabilidad de las células SiHa, HeLa
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adecuados para la evaluacion de los cambios morfolégicos
y la expresion de la citotoxicidad en la membrana celular y
la cromatina. EI método de tincién con DAPI se empled para
observar los cambios morfolégicos en las células tratadas.
Los cambios morfolégicos de la apoptosis se detectaron
mediante microscopia de fluorescencia tras la tincién con
1 pyg/mL de DAPI (figuras 2A-E). Las células se tifieron con
DAPI y luego se contaron al microscopio. Todos los experi-
mentos se repitieron tres veces (figuras 2 F-G).

La migracion de las células cancerosas se ensayd en
camaras Transwell. Brevemente, se utilizaron camaras
Transwell (Costar) con filtros de policarbonato de 6.5 mm
de tamafo de poro de 8 ym (figura 3A). Tras 24 horas de
incubacion, se resuspendieron células HeLa y SiHa (5 x 10°
células/mL) en DMEM (100 pL, con suero FBS), se colo-
caron en las camaras Transwell superiores y se incubaron
durante 5 horas a 37 °C. Las células se trataron con kafiri-

Figura 2 Deteccion de células apoptoticas mediante tincion DAPI

' T
r )
L i ]
150 w ¥ )
—~ T _
© * ©
|
2 — @
§ 100 -~ _ §
= =
] ]
5 5
aQ Q
© ©
(2] [9]
8 50 4 &
=] =
@ @
(&) O
0= T T

g el | — - g

z E E E E 3

@ o ()] (o)) (=] 0

o 3 3 =1 =1 o

2 v w o o Q

= o N © o o]

5 P 4 @ g

€ 5

ks o

(@]

T

nas a 37.5, 75, 150 y 300 pg/mL. Tras 5 horas de incubacion a
37 °C, las células de la superficie superior del filtro se limpia-
ron completamente con un hisopo de algodon. Las células de
la superficie inferior del filtro se fijaron con metanol, se tifieron
con Giemsa y se contaron al microscopio. Para cada réplica,
se determinaron las células cancerosas en 10 campos selec-
cionados al azar y se promediaron los recuentos (figuras 3By
3C). Las imagenes digitales fueron tomadas con un aumento
de 10 X'y se evalud la cantidad de células mediante la herra-
mienta Cell Counter del programa ImageJ.'15

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa
GraphPad Prism 10.0 (GraphPad, La Jolla, CA). Se pre-
sentan resultados representativos. Se utilizd un ANOVA de
una via para comparar los datos, seguido de la prueba de
Tukey. Cuando hubo una p de 0.05, las diferencias se con-
sideraron estadisticamente significativas. Todos los experi-
mentos se repitieron al menos tres veces.
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Tras la administracion de kafirina a las concentraciones indicadas, las células se tifieron con DAPI y se visualizaron con un microscopio de
fluorescencia a las 48 h. (A-E), Las flechas blancas indican las células HelLa apoptéticas

*.1, £, § p < 0.05 en comparacioén con el grupo de control
F: células HelLa; G: células SiHa
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Figura 3 Ensayo de migracion de células cancerosas en Transwell
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10 campos de imagen a 100 aumentos totales). B: migracion de células Hela, células no tratadas y tratadas con kafirinas de 37.5, 75, 150
y 300 pg/mL *, 1, 1, §, # p < 0.05. C: migracién de células SiHa, células no tratadas y tratadas con kafirinas de 37.5, 75, 150 y 300 pg/mL

1,1, 8 #p<0.05

Resultados

Extracto de kafirinas

El contenido de proteina total en la harina de sorgo
blanco (Perla 101) fue consistente con un estudio anterior
(8.38 + 0.02%, base seca). Una vez realizada la extraccion
de kafirinas en la harina de sorgo, se obtuvo un porcen-
taje de rendimiento del 30 % (2.5 + 0.2 g de kafirinas/100
g de harina), como se ha informado previamente para esta
variedad de sorgo.'3 El perfil electroforético de las kafirinas
obtenidas mostré un patrén similar al de informes anterio-
res,1113.18.25 | que afirma la extraccion de sélo kafirinas sin
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contaminacioén de otras fracciones proteicas. Se observaron
un total de tres bandas en condiciones reductoras (figura 4).
La banda predominante fue la formada por a1+y-KAF con un
MW = 25-27 kDa, la segunda fue a2-KAF (MW = 23 kDa), y
B-KAF con un MW = 19 kDa, lo cual confirma lo reportado
previamente bajo las mismas condiciones de extraccion y
electroforesis de kafirinas.'3

Recuento del numero de células
Cuando observamos el efecto de las kafirinas en el

recuento de células de cada linea (figura 1), encontramos
que las kafirinas a 37.5, 75, 150 y 300 pg/mL inhibieron el

Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2023;61 Supl 1:54-11



Figura 4 Perfil de kafirinas en SDS-PAGE
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crecimiento de las células HelLa (A) y SiHa (B) (p 0.05), y
fue de 300 pg/mL la que mostré el menor nimero de células
a las 48 horas. En el analisis estadistico del efecto de las
kafirinas en funcion del nimero de células (figura 1), encon-
tramos que las células HeLa mostraron una disminucion
significativa (p < 0.05) en relacién con el control, similar en
las células SiHa (p < 0.05).

Resultados de ensayos MTT

Se estudio la citotoxicidad contra las lineas celulares
HelLa y SiHa mediante el ensayo MTT. En la figura 1 (C),
se observa una disminucion de la viabilidad en las célu-
las Hela y las células SiHa (D), tratadas con extractos de
kafirina (37.5, 75, 150 y 300 pg / mL). Las células HelLa
mostraron una disminucion significativa de la viabilidad
(p 0.05), que es consistente con lo encontrado en el recuento
de células (C). Por otro lado (D), las células SiHa mostra-
ron una viabilidad menor cuando fueron tratadas con kafiri-
nas también. Se encontré que la concentracion con mayor
efecto fue de 300 ug/mL para ambas lineas celulares.

Apoptosis mediante tincion con DAPI

Tras la administracion de kafirinas a las concentracio-
nes indicadas, las células se tifieron con DAPI y se visua-
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lizaron con un microscopio de fluorescencia a las 48 horas
(figuras 2A y 2E). Se observo una fluorescencia azul bri-
llante en las células tenidas tras el tratamiento con kafirina,
lo que sugiere una condensaciéon de la cromatina y los
nucleos apoptoticos. Las células de control mostraron un
nucleo normal tefido sin condensacion de cromatina. Las
flechas blancas indican células HelLa apoptoéticas. En donde
se indica con asteriscos hubo una p < 0.05 en comparacioén
con el grupo control. En F y Gg se muestran los porcentajes
de células Hela y SiHa tras el recuento.

Ensayo de migracion celular

Se investigd el efecto de la migracion celular inducida
por el FBS. Los resultados mostraron que el 10% de FBS
estimulo la migracién a lo largo de un gradiente de concen-
tracion, lo cual indica que la migracién celular mostrada en
respuesta al FBS se debia a la quimiotaxis. EI nimero de
HelLa que migré por medio de la induccion de FBS pretratada
con kafirinas a concentraciones de 3.5, 75, 150 y 300 ug/mL
disminuyd con indices de migracion de 4.9, 4.1, 3y 0.6, res-
pectivamente, en comparacién con las células no tratadas
(indice de migracion = 21.6). Del mismo modo, las kafirinas
a 37.5, 75, 150 y 300 pg/mL disminuyeron la migracion de
las células SiHa con indices de migracion de 5.4, 4.4,3.3y
0.4, respectivamente (figura 3).

Discusion

Los ensayos mostraron que las kafirinas generan resul-
tados interesantes en la actividad antiproliferativa in vitro en
comparacioén con la actividad observada con el control. La
actividad antiproliferativa fue 3.3-4 veces superior a la del
control. Las kafirinas son las principales proteinas de almace-
namiento en el grano de sorgo y representan entre el 77-82%
del total de proteinas del endospermo.2'22 Estas proteinas
se clasifican como la fraccion de prolaminas. Se caracterizan
por ser solubles en disolventes no polares (principalmente
en soluciones alcohdlicas) y por su alto contenido en prolina,
glutamina, alanina y leucina.?® Las kafirinas tienen un alto
contenido de &cido glutdmico y aminoacidos no polares como
la prolina (Pro), la leucina (Leu) y la alanina (Ala), pero un
bajo contenido del aminoacido esencial lisina (Lys)."" Ante-
riormente hemos investigado las propiedades antielastasa,
antitirosina y antioxidantes de esta fraccion proteica del sorgo
en otro modelo biolégico.'®Y hemos encontrado que las kafi-
rinas tienen efectos protectores en la piel contra la luz UVB.13
En otros estudios, se utilizaron hidrolizados de kafirinas en
concentraciones de 50 y 200 pg/mL. Estos hidrolizados no
inhibieron el crecimiento de las células HepG2 (células de
cancer de higado) en 48 horas de cultivo. Se observd que
hasta las 72 horas, los hidrolizados de KAF incorporados
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tanto a 50 como a 200 ug/mL inhibieron significativamente
el crecimiento de las células HepG2 en comparacion con
el control.’® En nuestro caso, hemos encontrado que las
kafirinas inhiben el crecimiento de las células HelLa y SiHa
(p < 0.05). El ensayo MTT, utilizado para comprobar la cito-
toxicidad de las kafirinas en las células HelLa y SiHa, mostro
una actividad dependiente de la dosis en comparaciéon con
las células no tratadas. La citotoxicidad para las células HeLa
y SiHa se determin6 al medir la viabilidad celular y se pre-
sentd un mayor efecto a una concentracion de 300 pg/mL.
En un estudio anterior, se probaron las kafirinas en concen-
traciones de 100 a 300 pg/mL y se observaron efectos bene-
ficiosos en las células normales de la piel humana tras ser
expuestas a la radiacién UV."3 La disminucion del nimero
de células HelLa y SiHa y su capacidad de vivir podria estar
relacionada con la forma en que las kafirinas combaten el
cancer.

Este es el primer estudio en el que se utilizan kafirinas
en un modelo de células HelLa y SiHa de cancer de cuello
de utero. Se realizd una tincién con DAPI para explorar la
causa de la muerte celular. Las células HelLa y SiHa mostra-
ron fluorescencia azul después de 48 horas de tratamiento,
lo que indica dafos en el ADN y la condensacion nuclear,
un sello distintivo de las células que sufren apoptosis, mien-
tras que las células no tratadas mostraron una tincion DAPI
uniforme, es decir, no se observé material condensado.
La proliferaciéon celular incluye una serie de eventos muy
especificos que deben ser seguidos de forma rigurosa por
varios puntos de control para garantizar la precisién e inte-
gridad de la replicacion del ADN.2728 Cuando los factores
nocivos causan dafios en el ADN, el progreso del ciclo celu-
lar se bloquea y la reparacion de la célula sigue o conduce
al inicio de la apoptosis.?’ Las kafirinas podrian inducir la
apoptosis por medio de la via mitocondrial en las células
HelLa y SiHa.?® Esta teoria se basa en los efectos de otros
compuestos como la a-ciperona, que fue capaz de inducir
la apoptosis en las células HelLa.?” Esto podria explicarse
por los estimulos de los radicales libres y el estrés oxida-
tivo, los cuales pueden desencadenar la via intrinseca de
la apoptosis mediada por el potencial de membrana mito-

condrial,?® y esto en presencia de compuestos como las
kafirinas. Ademas de la actividad antiproliferativa, también
se estudio la migracion celular. La migracion celular es un
aspecto importante de estudio en la investigacion del can-
cer. La migracion celular en Transwell revela informacion
detallada sobre los comportamientos migratorios de las
células y puede utilizarse para investigar los mecanismos
moleculares de la migracion celular.2930.31 Esto implica la
migracion de un tejido a otro a través de la matriz de la
membrana extracelular, que actua como barrera entre los
diferentes tejidos. Utilizamos estos ensayos para averiguar
la rapidez con la que se movian las lineas celulares HelLa y
SiHa, y su capacidad para invadir otros espacios.

La migracion celular Transwell proporciona un analisis
exhaustivo de la capacidad de las células para percibir
un determinado quimioatrayente y migrar a través de una
barrera fisica hacia é1.32 Las concentraciones de kafirinas
de 37.5, 75, 150 y 300 pg/mL disminuyeron la migracion de
las células Hela, con indices de migracién de 4.9, 4.1, 3y
0.6, respectivamente, en comparacién con las células no
tratadas (indice de migracién = 21.6). Las kafirinas a 37.5,
75, 150 y 300 pg/mL disminuyeron también la migracién de
las células SiHa con indices de migracion de 5.4, 4.4, 3y
8.4, respectivamente.

Conclusiones

Este trabajo demuestra claramente la induccién de la
actividad antiproliferativa, apoptotica y antimigratoria en
las células HelLa y SiHa por parte de las kafirinas. El sorgo
puede utilizarse como nutracéutico con potenciales benefi-
cios en la prevencion del cancer.

Declaracion de conflicto de interés: los autores han completado y
enviado la forma traducida al espafiol de la declaracién de conflic-
tos potenciales de interés del Comité Internacional de Editores de
Revistas Médicas, y no fue reportado alguno relacionado con este
articulo.
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