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El principio de prioridad del Cédigo Internacional de
Nomenclatura Botdnica, establece que cuando dos o mds
nombres se aplican a la misma especie, el mds antiguo
vdlidamente publicado es el que permanece.

Por lo anterior el nombre correcto de la especie
utilizada es Cupressus lusitanica Mill. var.
lusitanica. Siendo un sinénimo Cupressus lindleyi

Klotzsch (40).
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Induccién de apoptosis en cflulas Hela por extractos de Cupressus lusitanica Mill. var, lusisanica

Resumen.

La muerte celular es un fenémeno fundamental de los organismos. La
apoptosis es un proceso activo de autodestruccién celular dirigido por
activaciéon de genes. Junto con el proceso de proliferaciéon (mitosis), el
proceso apoptdtico es responsable de mantener la homeostasis en el
numero celular de los tejidos.

Peréz y Villavicencio (36), han realizado investigaciones etnobotanicas
en el Estado de Hidalgo, encaminadas a conocer el uso de plantas
medicinales entre los grupos étnicos del estado. Las investigaciones
han arrojado un gran nimero de plantas medicinales con diferentes
usos, entre los cuales se encuentran, desde antidiarreicos, antivirales,
antimicrobianos, anticancerigenos, etc. Varias especies de plantas se
han utilizado en forma empirica contra el cancer cérvicouterino,
(Villavicencio com. per. 1999) por tal motivo, se decidié analizar si los
extractos de dichas plantas tenian algun efecto citotéxico in vitro sobre
la linea celular Hela (de cancer cérvicouterino) utilizando técnicas de
biologia molecular (cristal-violeta, bromuro de etidio, western-blot,
TUNEL) '

Nuestros resultados sugieren que la adicién del extracto etandlico de
una de las especies Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica a un
cultivo de células Hela, ocasiono un mayor porcentaje de pérdida de la
viabilidad de manera dependiente del tiempo y de la concentracion.
Esta pérdida de la viabilidad se debié a la induccién de apoptosis en
células HelLa, como se comprobé al tefir los nucleos con bromuro de
etidio y al detectar con [a técnica de TUNEL la fragmentacion de los
mismos in situ. Asi también se determind que este proceso apoptdtico -
- - -involucra a la proteina bax, miembro de la familia de Bel-2.
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Introduccién.

La apoptosis

La muerte celular (pérdida irreversible de la estructura y funcién vital celular) es
un fendémeno fundamental de los organismos. Existen dos tipos principales de
muerte celular: apoptosis y necrosis (1-4), esta dltima es un evento accidental y
es el resultado de varios cambios muy drdsticos en el ambiente de las células.
Morfolégicamente se observa un hinchamiento de los organelos, una
degradacién al azar de la cromatina (Cariolisis) que al analizarse en geles de
agarosa presenta un patrén difuso y barrido. En el dltimo estado de la necrosis,

las membranas se rompen y las células se desintegran (Figura 1).

Figura 1. Los dos tipos principales de muerte celular, los pasos 2, 3y
4 muestran el proceso apoptotico y los pasos 5 y 6 muestran
el proceso necrético (1).
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El hinchamiento de una célula dafiada se debe principalmente al dafio de la
membrana plasmdtica, al agotamiento del ATP y al desorden en la actividad de
bombas de flujo de la membrana. La destruccién de la integridad de la
membrana permite la liberacién de las enzimas de los lisosomas, las cuales
aceleran la desintegracién celular. La necrosis en vivo gcncralrﬁcnté se acompafia

de un proceso inflamatorio en el organismo (1).

La apoptosis difiere fundamentalmente de la muerte degenerativa o necrosis en
su naturaleza y significado biolégico. Hay evidencia de que la apoptosis es un
proceso activo de autodestruccién celular dirigido por activacién de genes y en la
mayorfa de las circunstancias en la que ocurre es provechoso biolégicamente (2),
se considera el principal proceso responsable de muerte celular en eventos
fisiolégicos tales como la reconstitucién del tejido embrionario y la
diferenciacién en células del adulto. Junto con el proceso de proliferacién
(mitosis), el proceso apoptético es responsable de mantener la homeostasis en el
nimero celular en los tejidos. En condiciones fisiopatolégicas el fndice
apoptético se encuentra alterado, por ejemplo en enfermedades como el
Alzheimer, SIDA, y Parkinson el ndmero de células apoptéticas aumenta, en el

caso del cdncer el proceso apoptético disminuye (4-5).

El programa de muerte celular por apoptosis parece estar presente virtualmente

en todas las células de varios eucariontes unicelulares y pluricelulares,.y puede - -

ser inducido via numerosos estimulos fisiolégicos, bioquimicos y/o nocivos
como hormonas, toxinas, antfgenos, drogas quimioterapedticas, carcinégenos,

interacciones célula-célula, retiro de factores de crecimiento y traumas fisicos (6-9).

El soporte para el concepto de apoptc;sis es dado por los estudios de la

ultraestructura, bioquimica e incidencia de muerte celular. Morfolégicamente, la
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apoptosis se caracteriza por compactacién y segregacién de la cromatina en
masas bien delineadas que descansan ¢n la envoltura nuclear; condensacién del
citoplasma y una leve circunvolucién del contorno celular y nuclear ddndose
finalmente el desarrollo de protuberancias, las quc se separan y producen los
llamados cuerpos apoptéticos rodeados de membrana, los cuales son fagoc1tados
y digeridos por lisosomas de células adyacentes o macréfagos, sin que se
presente una reaccién inflamatoria, dichos cuerpos apoptéticos varfan en
tamafio y dentro de ellos se observa material citopldsmico con organelos

celulares intactos y componentes nucleares (7-8).

Varias observaciones de las peniiltimas dos décadas, sugieren un papel critico
para la induccién o activacién de una endonucleasa durante la muerte celular e
indican que estd unida a los cambios en la morfologfa nuclear (10).
Bioqufmicamente uno de los eventos mids estudiado en apoptosis involucra la
degradacién del DNA nuclear. De manera sincronizada la compactacién de la
cromatina y el corte de la doblé hebra ocurren en las regiones inter-
nucleosomares para producir fragmentos que son mdltiplos de 185 pares de
bases (pb), estos fragmentos pueden ser observados por electroforesis en gel de

agarosa con un patrén de “escalera” (11-13).

A pesar de la gran evidencia en favor del corte de DNA internucleosomal como
una caraccerfsuca dc la apoptosis, sc han reportado varios acontecimientos de.

apoptosis en ausencia de este patrén de corte del DNA, por ejemplo en estudios

de metamorfosis y muerte celular de embriones de insectos (14).

Otros tipos de fragmentacién de DNA han sido reportados durante apoptosis, y
son el corte del DNA en fragmentos mayores de 300 kpb y en fragmentos de 50

a 300 kpb. Estos eventos enzimdticos se asocian con estados de organizacién de
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la cromatina(14). Asf los fragmentos grandes se correlacionan bien con las asas
("loop") de cromatina del esqueleto nuclear, lo que implica que una enzima
corta el DNA a un alto nivel de organizacién. Varios investigadores han
propuesto que el corte del DNA en fragmentos iargos, ocurre antes del corte del
DNA internucleosomal y que estos grandes fragmentos de DNA sirven como

precursores de los fragmentos pequefios de DNA (15).

La endonucleasa responsable del corte del DNA durante la apoptosis no se ha
identificado. Varias candidatas se han propuesto y cada una de ellas tiene
propiedades tinicas, difieren en sus distribuciones en el tejido, en la dependencia
i6nica, el pH éptimo, sin embargo el involucramiento preciso de cada una de
estas nucleasas en el proceso apoptético es ain obscura, entre las candidatas
estdn la DNAsa I que réquicre Ca® y Mg? y es inhibida por zinc (16,17), la
DNAsa II con un pH éptimo de 5.5 y puede funcionar independientemente de
los cationes divalentes y genera 5° OH al final del DNA, caracter(sticas
inconsistentes con las reportadas para apoptosis y NUC-18, endonucleasa
inducida por dexametasona e ionoféros de calcio dependiente de Ca® y Mg e
inhibida por zinc?* y 4cido aurintricarboxilico. El hecho de que diferentes tipos
de fragmentacién del DNA en apoprosis ocurran, ha llevado a la pregunta de si
hay una o mulriples enzimas involucradas en el proceso apoptético (16). Walker

(18) propuso la DNasa I para cortar DNA de alto y bajo peso molecular, ya que

- -esta-enzima modula su actividad y especificidad segtin la concentracién de iones

que estén presentes .

Recientemente se identificé otra enzima responsable de la fragmentacién del
DNA, denominada CAD (DNAasa activada por caspasas) la cual digiere el DNA
en fragmentos discretos de tamafio especifico y es activada por caspasas, enzimas

de suma importancia en el proceso apoptéfico (19, 20).
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No se sabe atin con exactitud como se desarrolla la muerte celular programada,
aunque ya se conocen las protefnas de algunos de los genes implicados, unos de
ellos codifican para los miembros de la familia de protefnas conocidas como
caspasas (21) se han identificado 14 (Fidgura 3) las cuales‘, una vez activadas
inician una degradacién proteolitica, cortando los péptidés después del 4cido
aspdrtico y asf inactivan protefnas cruciales para el mantenimiento del
citoesqueleto celular, reparacién del DNA, transduccién de sefiales y control del
ciclo celular, por ejemplo la caspasa 3 corta a la poli (ADP ribosa) polimerasa, a
la actina, fodrin y lamina, lo que resulta en la morfologfa apoptética (22). Se ha
logrado interrelacionar la activacién de caspasas citosélicas y cambios nucleares
apoptéticos. La caspasa CAD esta inactiva en el citosol, cuando estd ligada con
su inhibidor ICAD, la caspasa 3 pucdc cortar e inactivar a ICAD por lo que se

libera CAD, que se transloca al ndcleo e inicia la degradacién cromosémica (23)

Basindose en las interacciones establecidas entre los mediadores conocidos de
apoptosis, se han definido tres vias de transduccién cldsicas, de la sefial
apoptética en células de mamf{feros (24) Figura 2. El primero es iniciado por el
retiro de factores de crecimiento y es regulado por la familia de proteinas Bcl-2.
Esta via da como resultado, la activacién de Apaf-1 y la liberacién del citocromo
C de la mitocondria, el cual activa la caspasa 9, lo que origina la subsecuente
cascada apoptética. La segunda vfa involucra el sefialamiento de los rcceptores
. de muerte de la superficie celular, como TNF 6 Fas. los cuales a través de
moléculas adaptadoras pucden reclutar y activar caspasas La tercera vfa, que es
la menos caracterizada, es iniciada por el dafio al DNA. Aunque en parte
regulado, por protefnas como p53 y ATM, aiin no se¢ conoce como se activan las
caspasas. Estas dltimas y la familia de protefnas de Bcl-2, juegan un papel clave

en la regulacién y ejecucién del suicidio celular (24).
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Figura 2. Las tres vias principales del proceso apoptético (24).

La Familia de Bcl-2
Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2). Se identificé por su papel en el desarrollo

de linfoma folicular humano, en el que sufre una translocacién cromosomal « -

t (14:18) t25). En esta translocacidn el gen de Bcl-2 se mueve de su posicién
normal en 18q21 a la posicién 14q 32 quedando en posicién contigua al locus
de la cadena pesada de inmonuglobulinas (26). Esta translocacién. da por-
resultado la sobrcexpresiéﬁ de la proteina Bcl-2 de 26 kDa en las células de este

tipo de tumores (27}.
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El producto del gen Bcl-2 funciona como sefial anti-apoptética, suprime la
apoptosis inducida por diversos estfmuios, incluyendo drogas quimiotera-
petiticas y radiacién gama (28-29). La proteina Bcl-2 fue el miembro fundador
de una amplia familia de proteinas relacionadas con apoptosis, la cual incluye
las proteinas codiﬁbagias por. los gcnes de: bcl-xs y bax (ambos inducen
apoptosis) y bcl-xl, mcl-1 y Al, que al igual que Bcl-2, inhiben la apoptosis.
Esta familia de protefnas tienen en su extremo COOH una regién hidrofébica y

dos regiones muy homélogas en su secuencia, las regiones denominadas BH1 y
BH2 (30).

Se han identificado 19 proteinas de esta familia hasta la fecha, siete de ellas
(Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1, Bfl-1, bel-w, Al, ced-9) inhiben la muerte celular
programada, mientras que otras 7, la promueven (Bax, Bid, Bad, Bik, Bid, Hrk,
bcl-xs) y 5 son protefnas virales (E1B, BHRF1, ASFV SHL, HBS ORF 16,
HHV8-bcl-2) (Figura 3). En algunos escenarios apoptéticos la mitocondria
tiene un papel crucial, sufre colapso del potencial transmembranal y el efecto de
transicién de poro que involucra la apertura del megacanal conocido como
MPTP (mitochondrial permeability transition pore), la apertura de este' canal
permite la salida de factores importantes en el proceso apoptético. La protefna

Bcl-2 puede prevenir la apertura de este megacanal, por el contrario Bax induce

su formacién (31). Recientes estudios sostienen el papel central de la familia en o

- la regulacién de-la integridad de la membrana mitocondrial y ia liberacién del
citocromo C. La importancia de la mitocondria en apoptosis fue sugerida por
estudios en un sistema libre de células en el cual se demostré6 que la
condensacién nuclear 'y fragmentacién del DNA eran dependientes de la
presencia de la mitocondria. De hecho muchas de las protefnas de la familia de

Bcl-2 residen en la membrana exterior mitocondrial ancladas por un segmento
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hidrofébico de amino4cidos, localizado en su extremo carboxilo (COOH)
terminal (32). Los niveles relativos de los diferentes miembros de la familia de
Bcl-2 con actividad pro 6 anti-apoptética inducen la apoprosis de la célula. La
funcién antagonista de algunos de los miembros de la familia se explica en parte
por su habilidad ‘para formar heterodimeros. Por ejeniplo las protefnas
antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-xl forman heterodimeros con la proteina
proapoptética Bax. Un exceso de Bax promueve la muerte celular pero su
coexpresién con Bcl-xl o Bcl-2, puede neutralizar este efecto, inactivando
facrores que disparen la activacién de caspasas. Bcl-xl al interactuar con Apaf-1,

evita que este active a la caspasa 9.

Reguladores de apoptosis relacionados con bci-2

Inhibidores de apoptosis relacionados con bck2 Promotores de apoplosis relacionados con bck2

BH3 BH2 ™ BH3 BH1 BH2 ™
bax |
bak
bad [

Antagonistas de sobrevida

BH3 BHZ T™

nowBik [ L ||
bid | | | ]
we T T

Behxs | I ||

R

Homélogos virales de bok-2

BH3-  BH1 - ‘BH2 "= ™M~ = ~

E1B 19K

HBS ORF16

HHVS-bck2 |

Figura 3. Familia de proteinas Bc/-2 (39).
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La sobrexpresién de Bcl-2 y Bcl-xl, inhiben la liberacién del citocromo C por la
mitocondria, mientras que la sobreexpresién de Bax resulta en la disipacién del
potencial de membrana mitocondrial y libera citocromo C, este dafio lo puede
inducir atin cuando las caspasas son inactivadas, tales observaciones permiten

pensar que hay un mecanismo independiente de caspasas que lleva a la muerte

celular (33).

Aun no se sabe el mecanismo exacto de como funcionan todos los miembros de
la familia de Bcl-2. Sin embargo, esta familia de protefnas, juega un papel clave

en la regulacién y ejecucién del suicidio celular.

Células HeLa

La linea celular HeLa fue la-primera eétirpe cpiteloidc y aneuploide derivada de
un tejido humano y mantenida por un cultivo celular seriado. Fue aislado por
Gey Coffman Kubicek en 1951, proveniente de carcinoma anapldsico de cérvix

uterino (34).

Las células HeLa son un cultivo muy utilizado en numerosos laboratorios del
munde por su relativa facilidad para cultivarse en monocapa en condiciones de
laboratorio y por su motfologfa conspicua, estos fueron los factores que
motivaron la utilizacién de dicha célula como un modelo para estudiar la

apoptosis.
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Antecedentes.

Plantas medicinales

Las diferencias entre muchas plantas son invisibles, producen varios compuestos
quimicos distintos, llamados metabolitos secundarios, no son directamente
indispensables para la supervivencia y la reproduccién de las plantas, pero
tienen un papel importante en su defensa frente a los hongos, animales y otros
vegetales. Entre ellos se encuentran sustancias repelentes, toxinas, compuestos
psicoactivos como los alcaloides del chicalote (Argemone mexicana), del huele de
noche (Cestrum nocturnum), del toloache (Datura stramonium) y venenos como
el del panalillo (Conium maculatum). Se conocen miles de merabolitos
secundarios, muchos de los cuales constituyen el material base en la
manufactura de medicinas y drogas, como el ascaridol, compuesto de
propiedades antihelmfnticas, que se extrae del epazote (Chenopodium

ambrosioides) (38).

El uso de tales compuestos, son producto de la experiencia de los grupos
humanos, que se encuentran integrados a un determinado ecosistema, lo que les
hace susceptibles de tener un profundo conocimiento, de las plantas y animales

con los que han convivido generacién tras generacién, en ocasiones durante

miles de afios logrando discriminar cuales son aptos y cuales nocivos para el

consimo ‘humano, magnificdndose su poder de resolucién hasta el hecho dc

conocer plantas o animales que curan determinada enfermedad (39).

Basdndose en estos hechos, Pérez y Villavicencio (1995). han realizado
investigaciones etnobotdnicas en el Estado de Hidalgo, encaminadas a conocer

el uso de plantas medicinales entre los grupos étnicos. Las investigaciones han
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arrojado un gran nimero de plantas medicinales con diferentes usos, se
encuentran desde antidiarreicos, antivirales, antibacterianos, anticancerigenos,
etc. Villavicencio (com. Pers. 1999), en los estudios etnobotdnicos que ha
continuado realizando, ha observado el uso de otras especies contra afecciones
que los indfgenas manejan como cdncer, entre ellas estdn Oenothera rosea L' Her.
ex Ait. (Hierba del golpe), Prunella vulgaris L. (Hierba del cdncer), Cuphea
aequipetala Cav. (Hierba del cdncer), Helianthemum glomeratum Lag. (Santa

Martha) y Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica (Ciprés) (40).

Con estas plantas realizan infusiones, que son utilizadas principalmente por los
nahuas de la regién de la Huasteca Hidalguense. Desafortunadamente no ha
habido un seguimiento de los casos y por lo tanto tampoco ha sido posible
confirmar si las afecciones tratadas, en realidad son provocadas por algtin tipo
de cdncer. Los conocimientos empiricos mencionados, no han sido lo
suficientemente sistematizados de manera multidisciplinaria, por lo que se
consideré plantear este trabajo con el fin de verificar los efectos de dichas

plantas mediante un mécodo cientifico.
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Hipétesis.

Comprobar si  O. rosea, P vulgaris, C. Aequipetala, H. glomeratum y Cupressus
lusitanica Mill. var. lusitanica tienen propiedades antineopldsicas, de ser asi sus
extractos producirdn citotoxicidad en células cultivadas de cdncer cérvico-

uterino.

Objetivos.

1. Distinguir si los extractos de O. rosea, P wvulgaris, C. Aequipetala,
H. glomeratum y Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica inducen

citotoxicidad en la linea celular Hela (cdncer cérvicouterino).

2. Averiguar si esta citotoxicidad presenta caracter{sticas morfoldgicas y

bioquimicas propias de la apoptosis
3. Examinar la condensacién nuclear (técnica de bromuro de etidio) .

4. Observar la fragmentacién del DNA (técnica de TUNEL).

5. Analizar los niveles de las protefnas- Bcl-2 y -Bax durante el- procéso = 7

apoptético inducido por los extractos en células Hela expuestas a extractos

de Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica
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Material y métodos.

—Preparacién de extractos. 0.2368 g (flores, tallos, hojas y frutos) de O. rosea;

0.1974 g (flores, hojas, tallos y rafz) de P. vulgaris; 0.2265 g (tallos, hojasy .

flores) de C. aequipetala; 0.2667 g (tallos y hojas) de H. glomeratum; 0.5709
g (hojas) de Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica. Se maceraron en 2.5 ml,
3 ml, 2 ml, 2.5 mly 5 ml de agua respectivamente, después de centrifugar las
muestras a 10000 rpm durante 5 m, se recuperé la fase acuosa y se
esterilizaron por filtracién, se almacenaron a -70°C. Los botones se extrajeron
en 1 ml de etanol absoluto (excepto en C. aequipetala 'y H. glomeratum donde
se usaron 0.6 ml ) y se agitaron vigorosamente con un vortex, las mezclas se

centrifugaron a 10000 rpm durante 5 m y la fase superior se almaceno a -70°

C.

—Cultivo celular. Células Hela (2000/pozo) se sembraron en placas de 96 pozos
en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con 10%
de suero fetal bovino en una atmésfera hiimeda con 5% de CO, a 37°C. Se
adicionaron 1-8 ul de cada extracto acuoso y etanélico, por cada 100 pul de medio
(dilucién 1/100 del extracto original), en el caso de los extractos solubles en
etanol, se corrié paralelamente células testigo con 1-8 pl (dilucién 1/100) de

etanol/100 pl de medio.

—Viabilidad celular. Las células se sembraron en éajas de 96 pozos y se trataron
con los extractos etanélicos (dilucién 1/100) de Cupressus lusitanica Mill. var.
lusitanica a diferentes concentraciones (1-7 uf). A diferentes tiempos se estimé
la viabilidad con la técnica de cristal violeta (35), las células se fijaron con etanol

al 70% durante 5 m; se agregd a cada pozo cristal violeta al 5% durante 10 m. se
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les agregd 4cido acético al 33% y se midi6 la absorbancia a 570 nm en un lector
de ELISA.

—Andlisis de nticleos con la técnica de TUNEL. Se sembraron células Hela
(100,000/pozo) sobre cubreobjetos en placas de G pozos y se pusieron en
contacto, con 4 ml de extracto durante 24 h, se fijaron con etanol al 70% a -
20 ° C durante 5 m. Se lavaron con PBS (Phosphate Buffer Saline) y se incubaron
en una solucién de permeabilizacién (0.1% tritén x-100 en 0.1% de citrato de
sodio y 10 ml. de PBS 1x) por 2 m. sobre hielo, se lavanron con PBS 2 veces y se
agregaron 50 pl de TUNEL (in situ Cell Death Detection Kit, POD). Se
incubaron en una cdmara hdmeda por 60 m a 37°C. Los cubre-objetos se lavaron
3 veces con PBS y se observaron las muestras en un microscopio de fluorescencia,

se fotografiaron con contraste de fases (15).

—Andlisis de nticleos con bromuro de etidio. Se sembraron Células HeLa (100000/

pozo) sobre cubreobjetos en placas de 6 pozos y se pusieron en contacto con 4 ml

de extracto durante 24 h, se fijaron con etanol al 70% a -20°C durante 5 m.,
después se lavaron con PBS y se incubaron 3 h con 10 pl de RNAsa (10 mg/ml)
por cada mililitro de PBS a 37°C. Se incubaron con PBS conteniendo bromure

de etidio (10 mg/ml), 10 pl por cada mililitro de PBS) durante 10 m, se lavaron

con PBS y se observaron en un microscopio de fluorescencia, y se fotografiaron

(15).

—Andlisis de prote{nas por "western blot". Los extractos celulares se prepararon por
lisis en buffer de RIPA. Las protefnas se cuantificaron usando un micrométodo de
Bradford (37), por lo que se procedié a separar 40 pg de protefna en un gel de

acrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes y reducidas Las proteinas
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se transfirieron a membranas de nylon (Zeta-Probe), después de bloquearlas
con leche descremada (Santa Cruz) se incubaron con un anticuerpo
monoclonal anti-Bcl-2 o anti-BAX (Santa Cruz) se lavaron y se incubaron
con un anticuerpo secundario antiratén IgG-HRP,. en una dilucién 1:300
(Amé}sham), la deteccién se realizé mediante el uso de quimioluminiscencia,
usando un kit comercial (ECL Western blotting detection system, Amersham-
Pharmacia Biotech) y radiograffas' AR X-Omat (Kodak). Las radiograffas

fueron cuantificadas por densitometr{a.
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Resultados

Se obtuvieron extractos acuosos y solubles en etanol de 5 plantas mexicanas.

Cultivos de Células Hela (cdncer cérvicouterino) se expusieron a diferentes
concentraciones de cada uno de estos extractos y las células se observaron

diariamente en un microscopio invertido.

A las 24 horas los extractos de las 5 especies citadas provocaron cirotoxicidad,
principalmente con el extracto etanélico. O. rosea (hierba del golpe) indujo una
mediana citotoxicidad a partir de los 6 pul/1000 pl de medio (de una dilucién
1/100 del extracto original), aunque la morfologfa celular mostré grandes
vacuolas. Con.P. wvulgaris (hierba del cdncer) no se observé citotoxicidad, con
C. aequipetala (hierba del cdncer) las células continuaron su crecimiento. Los
extractos etandlicos de H. glomeratum (Santa Martha) indujeron una
citotoxicidad mediana a partir de los 8 pl/1000 pl de medio. Y los extractos de
Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica (ciprés) mostraron una fuerte
citotoxicidad a partir de los 5 ul/1000 pl. Por tal motivo se decidié utilizar esta

dltima especie para continuar con los objetivos del presente trabajo

Posteriormente se analizé con mds detalle la citotoxicidad ‘causada por el

extracto etandlico de Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica (ciprés) en células
Hela, para esto se expusieron células a diversas concentraciones del extracto y se
les midié la viabilidad a diferentes tiempos 24, 48 y 72 h, con la técnica de-

cristal violeta.




*
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Como se muestra en las Figuras 4, 5, 6 y 7, el extracto etanélico de Cupressus
lusitanica Mill. var. lusitanica causé una pérdida de viabilidad en células HeLa,

esta pérdida de la viabilidad celular fue dependiente del tiempo y de la

concentracién,

Para el tratamiento de 24 horas se observa un decremento linear a partir de

los 2 pul hasta 4 pl, la viabilidad se estabiliza a un 40% en el rango de
concentracién mencionado y compardndolo con el crecimiento de células que no

se pusieron en contacto con el extracto (células testigo). (Figura. 4).
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| "'ngafa 4 Viabilidad'porcentual de células Hela expuestas a distintas
concentraciones de extracto etandlico de Cupressus lusitanica
Mill. var. lusitanica durante 24 horas (n = 4.)
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Figura 5. Viabilidad porcentual de células Hel.a expuestas a distintas

concentraciones de extracto etanélico de Cupressus lusitanica
Mill. var. Jusitanica durante 48 horas. (n = 4)
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Figura 6. Viabilidad porcentual de células HeLa expuestas a distintas

concentraciones de extracto etanélico de Cupressus lusitanica
Mill. var. lusitanica durante 72 horas. (n = 4)
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Figura 7. Viabilidad porcentual de células Hela expuestas a distintas
concentraciones de extracto etandlico de Cupressus lusitanica
Mill. var. lusitanica durante 24, 48 y 72 horas (n = 4).
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De la misma manera, en los tratamientos de 48 y 72 h se observa un
decremento linear de la viabilidad a partir de 2 pl hasta 4 pl. En el caso de 48 h

con cantidades mayores de 4 pl la viabilidad disminuye hasta un 30 % y en el

caso del tratamiento por 72 h con estas cantidades la viabilidad disminuye hasta

un 10 % (Figuras 5 y 6).

En la Figura 7 est4 representada una comparacién de los tres tiempos, se observa
que la estabilizacién es alcanzada a partir de los 4 pl y se observa claramente

que la citotoxicidad es dependiente del tiempo y de la concentracién.

-

Para analizar si esta citotoxicidad involucra el proceso de muerte celular
programada (apoptosis), como ocurre con otros firmacos antineopldsicos se
decidié analizar esta pérdida de viabilidad bajo otros criterios. El primero que
se usé fue la morfologfa del nicleo celular. El examen celular se hizo tifiiendo
los niicleos con bromuro de etidio; utilizando células testigo y células expuestas
al extracto etanélico (4 ul/ml) por 24 h, como se muestra en la Figura 8, pdnel
Ay B, son células testigo que presentan nicleos redondos y de tamafio normal,
varios de ellos se encuentran en mitosis, principalmente metafases y telofases.
En las células con tratamientos se pueden observar nidcleos condensados y
algunos de ellos fragmentados, esta ﬁorfo‘log[a"es tipica de micleos apoptéticos

(Figura S,ﬂpénelcs Cy D).

Bl segundo criterio apoptético fue confirmado por la deteccién de
fragmentacién del DNA in situ con la técnica de TUNEL, este procedimiento se
basa en la habilidad de una transferasa terminal de incorporar nucleétidos
marcados con fluoresceina en el extremo 3' del DNA que se detectan

posteriormente con microscopfa de fluorescencia. (Figura. 9). El tratamiento de
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Figura 8. Niucleos de células: Hela: expuestas' con’ extracto etandlico.
Los paneles A y B  son' células testigo. Los'paneles' C y D' son:
células fratadas” con' extracto (4p/ml)y durante 24 horas. Los

nucleos se tifieron con’ bromuro-de’ etidio.

las® células HeLa dio como resultador un' tefiido positive: de los' nidcleos (Figura 9,

péneles E y F), en las células no tratadas (testigo), se observé que ningiin nicleo

se habfa teftido (Figura 10, panel DJ.

Una vez comprobada la presencia de apoptosis en los cultivos celulares tratados
con los extractos y con el fin de profundizar en el estudio del proceso
apoptético de este modelo, se decidié analizar los niveles de dos protefnas
implicadas en diversos procesos apoptéticos: Bcl-2 y Bax por western blot, como

se muestra en las Figuras 10 y 11.
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Figura 9. Deteccién de la fragmentacion del DNA in situ con la técnica
de TUNEL en células HelLa expuestas a extracto etandlico de
Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica. L.os paneles D
(células testigo), E y F (células con tratamiento) muestran la
técnica de TUNEL. Los paneles A, B y C muestran el
contraste de fases de las células.
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Figura 10. Niveles de expresioén de la proteina Bcl-2 de células HelLa
expuestas a extracto etanélico a una dilucién de 1/100 con
30 ugr.
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Figura 11. Niveles de expresién de la proteina Bax de células Hel.a,
expuestas a extracto etanélico a una dilucion 1/100 con
30 ugr.
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En la Figura 10 se muestra que los nive,'lrcs de la protefna Bcl-2 se mantienen
constantes durante el curso temporal de células HeLa expuestas al extracto. Es
interesante observar que los niveles de la protefna Bax, Figura (11), bajan
. ligeramente, especificamente la protefna Bax de 24 kDa ( beta) si bien hay tin
aumento consideraﬁ)le en la forma épsilon de 15.7 Kda, después del

tratamiento.

ESTA TESIS NO SAL™
DE LA BIBLIOTECA
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Discusion

El extracto etanélico de Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica es citotéxico para la
linea celular HeLa de cdncer cérvicouterino. Esta citotoxicidad fue dependiente de la
“concentracién y del tiempo. Desptlés de la exposicién de células HeLa con el extracto
etandlico las células mostraron nicleos condensados y fragmentados caracterfsticos
del proceso apoptético. También se detecté fragmentacién del DNA en células Hela
tratadas con el extracto etanélico con la técnica de TUNEL. Con estos resultados
podemos concluir que el extracto etanélico de Cupressus lusitanica Mill. var. lusitanica
produce apoptosis in vitro en una linea celular de cdncer cérvicouterino. Este proceso
apoptético también fue dependiente de la familia de protefnas Bcl-2, aunque la
proteina Bcl-2 especificamente no disminuy4, una isoforma de la protefna Bax
aumenté sus niveles proteicos durante la exposicién con el extracto etanélico. Bax
puede dimerizar consigo misma o con Bcl-2 y se ha demostrado que cuando se
sobreexpresa acelera el proceso apoptético posiblemente contrarrestando el papel de
Bcl-2, ya que cuando se sobreexpresa Bel-2 predominan sus homod(meros y la célula
se protege contra apoptosis alternativamente, cuando Bax se sobreexpresa puede
formar dimeros con Bcl-2 y asf inducir el proceso apoptético, por lo tanto la
cantidad de Bcl-2/Bax en una célula es un “switch” que determina si una célula entra

al proceso de muerte o sigue viviendo después de un estfimulo determinado.

" Es'importante sefialar que este trabajo és el inicio de un proyecto que estd diri:gid_o
a estudiar las plantas que de forma empirica se utilizan para el cdncer. Es de gran
importancia como siguiente paso, el aislar la sustancia activa de este extracro, y
determinar si serfa posible utilizarlo como droga antineoplésica y si tendrifa ventajas

a nivel farmacolégico, clinico y econémico sobre otras drogas ya utilizadas en la

actualidad.
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