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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

Bax: Proteina X asociada a Bcl-2

BCA: Acido bicinconinico

BSA: Albimina de suero bovino

DAPI: 4' 6-diamino-2-fenilindol

DMSO: Dimetilsulféxido

E1: Extracto de Equisetum giganteum L. obtenido mediante maceracion con etanol 95%
E2: Extracto de Equisetum giganteum L. obtenido mediante maceracién con etanol 70%
E3: Extracto de Equisetum giganteum L. obtenido mediante maceracién con acetona
E4: Extracto de Equisetum giganteum L. obtenido mediante Soxhlet con dietil éter
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima

FBS: Suero bovino fetal

GFP: Proteina fluorescente verde

IC50: Concentracion inhibitoria media

MEM: Medio minimo esencial

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

PARP-1: Poli ADP ribosa polimerasa, isoforma 1

PBS: Buffer fosfato salino

Ptx: Paclitaxel

Rcf: Fuerza centrifuga relativa

SDS-PAGE: Dodecil sulfato de sodio - Electroforesis en gel de poliacrilamida

Stp: Staurosporina

TBS-T: Buffer Tris salino — Tween

TMB: 3,3°,5,5’-Tetrametilbencidina
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RESUMEN

Recientemente, la fitoterapia esta siendo estudiada como un tratamiento alternativo a
varias enfermedades. Entre ellas, el cancer se ha convertido en un tema principal debido
a su alta mortalidad y resistencia a las terapias actuales. Empezando de la evidencia
empirica y cientifica, el efecto anticancerigeno de Equisetum giganteum L. (Cola de
caballo) en lineas celulares especificas, asi como las rutas metabdlicas involucradas
durante el tratamiento aun tienen que ser aclarados. La apoptosis es uno de los mas
importantes mecanismos de induccion muerte celular de los agentes quimioterapéuticos.
Nuestro objetivo fue determinar la actividad anticancerigena de extractos de cola de
caballo en células HeLa y HepG2, asi como su concentracion inhibitoria media (IC50), y
analizar las proteinas representativas de la via apoptotica como Caspasa 3 (enzima
proteolitica presente en la fase de ejecucion de la apoptosis), PARP-1 (proteina reparadora
de rupturas de cadena simple, la cual es hidrolizada por caspasas), Bcl-2 (marcador
antiapoptético) y Bax (marcador proapoptético). Se determiné la IC50 de los siguientes
sistemas: Extracto etandlico 70% (E2) vs. HeLa (114.98 + 32.32 pg/mL), extracto
acetonico (E3) vs. HeLa (14.14 + 3.72 pg/mL), extracto etéreo (E4) vs. HeLa (108
pg/mL), E3 vs. HepG2 (30.37 + 7.78 pg/mL), Paclitaxel (Ptx) vs. HeLa (4.81 + 0.82 uM)
y Ptx vs. HepG2 (47.51 + 13.16 uM). Los resultados indicaron ademas que la hidrolisis
de PARP-1, la activacion de Caspasa 3 y la reduccion de Bcl-2 son los posibles
mecanismos inducidos por los extractos de la cola de caballo en células HeLa. Mas aln,
podemos relacionar este resultado con posibles mecanismos citotoxicos via apoptosis y
partanatos.

Palabras claves: Equisetum giganteum L., Cola de caballo, extracto, anticancerigeno,
citotoxico, IC50, HelLa, HepG2, apoptosis, partanatos
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ABSTRACT

Recently, phytotherapy is being studied as an alternative treatment to various illnesses.
Among them, cancer has become a main topic due to its high mortality and resistance to
current therapies. Beginning from empirical and scientific evidence, the anticancer effect
of Equisetum giganteum L. (Horsetail) on specific cell lines as well as the involved
pathways during the treatment have yet to be clarified. Apoptosis is one of the most
important cell death induction mechanisms of chemotherapeutic agents. Our objective
was to determine the anticancer activity of horsetail extracts in HeLa and HepG2 cells, as
well as their median inhibitory concentration (IC50), and to analyze representative
proteins of the apoptotic pathway such as Caspase 3 (proteolytic enzyme present in the
execution phase of the apoptosis), PARP-1 (single-strand break repairing protein which
is cleaved by caspases). Bcl-2 (antiapoptotic marker) and Bax (proapoptotic marker). The
IC50 of the following systems was determined: 70% ethanolic extract (E2) vs. HeLa
(114.98 + 32.32 pg/mL), acetonic extract (E3) vs. HelLa (14.14 + 3.72 pug/mL), ethereal
extract (E4) vs. HeLa (108 pg/mL), E3 vs. HepG2 (30.37 + 7.78 ug/mL), Paclitaxel (Ptx)
vs. HeLa (4.81 £ 0.82 uM) and Ptx vs. HepG2 (47.51 £+ 13.16 uM). The results also
indicated that cleavage of PARP-1, activation of Caspase 3 and down-regulation of Bcl-
2 are the possible mechanisms induced by horsetail extracts in HeLa cells. Furthermore,
we can relate this outcome with possible cytotoxic mechanisms via apoptosis and
parthanatos.

Key words: Equisetum giganteum L., Horsetail, extract, anticancer, cytotoxic, 1C50,
HelLa, HepG2, apoptosis, parthanatos
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HIPOTESIS

Dado que existen referencias de medicina tradicional aseverando que Equisetum
giganteum L. posee actividad anticancerigena, es posible que los componentes de su
extracto obtenido por sistemas de solventes: Etanol 96%, Etanol 70%, Acetona o Eter

dietilico, presenten efecto citotoxico en lineas celulares derivadas de cancer.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar el efecto anticancerigeno de los extractos de Equisetum giganteum L."Cola de

caballo"” en modelos de experimentacion in vitro.
Obijetivos especificos

1. Obtener extractos de Equisetum giganteum L. "Cola de caballo" por el método de
extraccion de maceracion (mediante el uso de tres sistemas de solventes) y Soxhlet.

2. Evaluar el efecto inhibitorio de los extractos de Equisetum giganteum L. "Cola de

caballo" sobre lineas celulares de cancer HeLa y HepG2 a través del método MTT.

3. Determinar la concentracion necesaria de los extractos en estudio para producir la

muerte de la mitad de una poblacion de células (1C50) HeLa y HepG2.

4. Incidir en la apoptosis y partanatos como posibles mecanismos por los cuales
Equisetum giganteum L. "Cola de caballo" desencadena muerte celular a través de la

determinacion de las proteinas implicadas en estos procesos.
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1.1. COLA DE CABALLO (Equisetum giganteum L.)
1.1.1. CARACTERISTICAS

Como se ilustra en la figura 1.1, se trata de una planta rizomatosa de raices fasciculadas,
cuyo tallo aéreo puede alcanzar los cinco metros de altura (propio de la especie
giganteum). Este es cilindrico, articulado y de aspecto aspero dado que se encuentra
impregnado de silice en su corteza. Sus ramas tienen una disposicion verticilada
emergiendo de una vaina que rodea la base del entrenudo. Presenta espigas en el apice en
forma de estrébilo. (1]

Figura 1.1. Caracteristicas morfologicas de Equisetum: A) Raiz fasciculada (en

violeta), B) Hojas en verticilo (en azul) y C) Espigas en estrébilo (en rojo). [234]

Es apto para desarrollarse en climas calidos, templados, frios 0 muy frios (entre 8 y 30°C),
a una altura entre 0-3500 m.s.n.m. Requiere una humedad atmosférica de entre 50 y 80%.
(11 Su reproduccion se da a nivel de esporas producidas en el esporangio ubicado en el

interior de las espigas. [°]
1.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA
La clasificacion taxonémica de Equisetum giganteum L. se presenta en la tabla 1.1.

Tabla 1.1. Clasificacion taxonomica de Equisetum giganteum L. Fuente: Anexo 1

Reino Plantae

Division  Equisetophyta
Clase Equisetopsida
Orden Equisetales
Familia Equisetaceae
Género  Equisetum

Especie  Equisetum giganteum L.
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1.1.3. COMPOSICION QUIMICA

Es una planta rica en sales minerales (15-20% de cenizas) destacandose el silicio que
suele corresponder al 5-10% de la planta seca. Contiene ademas acido ascorbico,
esteroles, acidos fenolicos, saponinas y heterdsidos de flavonoides (predominan
galuteolina y equisetrina, cuyas estructuras quimicas se presentan en la figura 1.2). [l

Figura 1.2. Estructura quimica de dos heterosidos de flavonoides de Equisetum
giganteum L. A) Galuteolina. B) Equisetrina.

1.1.4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Posee actividad diurética, 1567 remineralizante, 871 hemostéatica, 671 cicatrizante, [>671
astringente, 57 antimicrobiana, 71 antireumatica, 71 antiedematosa, [1°]

antiinflamatoria 671y anticancerigena. [
1.1.5. EMPLEQOS

Favorece la eliminacion renal de agua y consecuentemente es usado en terapias de
adelgazamiento. [61 Es coadyuvante en el tratamiento de la prostatitis. [} Usada para
regenerar tejidos suele combinarse su uso externo e interno aprovechando el silicio en su

mayor parte. B Por via externa es Gtil en casos de hemorroides. [
1.2. EXTRACTOS VEGETALES

Con el objetivo de conocer el rendimiento de los sistemas usados para la obtencion de los
extractos vegetales, se realizan pruebas gravimétricas cuyo resultado se traduce en el
porcentaje de recuperacion (rendimiento de extraccion). En la figura 1.3 se presentan los
principales métodos extractivos a partir de la droga segun Claudia Kuklinski.
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Figura 1.3. Principales métodos usados en la extraccion de principios activos
vegetales. [

La extraccién mecanica se encarga de obtener los principios activos disueltos en los
fluidos inherentes de la especie vegetal. Por otro lado, en la destilacion se pretende extraer
aquellas sustancias volatiles y a la vez termoestables basandose en la aplicacién de calor
al sistema, transportando el extracto a un nuevo recipiente a través de un condensador.
Por su parte, la extraccion con gases en condiciones supercriticas hace uso de elevadas
condiciones de presion y temperatura y solventes como el CO2 o0 butano (se suele evitar

este Gltimo dado su grado de inflamabilidad). !

La extraccion con disolventes precisa de las caracteristicas de la matriz vegetal (desecada,
fraccionada de tal modo que favorezca el mayor contacto posible con el disolvente),
naturaleza del disolvente (grado de polaridad del mismo, estabilidad del extracto),
temperatura del sistema (el incremento de la misma aumenta la cinética entre las
moléculas y subsecuentemente el rendimiento de extraccion, pero a su vez puede
favorecer la degradacion de ciertos compuestos quimicos termolabiles) y control de la
difusion (paso de las componentes quimicos de una matriz concentrada a un solvente

diluido hasta alcanzar el equilibrio). !

En los sistemas de extraccion discontinua, todo el solvente se encuentra en contacto con
la matriz desde el inicio hasta el final de la extraccién, la difusion es bidireccional y ocurre
hasta darse el equilibrio entre matriz y solvente. En la maceracion, el proceso se da a

temperatura ambiente y dura varios dias. En la digestion, el proceso implica el incremento
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de la temperatura en el sistema. En la infusion, el disolvente se halla a una temperatura
préxima a su punto de ebullicién antes de entrar en contacto con la matriz vegetal, luego
de lo cual el sistema procede a enfriarse a temperatura ambiente. En la decoccion se
somete a ebullicion al sistema conteniendo tanto al solvente como a la planta durante diez

a quince minutos. !

Por su parte, en un sistema de extraccion continua, la difusion es unidireccional pues el
solvente que ya extrajo parte de los componentes del espécimen vegetal se retira del
sistema; por ejemplo, en el caso de la extraccion continua por Soxhlet, el solvente es capaz

de ser reciclado, por lo que entra a tallar el concepto de ciclos de extraccion. [°!
1.2.1. CONCENTRACION DE EXTRACTOS VEGETALES

Los liquidos obtenidos tras la extraccion se concentran utilizando un rotavapor y un
sistema de vacio que facilite la volatilizacion del solvente sin necesidad de incrementar
la temperatura del sistema a mas de 40°C para prevenir una probable alteracion de

principios activos. [°]

La bomba Venturi es un sistema generador de vacio fundamentado en el incremento de
la presidn de un fluido (agua a chorro) cuando atraviesa un conducto de menor radio. Esta
presion es compensada con succién de aire a través de un tubo perpendicular al flujo del

agua.

La principal ventaja de la bomba Venturi reside en la inocuidad de los solventes extraidos
hacia el sistema de vacio, dado que cualquier traza de los mismos que no haya sido
condensada por el sistema refrigerante seria arrastrada hacia el drenaje de la bomba.

La principal desventaja de la bomba Venturi recae en el grado de presion ejercida, con el
cual, al acoplarse a un rotavapor, Gnicamente se pueden obtener extractos fluidos. Estos

tienen consistencia viscosa y suelen ser poco estables al aire y a la luz. I°]

Para obtener extractos blandos (semisélidos) o secos, se sugiere una mayor presion en el
sistema de vacio, lo cual puede lograrse con bombas de vacio cuyos motores estan
disefiados para desplazar exclusivamente gases. Con el fin de evitar el deterioro de la
bomba con trazas de solventes durante la rotaevaporacion, se utiliza un sistema
refrigerante a temperaturas considerablemente bajas como la mezcla endotérmica
compuesta por hielo seco y etanol.
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1.3. CANCER

Segun la OMS, el cancer representa a una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. Son multiples los factores de riesgo que conllevan a este padecimiento,
incluyendo el tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo, exposicion a radiacion ionizante y
ultravioleta. Su tratamiento puede resultar exitoso mientras haya una deteccién oportuna
de la enfermedad mediante técnicas de cribado “screening”, posterior a las cuales se
aplican regimenes terapéuticos estandarizados que incluyen radioterapia, quimioterapia y

cirugia. (@
1.3.1. CANCER DE HIGADO

La Sociedad Americana de Cancer presentd datos estadisticos sobre la mortalidad del
cancer de higado, resaltandose que mas de 600 000 personas al afio mueren a causa de tal

enfermedad. [

El hepatocarcinoma es el subtipo més frecuente de cancer primario de higado, seguido
del cancer del conducto biliar (colangiocarcinoma intrahepatico). [°!

1.3.2. CANCER DE CUELLO UTERINO

De acuerdo a la OMS, el cancer de cérvix es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en
mujeres, el cual ocasioné alrededor de 200 000 casos de fallecimiento el afio 2015. La

causa mas frecuente es el virus del papiloma humano (VPH). 29
1.4. CULTIVOS CELULARES

Esta metodologia es aplicada para estudios in vitro, en la cual las células son aisladas del
portador de cancer y son purificadas. Requieren de condiciones especificas para su
desarrollo tales como temperatura, humedad, y saturacion de CO2. Mediante cultivos de
células derivadas de cancer se puede evaluar su comportamiento frente a diversos
tratamientos, haciendo uso de marcadores especificos para tales efectos. El presente
estudio utiliza cultivos celulares secundarios al derivar de células criopreservadas del

portador para su distribucién por la compafia ATCC.
1.4.1. LINEA CELULAR HelLa

Proviene de Henrietta Lacks, quien padecia de un agresivo adenocarcinoma de cérvix. Se

utilizé la técnica “roller-tube” para el aislamiento de sus células a partir de biopsias. Su
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robusto desarrollo en cultivo celular significé para HelLa ser la primera linea celular

humana de cancer inmortalizada en tejido celular. 1]
1.4.2. LINEA CELULAR HepG2

Su origen reside en un varon de quince afios con hepatocarcinoma bien diferenciado, cuyo

tejido hepatico fue aislado y purificado para extraccion de células epiteliales. [
1.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

El método MTT es util para determinar la viabilidad celular en cultivos celulares e
indirectamente medir el efecto anticancerigeno (ecuacion 1.1) de un producto en
investigacion. Se fundamenta en la reduccion del reactivo conteniendo tetrazolio al
producto denominado formazan (figura 1.4), un cromdgeno que absorbe luz a A = 540nm
y es capaz de ser cuantificado espectrofotométricamente. La reaccién es catalizada por
las coenzimas NADH+H" y NADPH mitocondriales cuando estas estructuras celulares se

encuentran funcionales, es decir, cuando las células son viables. [

% Efecto anticancerigeno = 100 — % Viabilidad celular

Ecuacion 1.1. Calculo del efecto anticancerigeno por el método MTT

R 1]
S T M
M
| \> h o \> .
N Nz
R/’ﬂ? ] R/'- M
Tetrazolio Formazan

Figura 1.4. Produccién del cromé6geno formazan a partir de MTT

1.6. DETERMINACION DE LA IC50

El calculo de la concentracion inhibitoria media (IC50) de los extractos vegetales puede
realizarse indirectamente determinando la viabilidad celular a través del método MTT,
abarcando varios puntos de concentracion del objeto en estudio y comparando el efecto
inhibitorio sobre el desarrollo celular a través de un modelo matematico de regresion
logistica de cuatro parametros (4PL), representando en la ecuacion 1.2 y en la figura 1.5.

a—>b
+ 14+ 10d(Log c—Log x)

y=b

Ecuacion 1.2. Modelo matematico 4PL utilizado para el calculo de la IC50. Donde:

[TPXIR TP

a”: Limite superior, “b”: Limite inferior, “c”: IC50 y “d”: Pendiente de la colina.
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Figura 1.5. Representacion del modelo 4PL utilizado para el calculo de la IC50. Donde:

[TPEEN 9,

a”: Limite superior, “b”: Limite inferior, “c”: IC50 y “d”: Pendiente de la colina.

El valor de IC50 de cada extracto es de utilidad para realizar posteriores ensayos sobre su
mecanismo de accion como agente anticancerigeno o citotoxico, pues esta concentracion

resulta ideal para medir niveles de marcadores moleculares como proteinas y genes.

1.7. MECANISMOS DE CITOTOXICIDAD
1.7.1. APOPTOSIS

Representa a uno de los posibles mecanismos de citotoxicidad. A diferencia de la
necrosis, la apoptosis es un proceso de muerte celular programada, mediada por la cascada
de caspasas (cistein-aspartato-proteasas) en tres fases definidas como activacion
(estimulo apoptotico), propagacion (a través de dos vias: intrinseca y extrinseca) y

ejecucion (mediante las caspasas efectoras), presentadas en la figura 1.6. (4

Via extrinseca Via intrinseca

o Ligandos =
Receptores /7, //O de muerte

de muerte Estimulo de muerte

L Activacion

. Propagacion

C“"%:’\’Mim

(Caspasas eft ) drial . .
E g j — Ejecucion

Figura 1.6. Vias y fases de la apoptosis [*°]
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1.7.1.1. ACTIVIDAD DE CASPASAS3Y 7

La funcion proteésica de las caspasas efectoras puede medirse afiadiéndoles un sustrato
capaz de degradarse en un producto cromdgeno cuantificable por un método de analisis

instrumental como la espectrofotometria.

Quimicamente, una sustancia proteasica hidroliza los enlaces peptidicos (amida) de una
proteina por adicion de una molécula de agua, liberando dos compuestos aislados: una
amina y un &cido carboxilico. Las caspasas en especial tienen la cualidad de hidrolizar
péptidos posteriores a residuos de aspartato (Asp, D). 141]

El reactivo DEVD-pNA consiste en un péptido de cuatro aminoacidos unido por un
residuo de aspartato al cromoforo p-nitroanilina. Al mezclar dicho reactivo con células
en proceso de apoptosis, se liberara el grupo croméforo a ser medido
espectrofotométricamente. Es de consideracion que las caspasas efectoras se agotan con
prontitud luego del inicio de la apoptosis, por lo que deben medirse a intervalos de tiempo

prudentes luego de iniciado el tratamiento. [16]
1.7.1.2. BCL-2

Como se ilustra en la figura 1.6, corresponde a una enzima inhibidora de la via intrinseca
de la apoptosis debido a que impide la liberacion del citocromo C de la mitocondria. 1%
Su determinacion es dable a través de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
(ELISA).

1.7.1.3. BAX

Es una enzima activadora de la via intrinseca de la apoptosis como se observa en la figura
1.6, ya que facilita la salida del citocromo C desde la mitocondria hacia el citoplasma. Su

medicion resulta viable de ejecutarse por medio de un ensayo Western blot.
1.7.2. PARTANATOS

Es uno de los mecanismos de muerte celular programada, mediado la degradacién de
PARP-1 71 una proteina encargada de la reparacion de ADN dafiado a través de un
sistema de dedos de zinc (Figura 1.7). (8 A pesar de no presentar relacion directa con la
apoptosis, se ha reportado que la caspasa 3 puede inducir la hidrélisis de PARP-1. [1920]
Al evitar la reparacién del ADN de las células, aquellas sustancias inhibidoras de PARP-

1 representan potenciales agentes anticancerigenos. [
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REPOSITORIO DE

Al tratarse de una proteina cuya funcién es procesada en el nucleo celular, la
inmunocitoquimica (ICC) ofrece la posibilidad de analizar morfoldgicamente a la
proteina PARP-1 y su disposicion intranuclear y extranuclear al contrastarse con un

marcador nuclear como DAPI y realizar un andlisis por microscopia de fluorescencia. 2%

El mecanismo de accién de DAPI consiste en intercalarse entre los pares de bases
adenina-timina del ADN, por lo que, al tratarse de una molécula fluorescente (figuras 1.8
y 1.9), DAPI puede resaltar al nucleo celular si recibe luz a una longitud de onda
equivalente a su longitud de onda de excitacion. Adicionalmente se considera a DAPI
como un marcador de apoptosis ya que puede evidenciar la condensacion de la cromatina

(conformacion espacial del ADN).

Figura 1.7. Estructura de un dedo de zinc. (A) Estéreo fotografia. (B) Estéreo diagrama [%°!
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Figura 1.8. Estructura quimica de DAPI [24
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Figura 1.9. Perfil de fluorescencia de DAPI, resaltando al espectro de longitud de onda de

excitacion (azul) y emision (rojo) 5
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MATERIALES Y METODOS
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2.1. MATERIALES
2.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

o Células de cancer de cuello uterino humano HeLa (ATCC)

o Células de cancer de higado humano HepG2 (ATCC)

o Anticuerpo primario ab32064: Anticuerpo monoclonal de conejo contra PARP-1
hidrolizado

o Anticuerpo primario ab32138: Anticuerpo monoclonal de conejo contra PARP-1

o Anticuerpo primario ab32503: Anticuerpo monoclonal de conejo contra Bax

o Anticuerpo secundario ab97051: Anticuerpo policlonal de cabra contra IgG de
conejo (HRP)

o Anticuerpo secundario ab150077: Anticuerpo policlonal de cabra contra 1gG de
conejo (Alexa Fluor® 488)

o Anticuerpo anti f-actina ab49900: Anticuerpo monoclonal de ratén contra p-actina
(HRP)

2.1.2. MEDIOS DE CULTIVO
o Minimum Essential Medium MEM Alpha 1X (Gibco ® by Life Technologies™)
2.1.3. MATERIAL DE VIDRIO

o Frascos @mbar

o Balones esmerilados
o Matraz

o Probeta

o Pipeta volumétrica

o Sistema refrigerante o condensador
2.1.4. MATERIAL DE LABORATORIO

o Micropipetas P1000, P200, P10 y P2.5 (Eppendorf research plus)

o Micropipeta multicanal P200 (VWR)

o Tips P1000, P200 y P10 (VWR)

o Pipetas serologicas de 25mL, 10mL, 5mL, 2mL y 1ImL (VWR)

o Pistola volumétrica (Brand accu-jet® pro)

o Recipientes para pipetas multicanal

o Tubos de centrifuga de S0mL y 15mL (Tornado Tubes MIDSCI™)
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o Tubos de microcentrifuga de 1.7mL (MIDSCI™)

o Frascos de cultivo de 25cm?, 75cm? y 175¢cm? (Greiner)
o Guantes de nitrilo (VWR)

o Toallas de papel livianas (VWR)

o Placas de cultivo de 6, 12 y 96 pocillos (Falcon®)

o Rascador de células S (TPP®)

o Cubeta

o Hielo

o Termémetro (Traceable®)

o Papel filtro (Thermo Fisher Scientific)

o Membrana de nitrocelulosa de 0.2um de didmetro de poro (BioRad)
o Paleta (Invitrogen™)

o Rodillo

o Pinza

o Llave

o Pipeta Pasteur

o Contenedor rectangular de plastico

o Tips P200 para carga en gel (VWR)

o L&minas cubreobjetos (BRL)

o Papel parafilm “M” (American National Can™)

o Papel para lentes (VWR)
2.1.5. EQUIPOS DE LABORATORIO

o Extractor Soxhlet

o Rotavapor (Buchi)

o Bomba Venturi

o Bomba de vacio

o Micro agitador de placas que incuba/enfria (VWR)

o Espectrofotometro plate reader y Software Gen 5™ version 2.05 (Biotek Synergy
HT)

o Microscopio 6ptico invertido (Olympus Ckx31)

o Cabina de flujo laminar (ESCO clase Il tipo A2)

o Estufa de cultivo (VWR Symphony™)

o Cellometer® slides, AutoT4 contador y Software (Nexcelom Bioscience)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

o Centrifuga (Clay Adams™ Dynac® III)

o Bafio termostatico (Thermo Fisher Scientific)

o Cémara de electroforesis, fuente de poder (BioRad PowerPac™)

o Camara de electrotransferencia (BioRad Trans-Blot ® Turbo™)

o Scanner y Software Image Studio Digits Ver. 5.2. (Li-Cor C-Digit)
o Vortex (Thermo Fisher Scientific)

o Plataforma de agitacion (VWR)

o Lab-Tek® II Chamber Slide™ con cubierta

o Microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600)

o Lampara de mercurio (Nikon intensilight C-HGFIE)

o Lampara de luz (Nikon Digital Sight DS-U3)

o Controlador de la ldmpara de mercurio (Nikon C-HGFIE HG controller)
o Software NIS-Elements BR 3.2

o Camara fotografica (Nikon DSQi1Mc)

2.1.6. REACTIVOS

o Etanol 95%

o Acetona

o Eter etilico

o Agua destilada

o Albumina de suero bovino BSA (Boston BioProducts)

o Pierce ® BCA reactivo de ensayo de proteinas A (Thermo Fisher Scientific)
o Pierce ® BCA reactivo de ensayo de proteinas B (Thermo Fisher Scientific)
o Buffer fosfato salino PBS 20X (Boston BioProducts)

o Suero bovino fetal FBS (ATCC)

o Penicilina/Estreptomicina (Gibco ® by Life Technologies™)

o PBS pH 7.2 1X (Gibco ® by Life Technologies™)

o Tripsina-EDTA 0.05% 1X (Gibco ® by Life Technologies™)

o Alcohol etilico absoluto (Pharmaco-Aaper)

o Azul de tripan 0.4% (Sigma-Aldrich)

o Buffer de lisis M-PER ® (Thermo Fisher Scientific)

o Coctel de inhibidores de Proteasas & Fosfatasas Halt™ (Thermo Fisher Scientific)
o Solucion de EDTA 0.5M 100X (Thermo Fisher Scientific)

o Buffer SDS-Sample 4X reductor (Boston BioProducts)
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o Geles de poliacrilamida 7.5% (BioRad Mini-PROTEAN® TGX Stain Free™)

o Marcador de peso molecular de proteinas pretefiido (PageRuler™, Thermo Fisher
Scientific)

o Buffer de electroforesis Tris-Glicina-SDS 10X (Thermo Fisher Scientific)

o Buffer de transferencia 1-Step™

o Colorante rojo Ponceau

o Leche en polvo sin grasa (Boston BioProducts)

o Buffer TBS Tween®-20 20X (Thermo Fisher Scientific)

o Solucién de peroxido de hidrogeno (SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo Fisher
Scientific)

o Solucién de luminol/catalizador (SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo Fisher
Scientific)

o Metanol

o MTT (Life Technologies VV13154)

o DMSO > 99.5% GC (Sigma-Aldrich)

o Paclitaxel 6mg/mL (Hospira)

o Glicina (American Bioanalytical)

o Suero de cabra (Abcam ab7481)

o Paraformaldehido (Sigma-Aldrich)

o Triton® X-100 (Sigma-Aldrich)

o Mounting media conteniendo DAPI

o Esmalte de uiias

o Limpiador de lentes Opticos (Foxvest)

o Aceite de inmersion (Hardy diagnostics)

o Kit ELISA para Bcl-2 (Abcam ab202411)

o Kit colorimétrico para Caspasa 3 (BioVision K-106)

o Staurosporina (Abcam ab120056)
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2.2. METODOS
2.2.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS
2.2.1.1. RECOLECCION DEL ESPECIMEN VEGETAL

Se obtuvieron especimenes aleatorios de Equisetum giganteum L. en la region de Sogay.
La muestra fue llevada al departamento de Biologia de la Universidad Nacional de San
Agustin de Arequipa para constar mediante observaciones boténicas acerca de la
veracidad del espécimen recolectado. Se conservaron las partes aéreas para su posterior
secado a temperatura ambiente y seguidamente fueron cortadas y pulverizadas en una

licuadora doméstica.
2.2.1.2. EXTRACCION POR MACERACION (E1, E2 Y E3)

Se someti6 matriz vegetal a contacto directo con un solvente (etanol 95%, etanol 70% y
acetona para E1, E2 y E3, respectivamente) en frascos de vidrio ambar cerrados durante
dos semanas. Las mezclas fueron filtradas y conservadas a 4°C hasta su posterior

concentracion.
2.2.1.3. EXTRACCION POR SOXHLET (E4)

Se someti6 matriz vegetal a contacto con éter etilico a través de un dedal filtrante durante
dos horas. El extracto obtenido se recolectd en un frasco de vidrio ambar, conservandose
a 4°C hasta su subsecuente concentracion.

2.2.1.4. CONCENTRACION

Los extractos fueron sometidos a rotavapor considerando un Bafio Maria, un sistema de
vacio generado por una bomba Venturi, un sistema de condensacion generado por agua
en contacto con hielo y un tiempo de concentracion total no menor a 45 minutos por

extracto.

Los extractos concentrados fueron sometidos a un sistema de vacio asistido por una
bomba motorizada capaz de desplazar gases, un sistema refrigerante compuesto de una
mezcla endotérmica de hielo seco y etanol, ademas de un Bafio Maria. Los extractos secos
fueron conservados en tubos de microcentrifuga para su transporte a las instalaciones de
la universidad Massachusetts College of Pharmacy and Health Sciences (MCPHS).
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2.2.1.5. RECONSTITUCION

Se reconstituyeron los extractos secos con DMSO. Las mezclas fueron sometidas a vortex
hasta su total disolucion. De darse el caso de quedar particulas remanentes, se agrego

volUimenes adicionales de DMSO consecutivas veces hasta disolucion completa.
2.2.2. CULTIVO CELULAR
2.2.2.1. MEDIOS DE CULTIVO

Se prepar6 medio completo mezclando 500mL de MEM Alfa 1X con 5mL de
Penicilina/Estreptomicina y 50mL de suero bovino fetal (10% FBS).

Se prepar6 medio bajo en suero mezclando 500mL de MEM Alfa 1X con 5mL de

Penicilina/Estreptomicina y 5mL de suero bovino fetal (1% FBS).

Se preparé medio libre de suero mezclando 500mL de MEM Alfa 1X con 5mL de
Penicilina/Estreptomicina (Sin FBS).

2.2.2.2. DESCONGELAMIENTO

Se removid el criovial con células del contenedor de nitrogeno liquido y se llevé a bafio
termostéatico de 37°C. Se resuspendieron las células hasta quedar una minima particula de
hielo. El sistema fue llevado a una cabina de flujo laminar previamente esterilizada con
luz UV y etanol al 70%. Se transfirio un volumen del frasco a un tubo de microcentrifuga
y se afladié medio completo acondicionado a 37°C. Se procedio a centrifugar a 2000
revoluciones por minuto (rpm) por 5 minutos. Se decanto el sobrenadante y el precipitado
de células se resuspendié en medio completo. Se transfirié a un frasco de cultivo, se
afiadi6 mas medio completo al frasco y se incub6 en una estufa de cultivo a 37°C, 5%
CO2 y 95% de humedad.

2.2.2.3. PASAJE DE CELULAS ADHERENTES (SUBCULTIVO CELULAR)

Cada vez que el frasco de cultivo se saturd de células (al observar el frasco bajo el
microscopio optico invertido a un aumento de 10X se detectdé una confluencia celular
mayor al 80%), se decant6 el medio de cultivo, se lavé dos veces con 5mL de PBS a 37°C.
Se afiadié un volumen de tripsina a 37°C dependiendo del tamafio del frasco de cultivo
(3mL para frasco de 25cm?, 6mL para frasco de 75cm? o0 12mL para frasco de 175cm?).
Se incubd por 5 a 10 minutos hasta que las células se hayan despegado del frasco en su
totalidad. Se afiadi6 el doble de medio libre de suero que el volumen de tripsina usado
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con el objetivo de neutralizar su actividad proteasica. Se transfirié la mezcla a un tubo de
centrifuga de 50mL y se centrifugd a 1000rpm por 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante
y se reconstituyo el precipitado de células con 1mL de medio completo, se resuspendid
al menos 25 veces con un tip P1000. Se agregd 3mL mas de medio completo, se
resuspendio y se procedid a ejecutar ensayos con la suspension de células, conservando
adicionalmente una fraccion de la misma en un nuevo frasco de cultivo debidamente
rotulado (especificando el tipo de linea celular, el nimero de pasaje desde su

descongelamiento, la fecha del ultimo pasaje y el nombre del analista).
2.2.2.4. CONCENTRACION Y VIABILIDAD CELULAR (AZUL DE TRIPAN)

En un tubo de microcentrifuga se mezcld 50uL de azul de tripdn con 50uL de suspension
de células obtenidas a partir de un pasaje de células (2.2.2.3). Se homogenizé y se
transfiridé 20pL a cada lado de una camara Cellometer, se insertd la lamina en el contador
de celulas, se enfoco la imagen mediante la opcion “Display image” del Software
Nexcelom, se coloco “2” como factor de dilucion y se selecciond “Count”. Se repitio el
proceso cambiando de lado a la ld&mina y se obtuvo un promedio de ambas lecturas de

concentracion y viabilidad celular. Para futuras diluciones se considero la ecuacién 2.1.
V X Gaal X 08

Ecuacion 2.1. Dilucion a partir de una suspension de células, donde V es el volumen a
tomar de suspension de células, C es el promedio de las lecturas de la concentracion de
células vivas, V’ es el volumen a preparar de dilucion (considerando el volumen de
trabajo de cada tipo de pocillo por el nimero de ensayos mas un ligero exceso) y C’ es
la concentracion de células requeridas el andlisis (independiente por cada tipo de

ensayo).
2.2.3. EFECTO ANTICANCERIGENO (MTT)

Se obtuvo una suspension de células (2.2.2.3) y se determind su concentracién por el
método azul de tripan (2.2.2.4). Se prepar6 un volumen suficiente de dilucién a 50000
cél/mL en medio completo. Con una micropipeta P200 multicanal se transfirié 200uL por
pocillo en una placa de cultivo de 96 pocillos (10000 cél/pocillo) considerando al menos
ocho repeticiones por condicidn experimental. Se incubd la placa a 37°C y 5% CO>
durante 20 horas. Se removieron los 200uL de los pocillos y se adaptaron las células a
estrés con medio bajo en suero por 4 horas. Se diluyeron los extractos en medio bajo en

suero aplicando la ecuacion 2.2.
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Ecuacion 2.2. Méaxima concentracion posible de los extractos para ser usados como
tratamiento, considerando como limite al DMSO < 0.5% para evitar interferencias en

los resultados.

Se agreg6 200uL de extracto diluido por pocillo y se incubd la placa a 37°C y 5% CO>
durante 24 horas. Se prepar6 MTT 12mM diluido mediante las formulas 2.1y 2.2:

MTT 12mM: 5mg MTT + 1mL PBS
Formula 2.1. Reconstitucion de reactivo MTT (Life Technologies V13154).

Reactivo MTT:(100 x (n + 10)) uL LSM + (10 x (n + 10)) uL MTT 12mM

Formula 2.2. Preparacion de reactivo MTT en tubo de centrifuga de 50mL donde “n”

representa al nimero total de pocillos usados en el ensayo.

Se removieron los 200uL de los pocillos, se vertio reactivo MTT en un recipiente
apropiado para micropipetas multicanal y se transfirio 110pL/pocillo. Se incubd la placa
por 4 horas. Se retir6 90uL de cada pocillo y se agregé 50uL de DMSO/pocillo
(solubilizacion del formazan). Se incub6 en un agitador de placas a 37°C por 10 minutos
y se leyd la absorbancia en un espectrofotometro micro plate reader a A=540nm y se

exportaron los datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior analisis estadistico.
2.2.4. DETERMINACION DE LA IC50 (MTT)

Posterior al analisis del efecto sobre la viabilidad celular de los extractos de Equisetum
giganteum L. a su maxima concentracion posible concluyéndose en un potencial
citotdxico, se repitio el ensayo MTT con menores concentraciones de los extractos,
abarcando los siguientes ocho puntos de concentracion preparados con medio bajo en
suero mediante diluciones seriadas: 100/30/10/3/1/0.3/0.1/0.03 pg/mL, cada uno con sus
respectivas replicas. Se hizo uso de un recipiente para micropipetas multicanal con
casillas aisladas para optimizar los resultados. Se exportaron los resultados de
absorbancia a A=540nm a Microsoft Excel 2013 para su posterior analisis estadistico.
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2.2.5. LISIS CELULAR

Luego de cultivar células hasta su adhesion en placas de cultivo de 6 pocillos, adaptarlas
y tratarlas con los extractos, se lavo dos veces con PBS frio (4°C). Fuera de la cabina de
bioseguridad y trabajando sobre una cubeta de hielo, se agreg6 300uL de reactivo de lisis
celular por pocillo. Se dejé en reposo por 5 minutos. Se raspo el fondo de cada pocillo
con un rascador de células, inclinando la placa ligeramente a un lado, y dirigiendo el
contenido del raspado a dicho lado (al cambiar de pocillo solo es necesario enjuagar el
rascador de céelulas en un tubo con PBS). Raspar al menos 30 segundos en cada pocillo.
Con una micropipeta P1000 se transfirio el contenido de cada pocillo a tubos de
microcentrifuga rotulados. Se centrifugd a 4°C (la velocidad y tiempo de centrifugacion
dependen del reactivo de lisis), para precipitar los restos celulares. Se transfirio el
sobrenadante de cada tubo a nuevos tubos de microcentrifuga rotulados (usando una

micropipeta P200). Se conservaron los lisados celulares a -80°C.
2.2.6. CUANTIFICACION DE PROTEINAS EN LISADOS CELULARES (BCA)

Resulto crucial preparar una curva de calibracion simultdneamente junto al analisis de un
grupo de muestras de lisados celulares (2.2.5). Para tales efectos se prepard una solucién
stock pesando 20mg de BSA, disolviéndolos en 10mL de PBS (2000 pg/mL de
albumina). Se preparé 5 estandares y un blanco trabajando sobre una cubeta con hielo la
preparacion de diluciones seriadas.

Se preparo reactivo de trabajo mezclando en un tubo de centrifuga 20mL de reactivo A
(&cido bicinconinico) con 400uL de reactivo B (sulfato cuprico al 4%). Se vertid la
mezcla en un recipiente para micropipeta multicanal. En un plato de cultivo de 96 pocillos
se agreg6 10pL de estandar/muestra en cada pocillo por triplicado y con una micropipeta
P200 multicanal se agreg6 200pL de reactivo de trabajo por pocillo en el menor tiempo
posible. Se llevo la placa a un agitador de placas a 37°C por 20 a 25 minutos. Se leyo la
absorbancia en un espectrofotometro plate reader a A=562nm y se exportaron los datos

obtenidos a Microsoft Excel 2013 para su posterior andlisis.
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2.2.7. PROTEINAS ESPECIFICAS EN LISADOS CELULARES (WESTERN BLOT)

Se cuantificaron las proteinas totales de las muestras de interés por el método BCA (2.2.6)

y se normalizo el nivel proteico de las mismas mediante la ecuacion 2.3:
V x uyg/mL = 40pL x 500pg/mL

Ecuacion 2.3. Normalizacién del nivel de proteinas totales en un grupo de muestras
donde “V” es el volumen de muestra a tomar para la dilucion, “pg/mL” es la
concentracion de la muestra calculada por el método BCA, “40uL” es el optimo
volumen de dilucion para su posterior carga en la camara de electroforesis y
“500ng/mL” es la concentracion Optima de proteinas totales para un anélisis por Western

blot.

Se prepard la dilucién calculada en el paso anterior en tubos de microcentrifuga con los

volumenes presentados en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Dilucién de las muestras a ser cargadas en la camara de electroforesis.
Muestra SDS-4x PBS
“V” L 10 puL (30 —“V”) uL

Se llevo la mezcla de los tres componentes al fondo de cada tubo mediante centrifugacion
a 15000rpm por 2 minutos. Se desnaturalizaron las proteinas llevando las muestras a una
hornilla a 95°C por 5 minutos.

Se ejecutd una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) preparando 500mL de
buffer de corrida 1x a partir de buffer 10x con agua destilada. Se colocé un gel de
poliacrilamida 7.5% en la cdmara de electroforesis, llenandola con buffer de corrida. Se
cargo 40uL de cada muestra diluida en un pozo del gel, y 5uL de marcador de peso
molecular (Ladder) en otro pozo. Se conectd el sistema a la fuente de poder y se ejecutd
la corrida a 125V por 50 minutos, 3A y 300W.

A continuacion se ejecutd una electrotransferencia, para lo cual, faltando 10 minutos para
el término de la electroforesis, se cortd dos moldes de papel filtro y una membrana de
nitrocelulosa de 0.2um de diametro de poro. Se sumergieron los tres aditamentos en
buffer de transferencia 1x, se limpid el casete de electrotransferencia con etanol al 70%.
Culminada la electroforesis se retird el gel de la camara y de su empaque de plastico con
una espatula. Este fue cortado al minimo volumen posible con una espéatula, asegurandose
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de incluir toda la region de migracién de proteinas y una presentacion lo mas rectangular
posible. Se prepard el arreglo experimental séndwich colocando de abajo a arriba los
siguientes elementos en el orden descrito: Anodo, papel filtro, membrana de nitrocelulosa
(habiendo retirado sus cubiertas con una pinza), gel de electrotransferencia
(manteniéndolo humedo el mayor tiempo posible para optimizar la técnica), papel filtro
y céatodo. Durante la preparacion del sandwich se eliminaron las burbujas usando un
rodillo y se agregd 3mL de buffer de transferencia a la base del anodo. Se colocd el
sandwich en la camara de electrotransferencia, esta fue sellada y llevada al equipo para
luego programar una transferencia a 1.3A y 25V durante 7 minutos. Al término se retird
la membrana del sandwich y esta fue colocada en un contenedor rectangular. La
membrana fue lavada con PBS y se llevé a agitacion por 3 minutos.

Se determiné cualitativamente las proteinas afiadiendo al contenedor 6mL de colorante
rojo Ponceau, se llevo a agitacion por 5 minutos y se buscaron manchas a modo de bandas
en los carriles de las muestras. Se recuperd el colorante y se lavé dos veces con PBS por

3 minutos cada lavado.

Se bloque6 la membrana para reducir la union inespecifica anticuerpo-membrana
afiadiendo 12mL de leche en polvo al 5% en TBS-T y agitando durante al menos una

hora.

Se determinaron cuantitativamente las proteinas de interés por quimioluminiscencia. Se
decanto la leche y, sin lavar la membrana, se agregdé 7mL de anticuerpo primario diluido
en leche 5%. Se llevd a agitacion a 4°C durante al menos 10 horas. Se decantd el
anticuerpo primario y se lavo tres veces con TBS-T agitando durante 5 minutos cada una.
Se agregd 7mL de anticuerpo secundario marcado con enzima peroxidasa y diluido en
leche 5%. Se llevo a agitacion por una hora. Se decanto el anticuerpo secundario, se lavd
tres veces con TBS-T agitando durante 5 minutos cada una. Se afiadié 6mL de sustrato
H>O2 y revelador luminol (1:1) al contenedor y se agito por 5 minutos. Con una pinza se
transfirié la membrana al scanner de Wb boca abajo, se eliminaron las burbujas con un
rodillo y se dio inicio a la lectura, guardando los resultados en el Software Image Studio
Ver. 5.2.

Se realiz6 un control de carga (B-actina). Se devolvié la membrana al contenedor, se lavd
dos veces con TBS-T agitando por 2 minutos cada una. Se afiadié 7mL de anticuerpo anti-
B-actina diluido en leche al 5%, llevando a agitacion durante una hora. Se decanto el

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

anticuerpo y se lavd la membrana tres veces con TBS-T agitando por 5 minutos cada una.
Se afiadio 6mL de sustrato H2O> y revelador luminol (1:1) al contenedor y se agit6 por 5
minutos. Con una pinza se transfirid la membrana al scanner de Wb boca abajo, se
eliminaron las burbujas con un rodillo y se dio inicio a la lectura, guardando los resultados

en el Software Image Studio Ver. 5.2.

Se calcularon las areas de las bandas obtenidas y se exportaron los datos a Microsoft
Excel 2013 para su posterior andlisis estadistico. Se presenta un esquema resumen del

revelado de proteinas por quimioluminiscencia en la figura 2.1.

H202 Lumino! =\

" — Conjugado (Horse Radish Peroxidase) 0: Sefial
{Luminiscencia)

— Anticuerpo secundario

/)&—b Anticuerpo primario

o — Antigeno (proteina)
(caseina) “ <— Membrana de nitrocelulosa

Figura 2.1. Esquema del revelado de proteinas por quimioluminiscencia

2.2.8. DETERMINACION DE LA HIDROLISIS DE PARP-1

Se obtuvo una suspension de células (2.2.2.3) y se determind su concentracion por el
método azul de tripan (2.2.2.4). Se preparé una dilucion a 375000 cél/mL con medio
completo. Se sembro 2mL/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos (750000 cel/pocillo).

‘6 29

Se homogeniz6 agitando la placa en forma de al menos 10 veces. Se incubo a 37°C
y 5% CO; por 20 horas. Se removieron los 2mL y se adaptaron las células con 2mL de
medio bajo en suero por 4 horas. Se removio el medio libre en suero y se afiadieron los
extractos diluidos en medio bajo en suero a una concentracién equivalente a su IC50,
considerando un control negativo (medio bajo en suero) y un control positivo (Paclitaxel
100nM) 26271 Se incub6 la placa por 24 horas. Se lisaron las células (2.2.5) usando el
reactivo M-PER (consiste en un reactivo de extraccion de proteinas a base de mamifero,
un cactel de inhibidores de proteasas y EDTA 100x en proporciones 100:1:1). Luego de
transferir los 300uL a tubos de microcentrifuga, se centrifugd a 14000 rcf por 10 minutos

a 4°C. Al término de la lisis celular se cuantificaron las proteinas totales por el método
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BCA (2.2.6), se normalizé el nivel de proteinas totales de muestras y controles a
500pg/mL. Se ejecutd una SDS-PAGE vy posteriormente un Western blot (2.2.7),
considerando como anticuerpo primario a ab32064 (Rabbit mAb to cleaved PARP
1:10000, peso molecular de 25 kDa) y como anticuerpo secundario a ab97051 (Goat pAb
to Rabbit 1gG (HRP) 1:2000). El control de carga fue ab49900 (Mouse mAb to B-actin
(HRP) 1:10000, peso molecular de 42 kDa). Se calcularon las areas de las bandas
obtenidas y se exportaron los datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior analisis

estadistico.
2.2.9. DISPOSICION EXTRANUCLEAR DE PARP-1 (INMUNOCITOQUIMICA)

Se obtuvo una suspension de células (2.2.2.3) y se determind su concentracion por el
método azul de tripan (2.2.2.4). Se prepar6 una dilucion a 25000 cél/mL con medio
completo. Se sembré 400uL/pocillo en Nunc-slide chambers (10000 cél/pocillo), se
incubd hasta alcanzar un 50-60% de confluencia. Se adaptaron las células con 400uL de
medio bajo en suero por 4 horas. Se agregaron los extractos diluidos en medio bajo en
suero a una concentracion equivalente a su IC50, considerando un control negativo
(medio bajo en suero) y un control positivo (Paclitaxel — IC50). Se incubd durante 24

horas. Se lavé dos veces con PBS frio (agitando durante 5 minutos por cada lavado).

Se fijaron las células con 100uL de paraformaldehido 4% en PBS durante 15 minutos. Se
lavé tres veces con PBS frio (agitando durante 5 minutos por cada lavado). Se
permeabiliz6 la membrana celular con 100pL de Triton X100 al 0.1% en PBS durante 10

minutos. Se lavo tres veces con PBS frio (agitando durante 5 minutos por cada lavado).

Se prepard 10mL de Buffer de bloqueo mezclando en un tubo de centrifuga 0.4g de BSA
con 1mL de suero de cabra, 0.225g de glicina y llevando a volumen con PBS. Se bloque6
cada pocillo con 300uL de Buffer de bloqueo por 1h a temperatura ambiente. Se
despegaron las camaras de la lamina. Se prepard 500uL de anticuerpo primario ab32138
(Rabbit mAb to PARP-1 1:200) diluido en Buffer de bloqueo. Se cubri6 la ldmina con
gotas de anticuerpo primario y papel parafilm, evitando la formacion de burbujas con un
tip P200; se incub6 por 12 horas a 4°C, conservando la lamina en un contenedor
rectangular.

Habiendo retirado el papel parafilm se lavo tres veces la ldmina con PBS-T agitando
durante 5 minutos por cada lavado. Se prepard 500uL de anticuerpo secundario ab150077
(Goat pAb to Rabbit IgG (Alexa Fluor 488) 1:400) diluido en Buffer de blogueo. Se
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cubri6 la lamina con gotas de anticuerpo secundario y papel parafilm, se incubé por una
hora en oscuridad. Se retir6 el papel parafilm y se lavé tres veces la lamina con PBS-T
agitando durante 5 minutos por cada lavado. Se afiadié gotas de colorante de contraste
DAPI a modo de mounting media sobre la lamina. Se coloco sobre la lamina un
cubreobjetos evitando formar burbujas y se selldé con esmalte de ufias en los bordes. Se

conservo la lamina a 4°C y se analizé bajo microscopia de fluorescencia.

Se encendi6 la ldmpara de mercurio, el bloque, el microscopio de fluorescencia y el
Software NIS elements BR 3.2. Se limpi¢ la ldmina y los lentes objetivo con papel para
lentes y limpiador de lentes Opticos. Se enfocaron las células en canal DAPI con el lente

objetivo 60x y aceite de inmersion.

Se alterno al canal GFP para tomar capturas de la fluorescencia producida por PARP-1.
Se guardaron las capturas en formato .tiff para su posterior célculo de areas y analisis

estadistico.
2.2.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASAS3Y 7

Se obtuvo una suspension de células (2.2.2.3) y se determind su concentracion por el
método azul de tripan (2.2.2.4). Se prepar6é una dilucion a 200000 cél/mL con medio
completo. Se sembro en frascos de cultivo de 25¢cm?, 5mL cada uno (1000000 cél/frasco).
Se incubaron los frascos a 37°C y 5% de CO> hasta alcanzar una confluencia celular >
80%. Las células se adaptaron con medio bajo en suero por 4 horas y a continuacion
fueron tratadas con los extractos diluidos a una concentracion equivalente a su 1C50,
considerando un control negativo (medio bajo en suero) y un control positivo
(Staurosporina 1uM) 2829201 - Ademas se consideraron dos tiempos de incubacion

independientes (5 horas y 10 horas).

Al término de cada incubacidn se lisaron las células: Se lavo cada frasco dos veces con
3mL de PBS frio, se afiadié 3mL de tripsina a cada uno y se incubaron por 6 a 10 minutos
(hasta despegar las células del frasco) a 37°C y 5% CO.. Se neutralizo el remanente de
tripsina con 6mL de medio libre de suero; se transfirio la mezcla de cada frasco a tubos
de centrifuga de 15mL rotulados. Estos fueron centrifugados a 1000rpm por 5 minutos.
Se decantd el sobrenadante y se lavaron las células con 3mL de PBS frio. Se agregaron
100uL de Cell Lysis Buffer por tubo y se mantuvieron en una cubeta con hielo por 10
minutos. Se transfirieron los 100puL a tubos de microcentrifuga rotulados y estos fueron
sometidos a 10000rcf por 1 minuto de centrifugacion. Se transfirieron los sobrenadantes
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resultantes a nuevos tubos de microcentrifuga rotulados, y estos fueron conservados a -
80°C.

Habiendo lisado ambos grupos de células (tratadas durante 5 y 10 horas), se cuantificaron
las proteinas totales por el método BCA (2.2.6), se normalizé el nivel de proteinas totales
de muestras y controles a 5000ug/mL, llevando a un volumen de 200pL con Cell Lysis
Buffer. Se preparo el reactivo “A” mezclando 1500pL de 2x Reaction Buffer con 15pL
de DTT. En una placa de cultivo de 96 pocillos se mezclaron 50uL de muestras diluidas
(blanco de 50puL de Cell Lysis Buffer) con S0uL de reactivo “A” y SuL. de DEVD-pNA
4mM por pocillo. Se incubd en oscuridad en un agitador de placas a 37°C por 2 horas. Se
leyd la absorbancia en un espectrofotometro plate reader a A=400nm y se exportaron los

datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior analisis estadistico.
2.2.11. DETERMINACION DE BCL-2

Se obtuvo una suspensién de células (2.2.2.3) y se determind su concentracion por el
método azul de tripan (2.2.2.4). Se preparé una dilucion a 375000 cél/mL con medio
completo. Se sembraron 2mL/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos (750000
cél/pocillo). Se incubd la placa a 37°C y 5% de CO, durante 20 horas. Las células se
adaptaron con medio bajo en suero por 4 horas y a continuacion fueron tratadas con los
extractos diluidos a una concentracion equivalente a su IC50, considerando un control
negativo (medio bajo en suero) y un control positivo (Paclitaxel 100nM) [?81. Se

prepararon los siguientes reactivos de trabajo:

Reactivo 1: 10mL contienen 7.8mL de agua destilada, 2mL de Buffer de extraccion PTR
5X 'y 200pL de solucion mejoradora de extraccion 50X.

Reactivo 2: 50mL contienen 45mL de agua destilada y 5mL de Buffer de lavado 10X.

Reactivo 3: 3mL contienen 2.4mL de diluyente de anticuerpos, 300uL de anticuerpo de

captura 10X y 300uL de anticuerpo detector 10X.

Se lisaron las células (2.2.5) usando 300uL de “reactivo 1 como buffer de lisis. Luego
de transferir los 300pL a tubos de microcentrifuga, estos fueron sometidos a 18000rcf a
4°C por 20 minutos de centrifugacion. Al término de la lisis celular se cuantificaron las
proteinas totales por el método BCA (2.2.6). Se prepararon estandares de Bcl-2 a partir
de la reconstitucion de 200ng de Bcl-2 humano con 1mL de “reactivo 1” (200ng/mL) a

través de diluciones seriadas.
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En una placa de cultivo de 96 pocillos afin al anticuerpo de captura se mezclaron 50uL
de estandar/muestra con 50puL de “reactivo 3”. Se incubd la placa por una hora a
temperatura ambiente en agitador de placas. Se removieron los 100pL de cada pocillo y
se lavaron 3 veces con 200uL de “reactivo 2” por pocillo haciendo uso de una micropipeta

P200 multicanal.

Se afadio 100uL/pocillo de sustrato tetrametilbencidina (TMB) y se incubé la placa por
10 minutos en oscuridad en agitador de placas. Se agreg6 100uL/pocillo de solucion stop
y se leyo la absorbancia en un espectrofotometro plate reader a A=450nm, exportandose
los datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior andlisis estadistico. Se presenta un
esquema resumen del revelado de proteinas por ELISA sandwich directo en la figura 2.2.

H202 T™MB ~ \ Hd (stop)
N
H,0 / X

02 Sefial Color

- Conjugado (Horse Radish Peroxidase) {color) P S

!! — Anticuerpo detector

—O Antigeno (Bcl-2)

;-.,/
\ —p Anticuerpo de captura

Bloqueo x 2}

de fabrica

< Pozo afin 3l anticuerpo de captura

Figura 2.2. Esquema del revelado de proteinas por ELISA sandwich directo
2.2.12. DETERMINACION DE BAX

Se obtuvo una suspension de células (2.2.2.3) y se determind su concentracion por el
método azul de tripan (2.2.2.4). Se prepar6 una dilucion a 375000 cél/mL con medio
completo. Se sembr6 2mL/paocillo en placas de cultivo de 6 pocillos (750000 cél/pocillo).
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Se homogeniz6 agitando la placa en forma de al menos 10 veces. Se incubo a 37°C
y 5% COz por 20 horas. Se removieron los 2mL y se adaptaron las células con 2mL de
medio bajo en suero por 4 horas. Se removid el medio libre en suero y se afiadieron los
extractos diluidos en medio bajo en suero a una concentraciéon equivalente a su IC50,
considerando un control negativo (medio bajo en suero). Se incub6 la placa por 24 horas.
Se lisaron las células (2.2.5) usando el reactivo M-PER (consiste en un reactivo de
extraccion de proteinas a base de mamifero, un coctel de inhibidores de proteasas y EDTA
100x en proporciones 100:1:1). Luego de transferir los 300uL a tubos de microcentrifuga,

se centrifugd a 14000 rcf por 10 minutos a 4°C. Al término de la lisis celular se
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cuantificaron las proteinas totales por el método BCA (2.2.6), se normaliz6 el nivel de
proteinas totales de muestras y controles a 1000ug/mL. Se ejecuté una SDS-PAGE y
posteriormente un Western blot (2.2.7), considerando como anticuerpo primario a
ab32503 (Rabbit mAb to Bax 1:2000, peso molecular de 21 kDa) y como anticuerpo
secundario a ab97051 (Goat pAb to Rabbit 1IgG (HRP) 1:2000). El control de carga fue
ab49900 (Mouse mAb to B-actin (HRP) 1:10000, peso molecular de 42 kDa). Se
calcularon las éreas de las bandas obtenidas y se exportaron los datos a Microsoft Excel

2013 para su posterior andlisis estadistico.
2.3. ANALISIS ESTADISTICO

El efecto inhibitorio de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la viabilidad
celular por el método MTT, las areas de Western blots en proteina PARP-1 hidrolizada y
los ELISA para Bcl-2 fueron evaluados mediante analisis de varianza de una via
(ANOVA), y para pruebas de correlacion multiple se utilizo el test post hoc de Dunnett

en el software GraphPad Prism 6.

La determinacion de la IC50 fue realizada mediante modelamiento matematico a través
de un analisis de regresion no lineal (regresion logistica de cuatro parametros) en el

software GraphPad Prism 6.

Para los estudios de imagenologia a través de inmunocitoquimica se utilizé el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis y el test post hoc de Dunn en el software GraphPad Prism
6.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. RECOLECCION DEL ESPECIMEN VEGETAL

Se consulto a los habitantes de Sogay en el distrito de Yarabamba en Arequipa, Per(;
acerca de la zona en que resultaba mas probable hallar cola de caballo. Tras explorar en
las laderas del rio en la estacion de verano, se vislumbraron tallos del espécimen (latitud
-16.56467264, longitud -71.44545436, elevacion 2556 m.s.n.m.), aunque cubiertos de
una vasta vegetacion, en un pequefio acantilado. A pesar de tratarse de un trecho peligroso
de recorrer, las formaciones rocosas firmes que caracterizaban al paisaje permitieron el
paso a traves del acantilado. 800 gramos de Equisetum giganteum L. fueron entonces
recolectados (figura 3.1) y transportados a la facultad de Biologia de la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa para verificar la autenticidad del espécimen
recolectado y confirmar la informacién taxondmica de referencia (Anexo 1). Se llevo a
una zona de oscuridad y sequedad durante 19 dias. Posteriormente las partes aéreas

recolectadas fueron cortadas y pulverizadas en una licuadora doméstica.

Figura 3.1. Muestra de Equisetum giganteum L. recolectada en Sogay, Yarabamba.

Otros autores refieren operaciones unitarias utilizadas en la pulverizacion de Equisetum
giganteum L. incluyendo molienda en moledores de café domésticos. B 32 A
continuacion, respecto a la homogeneidad del tamafio de particulas, el material vegetal

pulverizado es tamizado. [l
3.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Para la extraccion por maceracion se sometié 30g de matriz vegetal a contacto directo
con 300mL de un solvente (etanol 95%, etanol 70% y acetona para E1, E2 y E3,
respectivamente) en frascos de vidrio &mbar cerrados durante 14 dias. Las mezclas fueron
filtradas y conservadas a 4°C hasta su posterior concentracion.
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Para la extraccion por Soxhlet (E4) se sometié 30g de matriz vegetal a contacto con
300mL de éter etilico a través de un dedal filtrante durante dos horas. El extracto obtenido
se recolectd en un frasco de vidrio ambar, conservandose a 4°C hasta su subsecuente

concentracion.

Los extractos fueron concentrados mediante rotavapor (figura 3.2) acoplado a un sistema
de vacio generado por una bomba Venturi, un sistema de condensacion generado por agua
en contacto con hielo y un tiempo de concentracion total no menor a 45 minutos por

extracto, obteniéndose extractos fluidos.

Figura 3.2. Arreglo experimental de la concentracion por rotavapor

Los extractos fluidos fueron sometidos a un sistema de vacio asistido por una bomba
motorizada capaz de desplazar gases, un sistema refrigerante compuesto de una mezcla
endotérmica de hielo seco y etanol (temperatura de -92°C) y un Bafio Maria a 40°C (figura
3.3).

Figura 3.3. Arreglo experimental de la evaporacion de trazas de solventes

Los extractos secos fueron conservados en tubos de microcentrifuga para su transporte a
las instalaciones del MCPHS. Los extractos fluidos y secos obtenidos de Equisetum
giganteum L. se ilustran en la figura 3.4. El andlisis organoléptico de los extractos se
detalla en la tabla 3.1 y el rendimiento de extraccidn se muestra en la tabla 3.2.
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Figura 3.4. Extractos de Equisetum giganteum L. A) Fluidos y B) Secos.

Tabla 3.1. Anélisis organoléptico de los extractos de Equisetum giganteum L.

Descripcion El E2 E3 E4
Olor Sui géneris Sui géneris Sui géneris Sui géneris
Color Verde Amarillo verdoso Verde Verde

Aspecto Pulvurulento Pulvurulento Pulvurulento  Pulvurulento

La oleorresina de Equisetum giganteum L. investigada por Michielin y colaboradores, es
un producto verde Vviscoso compuesto en su mayoria por estructuras de alto peso
molecular resueltas por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS). Bl

3.3. RECONSTITUCION DE LOS EXTRACTOS SECOS

Se pesaron 50mg de cada extracto seco en tubos de microcentrifuga rotulados y se agrego
500uL de DMSO a cada uno. Las mezclas fueron sometidas a vortex hasta su total
disolucion. De darse el caso de quedar particulas remanentes, se agregé 500pL
adicionales de DMSO consecutivas veces hasta disolucién completa. EI rendimiento de
extraccion, la solubilidad en DMSO y la maxima concentracion posible de los extractos
para ser empleados como tratamiento (considerando como limite al DMSO < 0.5%,

calculada mediante la ecuacion 2.2) se presentan en la tabla 3.2.

Alavarce y colaboradores obtuvieron un extracto hidroalcohdlico (etanol 70%) de
Equisetum giganteum L. con 8.24% de rendimiento de extraccion a traves del método de

percolacion. B4
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Otros autores extrajeron oleorresinas de Equisetum giganteum L. con solventes organicos
(0.31 y 0.78% de rendimiento de extraccion con hexano Yy diclorometano,
respectivamente). Ademas, utilizando CO: supercritico, el rendimiento de extraccion se

incrementd hasta 1.44%. (31

Tabla 3.2. Caracteristicas de los extractos de Equisetum giganteum L.

Rendimiento de Solubilidad en )
Extracto Solvente y [Méx]
extraccion DMSO
El Etanol 95% 3.14% 100 mg/mL 500 pg/mL
E2 Etanol 70% 5.29 % 100 mg/mL 500 pg/mL
E3 Acetona 1.86 % 50 mg/mL 250 pg/mL
E4 Dietil éter 1.03 % 25 mg/mL 125 pg/mL

3.4. ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA

A través del método MTT se compard la viabilidad de las células HeLa y HepG2 tratadas
con extractos de Equisetum giganteum L. a las maximas concentraciones posibles

(presentadas en la tabla 3.2) contra un control de células sin tratar.

Ademéas de MTT, MTS y XTT son otros métodos para determinar viabilidad celular. El
formazan que se genera como producto de reaccion es soluble y no requiere de adicién
de DMSO. %3637 Sin embargo, su elevado costo fue crucial al decidir utilizar el método

MTT, siendo este Ultimo mas accesible, econémicamente.
3.4.1. INHIBICION DE LA VIABILIDAD DE CELULAS Hela

Como se presenta en la figura 3.5, los resultados demostraron la carencia de efecto
anticancerigeno del E1 en linea celular HelLa, descartandose el mismo para futuros
ensayos. Sin embargo, los extractos E2, E3 y E4 resultaron ser prometedores y su
viabilidad celular difirio significativamente respecto al control tras un analisis ANOVA
(valor critico de F = 226; valor de P < 0.0001 — significativo) y un test de correlacion
maltiple de Dunnett (comparados con el control, E1: Valor de P = 0.6330 -
no significativo; E2: Valor de P < 0.0001 — significativo; E3: Valor de P < 0.0001 —
significativo; E4: Valor de P < 0.0001 — significativo) Estos tres extractos fueron objeto
de estudio para la determinacion de su IC50 en células HeLa.
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El extracto E1 difiere notablemente de E2 a pesar de que la Unica diferencia entre ambos
consiste en el grado alcoholico de la solucidn extractora (95° y 70°) respectivamente. Esto
podria implicar que los compuestos activos de Equisetum giganteum L. responsables de

su actividad anticancerigena son mas hidrofilicos dada la polaridad de los solventes

utilizados.
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Figura 3.5. Efecto inhibitorio de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre las
células HelLa a través del método MTT. Los resultados se presentan como el promedio

+ desviacion estandar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 1.

3.4.2. INHIBICION DE LA VIABILIDAD DE CELULAS HepG2

Se observé la ausencia de efecto anticancerigeno del E1 en linea celular HepG2,
descartandose el mismo para futuros ensayos en ambas lineas celulares (figura 3.6). Por
otro lado, los extractos E2, E3 y E4 redujeron significativamente la viabilidad de las
células cancerosas HepG2 respecto al control tras un analisis ANOVA (valor critico de
F =53.7; valor de P < 0.0001) y un test de correlacién multiple de Dunnett (comparados
con el control, E1: Valor de P = 0.1513 — no significativo; E2: Valor de P < 0.0001 —
significativo; E3: Valor de P < 0.0001 — significativo; E4: Valor de P < 0.0001 —
significativo). Estos tres extractos fueron objeto de estudio para la determinacion de su
IC50 en células HepG2.
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Figura 3.6. Efecto inhibitorio de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre las
células HepG2 a través del método MTT. Los resultados se presentan como el promedio

+ desviacion estandar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 2.

Se decidié excluir a E1 para posteriores analisis ya que carece de efecto anticancerigeno
significativo contra células HeLa y HepG2 de acuerdo a los resultados del ensayo MTT.
Los grupos experimentales de ahora en adelante son E2, E3 y E4 y los ensayos se agrupan
de la siguiente forma: E2 vs. HeLa, E3 vs. HelLa, E4 vs. HelLa, E2 vs. HepG2, E3 vs.
HepG2 y E4 vs. HepG2.

Se observd un patron similar entre E1 y E2, confirmandose la hidrofilicidad de los
compuestos activos responsables de la actividad anticancerigena de Equisetum giganteum

L. en ambas lineas celulares en estudio.
3.5. DETERMINACION DE LA IC50

A partir de los extractos de Equisetum giganteum L. de concentraciones equivalentes a su
solubilidad en DMSO (tabla 3.2), se realizaron diluciones seriadas (figura 3.7) con medio
bajo en suero (2.2.2.1) haciendo uso de 8 puntos de concentracion (figura 3.8):
100/30/10/3/1/0.3/0.1/0.03 pg/mL. Asimismo, se realizaron diluciones seriadas de una
solucidn stock de Paclitaxel a 100/30/10/3/1/0.3/0.1/0.03 uM, con el objetivo de obtener
un control positivo de 1C50 conocido para futuros ensayos incidiendo en el estudio del
mecanismo de accion. Se trataron las células con los extractos vegetales y con Paclitaxel
a diferentes concentraciones, contrastdndose con un control sin tratamiento para realizar
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el andlisis estadistico respectivo (modelamiento matematico de regresion logistica de

cuatro pardmetros mediante la ecuacion 1.2).

El ajuste de los datos a la gréafica concentracion-efecto genera una curva sigmoidea, cuyo
coeficiente de determinacion R? expresa el grado de correlacion de los datos con el
modelo matematico ajustado, siendo un valor cercano a 1 equivalente a un alto grado de

correlacion, mientras que uno tendiendo a 0 indica un bajo grado de correlacion.

Figura 3.7. Diluciones seriadas en recipiente para transferir a placa de cultivo de 96

pocillos

sooCROO®

Figura 3.8. Arreglo experimental en la determinacion de IC50 con 8 puntos

La determinacion de la IC50 suele requerir de al menos 7 puntos de concentracion.
Dependiendo de la unidad de estudio, el eje de las abscisas se presenta en unidades de
molaridad y sus subunidades (UM y nM generalmente) en caso de referirse a sustancias
de peso molecular conocido; o bien en pg/mL o ng/mL de tratarse de mezclas de pesos

moleculares desconocidos, como es el caso de los extractos vegetales. 8%
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3.5.1. E2 VS. Hela

Mediante el software GraphPad Prism 6 se determind la IC50 del sistema E2 vs HelLa
(figura 3.9). El analisis estadistico respectivo indico que: 1C50 = 114.98 + 32.32 pg/mL,;
R% = 0.5165. La concentracion maxima de E2 de acuerdo al limite de DMSO es

ligeramente mas elevada que la IC50 del sistema E2 vs HelLa.

50
IC50:114.98 + 32.32 pg/mL

% Muerte celular

2 4

Log (ng/mL)

Figura 3.9. Representacion del modelo matematico para el calculo de la IC50 de E2
sobre células HeLa. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 3.

3.5.2. E3VS. HelLa

Mediante el software GraphPad Prism 6 se determind la IC50 del sistema E3 vs HelLa
(figura 3.10). El analisis de regresion no lineal respectivo refirié que: IC50=14.14 +3.72
ug/mL; R? = 0.8783. La concentracion maxima de E3 de acuerdo al limite de DMSO es

mas elevada que la IC50 del sistema E3 vs Hel a.

100 7

IC50: 14.14 + 3.72 pg/mL

50

% Muerte celular

Log (ng/mL)

Figura 3.10. Representacion del modelo matematico para el célculo de la IC50 de E3
sobre células HeLa. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 4.
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3.5.3. E4 VS. Hela

Mediante el software GraphPad Prism 6 se determind la IC50 del sistema E4 vs HelLa
(figura 3.11). El analisis estadistico concerniente indico que: 1C50 = 108.32 pg/mL;
R? = 0.6171. La ambigiiedad del resultado, como lo refirié el software, no permitié
determinar los intervalos de confianza al 95% del valor de 1C50 obtenido en el sistema
E4 vs Hela.

50 -
IC50:108.32 pug/mL

% Muerte celular

0 I I . .

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Log(ng/mL)

Figura 3.11. Representacion del modelo matematico para el célculo de la IC50 de E4

sobre células HelLa. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 5.

3.5.4. E2 VS. HepG2

El sistema E2 vs. HepG2 no logré ajustarse al modelo matematico establecido (figura
3.12). El andlisis estadistico concerniente refirié que: IC50: Indeterminado; R? = 0.3570.
Al no poder realizarse el célculo de la IC50 se excluye al grupo E2 vs. HepG2 para
posteriores ensayos. Debido a que las células HepG2 son mas resistentes al tratamiento
con extractos de Equisetum giganteum L., es probable que su IC50 se encuentre por

encima del limite permisible de DMSO.

IC50: Indeterminado

f

% Muerte celular

0 T T 1
2 4 1 6

Log(ng/mL)

Figura 3.12. Representacion del modelo matematico para el célculo de la IC50 de E2
sobre células HepG2. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 6.
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3.5.5. E3 VS. HepG2

Se determind la IC50 del sistema E3 vs HepG2 (figura 3.13). El andlisis estadistico
concerniente indicé que: 1C50 = 30.37 + 7.78 pg/mL; R? = 0.8227. Al tratarse de una
linea celular resistente al tratamiento con extractos de Equisetum giganteum L. (la IC50
de E3 es mayor contra células HepG2 que HelLa), se excluye al grupo E3 vs. HepG2 para
posteriores ensayos.

100+
IC50:30.37 + 7.78 pg/mL

50

Muerte celular

%

0 I T T T T 1
3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Log(ng/mL)

Figura 3.13. Representacion del modelo matematico para el calculo de la IC50 de E3
sobre celulas HepG2. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 7.

3.5.6. E4 VS. HepG2

El sistema E4 vs. HepG2 no logré ajustarse al modelo matematico establecido (figura
3.14). El analisis estadistico respectivo refirié que: IC50 = Indeterminado; R? = 0.1996.
Al no poder realizarse el célculo de la IC50 se excluye al grupo E4 vs. HepG2 para
posteriores ensayos. Debido a que las células HepG2 son mas resistentes al tratamiento
con extractos de Equisetum giganteum L., es probable que su IC50 se encuentre por
encima del limite permisible de DMSO.

IC50: Indeterminado

304

Muerte celular

%

0 L - T 1
2 4 6
Log(ng/mL)

Figura 3.14. Representacion del modelo matematico para el célculo de la 1C50 de E4
sobre células HepG2. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 8.
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3.5.7. PACLITAXEL VS. HeLa

Se determind la IC50 del sistema Paclitaxel vs HeLa (figura 3.15). El analisis de regresion
no lineal respectivo indicé que: 1C50 = 4.81 + 0.82 uM; R? = 0.8660. La 1C50 de
Paclitaxel contra células HeLa fue calculada satisfactoriamente con el fin de aplicar dicha

concentracion en el ensayo de inmunocitoquimica como control positivo.

1004

IC50:4.81 £0.82 uM

50

Muerte celular

%
B |

0 1 T - T 1

2 4 6
Log (nM)
Figura 3.15. Representacion del modelo matematico para el célculo de la IC50 de

Paclitaxel sobre células HeLa. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 9.
3.5.8. PACLITAXEL VS. HepG2

Se determind la IC50 del sistema Paclitaxel vs HepG2 (figura 3.16). El respectivo analisis
de regresion no lineal refirié que: 1IC50 = 47.51 + 13.16 uM; R? = 0.7087. La IC50 de
Paclitaxel contra células HepG2 fue determinada satisfactoriamente con el fin de aplicar
dicha concentracion en el ensayo de inmunocitoquimica como control positivo. Sin
embargo, al no proceder los grupos experimentales E2 vs. HepG2, E3 vs. HepG2 y E4
vs. HepG2 para futuros experimentos; se decidié omitir el ensayo de inmunocitoquimica

en células HepG2 en general.

10019

IC50:47.51 £+ 13.16 uM

50+

% Muerte celular

Log(nM)

Figura 3.16. Representacion del modelo matematico para el célculo de la IC50 de
Paclitaxel sobre células HepG2. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 10.
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Los resultados del item 3.5 se presentan de modo resumido en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Resumen de resultados: Determinacion de la IC50

E2 vs HelLa E3 vs HelLa E4 vs HelLa Ptx vs HeLa
114.98 + 32.32 14,14 + 3.72 108 pg/mL 4.81+0.82 uM
pg/mL pg/mL
E2 vs HepG2 E3 vs HepG2 E4 vs HepG2 Ptx vs HepG2
Indeterminado 30.37£7.78 Indeterminado 47.51 +13.16 uM
pg/mL

3.6. INDUCCION DE PARTANATOS
3.6.1. PROTEINAS TOTALES EN LISADOS CELULARES

Kratz y colaboradores refieren a la albimina de suero bovino como una excelente proteina

modelo para realizar analisis cuantitativo. [“°!

Se prepararon estandares de albumina de suero bovino (tabla 3.4) para la preparacion del
gréfico de calibracion absorbancia — concentracion a través del método BCA,

representado en la figura 3.17.

Tabla 3.4. Preparacion de estandares de albumina

Estandar 1 2 3 4 5 Blanco
Concentracion (ug/mL) 2000 1000 500 250 125 0
Volumen stock (pL) 100 100 0 0 0 0
Vol. Diluyente PBS (uL) 0 100 100 100 100 100
Vol. Estandar anterior (uL) 0 100 100 100 100 0
0.6

g 0.5
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Figura 3.17. Grafico de calibracién del método BCA para determinar proteinas totales
en lisados celulares. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 11.
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El grafico de calibracion permitié realizar el calculo de la concentracién de proteinas

totales de los lisados de células HeLa y HepG2 tratadas con extractos de Equisetum
giganteum L.

3.6.2. HIDROLISIS DE PARP-1 EN CELULAS HeLa MEDIANTE WESTERN BLOT

Tras cuantificar las proteinas totales de los lisados celulares obtenidos a partir de células
HelL a tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. a concentraciones equivalentes a
su IC50, se realizo una electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida, ilustrada en
la figura 3.18.

Figura 3.18. Arreglo experimental en electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Tras la migracion de las proteinas de acuerdo a su peso molecular, se realizé una
electrotransferencia hacia una membrana de nitrocelulosa, usando el arreglo experimental
mostrado en la figura 3.19.

Figura 3.19. Arreglo experimental en electrotransferencia

A continuacidn, se recupero6 la membrana de nitrocelulosa en un contenedor de plastico
y se revelaron las proteinas de modo cualitativo mediante la tincion de Rojo Ponceau,
ilustrada en la figura 3.20.
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Figura 3.20. Anélisis cualitativo de proteinas con rojo Ponceau

Posteriormente se bloqued la membrana con solucién de leche en polvo al 5% en TBS-T,
se afiadio el anticuerpo primario y secundario y finalmente se agreg6 el revelador
quimioluminiscente para la determinacién de las bandas correspondientes al PARP-1
hidrolizado (peso molecular 25 kDa), asi como de un control de carga de B-Actina (peso
molecular 42 kDa). La membrana fue escaneada (figura 3.21) y las areas de las manchas
correspondientes a las proteinas en estudio fueron determinadas mediante el Scanner y
Software Image Studio Digits Ver. 5.2. (Li-Cor C-Digit).

S | q— 3_Actina (42 kDa)
o ——— | PARP-1 hidrolizado (25 kDa)

Figura 3.21. Bandas obtenidas en el analisis Western blot de PARP-1 en células HelLa

Las areas de las manchas fueron exportadas a Microsoft Excel 2013 para su posterior
analisis estadistico en GraphPad Prism 6 (figura 3.22), a través de un anélisis de varianza
ANOVA (valor critico de F = 5.64, valor de P = 0.0067 — significativo) y un test de
correlacion multiple de Dunnett (comparados con el control negativo, E2: Valor de
P = 0.0156 — significativo; E3: Valor de P = 0.0141 — significativo; E4: Valor de
P = 0.9997 — no significativo; Ptx 100nM: Valor de P = 0.1148 — no significativo;
Ptx 30nM: Valor de P = 0.9685). Los resultados demostraron que E2 y E3 producen

hidrolisis de la proteina PARP-1, desencadenando partanatos en células cancerigenas
HelLa como mecanismo de accion.
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Marine y colaboradores estudiaron las tiazolidinedionas como anticancerigenos
potenciales contra el cadncer de mama, y relacionan el incremento en la hidrolisis de
PARP-1 con apoptosis, aunque refieren que el mecanismo de accion no se encuentra
elucidado del todo. ¥ Mata y colaboradores indican que la hidrdlisis de PARP-1 puede

ser inducida por inductores de apoptosis. (4]
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Figura 3.22. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la hidrdlisis de
PARP-1 en células HelLa a través del método Western blot. Los resultados se presentan
como el promedio + desviacion estandar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo Il —

Tabla anexa 12.

3.6.3. HIDROLISIS DE PARP-1 EN CELULAS HepG2 MEDIANTE WESTERN
BLOT

De igual modo se ensayaron los lisados de células HepG2 tratadas con extractos de
Equisetum giganteum L. Al desconocer el valor de IC50 de los extractos E2 y E4, se trato
a las células cancerosas utilizando concentraciones equivalentes a la IC50 determinada
con la linea celular HeLa.

Se cuantificd las proteinas totales de los lisados celulares, se realizé una electroforesis en
gel de poliacrilamida y posteriormente un Western blot utilizando un anticuerpo primario
contra PARP-1 hidrolizado. Se utilizé un revelador quimioluminiscente y se calcularon
las areas para su posterior analisis en GraphPad Prism 6 (figura 3.23), usando un anélisis
de varianza ANOVA (valor critico de F = 0.758, valor de P = 0.5982 — no significativo).
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Los resultados demostraron que ninguno de los extractos vegetales produce hidrdlisis de
PARP-1 en linea celular HepG2 a las concentraciones evaluadas, lo cual no es
concluyente en cuanto a la ausencia de partanatos en este tipo de células, sino que
probablemente considerar concentraciones menores a la IC50 no desencadend muerte
celular, resaltando nuevamente la importancia de la 1C50 en el desarrollo de nuevas

drogas, sin la cual el proceso resultaria impreciso.
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Figura 3.23. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la hidrdlisis de
PARP-1 en células HepG2 a través del método Western blot. Los resultados se
presentan como el promedio + desviacion estandar de cada grupo. Fuente: Anexo Il —

Tabla anexa 13.

3.6.4. PARP-1 EXTRANUCLEAR EN CELULAS HelLa POR
INMUNOCITOQUIMICA

Se trataron células HelLa con extractos de Equisetum giganteum L. para su posterior
fijacion y lisis de membrana. Se afiadio un anticuerpo primario contra PARP-1 y un
anticuerpo secundario fluorescente verde. Se agregd el marcador fluorescente de
contraste DAPI para denotar al nucleo, y se analiz6 la lamina mediante microscopia de
fluorescencia como se muestra en la figura 3.24. Las imagenes fueron editadas mediante
el Software Fiji ImageJ. Se genero el correspondiente “Merge” representando a una

superposicién de PARP-1y DAPI.
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Figura 3.24. Morfologia nuclear, disposicién nuclear y extranuclear de PARP-1 en
celulas HeL a tratadas con extractos de Equisetum giganteum L.
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Se calculo las areas de PARP-1 y DAPI mediante Fiji ImageJ por cada imagen
independiente. En Merge, se filtro el matiz para seleccionar y calcular el area de PARP-
1 extranuclear exclusivamente (color rojo). Los datos fueron exportados a Microsoft
Excel 2013 para su posterior andlisis estadistico en GraphPad Prism 6 (figura 3.25),
haciendo uso de un test de Kruskal-Wallis para estadistica no paramétrica (valor de
P <0.0001), asi como un test de correlacion multiple de Dunn: Comparados con el control
negativo, E2 (115pg/mL): Valor de P = 0.0198 — significativo; E2 (58 pg/mL): Valor de
P = 0.9506 — no significativo; E3 (14 pg/mL): Valor de P < 0.0001 - significativo;
E3 (7 pg/mL): Valor de P = 0.1906 — no significativo; Ptx (4.8 uM): Valor de
P =0.0002 — significativo; Ptx (2.4 uM): Valor de P = 0.0017 — significativo.

Los resultados demostraron que los extractos E2 y E3 desencadenan PARP-1 extranuclear
por lo que, ademas de hidrolizarlo como se observo en el analisis por Western blot, parte
del mismo es liberado al citoplasma, imposibilitandolo de cumplir su funcién reparadora

de ADN, lo cual corrobora su mecanismo de accién partanatos.
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Figura 3.25. Disposicion extranuclear de PARP-1 en células HeLa tratadas con
extractos de Equisetum giganteum L. Los resultados se presentan como la mediana de

cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 14.

Mu y colaboradores realizaron analisis semicuantitativos en biomarcadores de carcinoma

hepatocelular utilizando inmunocitoquimica, el software Image J para el calculo de las
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areas fluorescentes y el programa SPSS para el analisis estadistico. La intensidad relativa
fue la sefial de las proteinas en estudio a medir. (431

Mueller y colaboradores realizaron “gating” con Image J con el fin de encuadrar las
capturas de imagen a las regiones de interés, intensificando los colores de las células

marcadas con fluoréforos. [#4
3.7. INDUCCION DE APOPTOSIS
3.7.1. ACTIVIDAD DE CASPASAS 3Y 7 EN CELULAS HelLa

Se trataron células HeLa con extractos de Equisetum giganteum L. A dos diferentes
tiempos de incubacion (5 y 10 horas) se lisaron las células y se cuantificaron sus proteinas
totales mediante el método BCA. Se agrego el reactivo DEVD-pNA para evidenciar la
presencia de caspasas tras la hidrélisis del reactivo y liberacion del cromdgeno p-
nitroanilina, el cual fue determinado espectrofotométricamente y comparado con el grupo
control negativo y un control positivo de Staurosporina mediante GraphPad Prism 6
(figura 3.26) haciendo uso de un analisis de varianza de dos vias ANOVA (diferencia
entre grupos con valor de P < 0.0001 - significativo; diferencia entre tiempos de
tratamiento con valor de P < 0.0001 — significativo) y un test de correlacion mdaltiple de
Dunnett: Comparados con el control negativo: E2 (115 pg/mL): Valor de P < 0.0001 —
significativo; E3 (14 pg/mL): Valor de P < 0.0001 — significativo; Stp (1 pM): Valor de
P < 0.0001 - significativo.

Los resultados muestran un aumento significativo en la produccion de caspasas 3y 7 en
células HelL a tratadas con extractos E2 y E3, tanto a las 5h como a las 10h de tratamiento,
infiriendo que la apoptosis es un mecanismo de muerte celular producido por los extractos
en estudio en células HeLa. Ademas, entre ambos grupos temporales hay disminucion
significativa de caspasas 3 y 7, concluyéndose que estas enzimas se agotan rapidamente

durante la muerte celular.

La caspasa 3 como marcador apoptético dinamico ha llevado a investigadores a
desarrollar imagenologia en tiempo real para medir la evolucién de terapia fotodindmica
para el cancer utilizando sondas activables por ferritina, que emiten una sefial al recibir

un estimulo de irradiacion en el infrarrojo cercano (NIR). [*°]
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Figura 3.26. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la activacion de
caspasas efectoras 3 y 7 en células HeLa. Los resultados se presentan como el promedio

+ desviacion estandar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 15.

3.7.2. INHIBICION DE BCL-2 EN CELULAS Hela

Se prepararon estandares de Bcl-2 humano recombinante (tabla 3.5) para la preparacion
del grafico de calibracién absorbancia-concentracion a través del método ELISA,

representado en la figura 3.27.

Tabla 3.5. Preparacion de estandares de Bcl-2

Estandar 1 2 3 4 5 6 7  Blanco
Concentracion (ng/mL) 200 100 50 25 125 6.25 3.125 0
Volumen stock (pL) 150 150 0 0 0 0 0 0

Vol. “Reactivo 1”7 (uL) 0 150 150 150 150 150 150 150
Vol. Estandar anterior

(uL)

0 0 150 150 150 150 150 0
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Figura 3.27. Grafico de calibracion del método ELISA para determinar Bcl-2 en lisados
celulares. Fuente: Anexo Il — Tabla anexa 16.

Se lisaron las células HelLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. de
concentraciones equivalentes a su IC50. Se cuantificaron las proteinas totales mediante
el método BCA, se realiz6 un arreglo ELISA sandwich directo y se cuantificé el TMB
oxidado espectrofotométricamente. Se realizd un analisis de varianza ANOVA (valor
critico de F = 11.1, valor de P = 0.0032 — significativo) y un test de correlacion multiple
de Dunnett: Comparados con el control, E2 (115 pg/mL): Valor de P = 0.0062 —
significativo; E3 (14 pg/mL): Valor de P = 0.9915 — no significativo; Ptx (100 nM): Valor
de P = 0.8113 — no significativo. Se concluyé en una reduccidn significativa de Bcl-2 en
células HelLa al ser tratadas con E2 como se ilustra en la figura 3.28, confirmando el

efecto apoptdtico de E2 en células HeLa por inhibicion de Bcl-2.

ng Bcl-2/ mg proteina

Figura 3.28. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la inhibicion de
Bcl-2 en células HelLa a través de ELISA. Los resultados se presentan como el
promedio * desviacién estandar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo Il — Tabla
anexa 17.
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3.7.3. INHIBICION DE BCL-2 EN CELULAS HepG2

Se utilizo el gréfico de calibracion del item anterior para el calculo de la concentracion
de Bcl-2 en células HepG2 tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. Al
desconocer el valor de 1C50 de los extractos E2 y E4, se trat6 a las células cancerigenas
utilizando concentraciones equivalentes a la IC50 determinada con la linea celular HeLa.
Se cuantificaron las proteinas totales mediante el método BCA, se realizd un arreglo
ELISA sandwich directo y se cuantificé el TMB oxidado espectrofotométricamente. Se
realizd un andlisis de varianza ANOVA (valor critico de F = 11.1, valor de P = 0.0032 —
significativo) y un test de correlacion multiple de Dunnett: Comparados con el control,
E2 (115 pg/mL): Valor de P = 0.0119 —significativo; E3 (14 pg/mL): Valor de P = 0.0844
—no significativo; Ptx (100 nM): Valor de P = 0.4636 — no significativo. Se observo una
reduccion significativa de Bcl-2 en células HepG2 al ser tratadas con E2 como se ilustra
en la figura 3.29, concluyéndose en el efecto apoptotico de E2 en células HepG2 como

mecanismo de accion de muerte celular.

ng Bcl-2 /mg proteina

Figura 3.29. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la inhibicion de
Bcl-2 en células HepG2 a través de ELISA. Los resultados se presentan como el
promedio * desviacién estandar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo Il — Tabla
anexa 18.

Choudhary y colaboradores estudiaron la resistencia farmacoldgica del inhibidor de Bcl-
2, ABT-199, en ensayos clinicos, demostrando la necesidad de terapia combinada con
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farmacos que activen otras rutas metabdlicas que ocasionen muerte celular, a mencionar:
PI3K, AKT y mTOR. 146l

La trombocitopenia es una reaccion adversa frecuente en farmacoterapia con inhibidores
de Bcl-X (proteina de la familia BCL-2), incentivando a la produccion de inhibidores
selectivos de Bcl-2. 7]

3.7.4. ACTIVACION DE BAX EN CELULAS Hela

Se ensayaron los lisados de células HelLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum
L. utilizando concentraciones equivalentes a la IC50. Se cuantificd las proteinas totales
de los lisados celulares por el método BCA, se realizd una electroforesis en gel de
poliacrilamida y posteriormente un Western blot utilizando un anticuerpo primario contra
Bax. Se utiliz6 un revelador quimioluminiscente usando como control de carga a la -
actina. Como se muestra en la figura 3.30, las bandas correspondientes a Bax no fueron
detectadas por el Scanner. Se sugieren las siguientes posibles razones: El anticuerpo
elegido no posee afinidad con la proteina Bax, la cantidad de proteinas totales (1000
pg/mL) no es suficiente para evidenciar la banda, el Buffer de lisis M-PER utilizado no

extrae Bax de la célula o bien hidroliza a Bax luego de su extraccion.

D o
SEREER
N & oF
&© o AR 4
SR A 5 DN

— Union inespecifica

W = -Actina (42 KDa)

&= Bax (21 kDa)

Figura 3.30. Bandas obtenidas en el analisis Western blot de Bax en células HeLa
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Renault y colaboradores utilizaron lisados mitocondriales para evaluar Bax, puesto que

esta proteina se encuentra en la membrana mitocondrial externa. (48]

Liu, Valentijn y colaboradores estudiaron la interaccion de diversos estimulos apoptéticos
con la activacion de Bax a través de Western blots, donde los lisados mitocondriales
requieren de un control de carga proteico diferente a la B-actina, siendo mtHsp70 el

marcador de eleccién. 4950
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CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS
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CONCLUSIONES

1. Se demostré que los extractos vegetales de Equisetum giganteum L. E2, E3 y E4
reducen significativamente la viabilidad de las células HeLa y HepG2 mediante el ensayo
MTT, catalogandolos como posibles agentes anticancerigenos contra cancer de cérvix y

hepatocarcinoma.

2. La IC50 de los extractos con actividad anticancerigena es de 114.98 + 32.32 pg/mL
para E2 vs. Hela, 14.14 + 3.72 pg/mL para E3 vs. HelLa, 108 pg/mL para E4 vs. HeLa y
30.37 £ 7.78 pg/mL para E3 vs. HepG2. La IC50 de Paclitaxel es de 4.81 + 0.82 uM para
Ptx vs. HeLa y 47.51 + 13.16 pM para Ptx vs. HepG2.

3. E2 y E3 incrementan significativamente la concentracion de Caspasa 3 en células

HelLa, por lo que la apoptosis es uno de sus mecanismos de accion.

4. E2 reduce significativamente la concentracion de Bcl-2 tanto en células HeLa como

HepG2, confirmandose su actividad proapoptdtica.

5. Asimismo, E2 y E3 producen un incremento significativo de la hidrélisis de PARP-1
en células HelLa, ademas de que inducen un aumento significativo de la salida de PARP-
1 fuera del nicleo de células HelLa, siendo el partanatos otro de sus mecanismos de

accion.
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SUGERENCIAS

1. Fraccionar los extractos E2, E3 y E4 que poseen actividad anticancerigena, por ejemplo
mediante cromatografia preparativa.

2. Determinar los componentes quimicos de los extractos y sus fracciones para un
posterior estudio estructura-actividad (Aislar la(s) molécula(s) méas abundante(s) y medir
su efecto anticancerigeno en celulas HeLa y HepG2).

3. Comparar el efecto anticancerigeno de los extractos vegetales vs. Fracciones de

extractos, y discernir si existe sinergismo o aditivismo.

4. Realizar estudios toxicoldgicos de los extractos vegetales vs. Células derivadas de

tejidos sanos de cérvix e higado.

5. Formular un producto farmacéutico en base a el(los) compuesto(s) quimico(s) de

interés a ser administrado(s) a seres vivos.

6. Proceder con la siguiente fase del desarrollo de nuevos farmacos a través de estudios

in vivo en animales de experimentacion.
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ANEXO |

Constancia de identificacion del espécimen vegetal “Equisetum giganteum L.”

CONSTANCIA

El Director del Departamento Académico de Biologia, de la Universidad Nacional de San Agustin
de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras frescas traidas al laboratorio por Luis Gregory Gutierrez Zamalloa con DNI
70753333 para la ejecucion de su trabajo de investigacién : “Efecto citostético y citotéxico de
extractos de Equisetum giganteum L. “Cola de caballo” en modelos de experimentacién in vitro”
de la facultad Ciencias Farmacéuticas, Biogquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica
Santa Maria. La muestra traida al laboratorio de Boténica al estado fenolégico fresco, procedente
de Sogay, distrito de Yarabamba de la regién Arequipa y corresponde a la especie, Equisetum
giganteum L.

CLASIFICACION TAXONGMICA

Reino: Plantae

Divisién: Equisetophyta

Clase: Equisetopsida

Orden: Equisetales

Familia: Equisetaceae

Género: Equisetum

Especie: Equisetum giganteum L.

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estime por conveniente

Arequipa, 4 de enero 2017.

DIRECTOR i
)/ ACADEMICO DE BIOLOGIA
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ANEXO 11

Tablas de resultados referidos a data cruda

Tabla anexa 1. Data cruda de absorbancias (AU): Efecto inhibitorio de los extractos de

Equisetum giganteum L. sobre las células HeLa a través del método MTT

Control El E2 E3 E4
0.484 0.479 0.146 0.121 0.282
0.492 0.647 0.152 0.128 0.255
0.512 0.673 0.197 0.146 0.261
0.513 0.672 0.178 0.155 0.263
0.442 0.558 0.166 0.162 0.313
0.485 0.54 0.16 0.18 0.302
0.428 0.53 0.155 0.117 0.224
0.469 0.581 0.137 0.106 0.216

Tabla anexa 2. Data cruda de absorbancias (AU): Efecto inhibitorio de los extractos de

Equisetum giganteum L. sobre las células HepG2 a traves del método MTT

Control El E2 E3 E4
0.284 0.147 0.1 0.08 0.284
0.172 0.154 0.156 0.095 0.172
0.261 0.241 0.144 0.102 0.261
0.303 0.189 0.15 0.1 0.303
0.177 0.183 0.139 0.106 0.177
0.116 0.192 0.153 0.108 0.116
0.129 0.208 0.106 0.096 0.129
0.122 0.235 0.099 0.084 0.122

Tabla anexa 3. Data cruda de absorbancias (AU) para el calculo de la IC50 de E2 sobre

células HeLa

100 30 10 3 1 0.3 0.1 0.03
po/mL pg/mL pg/mL pg/mL - pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0.725 0349 0.621 0.675 0.833 0.836 0.908 0.72 0.842
0.447 0.553 0.77 0819 0893 0935 0.884 0.881 0.712
0.693 0542 0822 0.864 0963 0.872 0.896 0.946 0.605
0.774 0535 0.787 0.763 0.984 0907 0.854 0.853 0.709
0.773 0539 0.822 0.772 0.98 0964 0.918 0.877 0.761
0.796 0.466  0.754 0.83 0.845 0.789 0.826 0.645 0.737

Control

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~2  DE SANTA MARIA

Tabla anexa 4. Data cruda de absorbancias (AU) para el calculo de la IC50 de E3 sobre

células HeLa

100 30 10 3 1 0.3 0.1 0.03
po/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0.735 0317 0371 0611 0.602 0912 0.844 0.823 0.936
0.849 0.224 0.337 0554 0.675 0.859 0.9 0.738 0.833
1.086 0.23 0.368  0.553  0.862 092 0982 0962 1.031
0.966 0.18 0.381 0.6 0.843 1.014 0998 1.075 1.159
0.972 0223 0381 0592 0944 1001 1017 1116 0.949
0.787 0.186  0.368 0.58 0879 1.036 1047 0.763 0.771

Control

Tabla anexa 5. Data cruda de absorbancias (AU) para el célculo de la IC50 de E4 sobre

células HeLa

100 30 10 3
po/mL pg/mL pg/mL  pg/mL
1.084 TG —— 1.37 1.127
1.195 0901 1155 1387  1.202

1.25 0.865 1254  1.459  1.492
1.171 0.875 1334 1294 1425
1.117 0.889 1382 1.213  1.147
1.109 0.727 1.413 1471 1.556

Control

Tabla anexa 6. Data cruda de absorbancias (AU) para el calculo de la IC50 de E2 sobre
células HepG2

100 30 10 3 1 0.3 0.1 0.03
pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0.179 0.131 0.106 0.119 0.092 0.084 0.089 0.103 0.082
0.154 0.170  0.107 0.100 0.089 0.065 0.089 0.080 0.059
0.158 0.124  0.104 0.093 0.092 0.058 0.090 0.064 0.074
0.158 0.121  0.103 0.081 0.095 0.072 0.091 0.092 0.069
0.163 0.152  0.107 0.108 0.087 0.072 0.095 0.090 0.072
0.159 0.140 0.086 0.085 0.075 0.057 0.074 0.059 0.069

Control

Tabla anexa 7. Data cruda de absorbancias (AU) para el calculo de la IC50 de E3 sobre

celulas HepG2

100 30 10 3 1
po/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0.179 0.057 0.074 0.172 0.165 0.156
0.154 0.055 0.069 0.130 0.173 0.168
0.158 0.056 0.059 0130 0.158 0.170
0.158 0.053 0.065 0.136 0.186  0.169
0.163 0.065 0.065 0.138 0.192 0.188
0.159 0.064 0.071 0123 0.183 0.181

Control
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Tabla anexa 8. Data cruda de absorbancias (AU) para el calculo de la IC50 de E4 sobre
células HepG2

100 30 10 3 1 0.3 0.1 0.03
po/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0.179 0.146 0149 0.121 0.146 0.151 0.142 0.157 0.166
0.154 0.143 0.160 0.157 0.137 0.161 0.163 0.171 0.168
0.158 0.136 0.141 0.158 0.150 0.163 0.163 0.188 0.157
0.158 0.159 0.172 0.164 0193 0.184 0.184 0.185 0.167
0.163 0.159 0.142 0.158 0.177 0.189 0.191 0.189 0.168
0.159 0.130 0.140 0.166 0.161 0.162 0.193 0.184 0.180

Control

Tabla anexa 9. Data cruda de absorbancias (AU) para el calculo de la IC50 de Paclitaxel
sobre células HelLa

100 30 10 3 1 0.3 0.1 0.03
UM UM uM Y Y Y Y Y
1.006 0.09 0.121 0.216 0.523 0681 0.665 0.767 0.75
1.13 0.098 0.132 0.226 0.675 0815 0.792 0.774 0.688
1.031 0.097 0.126 0.218 0.64 0973 0.779 0.782 0.718
0.996 0.095 0.137 0.212 0.611 0.845 0.781 0.758 0.71
1.085 0.094 0.13 0.196 0.603 0.749 0.825 0.747 0.673
0.867 0.102 0.131 0.189 0.525 0.818 0.748 0.787 0.611
0.829 0.099 0.127 0.195 0.593 0851 0.729 0.823 0.759
0.86 0.088 0.134 0.197 0.415 0.652 0.657 0.847 0.826
1.08 0.099 0.121 0.265 0.743 0.907 0.788 0.958 1.122
0.909 0.107 0.135 0.221 0.568 0.756 0.709 0.812 0.855
0.771 0.099 0.128 0.217 0.556 0.78 0.83 0.837 0.914
0.65 0.094 0.119 0.201 0.604 0.816 0.75 0.804 0.883
0.762 0.092 0.121 0.199 0.586 0.798 0.781 0.812 0.891
0.792 0.095 0.126 0.193 0.539 0.678 0.798 0.803 0.922
0.751 0.091 0.12 0.215 0.626 0.774 0.744 0.885 0.98
0.773 0.094 0.13 0.239 0.628 0.789 0.699 0.591 0.724

Control

Tabla anexa 10. Data cruda de absorbancias (AU) para el calculo de la IC50 de Paclitaxel
sobre células HepG2

100 30 10 3 1 0.3 0.1 0.03
pM UM UM Y Y Y UM UM

0.234 0.081 0.096 0.203 0.253 0.198 0.255 0.193 0.204
0.184 0.083 0.089 0.189 0.221 0.211 0.175 0.171 0.201
0.21 0.084 0.094 0.175 0.236 0.22 0.217 0.195 0.191
0.188 0.087 0.088 0.174 0.209 0206 0.165 0.19 0.229
0.204 0.085 0.098 0.242 0.245 0.208 0.209 0.185 0.176
0.192 0.084 0.093 0.217 0.222 0195 0194 019 0.211
0.219 0.087 0.094 0.19 0.284 0.242 0.217 0.204 0.212
0.229 0.088 0.092 0.22 0.309 0.254 0.227 0.196 0.197

Control
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Tabla anexa 11. Data cruda de absorbancias (AU) para el grafico de calibracion del

método BCA para determinar proteinas totales en lisados celulares

2000 1000 500 250

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0.674 0.357 0.225 0.152 0.09
0.665 0.376 0.24 0.158 0.09
0.634 0.391 0.231 0.168 0.089

Blanco

Tabla anexa 12. Data cruda de areas de manchas: Efecto de los extractos de Equisetum
giganteum L. sobre la hidrodlisis de PARP-1 en células HelLa a través del método Western
blot

E2 (115 E3 (14 E4 (108  Ptx (100  Ptx (30
pg/mL)  pg/mL) pg/mL) nM) nM)
PARP.]  124589.75 608914.63 583471.13  63010.06 276285.75 162039.88
49877.50 323784.88 285745.13  71155.00 14222150  70013.88
160001.88 409848.75 308261.25 165981.38 289606.25 167192.16
437373.88 319824.13 280129.00 285827.25 241207.50 246615.50
B-actina  350519.13 228523.00 197978.63 252462.06 113534.94 202852.69
292511.63 158153.38 130292.88 255604.25 195323.50 245832.88

Proteina Control

hidrolizado

Tabla anexa 13. Data cruda de areas de manchas: Efecto de los extractos de Equisetum
giganteum L. sobre la hidrolisis de PARP-1 en células HepG2 a través del método
Western blot

E4 Ptx
Proteina  Control E2/(nli§ E3/r$11|3 (108 (100 Ptan(§O
HY K9 pg/mL)  nM)

PARP-1 6860.79  3184.78 494525 1581.20 3360.27 2799.84
4916.13 727491  2257.34 74.11 1767.81 1124.81
5158.23  3220.52 4837.92 1013.24 985.80 1372.25

60057.69  7718.19 23559.47 377.44 191.38 1084.41

B-actina 79331.06 15335.53 2155.09 1739.97 849.45 518.14

6823.73  3409.61 6858.28 5325.18 331.47 1016.70

hidrolizado
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Tabla anexa 14. Data cruda de areas fluorescentes: Disposicidn extranuclear de PARP-1

en células HeLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum L.

Ptx
E2(115 E2(58 E3(14 E3(7 Ptx(4.8

Marcador ~ Control ug/ml)  pg/ml)  pg/ml)  pg/mb) M) L(lZI\/Ié‘;
115546 72473 106269 5264 10418 15604 21624
111801 51843 34725 18006 2103 31819 10278
55692 26148 6093 13470 9152 41182 26136
107663 15417 57875 28561 5280 42633 32381
82772 15693 113430 11315 11287 74757 24627

e 0.238 0.141 0.196 0.033 0.453 0.069 0.239
0.39 0.113 0.314 0.156 0.718 0.053 0.329

0.226 0.165 0.403 0.142 0.287 0.168 0.451

0.117 0.293 0.276 0.108 0.201 0.408 0.33

0.664 0.136 1.496 0.095 0.233 0.351 0.251
46294 10610 42919 6525 1840 16013 12943
88243 42698 14786 13384 4454 14886 12838
28908 6783 2918 16507 1273 28612 24277
41770 12862 10359 23666 2272 23062 24048
72830 2086 16494 21861 1720 45380 20743

PARP-1 0.051 0.097 0.019 0.058 0.037 0.044 0.069
0.011 0.083 0.011 0.038 0.01 0.002 0.156

0.006 0.054 0.018 0.124 0.054  7.64*10* 0.171

0.007 0.086 6.94*10*  0.037 0.06 0.13 0.034

0.043 0.059 0.097 0.053 0.031 0.043 0.103

19 1079 687 2854 12 9946 1142

11 12274 24 1375 3529 6320 8395

2 158 1750 4219 634 7101 1644

4 2521 231 3653 4 3075 51

PARP-1 97 23 290 12050 1227 7139 2881
extranuclear 1.39*10* 0.005 3.47*10* 0.016 2.08*10* 0.007 0.003
6.94*10° 0.007 1.39%10* 2.08*10* 3.47*10* 4.86*10* 0.028

0.003 2.08*10* 2.78*10* 0.029 0.006 2.78*10* 0.014
6.94*10° 0.011 6.94*10° 2.78*10* 2.08*10* 0.008 0.0004

2.08*10* 2.08*10* 6.94*10° 0.006 1.39%10*  0.012 0.006
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Tabla anexa 15. Data cruda de absorbancias (AU): Efecto de los extractos de Equisetum

giganteum L. sobre la activacion de caspasas efectoras 3 y 7 en células HeLa

Tiempo de E2 (115 E3 (14

tratamiento Control pg/mL) pg/mL) Stp (1 M)
0.086 0.185 0.118 0.418
5h 0.086 0.187 0.115 0.408
0.088 0.189 0.12 0.401
0.086 0.212 0.127 0.304
10h 0.086 0.216 0.135 0.306
0.088 0.218 0.137 0.315

Tabla anexa 16. Data cruda de absorbancias (AU) para el grafico de calibracion del

método ELISA para determinar Bcl-2 en lisados celulares

50 25 12.5 6.25 3.125
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
2.899 1588 0.791 0427 0278 0.108

Blanco

Tabla anexa 17. Data cruda de absorbancias (AU): Efecto de los extractos de Equisetum

giganteum L. sobre la inhibicion de Bcl-2 en células HelLa a través de ELISA

E2 (115 E3(14  Ptx (100
pg/mL)  upg/mL) nM)
0.311 0.19 0.164 0.263
0.301 0.185 0.162 0.273
0.28 0.162 0.148 0.24

Control

Tabla anexa 18. Data cruda de absorbancias (AU): Efecto de los extractos de Equisetum
giganteum L. sobre la inhibicion de Bcl-2 en células HepG2 a través de ELISA

E2 (115 E3(14 Ptx (100
pg/mL)  pg/mL) nM)
0.156 0.132 0.122 0.141
0.142 0.11 0.114 0.139
0.147 0.119 0.133 0.149

Control
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