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RESUMEN

En este trabajo se analizd el efecto del extracto de ajo envejecido (EAE) en células HelLa de cancer
cervicouterino mediante observacion de cambios morfologicos, ensayo de viabilidad (MTT) y medicion
de p53 por western blot. En el modelo in ovo, se inocularon 4x10° células en la membrana
corioalantoidea de embriones de pollo para generar tumores, posteriormente tratados con EAE. Se
incluyé un grupo control y dos grupos con tratamiento, con seis embriones por grupo (calculados
mediante G power). Se evalu6 el tamafio tumoral mediante analisis morfométrico y la expresion de p53
por inmunohistoquimica. Los datos se analizaron con Kruskall Wallis y prueba de Dunn. En el modelo
in vitro, el EAE al 10% y 20% produjo cambios morfologicos compatibles con muerte celular, reduccion
de viabilidad y aumento de p53 en forma dosis-dependiente. En el modelo in vivo, el tratamiento con
EAE redujo aproximadamente 50% el tamafio tumoral e incremento la expresion de p53 en el tejido. El
extracto de ajo envejecido presenta un efecto antitumoral en células HeLa, posiblemente mediado por

la sobreexpresion de p53. Dicho efecto se observa tanto in vitro como in vivo
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Induction of In Ovo Tumors for the Study of the Antitumor Effect of Aged
Garlic Extract

ABSTRACT

In this study, the effect of aged garlic extract (AGE) was analyzed in HeLa cervical cancer cells through
the observation of morphological changes, a viability assay (MTT), and p53 measurement by western
blot. In the in ovo model, 4x10°¢ cells were inoculated into the chorioallantoic membrane of chicken
embryos to generate tumors, which were subsequently treated with AGE. A control group and two
treatment groups were included, with six embryos per group (sample size calculated using G*Power).
Tumor size was evaluated through morphometric analysis, and p53 expression was assessed by
immunohistochemistry. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post hoc
test. In the in vitro model, AGE at 10% and 20% induced morphological changes consistent with cell
death, reduced viability, and increased p53 expression in a dose-dependent manner. In the in ovo model,
AGE treatment reduced tumor size by approximately 50% and increased p53 expression in the tissue.
Aged garlic extract exerts an antitumor effect on HeLa cells, possibly mediated by p53 overexpression.

This effect is observed both in vitro and in vivo.
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INTRODUCCION

El cancer cervicouterino (CaCu) continua siendo un problema importante de salud. Aunque se ha
avanzado mucho en su prevencion, todavia hay mujeres que mueren por esta enfermedad. Se sabe que
la infeccion con el virus del papiloma humano es una causa necesaria pero no suficiente para el
desarrollo del cancer, debido a que ademas de la infeccion entran en juego multiples factores como lo
propios del virus (la persistencia, la carga viral o la variante) o propios de la paciente (como el estado
fisico e inmunoldgico, la edad de la menarca, el nimero de partos por canal vaginal, y habitos como
fumar o el consumo de alcohol) [1]. El tratamiento actual de este tipo de tumores consiste en
radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, terapia inmunoldgica y cirugia, sin embargo, se han
reportado tumores que son resistentes al tratamiento [2]. Es por ello que se sigue en la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas o moléculas coadyuvantes que sean efectivas para eliminar las células
tumorales de manera selectiva, pero que a su vez sean accesibles para toda la poblacion y que no afecten
la calidad de vida de los pacientes. Los compuestos naturales han llamado la atencion por su efectividad
como coadyuvantes en el tratamiento de diversas patologias, incluyendo el cancer. Ademas, estos
compuestos pueden ser selectivos y dirigirse solo hacia células tumorales sin ocasionar efectos
secundarios [3]. Estudios epidemioldgicos y en animales han demostrado que el consumo de ajo y sus
compuestos de azufrados reducen la incidencia de cancer de estdbmago, es6fago, colon, mama, piel, utero
y pulmén [4]. Existen numerosas publicaciones que han confirmado la eficacia del ajo para la
prevencion y el tratamiento de una variedad de enfermedades validando de esta manera sus usos
tradicionales [5]. El ajo se puede consumir en varias presentaciones, entre ellas como extracto de ajo

envejecido (EAE), esta particular forma de preparacion se produce al remojar el ajo en agua o etanol y

sometiéndolo a envejecimiento natural durante un periodo mayor a 10 meses a temperatura ambiente.




Sus constituyentes incluyen compuestos hidrofilicos e hidrofobicos, tales como S-alilcisteina (SAC), S-
1-propenilcisteina (S1PC), S-alilmercaptocisteina (SAMC), y algunos componentes caracteristicos que
se encuentran en el ajo crudo, como aliina, y-glutamil-S-alilcisteina (GSAC) y y-glutamil-S-1-
propenilcisteina (GS1PC), [6]. La s-allil-cisteina (SAC) es el compuesto activo y la molécula mas
abundante que se encuentra en el extracto de ajo envejecido y a la que se han atribuido multiples efectos
benéficos, entre ellos la accion antitumoral [7], también se reconoce su potencial antioxidante por la
eliminacion de especies reactivas de oxigeno como anion superéxido, peroxido de hidrogeno, radical
hidroxilo y anion peroxinitrito. Ademads, es un componente no toxico, soluble en agua, estable y
facilmente absorbido por diversos tejidos, incluido el cerebro [8]. A nivel molecular se ha demostrado
que en algunos tipos de cancer los compuestos del ajo pueden incrementar p53, este punto es
importanque porque esta proteina es un blanco terapéutico en CaCu; se sabe que en estos tumores p53
es wild type y su via se encuentra intacta y es completamente funcional. Sin embargo, estd enmascarada
por la accion de las oncoproteinas virales, especificamente E6. Visto desde esta perspectiva, el
restablecimiento de los niveles de p53 podria reactivar uno de los puntos de control principales dentro
del ciclo celular, llevando a la célula tumoral a la apoptosis [9]. Aunque los compuestos naturales son
moléculas con gran potencial terapéutico, es necesario hacer el escalamiento de su estudio a modelos in
vivo para evaluar su toxicidad y para evaluar también su potencial como agentes antitumorales. Si bien
muchos agentes probados in vitro parecen promisorios, pocos han sido exitosos en modelos preclinicos
o en pacientes. El modelo mas comun utilizado para la deteccion de farmacos con potencial antitumoral
es el modelo de xenoinjerto en ratones inmunosuprimidos que consiste en la introduccion de células

tumorales por via subcutanea [10]. Los modelos de raton son costosos, delicados y consumen mucho

tiempo en el cuidado y mantenimiento, por lo que se necesita introducir nuevos modelos de los cuales




puedan obtenerse resultados rapidos, y que a su vez puedan contribuir a la identificacion de terapias con

el potencial de progresar hacia ensayos preclinicos o ensayos clinicos. La membrana corioalantoidea de

pollo (CAM) se ha utilizado durante muchos afios para apoyar el crecimiento de tumores [11]. Ha sido

especialmente atractivo como modelo para estudiar la angiogénesis debido a la accesibilidad y visibilidad

de los vasos sanguineos en tumores [12]. La capacidad de las células para formar tumores en la CAM

también se ha utilizado para investigar la biologia tumoral, la capacidad de las células tumorales para

invadir y hacer metastasis en el embrién y como una plataforma para analizar la eficacia de los farmacos

contra el cancer [13,14]. El modelo de CAM de Gallus gallus domesticus es un modelo econdémico, facil

de utilizar, no se requiere comprar alimento adicional para su mantenimiento y ademas no requiere un

monitoreo tan frecuente como el modelo de ratén. Conjuntamente, como es un modelo

inmunosuprimido de manera natural puede utilizarse para establecer xenotrasplantes a partir de lineas

celulares tumorales humanas [15]. Este trabajo permitira sentar las bases en el uso de un modelo in ovo

para el estudio del efecto de compuestos naturales en cancer cervicouterino, ademas permitira hacer una

aproximacion al mecanismo molecular, mediante el cual compuestos como el EAE ejercen un efecto

antitumoral. Este trabajo tiene la finalidad de analizar el efecto antitumoral del extracto de ajo envejecido

mediado por el incremento en los niveles de p5S3 en modelo in vitro; con células Hela y en tumores

inducidos en la membrana corioalantoidea de embrion de pollo (in ovo). Para validar la funcionalidad

del modelo in ovo como una alternativa para el estudio de la actividad antitumoral de compuestos

naturales

METODOLOGIA
Disefio experimental: Este trabajo se realizo en el laboratorio de Investigacion en Biologia del

desarrollo y Teratogénesis Experimental del Hospital Infantil de México Federico Gémez. Por el empleo

de los sujetos de estudio y la captacion de la informacion, este estudio es experimental y prospectivo;




por la medicion del fenomeno en el tiempo es transversal; y por la presencia de un grupo de control es
comparativo. Se incluyeron embriones de pollo de 5 dias de incubacion e induccion efectiva de tumores
en la membrana corioalantoidea (MCA) y cultivos de lineas celulares saludables a una confluencia del
70%. Se excluyeron cultivos contaminados, muestras con bajas concentraciones de proteinas y
embriones de pollo con malformaciones congénitas. Los grupos de estudio fueron los siguientes. Para
el modelo in vitro: 1) células sin tratamiento (grupo control), 2) células tratadas con 5% de EAE, 3)
células tratadas con 10% de EAE, 4) células tratadas con 20% de EAE y 5) células tratadas con 30% de
EAE. Para el modelo in ovo los grupos fueron: 1) tumores sin tratamiento, 2) tumores tratados con 10%
de EAE y 3) tumores tratados con 20% de EAE. En cuanto a las variables, la variable independiente fue
el tratamiento con EAE, y en cuanto a las variables dependientes fueron las siguientes: Viabilidad
celular, niveles de p53 (proteina) y tamafio de los tumores. Se utilizaron lineas celulares provenientes de
CaCu, adquiridas de ATCC y huevos fértiles adquiridos de la granja ALPES Puebla. El extracto de ajo
envejecido fue adquirido con la empresa KYOLIC MX, S. DE R.L. DE C.V.

Cultivo celular: La linea celular HeLa fue cultivada en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino
y 1% de una solucion de antibidtico antimicotico que contiene 10000 U/ml de penicilina G y 10000

ug/ml de estreptomicina y 25ug/ml . Se mantuvieron a 37 °C y a una tension de CO2 del 5%. Se

sembraron en placas de 6 pozos y después del tratamiento se registraron los camios morfoldgicos
utilizando un microscopio invertido de campo claro

Ensayo de viabilidad celular: Se realizo el ensayo como se ha descrito previamente [16]. Las células
HeLa se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 5,000 células por pozo y se trataron con
EAE: 0, 5, 10, 20 y 30 % durante 24 horas. Se realizo el ensayo con Bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) para evaluar la viabilidad celular. Después del tratamiento se prepard
una solucion de MTT de 50 mg/ml en medio de cultivo y se agreg6 100 ul en cada pozo y las placas se
incubaron a 37 °C durante 3 horas, pasado este tiempo se retird el medio y los cristales de formazan se
disolvieron con DMSO, se realiz6 una lectura a 560 nm.

Western blot: Las células con y sin tratamiento se lisaron en buffer RIPA (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5,

150 NaCl mM, Nonidet P-40 al 1,0%, SDS al 0,1%) que contenia inhibidores de proteasa. Las muestras

se prepararon en laemli buffer SDS (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8, glicerol al 10%, 4% SDS, azul de
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bromofenol al 0,5% y mercaptoetanol al 10%) y posteriormente se separaron 30 pg de proteinas
mediante SDS-PAGE vy se transferiran a membranas de nitrocelulosa de 0,45. Las membranas se
incubaron durante la noche a 4 ° C con los anticuerpos primarios anti-p53 (1: 1000) y anti-GAPDH
(1:1000), posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a HRP durante 1 hora a
temperatura ambiente. Todos los anticuerpos fueron colocados en TBS- Tween-leche al 6%. Las
proteinas se visualizaron utilizando quimioluminiscencia utilizando una placa autorradiografica y el
analisis de la densitometria se realizd con el programa Image J.

Induccion de tumores en la membrana corioalantoidea (CAM) de Gallus gallus: Se realiz6 el ensayo
como se ha descrito previamente [17]. Se obtuvieron huevos de gallina fertilizados de la granja Alpes,
Puebla. Los huevos se incubaron a 38 ° C y 80% de humedad durante los primeros tres dias. En el dia 4
se abri6 una ventana de 1cm? en el extremo romo del huevo, retirando la cuticula y exponiendo la CAM,
los huevos se sellaron con cinta adhesiva transparente y se incubaron en condiciones estaticas hasta el
dia 7, en este dia se implantaron en la CAM 4 X 10° células HeLa resuspendidas en 5 ul de matrigel.
Antes de colocar la suspension celular la CAM se lesiond por laceracion con la punta de una pipeta.
Los huevos se volvieron a sellar y después del establecimiento del tumor se les dio tratamiento durante
72 horas.

Inmunohistoquimica: Los tumores se extrajeron del huevo con ayuda de unas pinzas de diseccion y
fueron fijados en paraformaldehido al 4%, posteriormente se deshidrataron a través de una serie de
alcoholes (30-100%), se sumergieron en xileno y se embebieron en parafina, se realizaron cortes de Spm
y se montaron en laminillas. Se realiz6 una incubacidn con anti p53(1:100) 1 hora a 37 °C, se realizaron
tres lavados de 10 minutos con TBS-tween 20 y se incubaron con anti mouse-HRP (1:200) durante 1
hora a temperatura ambiente. Se utilizo diaminobencidina (DAB) como sustrato

Analisis estadistico: Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Se utiliz6 el software JAMOVI
para la realizacion del analisis estadistico y la elaboracion de las graficas. Se realizo la prueba de
Kruskall Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los datos se representan como media + DE (desviacion

estandar), una p< 0.05 se tom6 como estadisticamente significativa.
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RESULTADOS

Cambios morfologicos sugerentes de muerte celular

Para demostrar el efecto del EAE en la morfologia de células HeLa se realizaron tratamientos a cultivos
celulares al 70% de confluencia, demostrando que el EAE induce cambios morfoldgicos sugerentes de
muerte celular. Las células pierden comunicacion entre si, se desprenden del soporte y se forman cuerpos
apoptoticos sefialados con flechas (Figura 1 A). Se realizd ademas un ensayo de viabilidad celular con
MTT demostrando que el tratamiento con EAE induce una disminucion significativa en la viabilidad
celular de una manera dosis dependiente (Figura 1 B). Se realizo el andlisis de los niveles de p53
mediante western blot, observando que el tratamiento con EAE incrementa los niveles de p53. La dosis
de 20% es la que ocasiono un incremento mayor en los niveles de p53 (Figura 1C).

Figura 1. Tratamiento de células HeLa en cultivo. A) Cambios morfologicos en las células tratadas, las
flechas indican los cuerpos apoptoticos. B). Ensayo de viabilidad celular con MTT, C) Western blot de
los niveles de p53 junto con su andlisis densitométrico. Todos los grupos experimentales se compararon

con el grupo control, los datos son representados con media + DE. Los asteriscos indican significancia
estadistica: ** p<0.01 *** p<0.001
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Induccién de tumores in ovo

Se realiz6 el establecimiento de tumores en la CAM del embrion de pollo, los huevos fertilizados de
pollo se colocan en una incubadora con rotacion automatica. En el cuarto dia de incubacion se ha
formado la CAM vy los huevos se retiran de la incubadora y se desinfectan utilizando gasas rociadas con
alcohol al 70%. se retiran suavemente pequefias secciones de la cascara del huevo desde el extremo romo
utilizando pinzas de diseccion. Esto se hace para crear una ventana (~1 cm?) en la cascara del huevo para
exponer la membrana testidcea externa. Esta membrana se sopla suavemente utilizando un bulbo de
pipeta de Pasteur (para evitar que pequefios fragmentos de cascara caigan en la camara de aire) y se
retira. Esto expone la membrana testicea interna que se encuentra al fondo de la camara de aire; esta
membrana debe retirarse con mucho cuidado para no dafiar la vasculatura, exponiendo asi la CAM para
la inoculacion de células tumorales. Finalmente, la ventana se sella con cinta transparente y el huevo se

coloca en una incubadora estatica a 37.5 °C con humedad constante (85%). El esquema general del

procedimiento se esquematiza en la figura 2 A-C.




Figura 2. Estrategia general para la induccion de tumores in ovo. Se realizo la induccién de tumores para
evaluar el efecto antitumoral del EAE. A) Se indican los dias durante los cuales el embrion de pollo se
desarrolla, B) 1-6 Se inicia incubando los huevos en movimiento constante, se retira el cascaron y las
membranas testaceas, se expone la CAM y se inoculan las células tumorales. C) Una vez desarrollado el
tumor, se retira del huevo y se procesa para analisis posteriores.
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Tratamiento de tumores con EAE
Los tumores inducidos in ovo se trataron con EAE durante 72 horas (Figura 3 A-C). Después del
tratamiento se realizo la medicion del eje mayor de los tumores, el tratamiento disminuye el tamafio de

los tumores en un 25% (dosis de 10%) y en un 50% (dosis de 20%). Indicando el efecto antitumoral del

extracto estudiado.




Figura 3. Tratamiento de los tumores inducidos en el modelo in ovo. A partir de la linea celular HeLa
se indujeron tumores en la membrana corioalantoidea (CAM) de embrion de pollo, después del
tratamiento de los tumores con EAE por 72 horas se observd una disminucion en el tamafio de estos. Las
flechas sefalan los tumores dentro del huevo. A) Tumor sin tratamiento, B) Tumor tratado con EAE
10%, C) Tumor tratado con EAE 20%, D) Analisis del eje mayor. Los grupos experimentales se
compararon con el grupo control, los datos son representados con media + DE. Los asteriscos indican
significancia estadistica: * p<0.05 ** p<0.01
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Inmnodeteccion de p53 en tumores inducidos in ovo tratados con EAE
Para comprobar el hallazgo in vitro en donde se observa un incremento en los niveles de p53, se midio
por inmunohistoquimica p53 en secciones de los tumores inducidos in ovo, se observa que existe un

incremento en la expresion de este marcador en tejido tratado comparado con el tejido sin tratamiento

(Figura 4)




Figura 4. Expresion de p53 en tumores inducidos in ovo tratados con EAE. Secciones de tumores
en los que se realizo la inmunodeteccion de p53 (+). A) Tumor sin tratamiento, B) tumor tratado con
10% de EAE ( ++), C) tumor tratado con 20% de EAE (+++).
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DISCUSION

El presente estudio proporciona evidencia sobre el efecto del extracto de ajo envejecido en la viabilidad
de células HeLa, un modelo ampliamente utilizado para estudiar el cancer cervical, asi como en tumores
inducidos in ovo (en la membrana corioalantoidea de embrion de pollo). Los resultados muestran que el
extracto de ajo envejecido disminuye significativamente la viabilidad celular de las células HeLa en
cultivo de una manera dosis-dependiente. Estos resultados estan relacionados con estudios previos que
han demostrado que el ajo y sus derivados, como el S- alilcisteina, poseen propiedades antitumorales
debido a sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios y de modulacion de la apoptosis mediada por p53
[18, 19]. Se sabe que los compuestos sulfurados presentes en el ajo envejecido, como el S-alilcisteina,
tienen propiedades que pueden modificar la actividad de diversas quinasas, inhibir la proliferacion
celular y favorecer la muerte celular programada [7].

p53 es considerado el guardian del genoma porque previene la transformacion celular [20]. Aunque p53
esta mutado en la mayoria de los canceres, en el caso del cancer cervical se conserva p53 de tipo silvestre
y funcional [21]. Por lo tanto, si incrementa se pueden reactivar las vias de apoptosis [22]. La restauracion
de p53 puede ser una estrategia terapéutica prometedora. En este contexto, el ajo envejecido podria actuar
como un agente quimioterapéutico natural, complementando o potenciando los tratamientos
convencionales en la lucha contra el cancer. El modelo in ovo utilizado en este estudio representa un
avance significativo para la investigacion de tratamientos anticancerigenos. La utilizacion del embrion

de pollo como modelo para estudiar el crecimiento tumoral ofrece una serie de ventajas, como la

observacion directa de los efectos del tratamiento sobre el tumor. En este modelo, los tumores tratados




con extracto de ajo envejecido mostraron una disminucion en el tamafio tumoral y un incremento en los
niveles de p53, lo que sugiere que el extracto no solo afecta la viabilidad celular, sino que también
interfiere con la tumorigénesis [13]. Este hallazgo es consistente con estudios anteriores que han
indicado que el ajo y sus compuestos pueden inhibir el crecimiento de los tumores [23]. Ademas, el
hecho de que el extracto de ajo envejecido haya mostrado eficacia tanto in vitro como in vivo demuestra
su potencial como un agente coadyuvante terapéutico. Estos resultados refuerzan la idea de que los
extractos naturales podrian jugar un papel importante en la medicina oncologica moderna,
complementando las terapias convencionales y ofreciendo un enfoque menos toxico en comparacion
con la quimioterapia convencional.
CONCLUSIONES
Este estudio destaca el potencial del extracto de ajo envejecido como un agente anticancerigeno, que
podria tener aplicaciones tanto en la inhibicion de la viabilidad celular como en la prevencién de la
progresion tumoral. Se justifica la realizacion de mas investigaciones para explorar su aplicacion en
terapias complementarias y alternativas en el tratamiento del cdncer. Aunque los resultados obtenidos
son prometedores, es importante sefialar algunas limitaciones del estudio. En primer lugar, se debe
realizar una mayor investigacion sobre los mecanismos moleculares especificos a través de los cuales el
ajo envejecido ejerce sus efectos antitumorales. El uso de modelos adicionales de cancer y la evaluacion
de la toxicidad a largo plazo del extracto en modelos animales mas complejos, también son cruciales
para determinar la seguridad y la eficacia clinica de este tratamiento. Ademas, la variabilidad en la
composicion quimica del ajo envejecido segln el proceso de preparacion podria influir en los resultados,
lo que sugiere que futuros estudios deberian estandarizar la preparacion del extracto para garantizar su
reproducibilidad.
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