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RESUMEN 

Recientemente, la fitoterapia está siendo estudiada como un tratamiento alternativo a 

varias enfermedades. Entre ellas, el cáncer se ha convertido en un tema principal debido 

a su alta mortalidad y resistencia a las terapias actuales. Empezando de la evidencia 

empírica y científica, el efecto anticancerígeno de Equisetum giganteum L. (Cola de 

caballo) en líneas celulares específicas, así como las rutas metabólicas involucradas 

durante el tratamiento aún tienen que ser aclarados. La apoptosis es uno de los más 

importantes mecanismos de inducción muerte celular de los agentes quimioterapéuticos. 

Nuestro objetivo fue determinar la actividad anticancerígena de extractos de cola de 

caballo en células HeLa y HepG2, así como su concentración inhibitoria media (IC50), y 

analizar las proteínas representativas de la vía apoptótica como Caspasa 3 (enzima 

proteolítica presente en la fase de ejecución de la apoptosis), PARP-1 (proteína reparadora 

de rupturas de cadena simple, la cual es hidrolizada por caspasas), Bcl-2 (marcador 

antiapoptótico) y Bax (marcador proapoptótico). Se determinó la IC50 de los siguientes 

sistemas: Extracto etanólico 70% (E2) vs. HeLa (114.98 ± 32.32 µg/mL), extracto 

acetónico (E3) vs. HeLa (14.14 ± 3.72 µg/mL), extracto etéreo (E4) vs. HeLa (108 

µg/mL), E3 vs. HepG2 (30.37 ± 7.78 µg/mL), Paclitaxel (Ptx) vs. HeLa (4.81 ± 0.82 µM) 

y Ptx vs. HepG2 (47.51 ± 13.16 µM). Los resultados indicaron además que la hidrólisis 

de PARP-1, la activación de Caspasa 3 y la reducción de Bcl-2 son los posibles 

mecanismos inducidos por los extractos de la cola de caballo en células HeLa. Más aún, 

podemos relacionar este resultado con posibles mecanismos citotóxicos vía apoptosis y 

partánatos.  

Palabras claves: Equisetum giganteum L., Cola de caballo, extracto, anticancerígeno, 

citotóxico, IC50, HeLa, HepG2, apoptosis, partánatos 
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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 µg/mL), acetonic extract (E3) vs. HeLa (14.14 ± 3.72 µg/mL), ethereal 

extract (E4) vs. HeLa (108 µg/mL), E3 vs. HepG2 (30.37 ± 7.78 µg/mL), Paclitaxel (Ptx) 

vs. HeLa (4.81 ± 0.82 µM) and Ptx vs. HepG2 (47.51 ± 13.16 µM). 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, IC50, 

HeLa, HepG2, apoptosis, parthanatos 
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HIPÓTESIS 

 

Dado que existen referencias de medicina tradicional aseverando que Equisetum 

giganteum L. posee actividad anticancerígena, es posible que los componentes de su 

extracto obtenido por sistemas de solventes: Etanol 96%, Etanol 70%, Acetona o Éter 

dietílico, presenten efecto citotóxico en líneas celulares derivadas de cáncer. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

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

caballo" en modelos de experimentación in vitro. 

Objetivos específicos 

1. Obtener extractos de Equisetum giganteum L. "Cola de caballo" por el método de 

extracción de maceración (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 líneas celulares de cáncer HeLa y HepG2 a través del método MTT. 

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

muerte de la mitad de una población de células (IC50) HeLa y HepG2. 

4. Incidir en la apoptosis y partánatos como posibles mecanismos por los cuales 

Equisetum giganteum L. "Cola de caballo" desencadena muerte celular a través de la 

determinación de las proteínas implicadas en estos procesos. 
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 
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1.1. COLA DE CABALLO (Equisetum giganteum L.)  

1.1.1. CARACTERÍSTICAS 

Como se ilustra en la figura 1.1, se trata de una planta rizomatosa de raíces fasciculadas, 

cuyo tallo aéreo puede alcanzar los cinco metros de altura (propio de la especie 

giganteum). Este es cilíndrico, articulado y de aspecto áspero dado que se encuentra 

impregnado de sílice en su corteza. Sus ramas tienen una disposición verticilada 

emergiendo de una vaina que rodea la base del entrenudo. Presenta espigas en el ápice en 

forma de estróbilo. [1] 

 

 

  

 

 

Figura 1.1. Características morfológicas de Equisetum: A) Raíz fasciculada (en 

violeta), B) Hojas en verticilo (en azul) y C) Espigas en estróbilo (en rojo). [2,3,4] 

Es apto para desarrollarse en climas cálidos, templados, fríos o muy fríos (entre 8 y 30ºC), 

a una altura entre 0-3500 m.s.n.m. Requiere una humedad atmosférica de entre 50 y 80%. 

[1] Su reproducción se da a nivel de esporas producidas en el esporangio ubicado en el 

interior de las espigas. [5] 

1.1.2. CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA 

La clasificación taxonómica de Equisetum giganteum L. se presenta en la tabla 1.1. 

Tabla 1.1. Clasificación taxonómica de Equisetum giganteum L. Fuente: Anexo 1 

 

 

 

 

 

 

 

Reino Plantae 

División Equisetophyta 

Clase Equisetopsida 

Orden Equisetales 

Familia Equisetaceae 

Género Equisetum 

Especie Equisetum giganteum L. 

A B C 
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1.1.3. COMPOSICIÓN QUÍMICA 

Es una planta rica en sales minerales (15-20% de cenizas) destacándose el silicio que 

suele corresponder al 5-10% de la planta seca. Contiene además ácido ascórbico, 

esteroles, ácidos fenólicos, saponinas y heterósidos de flavonoides (predominan 

galuteolina y equisetrina, cuyas estructuras químicas se presentan en la figura 1.2). [5,6] 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Estructura química de dos heterósidos de flavonoides de Equisetum 

giganteum L. A) Galuteolina.  B) Equisetrina. 

1.1.4. PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS 

Posee actividad diurética, [1,5,6,7] remineralizante, [6,7] hemostática, [1,6,7] cicatrizante, [5,6,7] 

astringente, [1,5,7] antimicrobiana, [6,7] antireumática, [1,7] antiedematosa, [1,5] 

antiinflamatoria [1,6,7] y anticancerígena. [1]  

1.1.5. EMPLEOS 

Favorece la eliminación renal de agua y consecuentemente es usado en terapias de 

adelgazamiento. [6] Es coadyuvante en el tratamiento de la prostatitis. [1] Usada para 

regenerar tejidos suele combinarse su uso externo e interno aprovechando el silicio en su 

mayor parte. [5] Por vía externa es útil en casos de hemorroides. [1] 

1.2. EXTRACTOS VEGETALES 

Con el objetivo de conocer el rendimiento de los sistemas usados para la obtención de los 

extractos vegetales, se realizan pruebas gravimétricas cuyo resultado se traduce en el 

porcentaje de recuperación (rendimiento de extracción). En la figura 1.3 se presentan los 

principales métodos extractivos a partir de la droga según Claudia Kuklinski. 

A B 
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Figura 1.3. Principales métodos usados en la extracción de principios activos 

vegetales. [5] 

La extracción mecánica se encarga de obtener los principios activos disueltos en los 

fluidos inherentes de la especie vegetal. Por otro lado, en la destilación se pretende extraer 

aquellas sustancias volátiles y a la vez termoestables basándose en la aplicación de calor 

al sistema, transportando el extracto a un nuevo recipiente a través de un condensador. 

Por su parte, la extracción con gases en condiciones supercríticas hace uso de elevadas 

condiciones de presión y temperatura y solventes como el CO2 o butano (se suele evitar 

este último dado su grado de inflamabilidad). [5] 

La extracción con disolventes precisa de las características 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 extracción, pero a su vez puede 

favorecer la degradación de ciertos compuestos químicos termolábiles) y control de la 

difusión (paso de las componentes químicos de una matriz concentrada a un solvente 

diluido hasta alcanzar el equilibrio). [5] 

En los sistemas de extracción discontinua, todo el solvente se encuentra en contacto con 

la matriz desde el inicio hasta el final de la extracción, la difusión es bidireccional y ocurre 

hasta darse el equilibrio entre matriz y solvente. En la maceración, el proceso se da a 

temperatura ambiente y dura varios días. En la digestión, el proceso implica el incremento 

Métodos 
extractivos

Extracción 
mecánica

Por expresión

Con calor

Por incisionesDestilación

Extracción con 
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Extracción con 
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Infusión

Decocción

Soxhlet

Continua

Percolación

Soxhlet



5 
 

de la temperatura en el sistema. En la infusión, el disolvente se halla a una temperatura 

próxima a su punto de ebullición antes de entrar en contacto con la matriz vegetal, luego 

de lo cual el sistema procede a enfriarse a temperatura ambiente. En la decocción se 

somete a ebullición al sistema conteniendo tanto al solvente como a la planta durante diez 

a quince minutos. [5] 

Por su parte, en un sistema de extracción continua, la difusión 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 extracción continua por Soxhlet, el solvente es capaz 

de ser reciclado, por lo que entra a tallar el concepto de ciclos de extracción. [5] 

1.2.1. CONCENTRACIÓN DE EXTRACTOS VEGETALES 

Los líquidos obtenidos tras la extracción se concentran utilizando un rotavapor y un 

sistema de vacío que facilite la volatilización del solvente sin necesidad de incrementar 

la temperatura del sistema a más de 40°C para prevenir una probable alteración de 

principios activos. [5] 

La bomba Venturi es un sistema generador de vacío fundamentado en el incremento de 

la presión de un fluido (agua a chorro) cuando atraviesa un conducto de menor radio. Esta 

presión es compensada con succión 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 extraídos 

hacia el sistema de vacío, dado que cualquier traza de los mismos que no haya sido 

condensada por el sistema refrigerante sería arrastrada hacia el drenaje de la bomba. 

La principal desventaja de la bomba Venturi recae en el grado de presión ejercida, con el 

cual, al acoplarse a un rotavapor, únicamente se pueden obtener extractos fluidos. Estos 

tienen consistencia viscosa y suelen ser poco estables al aire y a la luz. [5] 

Para obtener extractos blandos (semisólidos) o secos, se sugiere una mayor presión en el 

sistema de vacío, lo cual puede lograrse con bombas de vacío cuyos motores están 

diseñados para desplazar exclusivamente gases. Con el fin de evitar el deterioro de la 

bomba con trazas de solventes durante la rotaevaporación, 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. CÁNCER 

Según la OMS, el cáncer representa a una de las principales causas de muerte a nivel 

mundial. Son múltiples los factores de riesgo que conllevan a este padecimiento, 

incluyendo el tabaquismo, alcoholismo, sedentarismo, exposición a radiación ionizante y 

ultravioleta. Su tratamiento puede resultar exitoso mientras haya una detección oportuna 

de la enfermedad mediante técnicas de cribado “screening”, posterior a las cuales se 

aplican regímenes terapéuticos estandarizados que incluyen radioterapia, quimioterapia y 

cirugía. [8] 

1.3.1. CÁNCER DE HÍGADO 

La Sociedad Americana de Cáncer presentó datos estadísticos sobre la mortalidad del 

cáncer de hígado, resaltándose que más de 600 000 personas al año mueren a causa de tal 

enfermedad. [9] 

El hepatocarcinoma es el subtipo más frecuente de cáncer primario de hígado, seguido 

del cáncer del conducto biliar (colangiocarcinoma intrahepático). [9] 

1.3.2. CÁNCER DE CUELLO UTERINO 

De acuerdo a la OMS, el cáncer de cérvix es el cuarto tipo de cáncer más frecuente en 

mujeres, el cual ocasionó alrededor de 200 000 casos de fallecimiento el año 2015. La 

causa más frecuente es el virus del papiloma humano (VPH). [10]  

1.4. CULTIVOS CELULARES 

Esta metodología es aplicada para estudios in vitro, en la cual las células son aisladas del 

portador de cáncer y son purificadas. Requieren de condiciones específicas para su 

desarrollo tales como temperatura, humedad, y saturación de CO2. Mediante cultivos de 

células derivadas de cáncer se puede evaluar su comportamiento frente a diversos 

tratamientos, haciendo uso de marcadores específicos para tales efectos. El presente 

estudio utiliza cultivos celulares secundarios al derivar de células criopreservadas del 

portador para su distribución por la compañía ATCC. 

1.4.1. LÍNEA CELULAR HeLa 

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

utilizó la técnica “roller-tube” para el aislamiento de sus células a partir de biopsias. Su 
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robusto desarrollo en cultivo celular significó para HeLa ser la primera línea celular 

humana de cáncer inmortalizada en tejido celular. [11] 

1.4.2. LÍNEA CELULAR HepG2 

Su origen reside en un varón de quince años con hepatocarcinoma bien diferenciado, cuyo 

tejido hepático fue aislado y purificado para extracción de células epiteliales. [12] 

1.5. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTICANCERÍGENA 

El método MTT es útil para determinar la viabilidad celular en cultivos celulares e 

indirectamente medir el efecto anticancerígeno (ecuación 1.1) de un producto en 

investigación. Se fundamenta en la reducción del reactivo conteniendo tetrazolio al 

producto denominado formazán (figura 1.4), un cromógeno que absorbe luz a λ = 540nm 

y es capaz de ser cuantificado espectrofotométricamente. La reacción es catalizada por 

las coenzimas NADH+H+ y NADPH mitocondriales cuando estas estructuras celulares se 

encuentran funcionales, es decir, cuando las células son viables. [13] 

% 𝐸𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑐𝑎𝑛𝑐𝑒𝑟í𝑔𝑒𝑛𝑜 = 100 − % 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 

Ecuación 1.1. Cálculo del efecto anticancerígeno por el método MTT 

 

 

 

Figura 1.4. Producción del cromógeno formazán a partir  de MTT 

1.6. DETERMINACIÓN DE LA IC50 

El cálculo de la concentración inhibitoria media (IC50) de los extractos vegetales puede 

realizarse indirectamente determinando la viabilidad celular a través del método MTT, 

abarcando varios puntos de concentración del objeto en estudio y comparando el efecto 

inhibitorio sobre el desarrollo celular a través de un modelo matemático de regresión 

logística de cuatro parámetros (4PL), representando en la ecuación 1.2 y en la figura 1.5. 

𝑦 = 𝑏 +
𝑎 − 𝑏

1 + 10𝑑(𝐿𝑜𝑔 𝑐−𝐿𝑜𝑔 𝑥) 
 

Ecuación 1.2. Modelo matemático 4PL utilizado para el cálculo de la IC50. Donde: 

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

Tetrazolio Formazán 
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Figura 1.5. Representación del modelo 4PL utilizado para el cálculo de la IC50. Donde: 

“a”: Límite superior, “b”: Límite 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 acción como agente anticancerígeno o citotóxico, pues esta concentración 

resulta ideal para medir niveles de marcadores moleculares como proteínas 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 (cisteín-aspartato-proteasas) en tres fases definidas como activación 

(estímulo apoptótico), propagación (a través de dos vías: intrínseca y extrínseca) y 

ejecución (mediante las caspasas efectoras), presentadas en la figura 1.6. [14] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Vías y fases de la apoptosis [15] 
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1.7.1.1. ACTIVIDAD DE CASPASAS 3 Y 7 

La función proteásica de las caspasas efectoras puede medirse añadiéndoles un sustrato 

capaz de degradarse en un producto cromógeno cuantificable por un método de análisis 

instrumental como la espectrofotometría. 

Químicamente, una sustancia proteásica hidroliza los enlaces peptídicos (amida) de una 

proteína por adición de una molécula de agua, liberando dos compuestos aislados: una 

amina y un ácido carboxílico. Las caspasas en especial tienen la cualidad de hidrolizar 

péptidos posteriores a residuos de aspartato (Asp, D). [14,15] 

El reactivo DEVD-pNA consiste en un péptido de cuatro aminoácidos unido por un 

residuo de aspartato al cromóforo p-nitroanilina. Al mezclar dicho reactivo con células 

en proceso de apoptosis, se liberará el grupo cromóforo a ser medido 

espectrofotométricamente. Es de consideración 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 vía intrínseca 

de la apoptosis debido a que impide la liberación del citocromo C de la mitocondria. [15] 

Su determinación es dable a través de un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima 

(ELISA).  

1.7.1.3. BAX 

Es una enzima activadora de la vía intrínseca 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 

medición resulta viable de ejecutarse por medio de un ensayo Western blot. 

1.7.2. PARTÁNATOS 

Es uno de los mecanismos de muerte celular programada, mediado la degradación de 

PARP-1 [17], una proteína encargada de la reparación de ADN dañado a través de un 

sistema de dedos de zinc (Figura 1.7). [18] A pesar de no presentar relación directa con la 

apoptosis, se ha reportado que la caspasa 3 puede inducir la hidrólisis de PARP-1. [19,20] 

Al evitar la reparación del ADN de las células, aquellas sustancias inhibidoras de PARP-

1 representan potenciales agentes anticancerígenos. [21] 
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Al tratarse de una proteína cuya función es procesada en el núcleo celular, la 

inmunocitoquímica (ICC) ofrece la posibilidad de analizar morfológicamente a la 

proteína PARP-1 y su disposición intranuclear y extranuclear al contrastarse con un 

marcador nuclear como DAPI y realizar un análisis por microscopía de fluorescencia. [22] 

El mecanismo de acción 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 núcleo celular si recibe luz a una longitud de onda 

equivalente a su longitud de onda de excitación. Adicionalmente se considera a DAPI 

como un marcador de apoptosis ya que puede evidenciar la condensación de la cromatina 

(conformación espacial del ADN). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Estructura de un dedo de zinc. (A) Estéreo fotografía. (B) Estéreo diagrama [23] 

 

 

 

 

Figura 1.8. Estructura química de DAPI [24] 

 

 

 

 

Figura 1.9. Perfil de fluorescencia de DAPI, resaltando al espectro de longitud de onda de 

excitación (azul) y emisión (rojo) [25] 
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2.1. MATERIALES 

2.1.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

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

o Células de cáncer de hígado 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 IgG de 

conejo (Alexa Fluor® 488) 

o Anticuerpo anti β-actina ab49900: Anticuerpo monoclonal de ratón contra β-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 ámbar 

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 serológicas de 25mL, 10mL, 5mL, 2mL y 1mL (VWR) 

o Pistola volumétrica (Brand accu-jet® pro) 

o Recipientes para pipetas multicanal 

o Tubos de centrífuga de 50mL y 15mL (Tornado Tubes MIDSCI™) 
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o Tubos de microcentrífuga de 1.7mL (MIDSCI™) 

o Frascos de cultivo de 25cm2, 75cm2 y 175cm2 (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 Termómetro (Traceable®) 

o Papel filtro (Thermo Fisher Scientific) 

o Membrana de nitrocelulosa de 0.2µm de diámetro de poro (BioRad) 

o Paleta (Invitrogen™) 

o Rodillo 

o Pinza 

o Llave 

o Pipeta Pasteur 

o Contenedor rectangular de plástico  

o Tips P200 para carga en gel (VWR) 

o Láminas 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 vacío  

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

o Espectrofotómetro plate reader y Software Gen 5™ version 2.05 (Biotek Synergy 

HT) 

o Microscopio óptico invertido (Olympus Ckx31) 

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

o Estufa de cultivo (VWR Symphony™) 

o Cellometer® slides, AutoT4 contador y Software (Nexcelom Bioscience) 
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o Centrífuga (Clay Adams™ Dynac® III) 

o Baño termostático (Thermo Fisher Scientific) 

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

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

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

o Vórtex (Thermo Fisher Scientific) 

o Plataforma de agitación (VWR) 

o Lab-Tek® II Chamber Slide™ con cubierta 

o Microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E600) 

o Lámpara de mercurio (Nikon intensilight C-HGFIE) 

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

o Controlador de la lámpara de mercurio (Nikon C-HGFIE HG controller) 

o Software NIS-Elements BR 3.2 

o Cámara fotográfica (Nikon DSQi1Mc) 

2.1.6. REACTIVOS 

o Etanol 95%  

o Acetona 

o Éter etílico 

o Agua destilada 

o Albúmina de suero bovino BSA (Boston BioProducts) 

o Pierce ® BCA reactivo de ensayo de proteínas A (Thermo Fisher Scientific) 

o Pierce ® BCA reactivo de ensayo de proteínas 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 etílico absoluto (Pharmaco-Aaper) 

o Azul de tripán 0.4% (Sigma-Aldrich) 

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

o Cóctel de inhibidores de Proteasas & Fosfatasas Halt™ (Thermo Fisher Scientific) 

o Solución de EDTA 0.5M 100X (Thermo Fisher Scientific) 

o Buffer SDS-Sample 4X reductor (Boston BioProducts) 



15 
 

o Geles de poliacrilamida 7.5% (BioRad Mini-PROTEAN® TGX Stain Free™) 

o Marcador de peso molecular de proteínas preteñido (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 Solución de peróxido de hidrógeno (SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo Fisher 

Scientific) 

o Solución de luminol/catalizador (SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo Fisher 

Scientific) 

o Metanol 

o MTT (Life Technologies V13154) 

o DMSO ≥ 99.5% GC (Sigma-Aldrich) 

o Paclitaxel 6mg/mL (Hospira) 

o Glicina (American Bioanalytical) 

o Suero de cabra (Abcam ab7481) 

o Paraformaldehído (Sigma-Aldrich) 

o Tritón® X-100 (Sigma-Aldrich) 

o Mounting media conteniendo DAPI 

o Esmalte de uñas 

o Limpiador de lentes ópticos (Foxvest) 

o Aceite de inmersión (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. MÉTODOS 

2.2.1. OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS 

2.2.1.1. RECOLECCIÓN DEL ESPÉCIMEN VEGETAL 

Se obtuvieron especímenes aleatorios de Equisetum giganteum L. en la región de Sogay. 

La muestra fue llevada al departamento de Biología de la Universidad Nacional de San 

Agustín de Arequipa para constar mediante observaciones botánicas 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. EXTRACCIÓN POR MACERACIÓN (E1, E2 Y E3) 

Se sometió matriz vegetal a contacto directo con un solvente (etanol 95%, etanol 70% y 

acetona para E1, E2 y E3, respectivamente) en frascos de vidrio ámbar cerrados durante 

dos semanas. Las mezclas fueron filtradas y conservadas a 4ºC hasta su posterior 

concentración. 

2.2.1.3. EXTRACCIÓN POR SOXHLET (E4) 

Se sometió matriz vegetal a contacto con éter etílico a través de un dedal filtrante durante 

dos horas. El extracto obtenido se recolectó en un frasco de vidrio ámbar, conservándose 

a 4ºC hasta su subsecuente concentración. 

2.2.1.4. CONCENTRACIÓN 

Los extractos fueron sometidos a rotavapor considerando un Baño María, un sistema de 

vacío generado por una bomba Venturi, un sistema de condensación generado por agua 

en contacto con hielo y un tiempo de concentración total no menor a 45 minutos por 

extracto. 

Los extractos concentrados fueron sometidos a un sistema de vacío asistido por una 

bomba motorizada capaz de desplazar gases, un sistema refrigerante compuesto de una 

mezcla endotérmica de hielo seco y etanol, además de un Baño María. Los extractos secos 

fueron conservados en tubos de microcentrífuga 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. RECONSTITUCIÓN 

Se reconstituyeron los extractos secos con DMSO. Las mezclas fueron sometidas a vórtex 

hasta su total disolución. De darse el caso de quedar partículas remanentes, se agregó 

volúmenes adicionales de DMSO consecutivas veces hasta disolución completa. 

2.2.2. CULTIVO CELULAR 

2.2.2.1. MEDIOS DE CULTIVO 

Se preparó medio completo mezclando 500mL de MEM Alfa 1X con 5mL de 

Penicilina/Estreptomicina y 50mL de suero bovino fetal (10% FBS). 

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

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

Se preparó medio libre de suero mezclando 500mL de MEM Alfa 1X con 5mL de 

Penicilina/Estreptomicina (Sin FBS). 

2.2.2.2. DESCONGELAMIENTO 

Se removió el criovial con células del contenedor de nitrógeno líquido y se llevó a baño 

termostático de 37ºC. Se resuspendieron las células hasta quedar una mínima partícula de 

hielo. El sistema fue llevado a una cabina de flujo laminar previamente esterilizada con 

luz UV y etanol al 70%. Se transfirió un volumen del frasco a un tubo de microcentrífuga 

y se añadió medio completo acondicionado a 37ºC. Se procedió a centrifugar a 2000 

revoluciones por minuto (rpm) por 5 minutos. Se decantó el sobrenadante y el precipitado 

de células se resuspendió en medio completo. Se transfirió a un frasco de cultivo, se 

añadió más medio completo al frasco y se incubó en una estufa de cultivo a 37ºC, 5% 

CO2 y 95% de humedad. 

2.2.2.3. PASAJE DE CÉLULAS ADHERENTES (SUBCULTIVO CELULAR) 

Cada vez que el frasco de cultivo se saturó de células (al observar el frasco bajo el 

microscopio óptico invertido a un aumento de 10X se detectó una confluencia celular 

mayor al 80%), se decantó el medio de cultivo, se lavó dos veces con 5mL de PBS a 37ºC. 

Se añadió un volumen de tripsina a 37ºC dependiendo del tamaño del frasco de cultivo 

(3mL para frasco de 25cm2, 6mL para frasco de 75cm2 o 12mL para frasco de 175cm2). 

Se incubó por 5 a 10 minutos hasta que las células se hayan despegado del frasco en su 

totalidad. Se añadió el doble de medio libre de suero que el volumen de tripsina usado 
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con el objetivo de neutralizar su actividad proteásica. Se transfirió la mezcla a un tubo de 

centrífuga de 50mL y se centrifugó a 1000rpm por 5 minutos. Se decantó el sobrenadante 

y se reconstituyó el precipitado de células con 1mL de medio completo, se resuspendió 

al menos 25 veces con un tip P1000. Se agregó 3mL más de medio completo, se 

resuspendió y se procedió a ejecutar ensayos con la suspensión de células, conservando 

adicionalmente una fracción de la misma en un nuevo frasco de cultivo debidamente 

rotulado (especificando el tipo de línea celular, el número de pasaje desde su 

descongelamiento, la fecha del último pasaje y el nombre del analista).  

2.2.2.4. CONCENTRACIÓN Y VIABILIDAD CELULAR (AZUL DE TRIPÁN) 

En un tubo de microcentrífuga se mezcló 50µL de azul de tripán con 50µL de suspensión 

de células obtenidas a partir de un pasaje de células (2.2.2.3). Se homogenizó y se 

transfirió 20µL a cada lado de una cámara Cellometer, se insertó la lámina en el contador 

de células, se enfocó la imagen mediante la opción “Display image” del Software 

Nexcelom, se colocó “2” como factor de dilución y se seleccionó “Count”. Se repitió el 

proceso cambiando de lado a la lámina y se obtuvo un promedio de ambas lecturas de 

concentración y viabilidad celular. Para futuras diluciones se consideró la ecuación 2.1. 

𝑉 ×  𝐶 = 𝑉′ ×  𝐶′ 

Ecuación 2.1. Dilución a partir de una suspensión de células, donde V es el volumen a 

tomar de suspensión de células, C es el promedio de las lecturas de la concentración de 

células vivas, V’ es el volumen a preparar de dilución (considerando el volumen de 

trabajo de cada tipo de pocillo por el número de ensayos más un ligero exceso) y C’ es 

la concentración de células requeridas el análisis (independiente por cada tipo de 

ensayo). 

2.2.3. EFECTO ANTICANCERÍGENO (MTT) 

Se obtuvo una suspensión de células (2.2.2.3) y se determinó su concentración por el 

método azul de tripán (2.2.2.4). Se preparó un volumen suficiente de dilución a 50000 

cél/mL en medio completo. Con una micropipeta P200 multicanal se transfirió 200µL por 

pocillo en una placa de cultivo de 96 pocillos (10000 cél/pocillo) considerando al menos 

ocho repeticiones por condición experimental. Se incubó la placa a 37ºC y 5% CO2 

durante 20 horas. Se removieron los 200µL 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 ecuación 2.2. 
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[𝐹𝑖𝑛𝑎𝑙] =
[𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙]

200
 

Ecuación 2.2. Máxima concentración posible de los extractos para ser usados como 

tratamiento, considerando como límite al DMSO ≤ 0.5% para evitar interferencias en 

los resultados. 

Se agregó 200µL de extracto diluido por pocillo y se incubó la placa a 37ºC y 5% CO2 

durante 24 horas. Se preparó MTT 12mM diluido mediante las fórmulas 2.1 y 2.2: 

𝑀𝑇𝑇 12𝑚𝑀: 5𝑚𝑔 𝑀𝑇𝑇 + 1𝑚𝐿 𝑃𝐵𝑆 

Fórmula 2.1. Reconstitución de reactivo MTT (Life Technologies V13154). 

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

Fórmula 2.2. Preparación de reactivo MTT en tubo de centrífuga de 50mL donde “n” 

representa al número total de pocillos usados en el ensayo. 

Se removieron los 200µL de los pocillos, se vertió reactivo MTT en un recipiente 

apropiado para micropipetas multicanal y se transfirió 110µL/pocillo. Se incubó la placa 

por 4 horas. Se retiró 90µL de cada pocillo y se agregó 50µL de DMSO/pocillo 

(solubilización del formazán). Se incubó en un agitador de placas a 37ºC por 10 minutos 

y se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro micro plate reader a λ=540nm y se 

exportaron los datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior análisis estadístico. 

2.2.4. DETERMINACIÓN DE LA IC50 (MTT) 

Posterior al análisis del efecto sobre la viabilidad celular de los extractos de Equisetum 

giganteum L. a su máxima concentración posible concluyéndose en un potencial 

citotóxico, se repitió el ensayo MTT con menores concentraciones de los extractos, 

abarcando los siguientes ocho puntos de concentración preparados con medio bajo en 

suero mediante diluciones seriadas: 100/30/10/3/1/0.3/0.1/0.03 µg/mL, cada uno con sus 

respectivas réplicas. Se hizo uso de un recipiente para micropipetas multicanal con 

casillas aisladas para optimizar los resultados. Se exportaron los resultados de 

absorbancia a λ=540nm a Microsoft Excel 2013 para su posterior análisis estadístico. 
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2.2.5. LISIS CELULAR 

Luego de cultivar células hasta su adhesión en placas de cultivo de 6 pocillos, adaptarlas 

y tratarlas con los extractos, se lavó dos veces con PBS frío (4ºC). Fuera de la cabina de 

bioseguridad y trabajando sobre una cubeta de hielo, se agregó 300µL de reactivo de lisis 

celular por pocillo. Se dejó en reposo por 5 minutos. Se raspó 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 células en un tubo con PBS). Raspar al menos 30 segundos en cada pocillo. 

Con una micropipeta P1000 se transfirió el contenido de cada pocillo a tubos de 

microcentrífuga rotulados. Se centrifugó a 4ºC (la velocidad y tiempo de centrifugación 

dependen del reactivo de lisis), para precipitar los restos celulares. Se transfirió el 

sobrenadante de cada tubo a nuevos tubos de microcentrífuga rotulados (usando una 

micropipeta P200). Se conservaron los lisados celulares a -80ºC. 

2.2.6. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS EN LISADOS CELULARES (BCA) 

Resultó crucial preparar una curva de calibración simultáneamente junto al análisis de un 

grupo de muestras de lisados celulares (2.2.5). Para tales efectos se preparó una solución 

stock pesando 20mg de BSA, disolviéndolos en 10mL de PBS (2000 µg/mL de 

albúmina). Se preparó 5 estándares y un blanco trabajando sobre una cubeta con hielo la 

preparación de diluciones seriadas. 

Se preparó reactivo de trabajo mezclando en un tubo de centrífuga 20mL de reactivo A 

(ácido bicinconínico) con 400µL de reactivo B (sulfato cúprico al 4%). Se vertió la 

mezcla en un recipiente para micropipeta multicanal. En un plato de cultivo de 96 pocillos 

se agregó 10µL de estándar/muestra en cada pocillo por triplicado y con una micropipeta 

P200 multicanal se agregó 200µL de reactivo de trabajo por pocillo en el menor tiempo 

posible. Se llevó la placa a un agitador de placas a 37ºC por 20 a 25 minutos. Se leyó la 

absorbancia en un espectrofotómetro plate reader a λ=562nm y se exportaron los datos 

obtenidos a Microsoft Excel 2013 para su posterior análisis. 
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2.2.7. PROTEÍNAS ESPECÍFICAS EN LISADOS CELULARES (WESTERN BLOT) 

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

y se normalizó el nivel proteico de las mismas mediante la ecuación 2.3: 

𝑉 𝑥 µg/mL = 40µL x 500µg/mL 

Ecuación 2.3. Normalización del nivel de proteínas totales en un grupo de muestras 

donde “V” es el volumen de muestra a tomar para la dilución, “µg/mL” es la 

concentración de la muestra calculada por el método BCA, “40µL” es el óptimo 

volumen de dilución para su posterior carga en la cámara de electroforesis y 

“500µg/mL” es la concentración óptima de proteínas totales para un análisis por Western 

blot. 

Se preparó la dilución calculada en el paso anterior en tubos de microcentrífuga con los 

volúmenes presentados en la tabla 2.1. 

Tabla 2.1. Dilución de las muestras a ser cargadas en la cámara de electroforesis. 

Muestra SDS-4x PBS 

“V” µL 10 µL (30 – “V”) µL 

 

Se llevó la mezcla de los tres componentes al fondo de cada tubo mediante centrifugación 

a 15000rpm por 2 minutos. Se desnaturalizaron las proteínas llevando las muestras a una 

hornilla a 95ºC por 5 minutos. 

Se ejecutó una electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) preparando 500mL de 

buffer de corrida 1x a partir de buffer 10x con agua destilada. Se colocó un gel de 

poliacrilamida 7.5% en la cámara de electroforesis, llenándola con buffer de corrida. Se 

cargó 40µL de cada muestra diluida en un pozo del gel, y 5µL de marcador de peso 

molecular (Ladder) en otro pozo. Se conectó el sistema a la fuente de poder y se ejecutó 

la corrida a 125V por 50 minutos, 3A y 300W. 

A continuación se ejecutó una electrotransferencia, para lo cual, faltando 10 minutos para 

el término de la electroforesis, se cortó dos moldes de papel filtro y una membrana de 

nitrocelulosa de 0.2µm de diámetro de poro. Se sumergieron los tres aditamentos en 

buffer de transferencia 1x, se limpió el casete de electrotransferencia con etanol al 70%. 

Culminada la electroforesis se retiró el gel de la cámara y de su empaque de plástico con 

una espátula. Este fue cortado al mínimo volumen posible con una espátula, asegurándose 
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de incluir toda la región de migración de proteínas y una presentación lo más rectangular 

posible. Se preparó el arreglo experimental sándwich colocando de abajo a arriba los 

siguientes elementos en el orden descrito: Ánodo, papel filtro, membrana de nitrocelulosa 

(habiendo retirado sus cubiertas con una pinza), gel de electrotransferencia 

(manteniéndolo húmedo el mayor tiempo posible para optimizar la técnica), papel filtro 

y cátodo. Durante la preparación del sándwich se eliminaron las burbujas usando un 

rodillo y se agregó 3mL de buffer de transferencia a la base del ánodo. Se colocó el 

sándwich en la cámara 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 retiró 

la membrana del sándwich y esta fue colocada en un contenedor rectangular. La 

membrana fue lavada con PBS y se llevó a agitación por 3 minutos. 

Se determinó cualitativamente las proteínas añadiendo al contenedor 6mL de colorante 

rojo Ponceau, se llevó a agitación por 5 minutos y se buscaron manchas a modo de bandas 

en los carriles de las muestras. Se recuperó el colorante y se lavó dos veces con PBS por 

3 minutos cada lavado. 

Se bloqueó la membrana para reducir la unión inespecífica anticuerpo-membrana 

añadiendo 12mL de leche en polvo al 5% en TBS-T y agitando durante al menos una 

hora. 

Se determinaron cuantitativamente las proteínas de interés por quimioluminiscencia. Se 

decantó la leche y, sin lavar la membrana, se agregó 7mL de anticuerpo primario diluido 

en leche 5%. Se llevó a agitación a 4ºC durante al menos 10 horas. Se decantó el 

anticuerpo primario y se lavó tres veces con TBS-T agitando durante 5 minutos cada una. 

Se agregó 7mL de anticuerpo secundario marcado con enzima peroxidasa y diluido en 

leche 5%. Se llevó a agitación por una hora. Se decantó el anticuerpo secundario, se lavó 

tres veces con TBS-T agitando durante 5 minutos cada una. Se añadió 6mL de sustrato 

H2O2 y revelador luminol (1:1) al contenedor y se agitó por 5 minutos. Con una pinza se 

transfirió 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 realizó un control de carga (β-actina). Se devolvió la membrana al contenedor, se lavó 

dos veces con TBS-T agitando por 2 minutos cada una. Se añadió 7mL de anticuerpo anti-

β-actina diluido en leche al 5%, llevando a agitación durante una hora. Se decantó el 
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anticuerpo y se lavó la membrana tres veces con TBS-T agitando por 5 minutos cada una. 

Se añadió 6mL de sustrato H2O2 y revelador luminol (1:1) al contenedor y se agitó por 5 

minutos. Con una pinza se transfirió 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 áreas de las bandas obtenidas y se exportaron los datos a Microsoft 

Excel 2013 para su posterior análisis estadístico. Se presenta un esquema resumen del 

revelado de proteínas por quimioluminiscencia en la figura 2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Esquema del revelado de proteínas por quimioluminiscencia 

2.2.8. DETERMINACIÓN DE LA HIDRÓLISIS DE PARP-1 

Se obtuvo una suspensión de células (2.2.2.3) y se determinó su concentración por el 

método azul de tripán (2.2.2.4). Se preparó una dilución a 375000 cél/mL con medio 

completo. Se sembró 2mL/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos (750000 cél/pocillo). 

Se homogenizó agitando la placa en forma de “∞” al menos 10 veces. Se incubó a 37ºC 

y 5% CO2 por 20 horas. Se removieron los 2mL y se adaptaron las células con 2mL de 

medio bajo en suero por 4 horas. Se removió el medio libre en suero y se añadieron los 

extractos diluidos en medio bajo en suero a una concentración equivalente a su IC50, 

considerando un control negativo (medio bajo en suero) y un control positivo (Paclitaxel 

100nM) [26,27]. Se incubó la placa por 24 horas. Se lisaron las células (2.2.5) usando el 

reactivo M-PER (consiste en un reactivo de extracción de proteínas a base de mamífero, 

un cóctel de inhibidores de proteasas y EDTA 100x en proporciones 100:1:1). Luego de 

transferir los 300µL a tubos de microcentrífuga, se centrifugó a 14000 rcf por 10 minutos 

a 4ºC. Al término de la lisis celular se cuantificaron las proteínas totales por el método 
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BCA (2.2.6), se normalizó el nivel de proteínas totales de muestras y controles a 

500µg/mL. Se ejecutó una SDS-PAGE y 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 IgG (HRP) 1:2000). El control de carga fue ab49900 (Mouse mAb to β-actin 

(HRP) 1:10000, peso molecular de 42 kDa). Se calcularon las áreas de las bandas 

obtenidas y se exportaron los datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior análisis 

estadístico. 

2.2.9. DISPOSICIÓN EXTRANUCLEAR DE PARP-1 (INMUNOCITOQUÍMICA) 

Se obtuvo una suspensión de células (2.2.2.3) y se determinó su concentración por el 

método azul de tripán (2.2.2.4). Se preparó una dilución a 25000 cél/mL con medio 

completo. Se sembró 400µL/pocillo en Nunc-slide chambers (10000 cél/pocillo), se 

incubó hasta alcanzar un 50-60% de confluencia. Se adaptaron las células con 400µL de 

medio bajo en suero por 4 horas. Se agregaron los extractos diluidos en medio bajo en 

suero a una concentración equivalente a su IC50, considerando un control negativo 

(medio bajo en suero) y un control positivo (Paclitaxel – IC50). Se incubó durante 24 

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

Se fijaron las células con 100µL de paraformaldehído 4% en PBS durante 15 minutos. Se 

lavó tres veces con PBS frío (agitando durante 5 minutos por cada lavado). Se 

permeabilizó la membrana celular con 100µL de Tritón X100 al 0.1% en PBS durante 10 

minutos. Se lavó tres veces con PBS frío (agitando durante 5 minutos por cada lavado).  

Se preparó 10mL de Buffer de bloqueo mezclando en un tubo de centrífuga 0.4g de BSA 

con 1mL de suero de cabra, 0.225g de glicina y llevando a volumen con PBS. Se bloqueó 

cada pocillo con 300µL de Buffer de bloqueo por 1h a temperatura ambiente. Se 

despegaron las cámaras de la lámina. Se preparó 500µL de anticuerpo primario ab32138 

(Rabbit mAb to PARP-1 1:200) diluido en Buffer de bloqueo. Se cubrió la lámina con 

gotas de anticuerpo primario y papel parafilm, evitando la formación de burbujas con un 

tip P200; se incubó por 12 horas a 4ºC, conservando la lámina en un contenedor 

rectangular.  

Habiendo retirado el papel parafilm se lavó tres veces la lámina con PBS-T agitando 

durante 5 minutos por cada lavado. Se preparó 500µL de anticuerpo secundario ab150077 

(Goat pAb to Rabbit IgG (Alexa Fluor 488) 1:400) diluido en Buffer de bloqueo. Se 
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cubrió la lámina con gotas de anticuerpo secundario y papel parafilm, se incubó por una 

hora en oscuridad. Se retiró el papel parafilm y se lavó tres veces la lámina con PBS-T 

agitando durante 5 minutos por cada lavado. Se añadió gotas de colorante de contraste 

DAPI a modo de mounting media sobre la lámina. Se colocó sobre la lámina un 

cubreobjetos evitando formar burbujas y se selló con esmalte de uñas en los bordes. Se 

conservó la lámina a 4ºC y se analizó bajo microscopía de fluorescencia. 

Se encendió la lámpara de mercurio, el bloque, el microscopio de fluorescencia y el 

Software NIS elements BR 3.2. Se limpió la lámina y los lentes objetivo con papel para 

lentes y limpiador de lentes ópticos. Se enfocaron las células en canal DAPI con el lente 

objetivo 60x y aceite de inmersión.  

Se alternó al canal GFP para tomar capturas de la fluorescencia producida por PARP-1. 

Se guardaron las capturas en formato .tiff para su posterior cálculo de áreas y análisis 

estadístico. 

2.2.10. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE CASPASAS 3 Y 7 

Se obtuvo una suspensión de células (2.2.2.3) y se determinó su concentración por el 

método azul de tripán (2.2.2.4). Se preparó una dilución a 200000 cél/mL con medio 

completo. Se sembró en frascos de cultivo de 25cm2, 5mL cada uno (1000000 cél/frasco). 

Se incubaron los frascos a 37ºC y 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia celular ≥ 

80%. Las células se adaptaron con medio bajo en suero por 4 horas y a continuación 

fueron tratadas con los extractos diluidos a una concentración equivalente a su IC50, 

considerando un control negativo (medio bajo en suero) y un control positivo 

(Staurosporina 1µM) [28,29,30]. Además se consideraron dos tiempos de incubación 

independientes (5 horas y 10 horas).  

Al término de cada incubación se lisaron las células: Se lavó cada frasco dos veces con 

3mL de PBS frío, se añadió 3mL de tripsina a cada uno y se incubaron por 6 a 10 minutos 

(hasta despegar las células del frasco) a 37ºC y 5% CO2. Se neutralizó el remanente de 

tripsina con 6mL de medio libre de suero; se transfirió la mezcla de cada frasco a tubos 

de centrífuga de 15mL rotulados. Estos fueron centrifugados a 1000rpm por 5 minutos. 

Se decantó el sobrenadante y se lavaron las células con 3mL de PBS frío. Se agregaron 

100µL de Cell Lysis Buffer por tubo y se mantuvieron en una cubeta con hielo por 10 

minutos. Se transfirieron los 100µL a tubos de microcentrífuga rotulados y estos fueron 

sometidos a 10000rcf por 1 minuto de centrifugación. Se transfirieron los sobrenadantes 
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resultantes a nuevos tubos de microcentrífuga rotulados, y estos fueron conservados a -

80ºC. 

Habiendo lisado ambos grupos de células (tratadas durante 5 y 10 horas), se cuantificaron 

las proteínas totales por el método BCA (2.2.6), se normalizó el nivel de proteínas totales 

de muestras y controles a 5000µg/mL, llevando a un volumen de 200µL con Cell Lysis 

Buffer. Se preparó el reactivo “A” mezclando 1500µL de 2x Reaction Buffer con 15µL 

de DTT. En una placa de cultivo de 96 pocillos se mezclaron 50µL de muestras diluidas 

(blanco de 50µL de Cell Lysis Buffer) con 50µL de reactivo “A” y 5µL de DEVD-pNA 

4mM por pocillo. Se incubó en oscuridad en un agitador de placas a 37ºC por 2 horas. Se 

leyó la absorbancia en un espectrofotómetro plate reader a λ=400nm y se exportaron los 

datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior análisis estadístico. 

2.2.11. DETERMINACIÓN DE BCL-2 

Se obtuvo una suspensión de células (2.2.2.3) y se determinó su concentración por el 

método azul de tripán (2.2.2.4). Se preparó una dilución a 375000 cél/mL con medio 

completo. Se sembraron 2mL/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos (750000 

cél/pocillo). Se incubó la placa a 37ºC y 5% de CO2 durante 20 horas. Las células se 

adaptaron con medio bajo en suero por 4 horas y a continuación fueron tratadas con los 

extractos diluidos a una concentración equivalente a su IC50, considerando un control 

negativo (medio bajo en suero) y un control positivo (Paclitaxel 100nM) [26]. Se 

prepararon los siguientes reactivos de trabajo: 

Reactivo 1: 10mL contienen 7.8mL de agua destilada, 2mL de Buffer de extracción PTR 

5X y 200µL de solución mejoradora de extracción 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, 300µL de anticuerpo de 

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

Se lisaron las células (2.2.5) usando 300µL de “reactivo 1” como buffer de lisis. Luego 

de transferir los 300µL a tubos de microcentrífuga, estos fueron sometidos a 18000rcf a 

4ºC por 20 minutos de centrifugación. Al término de la lisis celular se cuantificaron las 

proteínas totales por el método BCA (2.2.6). Se prepararon estándares de Bcl-2 a partir 

de la reconstitución 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 afín al anticuerpo de captura se mezclaron 50µL 

de estándar/muestra con 50µL de “reactivo 3”. Se incubó la placa por una hora a 

temperatura ambiente en agitador de placas. Se removieron los 100µL de cada pocillo y 

se lavaron 3 veces con 200µL de “reactivo 2” por pocillo haciendo uso de una micropipeta 

P200 multicanal.  

Se añadió 100µL/pocillo de sustrato tetrametilbencidina (TMB) y se incubó la placa por 

10 minutos en oscuridad en agitador de placas. Se agregó 100µL/pocillo de solución stop 

y se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro plate reader a λ=450nm, exportándose 

los datos a Microsoft Excel 2013 para su posterior análisis estadístico. Se presenta un 

esquema resumen del revelado de proteínas por ELISA sándwich directo en la figura 2.2.  

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2. Esquema del revelado de proteínas por ELISA sándwich directo 

2.2.12. DETERMINACIÓN DE BAX 

Se obtuvo una suspensión de células (2.2.2.3) y se determinó su concentración por el 

método azul de tripán (2.2.2.4). Se preparó una dilución a 375000 cél/mL con medio 

completo. Se sembró 2mL/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos (750000 cél/pocillo). 

Se homogenizó agitando la placa en forma de “∞” al menos 10 veces. Se incubó a 37ºC 

y 5% CO2 por 20 horas. Se removieron los 2mL y se adaptaron las células con 2mL de 

medio bajo en suero por 4 horas. Se removió el medio libre en suero y se añadieron los 

extractos diluidos en medio bajo en suero a una concentración equivalente a su IC50, 

considerando un control negativo (medio bajo en suero). Se incubó la placa por 24 horas. 

Se lisaron las células (2.2.5) usando el reactivo M-PER (consiste en un reactivo de 

extracción de proteínas a base de mamífero, un cóctel de inhibidores de proteasas y EDTA 

100x en proporciones 100:1:1). Luego de transferir los 300µL a tubos de microcentrífuga, 

se centrifugó a 14000 rcf por 10 minutos a 4ºC. Al término de la lisis celular se 

Pozo 
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cuantificaron las proteínas totales por el método BCA (2.2.6), se normalizó el nivel de 

proteínas totales de muestras y controles a 1000µg/mL. Se ejecutó 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 IgG (HRP) 1:2000). El control de carga fue 

ab49900 (Mouse mAb to β-actin (HRP) 1:10000, peso molecular de 42 kDa). Se 

calcularon las áreas de las bandas obtenidas y se exportaron los datos a Microsoft Excel 

2013 para su posterior análisis estadístico. 

2.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El efecto inhibitorio de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la viabilidad 

celular por el método MTT, las áreas de Western blots en proteína PARP-1 hidrolizada y 

los ELISA para Bcl-2 fueron evaluados mediante análisis de varianza de una vía 

(ANOVA), y para pruebas de correlación múltiple se utilizó el test post hoc de Dunnett 

en el software GraphPad Prism 6. 

La determinación de la IC50 fue realizada mediante modelamiento matemático a través 

de un análisis de regresión no lineal (regresión logística de cuatro parámetros) en el 

software GraphPad Prism 6. 

Para los estudios de imagenología a través de inmunocitoquímica se utilizó el test no 

paramétrico de Kruskal-Wallis y el test post hoc de Dunn en el software GraphPad Prism 

6. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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3.1. RECOLECCIÓN DEL ESPÉCIMEN VEGETAL 

Se consultó a los habitantes de Sogay en el distrito de Yarabamba en Arequipa, Perú; 

acerca de la zona en que resultaba más probable hallar cola de caballo. Tras explorar en 

las laderas del río en la estación de verano, se vislumbraron tallos del espécimen (latitud 

-16.56467264, longitud -71.44545436, elevación 2556 m.s.n.m.), aunque cubiertos de 

una vasta vegetación, en un pequeño acantilado. A pesar de tratarse de un trecho peligroso 

de recorrer, las formaciones rocosas firmes que caracterizaban al paisaje permitieron el 

paso a través del acantilado. 800 gramos de Equisetum giganteum L. fueron entonces 

recolectados (figura 3.1) y transportados a la facultad de Biología de la Universidad 

Nacional de San Agustín de Arequipa para verificar la autenticidad del espécimen 

recolectado y confirmar la información taxonómica de referencia (Anexo 1). Se llevó a 

una zona de oscuridad y sequedad durante 19 días. 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 pulverización de Equisetum 

giganteum L. incluyendo molienda en moledores de café domésticos. [31, 32] A 

continuación, respecto a la homogeneidad del tamaño de partículas, el material vegetal 

pulverizado es tamizado. [33] 

3.2. OBTENCIÓN DE LOS EXTRACTOS 

Para la extracción por maceración se sometió 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 ámbar cerrados durante 14 días. Las mezclas fueron 

filtradas y conservadas a 4ºC hasta su posterior concentración. 
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Para la extracción por Soxhlet (E4) se sometió 30g de matriz vegetal a contacto con 

300mL de éter etílico a través de un dedal filtrante durante dos horas. El extracto obtenido 

se recolectó en un frasco de vidrio ámbar, conservándose a 4ºC hasta su subsecuente 

concentración. 

Los extractos fueron concentrados mediante rotavapor (figura 3.2) acoplado a un sistema 

de vacío generado por una bomba Venturi, un sistema de condensación generado por agua 

en contacto con hielo y un tiempo de concentración total no menor a 45 minutos por 

extracto, obteniéndose extractos fluidos. 

 

 

 

 

Figura 3.2. Arreglo experimental de la concentración por rotavapor  

Los extractos fluidos fueron sometidos a un sistema de vacío asistido por una bomba 

motorizada capaz de desplazar gases, un sistema refrigerante compuesto de una mezcla 

endotérmica de hielo seco y etanol (temperatura de -92ºC) y un Baño María a 40ºC (figura 

3.3).  

 

 

 

 

 

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

Los extractos secos fueron conservados en tubos de microcentrífuga 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 análisis organoléptico de los extractos se 

detalla en la tabla 3.1 y el rendimiento de extracción 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. Análisis organoléptico de los extractos de Equisetum giganteum L. 

Descripción E1 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 viscoso compuesto en su mayoría por estructuras de alto peso 

molecular resueltas por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC-

MS). [31] 

3.3. RECONSTITUCIÓN DE LOS EXTRACTOS SECOS 

Se pesaron 50mg de cada extracto seco en tubos de microcentrífuga rotulados y se agregó 

500µL de DMSO a cada uno. Las mezclas fueron sometidas a vórtex hasta su total 

disolución. De darse el caso de quedar partículas remanentes, se agregó 500µL 

adicionales de DMSO consecutivas veces hasta disolución completa. El rendimiento de 

extracción, la solubilidad en DMSO y la máxima concentración posible de los extractos 

para ser empleados como tratamiento (considerando como límite al DMSO ≤ 0.5%, 

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

Alavarce y colaboradores obtuvieron un extracto hidroalcohólico (etanol 70%) de 

Equisetum giganteum L. con 8.24% de rendimiento de extracción a través del método de 

percolación. [34] 

 

A B 
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Otros autores extrajeron oleorresinas de Equisetum giganteum L. con solventes orgánicos 

(0.31 y 0.78% de rendimiento de extracción con hexano y diclorometano, 

respectivamente). Además, utilizando CO2 supercrítico, el rendimiento de extracción se 

incrementó hasta 1.44%. [31] 

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

Extracto Solvente 
Rendimiento de 

extracción 

Solubilidad en 

DMSO 
[Máx] 

E1 Etanol 95% 3.14 % 100 mg/mL 500 µg/mL 

E2 Etanol 70% 5.29 % 100 mg/mL 500 µg/mL 

E3 Acetona 1.86 % 50 mg/mL 250 µg/mL 

E4 Dietil éter 1.03 % 25 mg/mL 125 µg/mL 

 

3.4. ACTIVIDAD ANTICANCERÍGENA 

A través del método MTT se comparó la viabilidad de las células HeLa y HepG2 tratadas 

con extractos de Equisetum giganteum L. a las máximas concentraciones posibles 

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

Además de MTT, MTS y XTT son otros métodos para determinar viabilidad celular. El 

formazán que se genera como producto de reacción es soluble y no requiere de adición 

de DMSO. [35,36,37] Sin embargo, su elevado costo fue crucial al decidir utilizar el método 

MTT, siendo este último más accesible, económicamente. 

3.4.1. INHIBICIÓN DE LA VIABILIDAD DE CÉLULAS HeLa 

Como se presenta en la figura 3.5, los resultados demostraron la carencia de efecto 

anticancerígeno del E1 en línea celular HeLa, descartándose el mismo para futuros 

ensayos. Sin embargo, los extractos E2, E3 y E4 resultaron ser prometedores y su 

viabilidad celular difirió significativamente respecto al control tras un análisis ANOVA 

(valor crítico de F = 226; valor de P < 0.0001 – significativo) y un test de correlación 

múltiple 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 determinación de su IC50 en células HeLa. 
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El extracto E1 difiere notablemente de E2 a pesar de que la única diferencia entre ambos 

consiste en el grado alcohólico de la solución extractora (95º y 70º) respectivamente. Esto 

podría implicar que los compuestos activos de Equisetum giganteum L. responsables de 

su actividad anticancerígena son más hidrofílicos 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 HeLa a través del método MTT. Los resultados se presentan como el promedio 

± desviación estándar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 1. 

 

3.4.2. INHIBICIÓN DE LA VIABILIDAD DE CÉLULAS HepG2 

Se observó la ausencia de efecto anticancerígeno del E1 en línea celular HepG2, 

descartándose el mismo para futuros ensayos en ambas líneas 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 análisis ANOVA (valor crítico de   

F = 53.7; valor de P < 0.0001) y un test de correlación múltiple 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 determinación 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 

± desviación estándar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 2. 

Se decidió excluir a E1 para posteriores análisis ya que carece de efecto anticancerígeno 

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. HeLa, E4 vs. HeLa, E2 vs. HepG2, E3 vs. 

HepG2 y E4 vs. HepG2.  

Se observó un patrón similar entre E1 y E2, confirmándose la hidrofilicidad de los 

compuestos activos responsables de la actividad anticancerígena de Equisetum giganteum 

L. en ambas líneas celulares en estudio. 

3.5. DETERMINACIÓN 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 concentración (figura 3.8): 

100/30/10/3/1/0.3/0.1/0.03 µg/mL. Asimismo, se realizaron diluciones seriadas de una 

solución stock de Paclitaxel a 100/30/10/3/1/0.3/0.1/0.03 µM, con el objetivo de obtener 

un control positivo de IC50 conocido para futuros ensayos incidiendo en el estudio del 

mecanismo de acción. Se trataron las células con los extractos vegetales y con Paclitaxel 

a diferentes concentraciones, contrastándose con un control sin tratamiento para realizar 
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el análisis estadístico respectivo (modelamiento matemático de regresión logística de 

cuatro parámetros mediante la ecuación 1.2). 

El ajuste de los datos a la gráfica concentración-efecto genera una curva sigmoidea, cuyo 

coeficiente de determinación R2 expresa el grado de correlación de los datos con el 

modelo matemático ajustado, siendo un valor cercano a 1 equivalente a un alto grado de 

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

 

 

 

 

 

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

pocillos 

 

 

 

 

 

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

 

La determinación de la IC50 suele requerir de al menos 7 puntos de concentración. 

Dependiendo de la unidad de estudio, el eje de las abscisas se presenta en unidades de 

molaridad y sus subunidades (µM y nM generalmente) en caso de referirse a sustancias 

de peso molecular conocido; o bien en µg/mL o ng/mL de tratarse de mezclas de pesos 

moleculares desconocidos, como es el caso de los extractos vegetales. [38,39] 
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3.5.1. E2 VS. HeLa 

Mediante el software GraphPad Prism 6 se determinó la IC50 del sistema E2 vs HeLa 

(figura 3.9). El análisis estadístico respectivo indicó que: IC50 = 114.98 ± 32.32 µg/mL; 

R2 = 0.5165. La concentración máxima de E2 de acuerdo al límite de DMSO es 

ligeramente más elevada que la IC50 del sistema E2 vs HeLa. 

L o g  (n g /m L )

%
 M

u
e

r
te

 c
e

lu
la

r

2 4 6

0

5 0

IC 5 0 : 1 1 4 .9 8   3 2 .3 2 g /m L

 

Figura 3.9. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de E2 

sobre células HeLa. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 3. 

3.5.2. E3 VS. HeLa 

Mediante el software GraphPad Prism 6 se determinó la IC50 del sistema E3 vs HeLa 

(figura 3.10). El análisis de regresión no lineal respectivo refirió que: IC50 = 14.14 ± 3.72 

µg/mL; R2 = 0.8783. La concentración máxima de E3 de acuerdo al límite de DMSO es 

más elevada que la IC50 del sistema E3 vs HeLa. 
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Figura 3.10. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de E3 

sobre células HeLa. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 4. 
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3.5.3. E4 VS. HeLa 

Mediante el software GraphPad Prism 6 se determinó la IC50 del sistema E4 vs HeLa 

(figura 3.11). El análisis estadístico concerniente indicó que: IC50 = 108.32 µg/mL;         

R2 = 0.6171. La ambigüedad del resultado, como lo refirió el software, no permitió 

determinar los intervalos de confianza al 95% del valor de IC50 obtenido en el sistema 

E4 vs HeLa. 
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Figura 3.11. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de E4 

sobre células HeLa. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 5. 

3.5.4. E2 VS. HepG2 

El sistema E2 vs. HepG2 no logró ajustarse al modelo matemático establecido (figura 

3.12). El análisis estadístico concerniente refirió que: IC50: Indeterminado; R2 = 0.3570. 

Al no poder realizarse el cálculo de la IC50 se excluye al grupo E2 vs. HepG2 para 

posteriores ensayos. Debido a que las células HepG2 son más resistentes al tratamiento 

con extractos de Equisetum giganteum L., es probable que su IC50 se encuentre por 

encima del límite permisible de DMSO. 
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Figura 3.12. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de E2 

sobre células HepG2. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 6. 
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3.5.5. E3 VS. HepG2 

Se determinó la IC50 del sistema E3 vs HepG2 (figura 3.13). El análisis estadístico 

concerniente indicó que: IC50 = 30.37 ± 7.78 µg/mL; R2 = 0.8227. Al tratarse de una 

línea celular resistente al tratamiento con extractos de Equisetum giganteum L. (la IC50 

de E3 es mayor contra células HepG2 que HeLa), se excluye al grupo E3 vs. HepG2 para 

posteriores ensayos. 
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Figura 3.13. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de E3 

sobre células HepG2. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 7. 

3.5.6. E4 VS. HepG2 

El sistema E4 vs. HepG2 no logró ajustarse al modelo matemático establecido (figura 

3.14). El análisis estadístico respectivo refirió que: IC50 = Indeterminado; R2 = 0.1996. 

Al no poder realizarse el cálculo de la IC50 se excluye al grupo E4 vs. HepG2 para 

posteriores ensayos. Debido a que las células HepG2 son más resistentes al tratamiento 

con extractos de Equisetum giganteum L., es probable que su IC50 se encuentre por 

encima del límite permisible de DMSO. 
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Figura 3.14. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de E4 

sobre células HepG2. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 8. 
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3.5.7. PACLITAXEL VS. HeLa 

Se determinó la IC50 del sistema Paclitaxel vs HeLa (figura 3.15). El análisis de regresión 

no lineal respectivo indicó que: IC50 = 4.81 ± 0.82 µM; R2 = 0.8660. La IC50 de 

Paclitaxel contra células HeLa fue calculada satisfactoriamente con el fin de aplicar dicha 

concentración en el ensayo de inmunocitoquímica como control positivo. 
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Figura 3.15. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de 

Paclitaxel sobre células HeLa. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 9. 

3.5.8. PACLITAXEL VS. HepG2 

Se determinó la IC50 del sistema Paclitaxel vs HepG2 (figura 3.16). El respectivo análisis 

de regresión no lineal refirió que: IC50 = 47.51 ± 13.16 µM; R2 = 0.7087. La IC50 de 

Paclitaxel contra células HepG2 fue determinada satisfactoriamente con el fin de aplicar 

dicha concentración en el ensayo de inmunocitoquímica 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 decidió omitir el ensayo de inmunocitoquímica 

en células HepG2 en general.  
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Figura 3.16. Representación del modelo matemático para el cálculo de la IC50 de 

Paclitaxel sobre células HepG2. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 10. 
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Los resultados del ítem 3.5 se presentan de modo resumido en la tabla 3.3. 

Tabla 3.3. Resumen de resultados: Determinación de la IC50 

E2 vs HeLa E3 vs HeLa E4 vs HeLa Ptx vs HeLa 

114.98 ± 32.32 

µg/mL 

14.14 ± 3.72 

µg/mL 
108 µg/mL 4.81 ± 0.82 µM 

E2 vs HepG2 E3 vs HepG2 E4 vs HepG2 Ptx vs HepG2 

Indeterminado 30.37 ± 7.78 

µg/mL 
Indeterminado 47.51 ± 13.16 µM 

 

3.6. INDUCCIÓN DE PARTÁNATOS 

3.6.1. PROTEÍNAS TOTALES EN LISADOS CELULARES 

Kratz y colaboradores refieren a la albúmina de suero bovino como una excelente proteína 

modelo para realizar análisis cuantitativo. [40] 

Se prepararon estándares de albúmina de suero bovino (tabla 3.4) para la preparación del 

gráfico de calibración absorbancia – concentración a través del método BCA, 

representado en la figura 3.17. 

Tabla 3.4. Preparación de estándares de albúmina 

Estándar 1 2 3 4 5 Blanco 

Concentración (µg/mL) 2000 1000 500 250 125 0 

Volumen stock (µL) 100 100 0 0 0 0 

Vol. Diluyente PBS (µL) 0 100 100 100 100 100 

Vol. Estándar anterior (µL) 0 100 100 100 100 0 

 

 

Figura 3.17. Gráfico de calibración del método BCA para determinar proteínas totales 

en lisados celulares. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 11. 
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El gráfico de calibración permitió realizar el cálculo de la concentración de proteínas 

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

giganteum L. 

3.6.2. HIDRÓLISIS DE PARP-1 EN CÉLULAS HeLa MEDIANTE WESTERN BLOT 

Tras cuantificar las proteínas totales de los lisados celulares obtenidos a partir de células 

HeLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. a concentraciones equivalentes a 

su IC50, se realizó una electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida, ilustrada en 

la figura 3.18. 

 

 

 

 

 

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

Tras la migración de las proteínas de acuerdo a su peso molecular, se realizó 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 continuación, se recuperó la membrana de nitrocelulosa en un contenedor de plástico 

y se revelaron las proteínas de modo cualitativo mediante la tinción de Rojo Ponceau, 

ilustrada en la figura 3.20. 
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Figura 3.20. Análisis cualitativo de proteínas con rojo Ponceau 

Posteriormente se bloqueó la membrana con solución de leche en polvo al 5% en TBS-T, 

se añadió el anticuerpo primario y secundario y finalmente se agregó el revelador 

quimioluminiscente para la determinación de las bandas correspondientes al PARP-1 

hidrolizado (peso molecular 25 kDa), así como de un control de carga de β-Actina (peso 

molecular 42 kDa). La membrana fue escaneada (figura 3.21) y las áreas de las manchas 

correspondientes a las proteínas en estudio fueron determinadas mediante el Scanner y 

Software Image Studio Digits Ver. 5.2. (Li-Cor C-Digit). 

 

 

 

 

 

Figura 3.21. Bandas obtenidas en el análisis Western blot de PARP-1 en células HeLa 

Las áreas de las manchas fueron exportadas a Microsoft Excel 2013 para su posterior 

análisis estadístico en GraphPad Prism 6 (figura 3.22), a través de un análisis de varianza 

ANOVA (valor crítico de F = 5.64, valor de P = 0.0067 – significativo) y un test de 

correlación múltiple 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 

hidrólisis de la proteína PARP-1, desencadenando partánatos en células cancerígenas 

HeLa como mecanismo de acción. 

PARP-1 hidrolizado (25 kDa) 

β-Actina (42 kDa) 
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Marine y colaboradores estudiaron las tiazolidinedionas como anticancerígenos 

potenciales contra el cáncer de mama, y relacionan el incremento en la hidrólisis de 

PARP-1 con apoptosis, aunque refieren que el mecanismo de acción no se encuentra 

elucidado del todo. [41] Mata y colaboradores indican que la hidrólisis de PARP-1 puede 

ser inducida por inductores de apoptosis. [42] 
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Figura 3.22. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la hidrólisis de 

PARP-1 en células HeLa a través del método Western blot. Los resultados se presentan 

como el promedio ± desviación estándar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo II – 

Tabla anexa 12. 

 

3.6.3. HIDRÓLISIS DE PARP-1 EN CÉLULAS 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 trató 

a las células cancerosas utilizando concentraciones equivalentes a la IC50 determinada 

con la línea celular HeLa.  

Se cuantificó las proteínas totales de los lisados celulares, se realizó una electroforesis en 

gel de poliacrilamida y posteriormente un Western blot utilizando un anticuerpo primario 

contra PARP-1 hidrolizado. Se utilizó un revelador quimioluminiscente y se calcularon 

las áreas para su posterior análisis en GraphPad Prism 6 (figura 3.23), usando un análisis 

de varianza ANOVA (valor crítico 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 hidrólisis de 

PARP-1 en línea celular HepG2 a las concentraciones evaluadas, lo cual no es 

concluyente en cuanto a la ausencia de partánatos en este tipo de células, sino que 

probablemente considerar concentraciones menores a la IC50 no desencadenó muerte 

celular, resaltando nuevamente la importancia de la IC50 en el desarrollo de nuevas 

drogas, sin la cual el proceso resultaría impreciso. 
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Figura 3.23. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la hidrólisis de 

PARP-1 en células HepG2 a través del método Western blot. Los resultados se 

presentan como el promedio ± desviación estándar de cada grupo. Fuente: Anexo II – 

Tabla anexa 13. 

 

3.6.4. PARP-1 EXTRANUCLEAR EN CÉLULAS HeLa POR 

INMUNOCITOQUÍMICA 

Se trataron células HeLa con extractos de Equisetum giganteum L. para su posterior 

fijación y lisis de membrana. Se añadió un anticuerpo primario contra PARP-1 y un 

anticuerpo secundario fluorescente verde. Se agregó el marcador fluorescente de 

contraste DAPI para denotar al núcleo, y se analizó la lámina mediante microscopía de 

fluorescencia como se muestra en la figura 3.24. Las imágenes fueron editadas mediante 

el Software Fiji ImageJ. Se generó el correspondiente “Merge” representando a una 

superposición de PARP-1 y DAPI. 
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Figura 3.24. Morfología nuclear, disposición nuclear y extranuclear de PARP-1 en 

células HeLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. 

DAPI PARP-1 Merge 

Control 

E2 (115 µg/mL) 

E3 (14 µg/mL) 

E2 (58 µg/mL) 

E3 (7 µg/mL) 

Ptx (4.8 µM) 

Ptx (2.4 µM) 
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Se calculó las áreas de PARP-1 y DAPI mediante Fiji ImageJ por cada imagen 

independiente. En Merge, se filtró el matiz para seleccionar y calcular el área de PARP-

1 extranuclear exclusivamente (color rojo). Los datos fueron exportados a Microsoft 

Excel 2013 para su posterior análisis estadístico en GraphPad Prism 6 (figura 3.25), 

haciendo uso de un test de Kruskal-Wallis para estadística no paramétrica (valor de             

P < 0.0001), así como un test de correlación múltiple de Dunn: Comparados con el control 

negativo, E2 (115µg/mL): Valor de P = 0.0198 – significativo; E2 (58 µg/mL): Valor de   

P = 0.9506 – no significativo; E3 (14 µg/mL): Valor de P < 0.0001 – significativo;             

E3 (7 µg/mL): Valor de P = 0.1906 – no significativo; Ptx (4.8 µM): Valor de                            

P = 0.0002 – significativo; Ptx (2.4 µM): Valor de P = 0.0017 – significativo.  

Los resultados demostraron que los extractos E2 y E3 desencadenan PARP-1 extranuclear 

por lo que, además de hidrolizarlo como se observó en el análisis por Western blot, parte 

del mismo es liberado al citoplasma, imposibilitándolo de cumplir su función reparadora 

de ADN, lo cual corrobora su mecanismo de acción partánatos. 
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Figura 3.25. Disposición 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 II – Tabla anexa 14. 

 

Mu y colaboradores realizaron análisis semicuantitativos en biomarcadores de carcinoma 

hepatocelular utilizando inmunocitoquímica, el software Image J para el cálculo de las 
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áreas fluorescentes y el programa SPSS para el análisis estadístico. La intensidad relativa 

fue la señal de las proteínas en estudio a medir. [43] 

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 fluoróforos. [44] 

3.7. INDUCCIÓN DE APOPTOSIS 

3.7.1. ACTIVIDAD DE CASPASAS 3 Y 7 EN CÉLULAS HeLa 

Se trataron células HeLa con extractos de Equisetum giganteum L. A dos diferentes 

tiempos de incubación (5 y 10 horas) se lisaron las células y se cuantificaron sus proteínas 

totales mediante el método BCA. Se agregó el reactivo DEVD-pNA para evidenciar la 

presencia de caspasas tras la hidrólisis del reactivo y liberación del cromógeno 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 análisis de varianza de dos vías 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 correlación múltiple de 

Dunnett: Comparados con el control negativo: E2 (115 µg/mL): Valor de P < 0.0001 – 

significativo; E3 (14 µg/mL): Valor de P < 0.0001 – significativo; Stp (1 µM): Valor de 

P < 0.0001 – significativo.  

Los resultados muestran un aumento significativo en la producción de caspasas 3 y 7 en 

células HeLa 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. Además, entre ambos grupos temporales hay disminución 

significativa de caspasas 3 y 7, concluyéndose que estas enzimas se agotan rápidamente 

durante la muerte celular. 

La caspasa 3 como marcador apoptótico dinámico ha llevado a investigadores a 

desarrollar imagenología en tiempo real para medir la evolución de terapia fotodinámica 

para el cáncer utilizando sondas activables por ferritina, que emiten una señal al recibir 

un estímulo de irradiación en el infrarrojo cercano (NIR). [45] 
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Figura 3.26. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la activación de 

caspasas efectoras 3 y 7 en células HeLa. Los resultados se presentan como el promedio 

± desviación estándar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 15. 

 

3.7.2. INHIBICIÓN DE BCL-2 EN CÉLULAS HeLa 

Se prepararon estándares de Bcl-2 humano recombinante (tabla 3.5) para la preparación 

del gráfico de calibración absorbancia-concentración a través del método ELISA, 

representado en la figura 3.27. 

 

Tabla 3.5. Preparación de estándares de Bcl-2 

Estándar 1 2 3 4 5 6 7 Blanco 

Concentración (ng/mL) 200 100 50 25 12.5 6.25 3.125 0 

Volumen stock (µL) 150 150 0 0 0 0 0 0 

Vol. “Reactivo 1” (µL) 0 150 150 150 150 150 150 150 

Vol. Estándar anterior 

(µL) 
0 0 150 150 150 150 150 0 
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Figura 3.27. Gráfico de calibración del método ELISA para determinar Bcl-2 en lisados 

celulares. Fuente: Anexo II – Tabla anexa 16. 

Se lisaron las células HeLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. de 

concentraciones equivalentes a su IC50. Se cuantificaron las proteínas totales mediante 

el método BCA, se realizó un arreglo ELISA sándwich directo y se cuantificó el TMB 

oxidado espectrofotométricamente. Se realizó un análisis de varianza ANOVA (valor 

crítico de F = 11.1, valor de P = 0.0032 – significativo) y un test de correlación múltiple 

de Dunnett: Comparados con el control, E2 (115 µg/mL): Valor de P = 0.0062 – 

significativo; E3 (14 µg/mL): Valor de P = 0.9915 – no significativo; Ptx (100 nM): Valor 

de P = 0.8113 – no significativo. Se concluyó en una reducción significativa de Bcl-2 en 

células HeLa al ser tratadas con E2 como se ilustra en la figura 3.28, confirmando el 

efecto apoptótico de E2 en células HeLa por inhibición de Bcl-2. 
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Figura 3.28. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la inhibición de 

Bcl-2 en células HeLa a través de ELISA. Los resultados se presentan como el 

promedio ± desviación estándar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo II – Tabla 

anexa 17. 
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3.7.3. INHIBICIÓN DE BCL-2 EN CÉLULAS HepG2 

Se utilizó el gráfico de calibración del ítem anterior para el cálculo de la concentración 

de Bcl-2 en células HepG2 tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. Al 

desconocer el valor de IC50 de los extractos E2 y E4, se trató a las células cancerígenas 

utilizando concentraciones equivalentes a la IC50 determinada con la línea celular HeLa. 

Se cuantificaron las proteínas totales mediante el método BCA, se realizó un arreglo 

ELISA sándwich directo y se cuantificó el TMB oxidado espectrofotométricamente. Se 

realizó un análisis de varianza ANOVA (valor crítico de F = 11.1, valor de P = 0.0032 – 

significativo) y un test de correlación múltiple de Dunnett: Comparados con el control, 

E2 (115 µg/mL): Valor de P = 0.0119 – significativo; E3 (14 µg/mL): Valor de P = 0.0844 

– no significativo; Ptx (100 nM): Valor de P = 0.4636 – no significativo. Se observó una 

reducción significativa de Bcl-2 en células HepG2 al ser tratadas con E2 como se ilustra 

en la figura 3.29, concluyéndose en el efecto apoptótico de E2 en células HepG2 como 

mecanismo de acción de muerte celular. 
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Figura 3.29. Efecto de los extractos de Equisetum giganteum L. sobre la inhibición de 

Bcl-2 en células HepG2 a través de ELISA. Los resultados se presentan como el 

promedio ± desviación estándar de cada grupo. * p < 0.05. Fuente: Anexo II – Tabla 

anexa 18. 

 

Choudhary y colaboradores estudiaron la resistencia farmacológica del inhibidor de Bcl-

2, ABT-199, en ensayos clínicos, demostrando la necesidad de terapia combinada con 
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fármacos que activen otras rutas metabólicas que ocasionen muerte celular, a mencionar: 

PI3K, AKT y mTOR. [46] 

La trombocitopenia es una reacción adversa frecuente en farmacoterapia con inhibidores 

de Bcl-X (proteína de la familia BCL-2), incentivando a la producción de inhibidores 

selectivos de Bcl-2. [47] 

3.7.4. ACTIVACIÓN DE BAX EN CÉLULAS HeLa 

Se ensayaron los lisados de células HeLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum 

L. utilizando concentraciones equivalentes a la IC50. Se cuantificó las proteínas totales 

de los lisados celulares por el método BCA, se realizó una electroforesis en gel de 

poliacrilamida y posteriormente un Western blot utilizando un anticuerpo primario contra 

Bax. Se utilizó un revelador quimioluminiscente usando como control de carga a la β-

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 proteína Bax, la cantidad de proteínas totales (1000 

µg/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 extracción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.30. Bandas obtenidas en el análisis Western blot de Bax en células HeLa 

β-Actina (42 kDa) 

Bax (21 kDa) 

Unión inespecífica 
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Renault y colaboradores utilizaron lisados mitocondriales para evaluar Bax, puesto que 

esta proteína se encuentra en la membrana mitocondrial externa. [48] 

Liu, Valentijn y colaboradores estudiaron la interacción de diversos estímulos apoptóticos 

con la activación de Bax a través de Western blots, donde los lisados mitocondriales 

requieren de un control de carga proteico diferente a la β-actina, siendo mtHsp70 el 

marcador de elección. [49,50] 
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CONCLUSIONES 

 

1. Se demostró 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, catalogándolos como posibles agentes anticancerígenos contra cáncer de cérvix y 

hepatocarcinoma. 

2. La IC50 de los extractos con actividad anticancerígena es de 114.98 ± 32.32 µg/mL 

para E2 vs. HeLa, 14.14 ± 3.72 µg/mL para E3 vs. HeLa, 108 µg/mL para E4 vs. HeLa y 

30.37 ± 7.78 µg/mL para E3 vs. HepG2. La IC50 de Paclitaxel es de 4.81 ± 0.82 µM para 

Ptx vs. HeLa y 47.51 ± 13.16 µM para Ptx vs. HepG2. 

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

HeLa, por lo que la apoptosis es uno de sus mecanismos de acción. 

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

HepG2, confirmándose su actividad proapoptótica. 

5. Asimismo, E2 y E3 producen un incremento significativo de la hidrólisis de PARP-1 

en células HeLa, además de que inducen un aumento significativo de la salida de PARP-

1 fuera del núcleo de células HeLa, siendo el partánatos otro de sus mecanismos de 

acción. 
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SUGERENCIAS 

 

1. Fraccionar los extractos E2, E3 y E4 que poseen actividad anticancerígena, por ejemplo 

mediante cromatografía preparativa. 

2. Determinar los componentes químicos de los extractos y sus fracciones para un 

posterior estudio estructura-actividad (Aislar la(s) molécula(s) más abundante(s) y medir 

su efecto anticancerígeno en células HeLa y HepG2). 

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

extractos, y discernir si existe sinergismo o aditivismo. 

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

tejidos sanos de cérvix e hígado. 

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

interés a ser administrado(s) a seres vivos. 

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

in vivo en animales de experimentación. 
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ANEXO I 

Constancia de identificación del espécimen vegetal “Equisetum giganteum L.” 
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ANEXO II 

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 E1 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 través del método MTT 

Control E1 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 cálculo de la IC50 de E2 sobre 

células HeLa 

Control 
100 

µg/mL 

30 

µg/mL 

10 

µg/mL 

3 

µg/mL 

1 

µg/mL 

0.3 

µg/mL 

0.1 

µg/mL 

0.03 

µg/mL 

0.725 0.349 0.621 0.675 0.833 0.836 0.908 0.72 0.842 

0.447 0.553 0.77 0.819 0.893 0.935 0.884 0.881 0.712 

0.693 0.542 0.822 0.864 0.963 0.872 0.896 0.946 0.605 

0.774 0.535 0.787 0.763 0.984 0.907 0.854 0.853 0.709 

0.773 0.539 0.822 0.772 0.98 0.964 0.918 0.877 0.761 

0.796 0.466 0.754 0.83 0.845 0.789 0.826 0.645 0.737 
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Tabla anexa 4. Data cruda de absorbancias (AU) para el cálculo de la IC50 de E3 sobre 

células HeLa 

Control 
100 

µg/mL 

30 

µg/mL 

10 

µg/mL 

3 

µg/mL 

1 

µg/mL 

0.3 

µg/mL 

0.1 

µg/mL 

0.03 

µg/mL 

0.735 0.317 0.371 0.611 0.602 0.912 0.844 0.823 0.936 

0.849 0.224 0.337 0.554 0.675 0.859 0.9 0.738 0.833 

1.086 0.23 0.368 0.553 0.862 0.92 0.982 0.962 1.031 

0.966 0.18 0.381 0.6 0.843 1.014 0.998 1.075 1.159 

0.972 0.223 0.381 0.592 0.944 1.001 1.017 1.116 0.949 

0.787 0.186 0.368 0.58 0.879 1.036 1.047 0.763 0.771 

 

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

células HeLa 

Control 
100 

µg/mL 

30 

µg/mL 

10 

µg/mL 

3 

µg/mL 

1.084 1.009 1.213 1.37 1.127 

1.195 0.901 1.155 1.387 1.202 

1.25 0.865 1.254 1.459 1.492 

1.171 0.875 1.334 1.294 1.425 

1.117 0.889 1.382 1.213 1.147 

1.109 0.727 1.413 1.471 1.556 

 

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

células HepG2 

Control 
100 

µg/mL 

30 

µg/mL 

10 

µg/mL 

3 

µg/mL 

1 

µg/mL 

0.3 

µg/mL 

0.1 

µg/mL 

0.03 

µg/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 

 

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

células HepG2  

Control 
100 

µg/mL 

30 

µg/mL 

10 

µg/mL 

3 

µg/mL 

1 

µg/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 0.130 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 0.123 0.183 0.181 
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Tabla anexa 8. Data cruda de absorbancias (AU) para el cálculo de la IC50 de E4 sobre 

células HepG2  

Control 
100 

µg/mL 

30 

µg/mL 

10 

µg/mL 

3 

µg/mL 

1 

µg/mL 

0.3 

µg/mL 

0.1 

µg/mL 

0.03 

µg/mL 

0.179 0.146 0.149 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 0.193 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 

 

Tabla anexa 9. Data cruda de absorbancias (AU) para el cálculo de la IC50 de Paclitaxel 

sobre células HeLa  

Control 
100  

µM 

30    

µM 

10    

µM 

3      

µM 

1      

µM 

0.3 

µM 

0.1 

µM 

0.03 

µM 

1.006 0.09 0.121 0.216 0.523 0.681 0.665 0.767 0.75 

1.13 0.098 0.132 0.226 0.675 0.815 0.792 0.774 0.688 

1.031 0.097 0.126 0.218 0.64 0.973 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 0.851 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 

 

Tabla anexa 10. Data cruda de absorbancias (AU) para el cálculo de la IC50 de Paclitaxel 

sobre células HepG2  

Control 
100  

µM 

30    

µM 

10    

µM 

3      

µM 

1      

µM 

0.3 

µM 

0.1 

µM 

0.03 

µM 

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 0.206 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 0.195 0.194 0.19 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 
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Tabla anexa 11. Data cruda de absorbancias (AU) para el gráfico de calibración del 

método BCA para determinar proteínas totales en lisados celulares 

2000 

µg/mL 

1000 

µg/mL 

500    

µg/mL 

250    

µg/mL 
Blanco 

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 

 

 

Tabla anexa 12. Data cruda de áreas de manchas: Efecto de los extractos de Equisetum 

giganteum L. sobre la hidrólisis de PARP-1 en células HeLa a través del método Western 

blot 

Proteína Control 
E2 (115 

µg/mL) 

E3 (14 

µg/mL) 

E4 (108 

µg/mL) 

Ptx (100 

nM) 

Ptx (30 

nM) 

PARP-1 

hidrolizado 

124589.75 608914.63 583471.13 63010.06 276285.75 162039.88 

49877.50 323784.88 285745.13 71155.00 142221.50 70013.88 

160001.88 409848.75 308261.25 165981.38 289606.25 167192.16 

β-actina 
437373.88 319824.13 280129.00 285827.25 241207.50 246615.50 
350519.13 228523.00 197978.63 252462.06 113534.94 202852.69 
292511.63 158153.38 130292.88 255604.25 195323.50 245832.88 

 

 

Tabla anexa 13. Data cruda de áreas de manchas: Efecto de los extractos de Equisetum 

giganteum L. sobre la hidrólisis de PARP-1 en células HepG2 a través del método 

Western blot 

Proteína Control 
E2 (115 

µg/mL) 

E3 (14 

µg/mL) 

E4 

(108 

µg/mL) 

Ptx 

(100 

nM) 

Ptx (30 

nM) 

PARP-1 

hidrolizado 

6860.79 3184.78 4945.25 1581.20 3360.27 2799.84 

4916.13 7274.91 2257.34 74.11 1767.81 1124.81 

5158.23 3220.52 4837.92 1013.24 985.80 1372.25 

β-actina 
60057.69 7718.19 23559.47 377.44 191.38 1084.41 
79331.06 15335.53 2155.09 1739.97 849.45 518.14 

6823.73 3409.61 6858.28 5325.18 331.47 1016.70 
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Tabla anexa 14. Data cruda de áreas fluorescentes: Disposición extranuclear de PARP-1 

en células HeLa tratadas con extractos de Equisetum giganteum L. 

Marcador Control 
E2 (115 

µg/mL) 

E2 (58 

µg/mL) 

E3 (14 

µg/mL) 

E3 (7 

µg/mL) 

Ptx (4.8 

M) 

Ptx 

(2.4 

M) 

DAPI  

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 

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 

PARP-1 

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 

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*10-4 0.171 

0.007 0.086 6.94*10-4 0.037 0.06 0.13 0.034 

0.043 0.059 0.097 0.053 0.031 0.043 0.103 

PARP-1 

extranuclear 

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 

97 23 290 12050 1227 7139 2881 

1.39*10-4 0.005 3.47*10-4 0.016 2.08*10-4 0.007 0.003 

6.94*10-5 0.007 1.39*10-4 2.08*10-4 3.47*10-4 4.86*10-4 0.028 

0.003 2.08*10-4 2.78*10-4 0.029 0.006 2.78*10-4 0.014 

6.94*10-5 0.011 6.94*10-5 2.78*10-4 2.08*10-4 0.008 0.0004 

2.08*10-4 2.08*10-4 6.94*10-5 0.006 1.39*10-4 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 activación de caspasas efectoras 3 y 7 en células HeLa 

Tiempo de 

tratamiento 
Control 

E2 (115 

µg/mL) 

E3 (14 

µg/mL) 
Stp (1 µM) 

5h 

0.086 0.185 0.118 0.418 

0.086 0.187 0.115 0.408 

0.088 0.189 0.12 0.401 

10h 

0.086 0.212 0.127 0.304 

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 gráfico de calibración del 

método ELISA para determinar Bcl-2 en lisados celulares 

50 

ng/mL 

25 

ng/mL 

12.5    

ng/mL 

6.25    

ng/mL 

3.125 

ng/mL 
Blanco 

2.899 1.588 0.791 0.427 0.278 0.108 

 

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

giganteum L. sobre la inhibición de Bcl-2 en células HeLa a través de ELISA 

Control 
E2 (115 

µg/mL) 

E3 (14 

µg/mL) 

Ptx (100 

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 

 

Tabla anexa 18. Data cruda de absorbancias (AU): Efecto de los extractos de Equisetum 

giganteum L. sobre la inhibición de Bcl-2 en células HepG2 a través de ELISA 

Control 
E2 (115 

µg/mL) 

E3 (14 

µg/mL) 

Ptx (100 

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 

 

 

 

 


