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RESUMEN

Los carotenoides son pigmentos naturales que estan asociados con la disminucion
del riesgo de contraer cancer y enfermedades cardiovasculares debido a su
capacidad antioxidante. El cempaxuchil (Tagetes erecta L.) es conocido por su
elevado contenido de carotenoides, en donde la luteina representa del 80 al 90% en
las ligulas. Debido a que no hay evidencia previa de la actividad de los extractos de
cempaxuchil a nivel celular, en este trabajo se evalué el efecto (citotoxicidad o
proliferacion celular) de los extractos de cempaxuchil sobre la linea celular HeLa
(linea celular derivada de cancer cérvicouterino: Henrietta Lacks). Se obtuvieron
extractos de ligulas y de callo de cempaxuchil, se caracterizaron los extractos por
HPLC y se probaron diferentes concentraciones de los mismos sobre la linea celular.
Los resultados muestran que las células HelLa expuestas a diferentes
concentraciones del extracto de ligula (25 y 6.25 pg/ml) y callo (25 y 12.5 ug/ml),
provocan cambios morfolégicos. Los resultados que se obtuvieron en las pruebas de
anexina V, indican que los tratamientos con los extractos empleados no estimulan la
proliferacion de las células HeLa y se sugiere que los extractos tienen una actividad
guimioprotectora, ya que inducen muerte del tipo apoptosis en bajo porcentaje. Con
el trabajo realizado se sugiere que la actividad de los pigmentos de cempaxuchil,
ligula y callo sobre los cultivos de células HeLa es como agente quimico protector;
debido a que se observé un bajo porcentaje de apoptosis, lo que indica que al ser
aplicados no se promueven un proceso de tipo inflamatorio, como ocurriria en caso
de necrosis, donde la liberacion del contenido celular provoca la inflacion de los

tejidos.



ABSTRACT

Carotenoids are natural pigments that are associated with decreased risk of cancer
and cardiovascular diseases due to its antioxidant capacity. Marigold (Tagetes erecta
L.) is known for its high content of carotenoids, corresponding to lutein 80-90% in
florets. Because there is no previous evidence of the activity of marigold extracts at
cellular level, this study evaluated the extracts effect (cytotoxicity or cell proliferation)
on HeLa cell line (cell line derived from cervical cancer: Henrietta Lacks). Extracts
from ligule and callus of marigold were obtained, they were characterized by HPLC
and different concentrations were tested over the cell line. Results show that HelLa
cells exposed to different concentrations of ligule (25 and 6.25 pg /ml) and callus (25
and 12.5 pg /ml) extracts, cause morphological changes. Obtained results in annexin
V tests indicated that used extracts as treatments, did not stimulate HelLa cells
proliferation, suggesting that extracts have chemoprotective activity, inducing
apoptosis in low percentage. With the work suggests that the activity of the pigments
marigold, ligules and callus cultures of HelLa cells is protective chemical agent,
because there was a low percentage of apoptosis, indicating that not being applied
promote an inflammatory process, as would happen in case of necrosis, where the
release of cell contents inflation causes the tissues. This work suggests that activity of
marigold pigments, from ligule and callus cultures, over Hela cells, is as protective
chemical agent, because there were low percentage of apoptosis, indicating that
when applied not promoted an inflammatory process, as would happen in case of

necrosis, where the release of cell contents causes inflammation of tissues.



l. INTRODUCCION

En México existe una gran variedad de especies de plantas que constituyen una
fuente inexplorada de principios activos. Tal es el caso del cempaxuchil (Tagetes
erecta L.) la cual es una planta herbacea que pertenece a la familia de las
Asteraceae y es originaria de México, se usa como planta ornamental y en la
medicina tradicional mexicana. Es cultivada debido a que sus inflorescencias,
constituyen una fuente importante de carotenoides; tales como xantdfilas (luteina y
zeaxantina). Por otro lado, se ha reportado la obtencion de células desdiferenciadas

(callo) de cempaxuchil, que presenta la produccién de distintos carotenoides.

Los carotenoides son un grupo de compuestos que juegan un papel importante
como antioxidantes y se ha reportado que intervienen en la prevencién de
enfermedades cardiovasculares y cancer entre otros. Estudios epidemiolégicos
sugieren que el incremento en la ingesta de frutas, vegetales y de otros alimentos
gue contienen carotenoides puede proteger contra el dafio al DNA que llega a iniciar
el desarrollo de células cancerosas. Ademas, se ha sugerido que inducen y
estimulan la comunicacion intercelular, que a su vez juegan un papel importante en la
regulacion del crecimiento celular y apoptosis. En estudios recientes se ha observado
gue mediante la ingesta de luteina/zeaxantina y otros carotenoides se reducen el
riesgo de padecer cancer de colon, de pulmén, de mama y ceérvicouterino, en
estudios independientes. Sin embargo, no hay evidencias de la actividad a nivel
celular de los extractos de ligula y callo de cempaxuchil. En este trabajo se utilizd
como modelo de estudio a la linea celular HeLa (cancer cérvicouterino). El trabajo se
enfoco en conocer el efecto de los extractos de cempaxuchil sobre células HelLa, en
donde se observd la inhibicion del crecimiento celular y se sugiere un efecto

guimioprotector que reduce el riesgo de generar procesos inflamatorios.



Il ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del cempaxuchil (Tagetes erecta L.)

En México existe una gran variedad de especies de plantas que constituyen una
fuente inexplorada de principios activos, tal es el caso del cempaxuchil (Naranjo-
Modad y col., 2000).El cempaxuchil pertenece a la clase Magnoliopsidae, la subclase
Dicotiledoneae, al orden Asterales, a la familia Asteraceae, al género Tagetes. La
cual es nativa del continente americano (Serratro-Cruz, 2006).

En México se ubica el area de mayor diversidad de especies del género Tagetes
(Tun Suarez, 1990) y los estados en donde se puede encontrar son; Chiapas,
Morelos, Estado de México, Puebla, Tlaxcala, Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Durango,

Jalisco, Michoacan, Guerrero y Yucatan (Jasso y col., 2006)

El género Tagetes esta formado por aproximadamente 60 especies, entra las mas
comunes se encuentran: Tagetes erecta, T. lunulata, T. patula, T. tenuifolia y T.
lucida (Figura 1). La especie mas popular es T. erecta, por sus inflorescencias
grandes y amarillas o anaranjadas que son las que se utilizan cominmente en
ceremonias de Dia de Muertos (Serrato-Cruz, 2004). Son un importante recurso
genético potencial para la agroindustria, horticultura ornamental y medicina en

México (Serrato-Cruz y Quijano, 1994).

2.1.1 Descripcion botéanica

El cempaxudchil es una planta herbacea anual, erecta muy aromatica, de tallos
estriados y hojas pinnadas, con flores agrupadas en capitulos, inflorescencias que a
su vez contienen numerosas flores individuales (Serrato-Cruz, 2006), que van del
color amarillo claro hasta un anaranjado intenso, esta gama de colores se debe a la
presencia de diversos carotenoides (Soule, 1993; Delgado-Vargas y Paredes-Lopez
0. 2003; Martinez-Pefa y col., 2004; Navarrete-Bolafios y col., 2005).
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Figura 1. Imagenes de algunas especies del género Tagetes



Las inflorescencias se clasifican en tres categorias dependiendo de la composicidn
de sus flores individuales (Figura 2) el tipo pompon o doble, con flores 100%
liguladas, el tipo intermedio, con flores liguladas, y tubulares, finalmente el tipo
sencillo o margarita, con mas del 90% de flores tubulares y algunas liguladas en la
periferia de la cabezuela (Galicia, 1994). Actualmente, las inflorescencias del
cempaxuchil que acumulan carotenoides tienen aplicacién medicinal (Giuliano y col.,
2008) ya que mediante estudios epidemiologicos se ha encontrado que la luteina

tiene efectos benéficos para la salud (Chew y col., 1996)

2.1.2 Usos y propiedades curativas de Tagetes erecta L.

El cempaxuchil se considera una planta comercialmente importante debido a que se
cultiva para utilizarla como planta ornamental (flor de corte, jardin y maceta),
tradicionalmente en ceremonias religiosas relacionadas con el dia de muertos,
también es utilizada como complemento alimenticio de aves, peces y crustaceos y
para consumo humano, donde provocan algun efecto benéfico en la salud humana
por su alto contenido de moléculas antioxidantes y anti-cancerigenos (Serrato-Cruz,
2004).

En la medicina tradicional, el cempaxuchil se ha utilizado como antiespasmaodico y
antiparasitario, en el tratamiento de enfermedades del bazo e higado (Delgado-
Vargas y col., 2000), comunmente las infusiones de ligulas y de hojas se usan para
tratar trastornos estomacales (cdlicos) (Martinez, 1993) asi como afecciones

hepaticas, bilis, vomito, indigestion y contra parasitos intestinales.



Tipo intermedio

Figura 2. Semillas, planta y tipos de inflorescencias de Tagetes erecta L., se clasifican en
tres categorias dependiendo del tipo de flores individuales: en margarita, intermedio y

pompon (Serrato-Cruz, 2006).



Ademas, el género Tagetes contiene compuestos bioactivos en las diferentes partes
de la planta que presentan actividad nematicida, fungicida y larvicida; (Vasudevan y
col., 1997) por ejemplo las piretrinas son responsables de los efectos contra insectos.
Otras sustancias en Tagetes que actlan como nematicidas son los taninos

(Martinez, 1993), tiofeno, oleorseina y xantéfilas (Jasso y col., 2006).

Por otro lado, los aceites de T. erecta actian contra infecciones causadas por
hongos, y los extractos acuosas de inflorescencias secas de T. erecta se han
empleado para atender algunos tipos de Ulceras en los ojos (Serrato- Cruz, 2004).

Las ligulas son una excelente e importante fuente de carotenoides ya que acumulan
20 veces mas que las hojas y proporcionan un excelente sistema para investigar las

propiedades nutracéuticas de estas plantas (Moehs y col., 2001).

El estudio del cempaxuchil y de sus propiedades medicinales es amplio, lo que ha
dado pie a su investigacion en diferentes areas, para la obtencion de un mayor

conocimiento y aprovechamiento de este recurso.

2.1.3 Carotenoides en Tagetes erecta L.

Los carotenoides que se encuentran en cempaxuchil son las xantdfilas; luteina y
zeaxantina (Handelman, 2001), siendo la luteina el mas abundante (Mares-Pelman y
col., 2002) ya que se encuentra entre un 80-95% del contenido total de carotenoides.
Ademas de ser responsable de la coloracion amarilla intensa de las ligulas (Alves-
Rodriguez y Shao, 2004).

Este carotenoide se presenta en forma de ésteres de acidos grasos con cadenas de
diferente longitud y grado de insaturacion (Rivas, 1989 y Breithaup y Bamedi, 2002).
Su férmula es C4oHs60 (Rodriguez-Amaya, 2000). Contiene oxigeno como parte de

las estructuras de anillos extremos (Figura 3). Cada uno de los grupos hidroxilo


http://es.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo

sustituyentes crean un nuevo carbono quiral, por lo que pueden existir 8

estereoisémeros diferentes de la luteina.

Figura 3. Estructura quimica de la luteina. (Tomada de: Del Villar-Martinez y col.,
2007).

2.2 Generalidades de Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos naturales liposolubles que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se localizan y sintetizan en los plastidios

de las plantas (Del Villar-Martinez y col., 2005; Vanegas-Espinoza y col., 2011).

Los carotenoides son pigmentos responsables de la mayoria de los colores amarillos,
anaranjados y rojos de los frutos y verduras, debido a la presencia de un cromoforo
consistente de una cadena de dobles enlaces conjugados; se encuentran presentes

en todos los tejidos fotosintéticos, con las clorofilas (Minguez, 1996).

Por otro lado, es importante mencionar que los carotenoides son pigmentos estables
en su ambiente natural. Sin embargo, cuando son expuestos a temperaturas altas, o
cuando son extraidos en aceites o0 en disolventes organicos, se vuelven mucho mas

labiles (Rodriguez-Amaya., 1999). Su inestabilidad se debe a que son compuestos


http://es.wikipedia.org/wiki/Quiral
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altamente insaturados, degradandose principalmente por procesos de oxidacion
(Meléndez-Martinez y col., 2004). Los carotenoides son insolubles en agua y por lo
tanto las pérdidas por lixiviacion durante los lavados son minimas. La congelacién, la
adicion de antioxidantes y la exclusion de oxigeno disminuyen su degradacion
(Rodriguez-Amaya., 1999). Se ha comprobado que los factores que influyen en la
degradacion de carotenoides son varios; por ejemplo, exposicion a la luz, actividad
de agua, temperatura, presencia de oxidantes o antioxidantes, presencia de sulfitos,
etc. (Rodriguez-Amaya., 1999).

Hasta la fecha se han identificado mas de 700 carotenoides, alrededor de 40 de ellos
se encuentran en los alimentos tales como frutas y verduras. Menos de 20
carotenoides se han detectado en plasma y tejidos humanos (Bendich, 1993,
Hornero-Méndez y Britton, 2002 y Feltl y col., 2005).

2.2.1 Estructura de los carotenoides

Los carotenoides pertenecen al grupo de los terpenos, se originan de un precursor
en comun, una molécula de cinco carbonos llamada isopreno (Delgado-Vargas y col.,
2000).

Una de sus caracteristicas estructurales mas importantes es que presentan de 3 a 15
dobles enlaces conjugados, que se producen por insaturaciones de la cadena
hidrocarbonada (Figura 4). Estos enlaces son responsables de la capacidad de
absorber luz de ciertas longitudes de onda y provocar la pigmentacion de los tejidos

gue los contienen (Britton, 1995; Del Villar-Martinez y col., 2007).
De los carotenos mas comunes se encuentran al licopeno, el B-caroteno; en el grupo

de las xantdfilas se tiene a la luteina, zeaxantina, violaxantina y astaxantina, entre

otros (Figura 4) (Demmig-Adams y col., 1996).
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Figura 4. Estructuras quimicas de fitoeno, licopeno, (- caroteno, luteina, zaxantina,

astaxantina y violaxantina (Del Villar y col., 2007 y Sandman, 2001).
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Existe otro grupo de carotenoides biciclicos, los que tienen un anillo B y un anillo €
en su estructura. Estos anillos son comunes en plantas y animales y son precursores
de varias xantofilas, la luteina es el ejemplo principal en muchas algas y plantas
(Bartley y Scolnik, 1995; Cunninghamy col., 1996; Pogson y col., 1996; Roneny col.,
1999).

2.2.2 Actividad biolégica de los carotenoides

La actividad biologica de los carotenoides deriva de su estructura molecular y varia
segun los distintos organismos animales o vegetales. En las plantas, los
carotenoides participan en el proceso de fotosintesis, absorben luz, cuando la
clorofila esta ausente en algunas raices, hojas, flores y frutos, los carotenoides
guedan expuestos y asi protegen contra dafio foto-oxidativo (Cuttris y Pogson, 2004;
Pogson y col., 2006).

Por otro lado, es importante mencionar la caracteristica provitaminica que se refiere
a la capacidad que tienen algunos carotenoidespara convertirse en retinol. La
estructura quimica necesarias para dicha actividad implica la presencia en la

molécula con un anillo de B-ionona no sustituido.

Diferentes carotenoides con y sin caracteristicas de provitamina A presentan
actividad antitumoral “in vitro” la cual podria ser mediada a través de regulacion
génica de proteinas para comunicacion intercelular e inhibicion de factores de
crecimiento (Prabhala y col., 1993; Bertram y Bortkiewicz, 1995; Stahl y Sies, 1996;
Levi y col., 1996). Por otro lado, la actividad como antioxidantes, moduladores de la
respuesta inmune, moduladores de procesos inflamatorios y traduccidén de sefiales
entre células que juegan un papel preventivo frente al cancer, enfermedades

cardiovasculares, cataratas y degeneracion macular (Biesalski, 2001).
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2.2.3 Importancia de los carotenoides en la prevencion de enfermedades

Los carotenoides juegan un papel importante en la prevencion de enfermedades
(Khachick y col., 2002). Se ha reportado que éstos, pueden ser responsables de los
efectos benéficos en la prevencion del cancer en los seres humanos, lo cual esta
asociado con el consumo de vegetales (Mathews-Roth, 1991). Ademéas de poseer
actividad antioxidante, ciertos carotenoides presentan actividad bioldgica de
provitamina A (Simpson, 1983), su potencial anticancerigeno aun es objeto de

investigaciones.

Estudios epidemiologicos demuestran una relacién directa entre la ingesta de
xantofilas (luteina y zeaxantina) y la reducciéon en el riesgo de padecer ciertos tipos
de cancer, especialmente el pulmonar (Chew y col., 1996; Van den Berg y col.,
2000).

En trabajos realizados con ratones alimentados con una dieta adicionada de luteina,
se observo una reduccion del crecimiento de tumor mamario y se produjo una mayor

proliferacion de linfocitos (Chew y col., 1996; Hadden y col., 1999).

La luteina es también un potente antioxidante (Alves-Rodriguez y Shao, 2004), se le
ha relacionado con la prevencion del desarrollo de enfermedades oftalmicas
asociadas con la edad, como son las cataratas y la degeneracion macular (Mares-
Perlman y col., 2002). Se ha encontrado que la luteina protege la piel contra los
dafios causados por la luz ultravioleta, evita el endurecimiento cardiovascular
causado por el envejecimiento, las enfermedades coronarias y se usa para prevenir

ciertos tipos de cancer (Michaud y col., 2000).
En estudios recientes se ha reportado que por la ingesta de luteina se observa una

tendencia a la disminucién de la formacién de tumor de pulmén (Hoyoku y col.,

2009). La luteina también se encuentra entre los 10 fitoquimicos recomendados por
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la Administraciéon de Farmacos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) como

suplementos nutricionales generalmente considerados como seguros.

En la Tabla 1 se muestran diversos estudios realizados con algunos fitoquimicos
bioactivos los cuales fueron obtenidos de diferentes fuentes, y probados en
diferentes lineas celulares de cancer, los resultados en todos los estudios, muestran

tener un efecto citotéxico promoviendo la apoptosis.

2.3 Cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) es un conjunto de técnicas mediante las cuales
una parte de la planta, denominado explante se cultiva en condiciones asépticas en
un medio de composicion quimica definida, incubado bajo condiciones controladas
(Mroginski y col., 2004).Toda célula vegetal es capaz de regenerar un nuevo
individuo con caracteristicas idénticas a las que dieron origen; a esta capacidad se le
llama totipotencia (Litz y Jarrer, 1991). En algunos casos, las células pueden
conformar una masa aparentemente desorganizada, conocida como callo, en otros
casos, estaran presentes otras estructuras reconocibles como brotes o raices. Estas
respuestas dependeran del medio de cultivo que se utilice y la influencia de las
fitohormonas adicionadas(auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico y etileno)
debido a que favorecen los procesos de crecimiento, division celular y formacion de
callo (Pérez-Molphe y col., 1999; Radice, 2004).

Una de las ventajas del CTV es que no se ve afectado por condiciones ambientales

externas, como la estacion del afio, sequias, heladas, altas temperaturas, etc.
(Mulabagal y Tsay 2004).
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Tabla 1. Estudios del efecto de compuestos bioactivos en lineas celulares de cancer.

CAROTENOIDES LINEA CELULAR EFECTO REFERENCIA
DE CANCER
Fucoxantinay Prostata Promueve apoptosis Kotake-Nara y col.,
neoxantina 2001
Asai y col., 2004

Agarwal y Rao, 1998;

Licopeno Prostata Promueve apoptosis Hantz y col., 2005
Palozza y col., 2001;

B-caroteno Leucemiay de Promueve apoptosis Prasad y col., 2006

colon
Astaxantina Colon Promueve apoptosis Palozza y col., 2009
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2.3.1 Proceso de desdiferenciacién in vitro

Dentro del CTV, se puede observar el proceso de desdiferenciacién, generando una
masa amorfa de células de rapida proliferaciéon a la cual se le denomina callo
(Mulabagal y col., 2004). El cual tiene varias ventajas; su facil mantenimiento en
condiciones controladas y su rapida proliferacién, lo que resulta un modelo apropiado
para la produccion de metabolitos secundarios (Arias y col., 2009).

Existen varios trabajos en los que se reporta la desdiferenciacion de explantes de
cempaxuchil mediante la formacién de callo (Garcia-Chavarria, 2007; Vanegas-
Espinoza y col., 2011; Del Villar y col., 2011). Por otro lado, en las células de callos y
ligulas de cempaxuchil se observan diferentes tipos de plastidios: proplastidios,
cloroplastos y cromoplastos en donde se lleva a cabo la acumulacion de
carotenoides (Del Villar-Martinez y col., 2005, Ramos-Viveros, 2007). El estudio de
estas alternativas ha permitido la obtencion de diversos carotenoides, los cuales se
han asociado con la prevencion de varias enfermedades como el cancer y su estudio
en diversas lineas celulares de origen tumoral (Krinsky, 1993). Por lo que el callo de
cempaxuchil, es una alternativa para la obtencion de carotenoides y su estudio en

lineas celulares de cancer.

2.4 Cultivos celulares derivados de cancer

Entre los diversos modelos experimentales, el mas utilizado ha sido el que emplea
lineas celulares de cancer humano, debido a que son homogéneos, se propagan

facilmente y proporcionan resultados reproducibles (Martinez, 2009).

El objetivo principal del cultivo de células humanas y animales es estandarizar e
implementar procedimientos que permitan mantener y expandir una poblacion de
células de interés (Freshney, 2005). Una de las principales ventajas son el control del

entorno fisicoquimico en que se mantienen (pH, temperatura, presién osmotica y la
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tension de CO;) que pueden ser controladas y mantenidas relativamente constantes
(Rodriguez y col., 2006)

Los ensayos in vitro tienen el proposito de evaluar la actividad celular o molecular.
Los de tipo celular emplean células intactas y en la molecular buscan la actividad
dentro de un sistema aislado (Suffines y Pezzuto, 1991). Los ensayos se pueden
dividir en citotdxicos o aquellos que presentan cambios morfologicos (Rahman y col.
2001). El uso de células cancerosas humanas ofrece un gran valor teédrico y

practico.

2.4.1 Cancer cérvicouterino

El cancer cérvicouterino es una de las principales causas de muerte en las mujeres
del mundo, en el afio 2005, se registraron mas de 500 000 casos nuevos. En el afio
2007 se estima que hubo un numero superior al millon de mujeres que padecia esta
enfermedad. En ese afo alrededor de 260 000 mujeres fallecieron a causa de ello
(Organizacion Mundial de la Salud, 2007). En México cerca de 12,516 mujeres son
diagnosticadas con cancer ceérvicouterino cada afio y 5777 mueren (Organizacion
Mundial de la Salud, 2010), debido a esto el cancer cérvicouterino se convierte en

una de las amenazas mas graves para la vida de la mujer.

Actualmente, existen diversos métodos utilizados para el tratamiento del cancer,
entre ellos la cirugia, radioterapia y la quimioterapia; ademas, se comercializan
farmacos que se emplean en el tratamiento del cancer, los cuales actdan bajo
distintos mecanismos para evitar que las células cancerosas se dupliquen (Weiss.,
1997; Lazcano y col., 2000 y De Vita y col., 2001). Las plantas han formado la base
de los sistemas tradicionales de la medicina, se ha recurrido a terapias conocidas
como alternativas con productos principalmente de uso tradicional (Dowdy, 2002).
Trabajos realizados con antitumorales de origen natural, han demostrado que actian
sobre células con alta tasa de division mediante la inhibicion del crecimiento y la

proliferacién, como por ejemplo, los extractos acuosos de Calendula presentan
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inhibicion en la proliferacion tumoral (Jiménez-Medina y col. 2006, Ukiya y col.,
2006). Los extractos de Tagetes lucida presentaron efecto citotdxico en la linea de
cancer cérvicouterino (HelLa) (Vega-Avila y col., 2009).

2.4.2 Linea celular de cancer cérvicouterino (HelLa)

Las células HelLa son la primera linea celular humana de tejido extraida del tumor de
cancer cérvicouterino, donada por Henrietta Lacks fallecida por esta causa en 1951.
Estas células poseen la caracteristica de dividirse de forma indefinida lo que no
ocurre con otras células y por esto han sido ampliamente usadas en investigacion

sobre cancer (Dosne, 2006).

2.5 Mecanismos que inhiben o retardan el crecimiento celular

El proposito de determinar el potencial citotoxico de compuestos, es para ser usados
como farmacos o porque van a ser usados como agentes anticancer (Freshney,
2005). La determinacion de la proliferacion celular y la citotoxicidad in vitro, es la

primera aproximacion para determinar los efectos de una droga sobre un tipo celular.

Por otra parte, la apoptosis o muerte celular programada es un parametro que
determina el estado del cultivo, porque revela condiciones especificas de la célula a
nivel fisiolégico, morfologico, bioquimico y genético que no pueden ser reconocidas
de manera completa y clara por otros parametros celulares (Vicencio y col., 2008).
De especial atencion es la fase de iniciacion, ya que es objeto de una regulacion muy
compleja y puede ser iniciada por una amplia variedad de estimulos, pues no todas
las células desencadenan apoptosis en respuesta al mismo estimulo (Hernandez y
col., 2006).
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2.5.1 Muerte celular

La muerte celular se ha dividido en dos grandes grupos; necrosis y muerte celular
programada o apoptosis (Kanduc y col., 2002; Zhang y col., 2004).

La necrosis puede ser definida como un fendbmeno degenerativo producido por dafio
repentino y severo. Dentro de los factores que lo producen estan; la isquemia, la
hipotermia severa, trauma fisico o quimico, asi como altas concentraciones de
agentes toéxicos. Las células presentan caracteristicas como; aumento del volumen
celular, ruptura de la membrana plasmatica y liberacién del contenido celular, lo que
desencadena un proceso inflamatorio que dafia a las células en la vecindad. La
liberacion de hidrolasas acidas de los lisosomas acelera la desintegracion celular en

la fase tardia de la necrosis (Wyllie y col., 1980).

Por otra parte la apoptosis, se caracteriza por cambios morfolégicos y bioquimicos.
Es un proceso activo que se mantiene a través de un balance entre la proliferacion y
la muerte celular (homeostasis) y que forma parte de los procesos fisiolégicos
necesarios para el funcionamiento normal de un organismo (Sanchez-Torres y col.,
2003). La alteracion de este equilibrio conduce a situaciones patologicas como el
cancer, cuando la proliferacion se encuentra aumentada, o bien, conduce a
enfermedades degenerativas, cuando los procesos de muerte celular estan

incrementados (Evan y Vousden 2001; Danial y Korsmeyer 2004).

En la apoptosis, las células programan su autodestruccion sin desencadenar

reacciones de inflamacion ni dejar cicatrices en los tejidos (Jordan, 2003).

Los factores caracteristicos en procesos apoptoticos, son:

1. Aumento en la densidad intracelular.
2. Pérdida de adhesion celular, las células se retraen y pierden el contacto con

células vecinas.
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Incremento moderado de la concentracion citoplasméatica de calcio libre.
Cambios en la composicion de la membrana celular, se observa translocacion
de fosfolipidos como la fosfatidil serina, desde la cara interna de la membrana
a la superficie celular. Estos cambios van actuar como sefial de
reconocimiento, permitiendo la unién de los fagocitos que procesan a los
cuerpos apoptéticos resultantes y de esta manera, se evita la liberacion del
contenido celular y la posible reaccion inflamatoria.

Alteracion en la conformacion de elementos del citoesqueleto.

Activacion de la sintesis de determinadas proteinas necesarias en las rutas de
sefalizacion de los procesos de muerte celular.

7. La membrana plasmética comienza a presentar circunvoluciones y adquiere
una apariencia vesicular caracteristica. Como resultado de las grandes
invaginaciones aparecen los cuerpos apoptéticos (Kanduc, y col., 2002;
Jordan, 2003).

2.6 Tratamiento digital de imagenes como herramienta para caracterizar

procesos.

El tratamiento digital de imagenes (TDI) es una técnica que no es destructiva y
permite cuantificar cambios morfolégicos. Uno de los objetivos principales del
tratamiento de imagenes es la medicion de varios parametros (Caldas y Hurtado,
2006).

La literatura especializada distingue dos areas principales de aplicacién. El
procesamiento de imagenes con la finalidad de mejorar la informacion de modo que
sea comprensible por observadores humanos, y el procesamiento y analisis de
imagenes, con la finalidad de hacer que sean reconocidas automaticamente por

software especializado (Monedero, 1999).
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El tratamiento de im&genes se interpreta como el conjunto de técnicas y métodos
que llevan a una facil extraccion de la informacion cuantitativa que contiene una
imagen, con el objetivo de interpretarlos mediante un analisis de las imagenes
procesadas, esto se realiza con un sistema informatico capaz de extraer de forma
rapida toda la informacién relevante contenida en una imagen determinada. El
tratamiento digital de imagenes esta siendo utilizado como una herramienta util para
la investigacion en diversos campos de estudio como la medicina, meteorologia,
ecologia, fisica y biotecnologia entre otras, debido que es una técnica no destructiva
y que puede dar informacion sobre la textura y morfologia de los objetos. El
procesamiento de imagenes involucra diversos pasos, como la adquisicion de la
imagen digital, el procesamiento de la imagen, la segmentacién, la medicion y el
reconocimiento e interpretacion. En la imagen capturada, se le llama objeto a los
elementos que son distinguibles e independientes entre si y que destacan del fondo
gue los rodea, durante el procesamiento de la imagen, se extraen los objetos, los
cuales contienen la informacion de interés. Para obtener las caracteristicas
dimensionales que permiten obtener datos de area, perimetro, volumen o parametros
de forma (Ibaraki y Keniji, 2001; Pertusa-Grau, 2004).

En 1994 Tucker y col., presentaron un sistema automatizado de analisis de imagenes
para cuantificar la viabilidad y la concentracion de células con base en el método de
exclusién con azul de tripano. Por otro lado, se ha reportado el andlisis del ensayo de
anexina-V para determinar viabilidad celular y la muerte de estas por necrosis y

apoptosis (Plasier y col., 1999).
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Il JUSTIFICACION

Existen reportes epidemioldgicos de una relacion entre la ingesta de xantofilas
(luteina y zeaxantina) y la disminucion del riesgo a padecer ciertos tipos de
cancer. En los ultimos afios han surgido evidencias de que ciertos carotenoides
probados en lineas celulares de cancer muestran tener un efecto citotdxico
promoviendo la apoptosis. Sin embargo, a la fecha no existe evidencia del efecto
de los extractos de ligulas y callos de cempaxuchil sobre la linea celular HelLa.

Por lo tanto seria importante conocer el efecto citotoxico de los extractos de

cempaxuchil sobre células tumorales.
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V. HIPOTESIS

Los extractos de ligula y callo de cempaxuchil (Tagetes erecta L.) contienen
carotenoides con una probable accion citotdxica provocando la modificacién de la
proliferacién celular o bien la induccion de muerte programada sobre células

derivadas de cancer cérvicouterino.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el probable efecto citotdéxico de los extractos de ligula y callo de cempaxuchil
sobre la induccién de muerte programada de la linea celular HelLa.

5.2 Objetivos especificos

» Caracterizar los extractos de carotenoides obtenidos a partir de ligulas y callo

de cempaxuchil.

» Evaluar el efecto citotoxico in vitro de extractos de cempaxuchil en la linea
tumoral HelLa, mediante microscopia, exclusion de azul de tripadno y cuentas

viables.

« Evaluar in vitro el tipo de muerte celular inducida por los extractos de

cempaxuchil en la linea tumoral HeLa, mediante tincion de anexinaV-FITC
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VI. DIAGRAMA GENERAL

A continuacion se muestra la estrategia experimental para alcanzar
los objetivos de este trabajo (Figura 5).

Obtencidn de extractos de carotenoides de callo y ligulas

|| Caracterizacion de extractos (HPLC) ||

Cultivo celular (linea HelLa)

Tratamiento con extractos

Cuantificacion de la viabilidad Citotoxicidad in Deteccién de apoptosis

celular por exclusion con el vitro por .

colorante azul de tripano microscopia por AnexinaV-FITC 'y
_ invertida citometria de flujo.

Analisis estadistico i —
|‘ Tratamiento digital de ||

Figura 5. Diagrama general de la estrategia experimental.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

7.1 Material biolégico

Los extractos se obtuvieron de ligulas liofilizadas de cempaxuchil (T. erecta)

colectadas en el municipio de Yautepec, Morelos.

Las células desdiferenciadas (callo) se obtuvieron a partir de explantes de hojas
jovenes de cempaxuchil, en medio MS semi-sélido adicionando 2 mg/L de 2,4-D
(Acido 2,4-diclorofenoxiacético) y 2 mg/L de BA (Benciladenina) (Garcia-Chavarria,

2007), mantenidas en obscuridad. Los callos se liofilizaron y pulverizaron.

En este estudio se utilizo la linea celular de cancer cérvicouterino (HelLa).

7.2 Obtencién de extractos de carotenoides a partir de ligulas y callo de

Tagetes erecta

Se realizo la extraccion de pigmentos de ligulas y callos de cempaxuchil utilizando el
método de Heinonen, (1989) modificado. Se pesaron 200 mg de ligula y 400 mg callo
de tejido seco, se adicionaron 3y 6 ml de acetona al 100% respectivamente en tubos
de 15 ml. El tubo se cubrié con papel aluminio incubandolo por 16 h en agitacion a
100 rpm. Posteriormente se transfirid el sobrenadante a un tubo de 15 ml. La mezcla
que se obtuvo se filtro y se centrifugd a 12 000 rpm por 15 min a 4°C, se recupero el
sobrenadante. El volumen recuperado se concentrd a sequedad bajo una atmésfera
de nitrogeno y las muestras se almacenaron a —70° C hasta el momento de ser

utilizadas.

Para el analisis de carotenoides por HPLC; los extractos se saponificaron de la
siguiente manera: se adicioné KOH al 40% vol. 1:1 por 2 h en agitacion. La solucion
se lavdo con H20 destilada vol. 1:1 y 2 ml aproximadamente de NaCl 5%,

posteriormente se hicieron 3 lavados con agua miliQ hasta eliminar por completo el
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KOH, la muestra se concentr6 a sequedad bajo una atmosfera de nitrégeno y se

resuspendi6 en 40 pl de acetato de etilo.

7.3 Identificacién de pigmentos por espectrofotometria

Para la identificaciébn de carotenos y xantdfilas totales se determind la absorbancia
en cada una de las muestras ressuspendidas en acetona (ligula y callo) en
espectrofotometro (UV-Vis Lobomed Modelo UVD-3500), se utilizO acetona como
blanco y la lectura se realiz6 a una longitud de onda de 436 y 474 nm (Larcher,

1995). Se realiz6 un barrido en el espectro de 300 a 700 nm.

7.4 Obtencion del estandar de luteina a partir de ligulas de cempaxuchil

Para la identificacion de carotenoides en ligulas y callos de cempaxuchil, se
obtuvieron estandares de referencia de luteina obtenida de ligula de cempaxuchil y
también se utilizé6 como estandar de referencia a la zeaxantina comercial (sigma-

Aldrich, Alemania).

El aislamiento de la luteina se realiz6 mediante cromatografia en columna. La
columna de vidrio (70x2 cm) se preparé de la siguiente manera: se colocé una
porcién de algoddn en la base del tubo, lavandose con éter de petroleo (EP) (40-60°
C) para eliminar las impurezas, posteriormente, se coloco la fase estacionaria (6xido
de magnesio: Hyflo Super Cel. (1:1) suspendida en EP, se abrio la llave de la
columna hasta que quedara una capa de liquido de 0.5 cm por encima de la fase
estacionaria. Se disolvieron 6 mg extracto de ligulas en un volumen minimo de EP
(40-60° C) y se vacio en la columna. A continuacion, las paredes internas de la
columna se lavaron con EP (40-60° C) finalmente se agregé la fase mévil, usando
acetona al 18% en EP y se obtuvo luteina, para posteriormente evaporarlo y
concentrarlo a sequedad (Kimura y col., 2002). Con la que se construyé una curva de

calibracion; con las concentraciones siguientes: 0.053, 0.16, 0.58, 0.74 y 0.95 pg/ml.
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7.5 Analisis de carotenoides de cempaxuchil por cromatografia de liquidos de

alta resolucion (HPLC)

Para el andlisis de los pigmentos, se inyectaron 20 uL de la muestra resuspendida en
acetato de etilo de ligulas y callos de cempaxuchil. Los pigmentos se identificaron
con base en sus caracteristicas de absorcion y tiempo de retencion comparandose
con estandares de referencia en un equipo de HPLC (Agilent 1100 Palo Alto,
California, EE.UU.). Se utiliz6 una columna YMC Cj, fase reversa (5 pum, 250x
4.6mm), (YMC, Wilmington, NC, USA). Se utilizé un gradiente de metanol (MeOH)
(Merck), metil-t-butil éter (TBME) (Merck) y agua. El gradiente de elucion fue el
descrito por Mouly y col., (1999), Meléndez-Martinez y col., (2005): 0 min: 90%
MeOH + 5% TBME + 5% agua; 12 min: 95% MeOH + 5% TBME; 25 min: 89% MeOH
+ 11% TBME; 40 min: 75% MeOH + 25% TBME; 50 min: 40% MeOH + 60% TBME;
56 min: 15% MeOH + 85% TBME; 62 min: 90% MeOH + 5% TBME 5% agua: MeOH.

La identificacion se realiz6 en base a la longitud de onda de maxima absorcion
(Amax), tiempo de retencion y por comparacion con el estandar de luteina purificado
y el estandar comercial de zeaxantina (Sigma- Aldrich, Alemania). Para la
cuantificacion de la luteina, se realiz0 una curva de calibracion con la luteina

purificada.

7.6 Cultivo de la linea celular de cancer cérvicouterino (HelLa)

En este estudio se utilizo la linea celular HelLa, células derivadas de cancer
cérvicouterino amablemente donada al Laboratorio de Microbiologia, de la Escuela
Nacional de Medicina y Homeopatia del IPN, por los Laboratorios de Especialidades

Inmunoldgicas LEI, a través de la Jefa de Investigacion, Dra. Laura Padierna Mota.

Esta linea se cultivd en monocapa confluente, se mantuvo y propag6é en medio de
cultivo celular DMEM (Dubelco’s Modifified Eagle Medium, Gibco) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco), 2mM de L-Glutamina, 25mM de acido N-2-
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hidroxietilpiperazina -N-2- etanosulfénico (HEPES), 100 pl/ml de estreptomicina 'y 100
U/ml de penicilina; mantenidas en cdmara humeda con 5% de CO, a 37° C. El
manejo de la linea celular se realizd bajo condiciones de esterilidad en un gabinete
de bioseguridad de tipo Il (Dominguez, 2008).

7.7 Método para la cuantificacién de la viabilidad celular

Se utilizé el método de exclusion con el colorante azul de tripano. El azul de tripano
es un colorante vital que permite diferenciar las células viables (no tefiidas) de las no
viables (tefiidas). Esto ocurre debido a que el azul de tripano es una amina organica,
con carga neta negativa que no penetra al interior de las células que presentan sus
membranas integras, mientras que las células dafiadas rapidamente lo incorporan al
citoplasma, es probable que la exclusién de la amina sea un proceso de membrana
dependiente de energia (Freshney, 2005). Se utilizO este método de conteo para
determinar el numero de células viables tras los tratamientos con extractos de

cempaxuchil (ligula y callo) en la linea celular HeLa.

El método de cuentas viables con azul de tripano permite establecer el nimero de
células vivas y muertas que se encuentran en una muestra determinada. En el caso
de los efectos citotoxicos, éste método permite estimar indirectamente si las células
estan proliferando cuando se han sometido a tratamientos con sustancias quimicas o
biologicas. Esto se logra al comparar los resultado de las cuentas viables de los
problemas y comparandolos con controles experimentales positivo y negativo. El
control positivo normalmente es un inhibidor de la proliferacion (Taxol), o inductor de
muerte (Actinomicina D) y el control negativo son las células sin tratamiento
incubandolas con suero fetal bovino, para estimar lo que las células hubieran
proliferado en ausencia de los tratamientos con las sustancias quimicas en cuestion
(Freshney, 2005).

Como control negativo se utilizaron las células sin tratamiento, como control positivo

se utilizaron taxol 1 pg/ml y actinomicina (2 ug/ml). Las células Hela que crecen en
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monocapa se cultivaron hasta obtener confluencia del 70-80%, posteriormente se
tripsinizaron para poder hacer el conteo y observar la viabilidad celular por medio de
tincién con azul de tripano. Se colocaron 10,000 células por pozo en una placa de 6
pozos. La placa se incub6 a 37° C a una atmosfera himeda de 5% de CO;, por 24 h,
se agregaron las distintas concentraciones del extracto de ligula (25 pg/ml y 6.25
pg/ml) y callo (25 pg/mly 12.5 pg/ml) de cempaxuchil y se incubd por 24 h. Después
de la incubacion se retir6é el medio de cultivo y se lavo la monocapa con 150 pl de
PBS 1x, en cada pozo, se decanto el PBS, y posteriormente se agregaron 50 uL de
tripsina con 10% suero fetal bovino (SFB, Gibco). Finalmente se colectaron las
células desprendidas con tripsina y se realizé el conteo celular en una camara de
Neubauer; para ello se colocé el cubre-hematimetro sobre la cAmara de Neubauer y
se depositaron 20 pl de la mezcla de células y 20 ul del colorante azul de tripano
(relacion  1:1) verificando que por capilaridad las células se distribuyan

aleatoriamente.

Posteriormente se realizo el conteo de las en los compartimientos de la camara, los
recuadros A, B, C y D de la figura 6, ilustran las areas de conteo. Solamente son

contadas las células que se encuentran dentro de cada cuadrante.

7.8 Andlisis estadistico de la viabilidad de células HeLa

Se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) con el paquete de disefios
experimentales Statgrafhics plus version 4.1. El analisis de comparaciones multiples

se realiz6 mediante Tukey. Para analizar las diferencias entre la viabilidad de las

células tratadas.
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Figura 6. Amplificacion del cuadrante de una camara de Neubauer (Los cuadrantes para la

lectura estan marcados como A, B, Cy D).

7.9. Tincion con anexina V-FITC/ yoduro de propidio para la deteccion de

apoptosis

Diversas técnicas permiten analizar diferentes aspectos del proceso de apoptosis
(Huerta y col., 2007). En las células la distribucion de los fosfolipidos en la membrana
plasmatica es asimétrica, la membrana interna contiene fosfolipidos aniénicos como
fosfatidilserina y la externa fundamentalmente fosfolipidos neutros. En una célula
apoptética se produce una translocacién de los residuos de fosfatidilserina de
membrana interna a membrana externa, exponiendo de esta manera los residuos de

la fosfatidilserina al exterior (Rodriguez-Diez y Orea, 2004 y Reed, 2000).
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La Anexina-V es una proteina de union a fosfolipidos y es dependiente de calcio, y
tiene una gran afinidad de unién a los residuos de fosfatidilserina. De esta manera se
puede discriminar entre células apoptéticas y células normales (Rodriguez-Diez y
Orea, 2004)

Para la deteccion de la apoptosis se utilizo el kit (BioVision) con la tincion de anexina
V-FITC, en el cual la anexina-V esta conjugada con isiotiocianato de fluoresceina
(FTIC) (Assay protocol).

Dado que la membrana de las células necréticas se permeabiliza, permiten la
entrada de yoduro de propidio. Si las células necréticas unen también la AnexinaV,
es que sufrieron apoptosis y luego necrosis. El clitdmetro distingue éstas células con
doble tincién y las tinciones simples, la de AnexinaV-FITC, que marca las células con
apoptosis temprana y las que solo toman el yoduro de propidio. Solo las células con

la membrana permeabilizada podran unir éste ultimo fluorocromo.

La deteccion se realiz6 de la siguiente manera, la linea celular se sembro en placas
de 6 pozos. Los tratamientos de extractos de cempaxuchil se incubaron con las
células por 24 h. Se transfirio el medio de cultivo de las células adherentes a un tubo
conico de 15 ml y se colocé en hielo. Se lavaron las células de cultivo
cuidadosamente con PBS 1X. Se retird el sobrenadante agregandolo al tubo falcon
de 15 ml. Posteriormente se afiadio 2 ml de tripsina y se incubd hasta que las células
se despegaron. Se agregdé 1 ml de medio de cultivo DMEM al 5% de suero fetal

bovino (SFB). Se centrifugd a 1500 rpm por 5 min a 4°C. Después se colocé el

volumen de los pozos en un tubo para citometria de flujo (Falcon de 5ml
policarbonato con tapa) se centrifugd a 2000 rpm por 2 min a 4°C, el pellet celular se
resuspendié en 500 yL de medio fresco sin suero. Se adicionaron 0.5 ml del buffer de
unién y 1 uL del reactivo de anexina V-FTC y 5 uL de ioduro de propidio, se incubd
por 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, la fluorescencia se

midié en un citdmetro de flujo (FACSCalibur, Becton y Dickinson) en donde se
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analizaron 10,000 eventos por experimento y a partir de las lecturas, el clitbmetro

construye citogramas que se usan para interpretar los resultados.

La sefial del FITC (fluorescencia en color verde) se detecté a 518 nm, el logaritmo de
esta fluorescencia se representd en el eje de las X. La sefial del yoduro de propidio
se detectd a 620 nm y el logaritmo de esta se represent6 en el eje de las Y. En el
cuadrante inferior izquierdo aparecen las células viables, en el inferior derecho
aparecen las células en apoptosis temprana, en el superior derecho apoptosis tardia

y en el superior izquierdo necrosis (Figura 7).

104
i Apoptosis
Necrosis — ’ ‘ tardia
102

Apoptosis

Células
i temprana

vivas
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Figura 7. Representacién de un analisis por citometria de flujo con células marcadas con

yoduro de propidio y anexina-FITC.
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7.10 Tratamiento digital de imagenes

Se capturaron 150 imagenes digitales por tratamiento, utilizando el Microscopio
invertido (Nikon eclipse T5100, modelo CSHG, Jap6n) acoplado a una camara digital
(Nikon digital sight) con un software Nis- Element photos Nikon. La captura se realizd
manteniendo una distancia focal constante con una resolucion de 1600 x 1200
pixeles (23091 ppc) y se almacenaron en RGB, formato TIF (Tagged-Image File
Format).

Para llevar a cabo el tratamiento digital de las imagenes, éstas se procesaron
utilizando el programa ImageJ, cada una de las imagenes se transformo6 a escala de
grises (8 bits) y posteriormente las células se segmentaron usando el método
manual, el cual consistio en seleccionar el objeto de interés desde la imagen original
con la tableta bamboo (CTE-450). Lo cual permitid6 posteriormente evaluar los
cambios morfologicos de las células HelLa en los diferentes tratamientos con el
extracto de ligulas y callo de cempaxuchil, los parametros evaluados fueron: area:
gue indica el espacio que ocupa un objeto. Perimetro: se refiere a la longitud del
contorno del objeto. Circularidad y diametro de Feret: corresponde al diametro tedrico

de mayor longitud.

Los datos obtenidos se evaluaron mediante un andalisis estadistico ANOVA de una

via.
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Xlll. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Obtencidn de extractos de ligula y callo de cempaxuchil y caracterizacién
espectrofotométrica

En la figura 8 se presenta el espectro de absorcién de los extractos de ligula de
cempaxuchil. Se identificaron tres picos, uno de ellos a los 446 nm que corresponde
a la luteina, de acuerdo con lo reportado por Delgado Vargas y Paredes Lépez, 1996
quienes reportan que la luteina presenta un pico de maxima absorcion (Amax)
alrededor de los 447 nm; adicionalmente, se ha reportado que la luteina representa
aproximadamente el 90% del total de carotenoides en cempaxuchil (Leigh y col.,
1999; Del Villar-Martinez y col., 2011).

Los dos picos adyacentes que se observan en el espectro de absorcion
corresponden a los isomeros de luteina denominados 13-cis-luteina y 9,9-cis-luteina
(Delgado Vargas y Paredes Lopez, 1996). Tsao y col., (2004) reportaron que los
isomeros de luteina son compuestos que presentan una Ampas= 418 y 468 nm

respectivamente.

Por otro lado, en el extracto de callo (Figura 9), se identificaron a la luteina a los 446
nm y los dos isomeros de luteina 13-cis-luteina (418 nm) y 9,9-cis-luteina ( 468 nm)

lo cual coincide con lo reportado por Delgado Vargas y Paredes Lépez (1996).

8.2 Andlisis del extracto de ligulay callo de cempaxuchil mediante HPLC

El estandar de luteina present6 un tiempo de retencion de 23.7 min con el método
empleado, bajo nuestras condiciones de trabajo. El perfil cromatogréafico a 445 nm

corresponde a luteina, tal como lo reporta Britton y col., (2004).

Es importante mencionar que este estandar se purificd de las ligulas de cempaxuchil. El

estdndar de zeaxantina (Sigma-Aldrich, Alemania) presenté un tiempo de retencién de
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27.08 min. Estos resultados sirvieron de referencia para identificar los compuestos

presentes en las muestras.
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Figura 8. Perfil espectrofotométrico de los extractos de ligula de cempaxuchil, diluido en

acetona 1:100. 1) trans-luteina, 2) 13-cis-luteina y 3) 9,9-cis-luteina.
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Figura 9. Espectro de absorcién de los extractos de callo de cempaxuchil diluido en acetona

1:10. 1) trans-luteina, 2) 13-cis-luteina y 3) 9,9-cis-luteina.
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En la figura 10 se muestra el perfil cromatografico correspondiente al extracto de
ligulas de cempaxuchil. Se detectd un pico a los 23.22 min, que corresponde a la
luteina, asi como la zeaxantina a los 27.32 min. En el callo (Figura 11) también se
presentaron picos a los 23.51 min correspondiente a luteina y 27.67 min que
correspondi6 a zeaxantina (Scott y Eldridge, 2004; Navarrete-Bolafios y col., 2005).
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Figura 10. Perfil cromatogréafico de extractos de ligula de cempaxuchil. A) Luteina (tiempo
de retencion = 23.22 min) y zeaxantina (tiempo de retencién = 27.32 min) y sus respectivos
espectros de absorcion, B) luteina y C) zeaxantina.
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Figura 11. Perfil cromatografico de extractos de callo de cempaxuchil. A) Luteina (tiempo

de retencién = 23.51 min) y zeaxantina (tiempo de retencion = 27.67 min) y sus respectivos
espectros de absorcién, B) luteina y C) zeaxantina.
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Area

Para calcular la concentracion de luteina en las muestras se construyd una curva de
calibracion (Figura 12), con el pigmento purificado de cempaxuchil con ayuda de la
ecuacion:  y=7687.5599x — 145.8461

R’=0.9991
Donde:
y= Area
x= Concentracion

R?= Coeficiente de correlacién

8000 -
y = 7687.5599x - 145.8461

7000 1 R?=0.9991
6000 -

5000 -
4000 -
3000 -
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Figura 12. Curva de calibracion para calcular la concentracion de luteina en las muestras

analizadas

En la Tabla 2 se presentan los datos correspondientes a la concentracion de luteina
gue se determind en las ligulas y callo de cempaxudchil. La ligula mostré un
contenido de 3.3x10° pg/g en peso seco, es decir, 792 veces mas con respecto al

callo que present6 4.124 ug/g en peso seco. La concentracion de ligula corresponde
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a lo reportado por Del Villar-Martinez y col., (2005) en donde mostraron niveles de

luteina que oscilaron entre los 0.4 x10° y 6x10° ug/g en ligulas de cempaxchil.

Sanchez (2008) reporté concentraciones de luteina en cempaxuchil que oscilan entre
los 2.8 x10% y 6.1 x10° ug/g en peso fresco. Ramos (2009) mostré una concentracion
de luteina en callo de 0.17 ug/g en peso fresco, lo que indica mejor extraccion de

luteina en peso seco.

Tabla 2. Contenido de luteina en extractos de ligula y callo de cempaxuchil determinado por
HPLC.

Muestras Concentracion de luteina
Tagetes erecta (ng/g de peso seco)
1
e Callo 4.124
% % -
r
Ligula 3.3x10°

El callo presenté una menor concentracion de pigmento (4.124 ug/g en peso seco)

En comparacién con la ligula (3.3x10% pg/g), esto puede interpretarse debido a la
naturaleza de los tejidos y se puede predecir desde el momento en que se observan
las muestra. Las ligulas son tejido, muy especializado en plantas, en donde se lleva a
cabo la acumulacién de los pigmentos; mientras que, el callo es un agregado de
células desdiferenciadas que se componen principalmente de agua, sin embargo,
acumula luteina y en menor proporcién zeaxantina. El cultivo de tejidos vegetales es

una herramienta biotecnoldgica util, para la produccion de metabolitos secundarios
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de interés alimentario y farmacéutico (Martinez, 2003). Los pigmentos de las dos
fuentes se utilizaron para llevar a cabo los experimentos para evaluar el efecto de los

extractos sobre células de cancer cérvicouterino (HelLa).

8.3 Determinacion de la viabilidad celular mediante el método de exclusién con
azul de tripano.

La viabilidad celular se evalué con el método de exclusién azul de tripano después
de las 24 h de exposicion de las células con los extractos de ligula y callo de

cempaxuchil.

Como control positivo del efecto citotoxico para evidenciar el proceso de apoptosis,
se presentan células tratadas con taxol® (1 pg/ml sigma, USA) y actinomicina (2
pg/ml, Gibco, Israel) que son compuestos en los que se ha observado la induccion de

muerte celular por apoptosis (Figura 13).

La concentracion de 25 ug/ml del extracto de ligula, mostré que la viabilidad de las
células fue de 49.15% el cual se puede considerar bajo en comparacion con el
control negativo que mostré un 98%, sin embargo el porcentaje de células muertas
fue de 2.4%. Lo que sugiere que el extracto de ligula a la concentracion de 25 pug/ml
no favorece la proliferacion celular en la linea HelLa, e induce un bajo porcentaje de
muerte celular. Sin embargo, la concentracion de 6.25 ug/ml del extracto de ligula, no
mostro diferencia significativa con relacion al porcentaje de células vivas con
respecto al control negativo, se sugiere que una ventaja es que no se observo la
induccion de la proliferacion celular; es decir, el cultivo permanece sin cambios.
(Figura 13).

Las concentraciones de 25y 12.5 ug/ml de callo mostraron un porcentaje de 77% y

67% de células vivas respectivamente, lo cual es similar a lo que se observd con

taxol.
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Porcentaje de células (%)

120 -

Control - Taxol (1 Actinomicina 25 pg/ml 6.25 pg/mi 25 pg/mi 12.5 pg/mi

Hg/mi) (2 pg/mi)

Ligula Callo

Tratamientos

E Células vivas = Células muertas

Figura 13. . Viabilidad celular con azul de tripano. Efecto de los extractos de ligula y callo de
cempaxuchil sobre la viabilidad celular de la linea HelLa. Letras iguales: no hay diferencia

significativa, letras diferentes; hay diferencia significativa

Los resultados sugieren fuertemente, que las concentraciones de los extractos de
ligula (2.5 mg/ml) y callo (2.5 mg/ml y 1.25 mg/ml) tienen un efecto en la disminucién
de la proliferacion celular en la linea de cancer cérvicouterino HelLa; sin embargo,
hasta el momento no se conoce el mecanismo por el cual se estdn provocando
cambios en la viabilidad celular y es necesario realizar la tincidbn con anexina V-

FITC/ yoduro de propidio, para determinar apoptosis y necrosis.
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8.4 Deteccion de apoptosis y necrosis por el método de anexina V-FITC/

yoduro de propidio

Los resultados que se obtuvieron en las pruebas de anexina V, se observan en la
figura 14. Se muestran los citogramas que corresponden al control negativo y
positivos que sirvieron de referencia para los diferentes tratamientos con extractos;

ligula 25 pg/ml, 6.25 pg/ml y callo 25 pg/ml, 12.5 pg/ml.

Los resultados obtenidos en las pruebas de Anexina V, se observan en la figura 14,
en donde se muestran los citogramas que corresponden al control negativo (sin
tratamiento) y positivo (Taxol y Actinomicina) que sirvieron de referencia para los
diferentes tratamientos de extractos de ligula que se utilizaran en concentraciones de
25 ug/ml, 6.25 pg/ml y callo 25 ug/ml, 12.5 pg/ml. Los tratamientos con extractos de
ligula y callo presentan una distribucion de células en los cuadrantes 2 y 4 del
citograma, que corresponde a un proceso de apoptosis, esto se puede observar al

comparar este resultado con los controles.

Estos resultados indican que los tratamientos de callo y ligula inducen muerte del tipo
apoptosis en bajas proporciones comparado con los datos que presentan los
controles negativo y el control positivo con taxol, dado que el control negativo
presentd un porcentaje de 0.23 % de apoptosis y el control positivo con Taxol indujo

un porcentaje de 17.91 % de apoptosis a las 24 h de incubacion (Tabla 3).

Se observé que cuando los extractos llegan a inducir muerte celular del tipo
necrotico, lo hacen en porcentajes despreciables, que van de 0.11 a 2.5 % en los
extractos de 6.25 y 25 ug/ml en ligula respectivamente. Al usar los extractos de callo

en 12.5y 25 ug/ml se obtuvo necrosis del 0.49 a 0.76 %.
El porcentaje de apoptosis temprana + tardia que se obtuvo al usar la concentracion

de 6.25 ug/ml de ligula fue de 10.52 % y al usar 12.5 pg/ml de callo fue de 11.57 %

lo que indica que una fraccién de las células estan muriendo por apoptosis (Tabla 3).
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Esto indica que si se lleva a cabo algun tipo de muerte celular relacionada con el uso
de estos extractos, ésta no producira inflamacion de los tejidos, debido a que las
células apoptéticas no liberan el contenido celular de manera indiscriminada, de lo
gue se puede deducir que los extractos de ligula y callo pueden estar actuando
como quimioprotectores y se pueden usar para proteger de la accion de

carcindégenos a las células no tumorales.

El hecho de que la tasa de proliferacion (indirecta) de las células observada en estos
ensayos, sea comparable con el control sin tratamiento, sugiere que los extractos no
promueven la muerte celular, y que si causan muerte, ésta ocurriria principalmente

por apoptosis.

La apoptosis es un tipo de muerte programada por el organismo, que no inducira
inflamacion en las células blanco. Debido a que en la necrosis la membrana celular
se rompe Y libera el contenido citoplasmico que contiene las enzimas intracelulares y
otros compuestos oxidantes. Todas estas moléculas producen mayor muerte celular
y atraen al mismo tiempo las células de la respuesta pro-inflamatoria, lo cual no

ocurre en la apoptosis (Lizarbe, 2007).

Por otro lado, la mayoria de los agentes quimioterapéuticos, incluyendo la radiacion
(que no distingue a las células sanas) y los agentes quimicos como los alquilantes,
inducen muerte celular del tipo apoptosis a las células de cancer (Bold R. y col.,
1997).

En el presente trabajo los tratamientos con los extractos de origen vegetal
(cempaxuchil) en células de céncer cervicouterino muestran menor capacidad de
producir apoptosis y esto permite deducir que se comportan como quimioprotectores.
Lo cual concuerda con trabajos realizados con por Palozza y col., (2001) con j-
caroteno en donde muestra un porcentaje del 12.5 % en la induccion de apoptosis a

las 24 h con una concentracion de 0.43 pg/ml.
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En particular, las xantofilas, como cantaxantina y zeaxantina también tienen la
capacidad de actuar como inductores de apoptosis (Palozza y col.,, 1998 vy
Maccarrone y col., 2005).

Tabla 3. Viabilidad celular, apoptosis y necrosis de células Hela.

Tratamiento % de células viables |% de apoptosis |% de necrosis
Control - 99.37 0.23 0.4
Taxol (1 pg/ml) 80.42 17.91 1.67
Actinomicina D

(2 pg/ml) 56.3 43.1 0.59
Ligula 25 pg/ml 93.66 3.84 2.5
Ligula 6.25 pg/ml 89.37 10.52* 0.11
Callo 25 ug/ml 96.5 2.74 0.76
Callo 12.5 pyg/mil 87.94 11.57* 0.49

Por otro lado, Quing-Yi y col., (2005), reportaron que la luteina extraida de aguacate
no tiene efecto citotéxico en células de cancer de prostata. Sin embargo, es
importante mencionar que a pesar de que luteina es el pigmento mayoritario en el
cempaxuchil (ligula y callo), existe la combinacion de dos pigmentos (luteina y
zeaxantina) lo que sugiere que probablemente estén actuando de forma conjunta, es

decir, puede existir, una accion sinérgica de los compuestos en el extracto.
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Figura 14. Efecto del extracto de callo y ligula en la linea celular de cancer cérvicouterino
(Hela) sobre la muerte celular programada (Apoptosis). Células necréticas (Cuadrantel 1),
células en apoptosis tardia (Cuadrante 2), células en apoptosis temprana (Cuadrante 4) y
células viables (Cuadrante 3)
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8.5 Tratamiento digital de imagenes (TDI) de células HelLa

Para llevar a cabo el TDI, se utilizaron micrografias capturadas de las células HelLa
a las 24 h de incubacién con los extractos de ligula y callo de cempaxuchil en
eventos independientes (Figura 15 D,E,F,G) y sus respectivos controles positivos. El
taxol (inhibe el crecimiento celular y activa la apoptosis en células de cancer (Soo-
Jung y col., 2004)) y la actinomicina (inhibe la sintesis de proteinas por inhibicién de
la transcripcion). Se utilizaron células sin tratamientos (Figura 15A) las cuales
presentaron formas poligonales lo cual coincide con lo reportado por Jum-Xia Xiao y

col. (2007), en donde se puede observar la morfologia celular sin tratamiento.

Con el tratamiento digital de imagenes a las células segmentadas de cada
tratamiento se les determinaron los siguientes parametros: area, perimetro,
circularidad y diametro de Feret. Las células con los extracto de ligula y callo
mostraron un area de entre 691-717 mm?, este dato es menor en comparacion con
las células vivas del control negativo que fue de 748 mm?. Por otro lado, las células
muertas de los tratamientos mostraron un area de 311 a 393 mm?, diferente al area
del control negativo que fue de 288.43 mm? (tabla 4). Es decir, el area de las células
vivas en los tratamientos disminuyo y el de las células muertas aumento en area con

respecto al control negativo (sin tratamiento).

Con relacion al perimetro, las células vivas en los tratamientos de ligula y callo
midieron entre 118 y 123 mm, en donde se muestra una diferencia significativa con el
control negativo que fue de 135 mm, pero no hubo diferencia significativa con las
células vivas del control positivo (taxol) que midieron 120 mm (tabla 4), lo que indica
gue el perimetro en las células vivas en los tratamientos (ligula y callo) disminuyo
con respecto al control negativo. En los resultados obtenidos en el perimetro de las
células muertas, se obtuvo lo siguiente; las células tratadas con callo 12.5 ug/ml y
ligula 6.25 pg/ml, presentaron diferencia significativa con respecto al control negativo

y fueron iguales a las del control con el taxol, es decir, su perimetro aument6 con
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estas concentraciones. Con callo (25 pg/ml y ligula 25 pg/ml) se observé un

perimetro igual al control negativo (Tabla 4).

Otra medida es la circularidad, en la cual se evidencia la caracteristica circular de las
células muertas que tienden a 0.9 en todos los casos excepto en actinomicina en
donde presenta una circularidad de 0.7. Y en el caso de las células vivas en los
tratamientos (ligula y callo) tiende a 0.5-0.6 (tabla 4). Este factor se refiere a que tan
circular es un objeto, de tal forma que un circulo perfecto tiene un valor de 1.0. El
resultado del diametro de las células vivas de los tratamientos con callo y ligula
mostré diferencia significativa con respecto al control negativo y muy parecido al
control con taxol. Sin embrago, la morfologia que presentaron las células con

actinomicina fue diferente a todos los tratamientos.

Con estos resultados se sugiere que las células HelLa expuestas a diferentes
concentraciones del extracto de ligula (25,6.25 pg/ml), mostraron cambios
morfolégicos de la célula, observando el mismo resultado en las distintas
concentraciones del extracto de callo (25, 12.5 pg/ml). Una caracteristica
fundamental de la célula cancerosa es la pérdida de su capacidad para mantener un
equilibrio (Homeostasis), es decir han perdido el balance entre la proliferacion y la
muerte (Rodriguez y col., 2004). Sin embargo, en los resultados con los extractos de
cempaxuchil evaluados sobre las lineas celulares cancerosas HelLa, se observé que
las células se redondearon y perdieron su adherencia a la placa, lo que es tipico de
células que detienen su crecimiento. También se puede observar que las células
mostraron perdida de adhesion celular, es decir las células se retraen y perdieron el
contacto con otras células vecinas, la membrana adquiere apariencia vesicular lo
cual corresponde a la morfologia caracteristica de células apoptoticas (Jordan, 2003,
Kanduc, y col., 2002). Estos resultados sugiere que los extractos derivados de callo y
ligulas tiene un posible efecto citotdxico sobre las células HelLa ya que se obsevaron
cambios morfolégicos que pudieron relacionarse con caracteristicas fisicas de las
células, como es el caso de la adherencia a la placa, la circularidad y pérdida de la

adhesion celular, asociado a células apoptéticas.
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Figura 15. Micrografias del extracto de callo y ligula, el control negativo y los

controles con Taxol (1 ug/ml) y actinomicina sobre la viabilidad celular de la linea de

cancer Cérvicouterino (HeLa).
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Tabla 4. Datos del area, perimetro, circularidad y Didmetro de Feret de células en los

distintos tratamientos con sus respectivos controles. Media * error estandar.

Area (mm?) Perimetro (mm) Circularidad Diametro de Feret
Células vivas
Control - 748 £ 21 134.87 £2.24 0.52 +0.008 55.72 £1.02
Control + (taxol) 712+ 18 120.20 £1.76 0.62 +£0.009 46.78 £ 81.5
Control + (Actinomicina) -
Ligula 25 pg/ml 651+ 14.1 11841+ 1.64 0.59 +£0.007 48211764
Ligula 6.25 pg/ml 717 £18.9 122.68 +2.12 0.59 +£0.008 49.02+76.4
Callo 25 pg/ml 691+ 17 12216 + 1.92 0.59 +0.008 48.72+92.9
Callo 12.5 pg/ml 735+£19.3 123.68 +2.06 0.60 £ 0.008 50+97.5
Células muertas
Control - 288.43+11.8 62.76 £ 1.31 0.89 +£0.006 21.02+05
Control + (taxol) 390.65 + 8.59 719980 0.94 £0.003 234904
Control + (Actinomicina) 374 +245 7726+ 2.82 0.76 £ 0.01 26.01+£10.2
Callo 25 pg/ml 311.09 £ 16 656 £1.7 0.87 £0.007 22.39+0.65
Callo12.5 pg/ml 393.25+24.3 72.39+1.74 0.88 £ 0.005 244306
Ligula 25 pg/ml 325.9+1.00 66.32 + 1.09 0.90 £0.005 2224 +0.3
Ligula 6.25 ug/ml 389.96 + 16 72731143 0.89 £ 0.006 249006
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IX.

CONCLUSIONES

Se identificaron luteina y zeaxantina, en los extractos de ligula y callo,
mediante Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Los extractos de cempaxuchil que se obtuvieron a partir de ligula y callo

inhiben la proliferacion celular.

Se sugiere que los extractos derivados de callo y ligulas tiene un posible
efecto citotéxico sobre las células Hela, ya que se observaron cambios
morfologicos que pudieron relacionarse con caracteristicas fisicas de las
células, como es el caso de la adherencia a la placa, la circularidad y pérdida

de la adhesion celular, asociado a células apoptoticas

Se evidenciaron cambios morfolégicos en las células Hela, como son tamafio
y forma, asociados a la actividad de los agentes quimicos utilizados: taxol,

actinomicina y extractos de ligula y callo.

Se sugiere que la actividad de los pigmentos de cempaxuchil, ligula y callo
sobre los cultivos de células HeLa es como agente quimico protector; debido a
gue se observé un bajo porcentaje de apoptosis, o que indica que al ser
aplicados no se promueven un proceso de tipo inflamatorio, como ocurriria en
caso de necrosis, donde la liberacion del contenido celular provoca la inflacion

de los tejidos.
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X. PERSPECTIVAS
Estudiar los posibles mecanismos de accidn de los extractos de Tagetes erecta L. en
células cancerigenas.

Evaluar la estimulacién de las rutas de respuesta anti-oxidante y su posible actividad
a nivel de DNA.

Evaluar el efecto citotdxico en otras lineas celulares derivadas de cancer ademas de
probar con otras concentraciones del extracto.
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