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RESUMEN

Introduccioén: En la actualidad la busqueda de novedosas sustancias capaces de
inducir la diferenciacion de lineas celulares humanas es un campo de
investigacion que genera gran interés, por lo tanto las técnicas de biologia
molecular y de biotecnologia van enfocadas a determinar que sustancias son
capaces de inducir la diferenciacion celular, factores moleculares como BMP-2 y
TGF —Bs constituyen un pilar importante en dicho proceso; por su parte células
como las NHBE (células epiteliales humanas normales) y HEp-2 (células de
carcinoma epidermoide humano) bajo condiciones especificas nutricionales y de
factores de induccién de la expresion génica pueden expresar marcadores
moleculares especificos de diferenciacién celular (SOX 2, NANOG, OCT), debido
a estas caracteristicas propias de dichas células y a los efectos antinflamatorios
demostrados que posee la Portulaca oleracea que podrian inducir diferenciacion
celular, se quiso determinar si los extractos producidos a partir de dicha planta

podian inducir la expresion de genes de dichos.

Metodologia: Se realizé un estudio experimental donde se llevd a cabo la
recoleccion de la Portulaca oleracea, para realizar la preparacion de extractos a
partir de sus hojas, tallo y raiz, simultaneamente se llevé realizé un cultivo celular
de las células HEp-2 y NHBE por un periodo de 7 dias; se A los 7 dias de cultivo
se realizé a los mismo la identificacion de las caracteristicas génicas y se le
agrego a estos una combinacion del extracto acuoso de tallo y hoja. Los efectos

del extracto sobre el cultivo fueron valorados a los 3 dias tras la exposicién.



Resultados: A los 3 dias de exposicion al extracto, por microscopia éptica se
evidencio en las células HEp-2 una disminucion en el numero de células, con
pérdida de la homogeneidad en la distribucion del cultivo y pérdida de la integridad
de las membranas celulares con exposicion de los componentes

intracitoplasmaticos al medio extracelular.

Conclusién: Es posible que la muerte de las células HEp-2 se haya debido a
componentes presentes en el extracto, por la cual se propone continuar con
experimentos para seguir valorando los efectos de los extractos de Portulaca

oleracea y sus caracteristicas.

PALABRAS CLAVES:

Portulaca, Células NHBE, Células HEp-2, Diferenciacién celular, Condrogénesis.



1. CAPITULO 1

1.1. Naturaleza del problema de investigacion

La Osteoartrosis es la causa mas comun de Artritis con dolor articular, lo que lleva
disfuncién diaria de las personas (1). Actualmente la incidencia de esta patologia
es mayor y sigue en aumento debido a que no tiene una cura definitiva o un
tratamiento que la enlentezca. Esto supone un problema tanto para los pacientes y
médicos tratantes como para los farmacéuticos, quienes tienen el reto de
desarrollar una terapéutica que detenga la inflamacion del cartilago mientras se
avanza en el proceso de desarrollar técnicas de laboratorio que faciliten y
abaraten la renovacién y diferenciacion del cartilago previamente afectado (2).
Una buena opcién para conseguir tales técnicas es trabajar con células NHBE que
son células indiferenciadas y HEp-2 que permiten hacer control del
comportamiento de las células NHBE. Debido a esta caracteristica, son
particularmente atractivos para el objetivo de este proyecto ya que nos permiten
cuantificar el proceso de diferenciacion mediante marcadores especificos. Con un
aumento en la poblacion que envejece, hay un aumento concomitante en la
necesidad de reconstruccion de tejidos, particularmente de etiologias
posquirurgicas y degenerativas como lo es la osteoartritis” (2). Sin embargo, para
una adecuada diferenciacion son necesarias sustancias capaces de inducirla. Por
esa razoén es necesario comprender los efectos que diferentes agentes quimicos
pueden llegar a tener sobre el proceso de diferenciacién celular, ya sea

modificando la fisiologia de diversas proteinas intracelulares o induciendo al



avance o detencién del mismo. Como sucede con los factores de crecimiento, que
se encargan de regular la progresion del ciclo celular. La Portulaca oleracea,
también conocida como verdolaga, es una planta que a nivel medicinal genera
gran interés debido a los reportes que se han originado por sus efectos
anti-inflamatorios, antioxidantes y con capacidad sanadora. En la literatura no
existe evidencia de la utilizacion de P. oleracea en la induccion de la diferenciacion
de las células NHBE. No obstante, la bioquimica de la planta, asi como la
caracterizacion de sus polisacaridos y el efecto de sus extractos en los humanos
la hacen ser considerada como un candidato ideal para estimular la expresion de
marcadores celulares especificos de diferenciacion, lo que abriria las puertas a la
creacion de nuevos medicamentos y opciones terapéuticas en una de las
afectaciones con mayor incidencia a nivel mundial, como lo son la artritis y el

desgaste de cartilago (3).

1.2Formulacién del Problema de Investigacion

¢Cual es la eficacia del extracto de Portulaca oleracea como inductor de la

diferenciacion de lineas celulares NHBE y HEp-2?

1.3 Justificacion

Las terapias basadas en reemplazo celular e ingenieria de tejidos, apoyadas en
las ciencias de nuevo auge como lo es la biologia molecular, se estan utilizando
cada vez mas como estrategias terapéuticas empleadas en diferentes patologias;
el cartilago articular es una de las dianas empleadas en estos estudios de
bioingenieria con el fin de generar nuevos tratamientos para el manejo de

patologias reumaticas; en el caso de la osteoartritis se cuenta con medidas



bioldgicas tales como el uso de plasma rico en plaquetas, el concentrado de
aspirado de médula 6sea, el uso de células madres, el acido hialurénico y el uso
de aceite de pescado; y entre las medidas quirurgicas asociadas a intervenciones
biolégicas contamos con el uso suplementacion biolégica cuando se presenta una
fractura, el implante de condrocitos autélogos o inducidos en la matriz de la
articulacion, y la condrogénesis autdloga inducida en matriz(2), ahora bien el uso
de condrocitos en estas estrategias terapéuticas es esencial, por ello cada dia
se busca inducir su produccion y de esta manera apoyar el desarrollo de dichas
medidas de tratamiento; actualmente encontramos estudios enfocados en la
determinaciéon de la eficacia de sustancias y compuestos quimicas como

inductores de diferenciacién celular.

La proteina BMP-2, constituye un pilar en el proceso de induccion de
condrogénesis, es decir actia como agente diferenciador de células
indiferenciadas hecho que ha sido demostrado en vitro y en vivo, las células
diferenciadas se pueden identificar por la presencia de genes como el SOX,
NANOG Y OCT(4), no obstante se ha tratado de determinar que otras dianas
puedan estar involucradas o tienen una participacion en este proceso de
diferenciacion celular, el Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF —£s)
induce la expresion de algunos genes, como el colageno Il, el glucano y también
facilitan la construccion de glicosaminoglicanos, luego de haber logrado su
aislamiento ha sido ampliamente utilizado en los proceso de bioingenieria
relacionado con la produccién de cartilago, la piascledina es un preparado herbal
usado para aliviar las molestias causadas por enfermedades articulares; se
comparé TGF —f3s con piascledina en relacién a determinar in vitro si este ultimo
tenia un papel en la induccion del proceso de condrogénesis, decir diferenciacion
celular, se demostré que puede aumentar significativamente la proliferaciéon y la

supervivencia de células diferenciadas con una P=0.045, asi mismo cuando se



usan juntos la Piasclidina con TGF —s se evidencié también un aumento de la
proliferacion en comparaciéon con usar TGF —Bs solo (P=0.045), teniendo en

cuenta que se consideraba estadisticamente significativo una P <0.05 (5).

La efectividad de la piascledina en inducir el proceso de condrogénesis, como un
tipo de diferenciaciéon se debe a que es capaz de mejorar la supervivencia de las
células, promueve la reparacion del cartilago, su efecto condroprotector,
anabdlico y la propiedades anti- catabdlicas (3); teniendo en cuenta que la
piascledine es un extracto natural se quiere valorar también el papel que podria
tener el extracto a base Portulaca oleracea en este tipo de diferenciacion debido a
ese papel antiinflamatorio que posee cuando es utilizada como unguento por los
pacientes para el tratar el dolor, la inflamacion y la incapacidad generada por las
enfermedades articulares (6). La eficacia de la actividad antinflamatoria y
analgésica de la Portulaca oleracea ha sido demostrada por varios estudios, en
2012 S. Caseres y L. Maricela (7) aplicaron diferentes dosis de un extracto
etandlico de Portulaca oleracea 15 ratas albinas en las cuales se habia inducido
un proceso inflamatorio, a ellas se las sometié a 5 tratamientos y se demostro
que el extracto etandlico a dosis de 500g/Kg mostré una efectividad similar a la
indometacina hasta las 5 horas (7), la actividad analgésica es aportada por las
hojas y se evidencia al evaluar un extracto etandlico al 95% que fue

administrados a ratones a la dosis de 1g/Kg (8).

Los tratamientos utilizados actualmente de manera universal para la osteoartrosis
u artrosis incluyen analgésicos antiinflamatorios no esteroideos, corticoides, acido
hialurénico vy fisioterapia, no obstante ninguno parece frenar la progresién de la
enfermedad de ahi por qué querer avanzar en las investigaciones relacionadas
con células madres para asi proponer mejor alternativas de tratamiento que
influyan positivamente en la vida de los pacientes(8), el querer disminuir la

progresion de la enfermedad radica en el alto grado de discapacidad que causa


http://dspace.espoch.edu.ec/browse?type=author&value=Santamar%C3%ADa+C%C3%A1seres%2C+Liliana+Maricela

en la poblacion que la padece sobre todo cuando esta afecta las articulaciones de
la cadera y rodilla pues son las que mas discapacidad causan (9), ademas la
artrosis afecta a una gran densidad poblacional, puesto que el 95% de la
poblacion adulta la padece y solo un 5% se presenta en personas jovenes (10),
esto es debido a que la edad avanzada es uno de los factores de riesgo que mas
se ha encontrado asociado, la prevalencia de esta enfermedad en personas entre
los 25 a 34 anos es alrededor de 0.1% en comparacion con la personas mayores
de 55 afios donde la tasa es del 80%, por otro lado es una enfermedad que afecta
mayoritariamente a la mujeres en una relacion de 11.4% mujeres vs 6.8%

hombres (3-11).

El uso de estas intervenciones lograria también disminuir la incidencia de las
enfermedad articulares al ser aplicadas previamente en personas que cuentan
con factores de riesgo, se estima que alrededor de 3 millones de personas
padecen artrosis, y en América Latina la prevalencia es del 7,3% (10); en Estados
Unidos mas de 50 millones de adultos padecen artritis y entre las mas comunes
se encuentra la osteoartritis, siendo la causa mas comun de discapacidad, los
costos anuales que implican gastos médicos y pérdidas de ingresos, superan los
mil millones de ddlares y el gobierno gasta al menos 81 mil millones de ddlares al

afnos en gastos médicos directo (10).

En Colombia se realizé un estudio en el cual se utilizd la estrategia
epidemiologica Community Oriented Program for Control of Rheumatic Diseases
(COPCORD), la cual permitia la identificacion de pacientes con sintomas
osteo-musculo-articulares de origen no traumatico, en él se incluyeron 6.693
personas y participaron las ciudades de Bogota, Cali, Medellin, Barranquilla,
Bucaramanga y Cucuta , se evidencio que la osteoartritis es la enfermedad
reumatica mas prevalente (10,81%; IC 95% 9,68 - 12,06%) , sin embargo el dolor

lumbar en la ciudad de Barranquilla fue mas frecuente con una prevalencia del



11,91% (12). Es importante tener en cuenta que no existen en Colombia datos
epidemioldgicos generales de la carga de osteoartritis, asi como tampoco datos

acerca de los costos generados de manera directa e indirecta por ella (3).

La Organizacién Mundial de la Salud respalda el uso de plantas en la elaboracion
de medidas que estén involucradas en la mejora de la calidad de vida de las
personas, y disminucion de la incidencia de patologias, esto es debido a que la
medicina tradicional es una parte importante del sistema de salud y el uso de ellas
bien sea de manera directa e indirecta viene en aumento; este respaldo otorgado
por la OMS se evidencia en la creacion futura de una base de conocimiento
universal acerca de la medicina tradicional, la reglamentacion de productos y
practicas que garanticen una utilizacion segura, de calidad y por supuesto eficaz,
por ultimo que el uso de Medicina Tradicional sea una cobertura sanitaria

universal a la que todos puedan acceder (13).

En contraposicion a lo indicado por la OMS, a pesar de que la biologia molecular,
genética e inmunologia han permitido el desarrollo de nuevas medidas
terapéuticas que se han implantado en el campo de la reumatologia con el fin de
mejorar la condiciones del paciente que padece alguna patologia reumatica,
favorecimiento que se mide a través de la mejora en la calidad de vida que
experimenta el individuo y de los sintomas; el uso de estas medidas demanda un
costo enorme y constituye el problema mas grande, ya que el uso indiscriminado
de los mismo puede consumir el capital econdmico del sistema de salud de un
pais, por tal motivo dentro de cada uno de los paises se establecen normativas
que hacen hincapié en el adecuado uso de estas medidas, en Colombia la
aplicacion juiciosa de la normativa refleja que por ejemplo para el caso de artritis
reumatoide de los 250000 enfermos con los que se cuenta solo 600 reciben
medidas terapéuticas de este tipo, luego de llevar ya 4 afios en el mercado;

basicamente se quiere mostrar que esta nueva alternativa de tratamiento que se



pretende estipular si bien se acepta que seria costosa esto no impediria su uso,
mas sin embargo si se estableceria medidas que indiquen cuando y quiénes se

debe implementar (12).

Ver Anexo 1: Arbol del Problema

1.4 Objetivo General

Determinar la eficacia del extracto de Portulaca oleracea como inductor de la

diferenciacion de las lineas celulares NHBE y HEp-2.

1.5 Objetivos especificos

e Evaluar el crecimiento y la viabilidad de los cultivos celulares previo a la

aplicacion del extracto

e Cuantificar los marcadores moleculares para las lineas celulares NHBE y
HEp-2.

e FEvaluar la actividad inductora de diferenciacion celular del extracto obtenido

a partir de Portulaca oleracea.

1.6 Propésito

El desarrollo de éste disefio de investigacion permitira la obtencién de marcadores
especificos de diferenciacion utilizando como inductor los extractos de la Portulaca
oleracea, a través de las técnicas de biologia molecular, proponiendo un nuevo
compuesto de tipo natural que permita la induccion de diferenciacion celular,
células que puedan llegar a ser utilizadas como complemento de las alternativas
terapéutica en el tratamiento de enfermedades prevalentes y crénicamente

degenerativas relacionadas con el desgaste de cartilago teniendo en cuenta a la



condrogénesis como un tipo de diferenciacion celular.. Todo esto con el fin de
encontrar cimientos para apoyar las nuevas medidas terapéuticas empleadas en
este tipo de enfermedades, que buscan mejorar en la calidad de vida de las

personas afectadas por éste fendmeno

2. CAPITULO 2
2.1 Marco Teorico

2.1.1 Portulaca oleracea

La Portulaca oleracea (PAes una planta herbacea puede alcanzar hasta los 40 cm
de alto, de tallos lisos rojizos, que en su mayoria se extienden paralelos al suelo)
(14-18) . Sus hojas son verdes alternadas presentes a lo largo del tallo y en su
extremo. Sus flores son amarillas, se ubican en el centro del manojo de hojas del

extremo. Se distribuye ampliamente en zonas tropicales y subtropicales.

Es una planta que ha sido utilizada como remedio terapéutico desde la
antigiedad, en el siglo XVI Francisco Hernandez afirma se la ha aplicaba para
curar el dolor de cabeza, a si mismo Gregorio Lépez un siglo después indica que
ademas también es util para la inflamacion de los ojos, dolor de estbmago y en el
siglo XVIIl, Juan de Esteyneffe menciona ser una medida terapéutica adecuada

para tratar aftas, melancolia, hematuria, entre otras enfermedades de la época.

La composicion quimica de la planta es a base de agua puesto que lo conforma el
95% de la planta, por otro lado, contiene también diversos alcaloides fendlicos que

son los encargados de darles las actividades antioxidantes. En la planta se puede



encontrar mediadores quimicos como dopamina y noradrenalina, sin embargo, las
concentraciones son muy bajas. Los acidos grasos se pueden encontrar en todas

las estructuras de la planta siendo mas abundante en la semilla (8).

Segun varios estudios esta planta tiene varias utilidades en medicina, tanto que ha
llegado a ser catalogada como una verdadera panacea (14). Las propiedades
demostradas de PA son: neuroprotectoras, antimicrobianas, antidiabéticas,
antioxidantes, anti-inflamatorias y anti-ulcerogénicas (19). L. Santamaria en su
tesis de grado publicada por la escuela de bioquimica y farmacia de Ecuador en
2011 planteé el efecto analgésico y antiinflamatorio del extracto etandlico que se
produjo a partir de la planta, para evidenciar este efecto se tomaron 15 ratas
albinas a la cuales se le se indujo un proceso inflamatorio, ella fueron sometidas a
5 tratamientos: tratamiento 1: agua destilada, tratamiento 2: Indometacina,
tratamiento 3: 250mg/kg del extracto, tratamiento 4: 350 mg/kg, tratamiento 5: 500
mg/kg, los efectos fueron medidos subjetivamente cuantificando la velocidad con
que se redujo la el edema en 7 horas, el extracto etandlico a dosis de 500g/Kg
mostré una efectividad similar a la Indometacina hasta las 5 horas, sin embargo

transcurrido el tiempo perdio su efecto (7).

Por su parte, Lidia Guzman et. al publicaron un articulo en 2017 en la revista
cubana de farmacia en donde exponen las propiedades antiinflamatorias de un
extracto etandlico de Portulaca oleracea en 3 grupos de ratas Wistar utilizando
como control el Naproxeno sédico, en donde, finalmente se concluy6é que el
extracto tiene un buen efecto antiinflamatorio a las 2 horas y que la planta tiene
principios activos que la hacen candidata para emplearla como agente

antiinflamatorio en humanos (20).



Es importante ademas también conocer las caracteristicas de las células madres,
estructuras donde se evidenciara estas propiedades propias de la P.O. a nivel
molecular cuando sean expuestas al extracto que se producira a partir de dicha
planta, a continuacion, se describen aspectos relevantes relacionados con las

células madres

2.1.2 Células normales de epitelio bronquial (NHBE)

Las lineas celulares son cultivos celulares con alta capacidad de multiplicarse in
vitro (21), normalmente tienen una vida finita, que dependen del tipo de célula
utilizada (22). En 1948, Earle, et al., aislaron células de una linea celular y
demostraron la capacidad de formar clones en el cultivo de tejidos, dejando claro
el potencial de estas para diferenciarse y su beneficio para futuras investigaciones
(22).

Las células epiteliales humanas normales (NHBE), al ser células primarias de
origen bronquial, es decir, que son tomadas directamente de tejido vivo y
generalmente han sufrido muy pocas duplicaciones (23), proporcionan un sistema
de analisis representativo del estado in vivo. De manera que, esta linea celular ha
sido utilizada en multiples estudios experimentales, por ejemplo, en el afio 2005,
Wanda R. Fields, et al., publicaron un estudio llamado “expresién génica en
células epiteliales bronquiales humanas normales (NHBE) después de la
exposicion in vitro al humo condensado de cigarrillo” que ha permitido entender el
comportamiento de las células epiteliales ante la exposicion de contaminantes

ambientales comunes (24).

Estas células se encuentran en un estado indiferenciado lo que les proporciona la
caracteristica especial que las hace excelentes candidatas para nuestro proyecto,

ya que, expresan marcadores moleculares especificos que nos permiten



cuantificar el proceso de diferenciacion. Precisamente determinar si la Portulaca
oleracea se comporta con inductor de diferenciacion en la linea celular NHBE es lo
que se quiere poner en evidencia a lo largo de este proyecto, sin embargo, es
importante conocer acerca de aquellas moléculas que ya tienen identificado un
papel en este proceso. A continuacidon, mencionaremos aspectos relevantes

acerca de la caracterizacion genética de ésta linea celular.

2.1.3 Descripcion genética de células NHBE

En las células NHBE podemos encontrar diferentes proteinas encargadas de la
regulacion del ciclo y vida celular, asi mismo aquellas proteinas y mecanismos
asociados a deteccién de dafios y reparacion de ellos mismos. En un estudio
donde se expusieron las células a humo de cigarrillo condensado (CSC) se
encontré que el dafo al ADN, mas especificamente al gen GADD45 que codifica
para un grupo de proteinas también llamadas GADDA45 implicadas en detectar y
regular mecanismos de estrés, aumentan su expresion y regulan el ciclo celular al
interactuar con la proteina p21, permitiendo estar a la célula durante mas tiempo
en la fase mitética S, fase caracterizada principalmente por la duplicacion del
ADN vy centriolos (25). Por otro lado, en otro estudio donde también se evalué el
efecto de CSC en estas células, se encontr6 un incremento de la masa
mitocondrial y contenido de ADN mitocondrial como respuestas a los procesos de
estrés oxidativo, siendo este cambio un estimulo o un trigger permitiendo un
aumento de la permeabilizacién de la membrana mitocondrial y liberandose asi al
espacio citoplasmatico proteinas como smac/DIABLO, citocromo C y Serina
proteasa HtrA2/Omi, dando lugar a la via de muerte celular programada o
apoptosis (26). Ademas, se encuentran reportadas en grande cantidad el Factor
Nuclear-kB (NF-kB) Factor que regula funciones innatas y adaptativas del sistema

inmune y actua en la respuesta inflamatoria al igual que la COX-2, IL-2, IL-4, IL-6,



IL-8, IL-10 y TNF-a encargados principalmente de la respuesta inflamatoria
(25-26).

2.1.4 Célula de carcinoma epidermoide humano cepa 2 (HEp-2)

Estas lineas celulares son un tipo particular de células de cultivo neoplasicas

inmortalizadas (27).

Etimolégicamente hablando el nombre de la linea celular “human epidermoid
carcinoma strain 2” (HEp-2) procede del comportamiento que muestran una vez
cultivadas, similar a un carcinoma epidermoide, a lo que se le suma el numero de
cepa, en este caso 2. Hasta hace un par de afos se tenia la creencia que estas
células originales provenian de un tumor metastasico nodular de laringe; extirpado
en el ano 1952 de un paciente masculino de 57 afios de edad que padecia cancer
de garganta. La realidad es que las células removidas por métodos quirurgicos
fueron posteriormente implantadas en ratas inmunosuprimidas para finalmente
establecer el cultivo de las mismas. Con lo anterior se pudo confirmar que tiene la

caracteristica de ser metabdlicamente activas lo que favorece su cultivo (27).

Es importante comentar de ellas que en las investigaciones mas recientes se ha
demostrado que contienen marcadores cromosomicos de la linea celular HeLa por

lo que se cree que son derivadas de dicha linea celular (38).

Actualmente, juegan un papel fundamental en el diagndstico de enfermedades
autoinmunes por el meétodo técnico de inmunofluorescencia indirecta para la
deteccion de anticuerpos antinucleares, es decir, el ensayo sobre células HEp-2
es el método de cribado recomendado debido a que es capaz de hacer
diagnéstico diferencial entre este grupo de enfermedad y, ademas, con una alta

sensibilidad, aunque baja especificidad (28).

2.1.5 Descripcion genética células HEp-2



Un estudio en donde las células HEP-2 fueron infectadas con Virus Sincitial
Respiratorio (VSR) se comparaban la expresion genética y actividad proteica que
intervenia en dos posibles resultados, células HEP-2 persistentes y células HEP-2
Liticas, a diferencia de las anteriores, estas ultimas morias por apoptosis.
Dependiendo de la cantidad de inocuo de VSR, proteinas de superficie expresada
y dafnos a la membrana celular, se activan diferentes mecanismos que pueden
llevar a los distintos linajes mencionados previamente, siendo asi, en el linaje de
células HEP-2 Persistentes se evidencia mayor participaciéon de los factores anti
oncogenicos y una sobre expresion de integrinas, glicoproteinas asociadas a la
adhesion celular y de la matriz extracelular, cuando el inocuo y los factores de
estrés celular son minimos o no superan los mecanismos de defensa celular. Por
otro lado, en el linaje de células HEP-2 Liticas, se encontr6é que la sobreexpresion
de proteinas no estructurales del VSR junto a otros factores contribuyen a la
activacion de la via PI3BK/AKT/NF-kB dando como resultado la apoptosis o muerte

celular programada (30).

2.1.6 Regulacion de la pluripotencialidad y diferenciacion

Las células madres o “Stem Cells” requieren cierto grupo de factores intrinsecos
que cooperan en procesos de transcripcion y epigenética necesarios para ser
células pluripotenciales y que jueguen a su vez un papel decisivo en cuanto la
diferenciacion y regulacion de esta misma. Entre los diferentes factores se
incluyen OCT4, SOX2, c-MYC, KLF4, NANOG y LIN28, siendo OCT4 y SOX2
criticamente requeridos para la pluripotencialidad de la célula. Estos factores
juegan un papel complejo donde terminan regulando la expresion de Locis
necesarios para la pluripotencialidad y diferenciacion celular. Por otro lado, en
cuanto a los factores epigenéticos se han encontrado controversias en distintas

vias, una de ellas en favor de la diferenciacion celular promovida por OCT4, SOX2



y NANOG vy la otra por medio de metilacion implicada en “silenciar” los genes o la
transcripcion de ellos, impidiendo o retrasando el proceso de regulacién de la

diferenciacion celular (31).

CD146 también conocido como glicoproteina de superficie celular MUC18 es
codificada por el gen MCAM y hace parte del grupo de moléculas de adhesién
celular, se cree que es expresada inicialmente en células de la cresta neural en
sus uniones intercelulares, pero posteriormente se encuentra en toda la economia

corporal. (31-32)

Recientemente se ha vinculado a actividad en el desarrollo celular, transduccion
de senales, migracién celular, diferenciacion de las células mesenquimales,

angiogénesis y respuesta inmune. (33)

Esta amplia distribuciéon del receptor y su participacion en diversas rutas de
comunicacién celular la hacen un candidato perfecto para identificar grupos
celulares pobremente diferenciados, sobre todo si son de origen mesenquimal, ya

que estas requieren mas uniones intercelulares.

El gen ACTB, también llamado BRWS1 y PS1TP5BP1 codifica para la B-actina,
una proteina fundamental en el citoesqueleto que sostiene la forma al interior de
las células, esto le da funciones en la movilidad celular, estructura, integridad y
sefalizacion celular. Debido a lo indispensable de sus funciones este gen se
encuentra presente en todas las células del organismo, lo que lo hace un
excelente candidato para reconocer la actividad y viabilidad de un cultivo celular.
(34-35)



2.1.7 Preparacion de los insumos necesarios para la induccién del proceso

de diferenciacion.
2.1.7.1 Cultivo y seguimiento
Cultivo de HEp-2

Se prepararon 40 ml de medio de cultivo conformado por suero fetal bovino,
anfotericina, penicilina y DMEN. Se descongelaron las células HEp-2 que se
encontraban a menos 80°C y se transportaron a caja de frio. Se tomaron partes
iguales de DMEN suplementado y de células HEp-2 para completar el volumen

total en un pozo celular, luego se incubd a 37°C con 5% de Co2 por 7 dias.
Cultivo de células NHBE

Se tomaron las células NHBE que se encontraban a menos 80°C y se pasaron a
una caja de frio, luego se llevaron a cabina de bioseguridad donde se tomaron
partes iguales de BEGM para conseguir el volumen final, luego se centrifugé y el
precipitado se mezclé con el medio BEGM, esto se agregd a una mini caja de

petri, y se llevo a incubadora a 37°C con 5% de Co2 por 7 dias.

Se realizé vigilancia de su viabilidad cada dos dias y cambio de cultivo a los 4

dias.
2.1.7.2 Preparacion del extracto

Las partes aéreas de la planta deben ser recogidas especificando la fecha y el
lugar para garantizar la reproducibilidad del método. Asi mismo y por la misma
razon se debe mencionar el lugar y la temperatura a la que son almacenadas. Se
dejan secar al aire y se pulverizan. Luego se agrega 6 veces el volumen de agua

hirviendo respecto al peso de la planta y se deja por 3h en continua agitacion. Se



repite el proceso dos veces. El extracto acuoso resultante se filtra con papel filtro
mili poro de 0,45 um. Se concentra a seco con un evaporador rotatorio a 50 + 1 °C

para dar residuos solidos.

En un estudio realizado por Zhao et. al, en el que determinaban los efectos de los
polisacaridos en la diferenciacion de células dendriticas de médula ésea de raton,
extrajeron dichos carbohidratos por cromatografia (18).

El método utilizado por K. Chan et. al en donde extrajeron un extracto etandlico al
10% fue: Recoleccion de la planta y especificacion del lugar con referencia
numérica del espécimen. Se lavaron para quitar los residuos de tierra, se
separaron las hojas de los tallos y se pusieron sobre hojas de papel filtro en un
lugar seco, a la sombra y a 25°C. Se dejaron por 13 dias hasta que se secaron.
Las partes aéreas secas se aplastaron en un molino y se almacenaron hasta su
uso.

Para la preparacion del extracto alcohdlico se pesaron las partes secas en un
matraz de fondo redondo equipado con condensador y un manto calentado. Todo
el contenido se mezclé con etanol acuoso a 10% v/v por 4 h. La solucién
resultante se filtr6 con papel filtro Whatman No. 1 y el residuo se mezclé otra vez
en con etanol 10% como se describio arriba. Una vez obtenidas las dos soluciones
se redujeron en un evaporador Buchi bajo presion reducida. El extracto se puso en
platos tarados, se secaron en un bafio de agua y luego en un horno vacio a 40°C.

El resultado se mantuvo en secador de vacio hasta su uso (9).

Es importante también identificar las caracteristicas del extracto antes de ser

aplicado al cultivo de células madres, este proceso es explicado posteriormente.



2.1.8 Eficacia

La Real Academia Espafola, define eficacia como esa capacidad de lograr el

efecto que se desea o espera (36).

H. David Banta (37) en su articulo The Concepts of Efficacy and Safety lo define
como la probabilidad de beneficio en un grupo de individuos de una determinada
poblacion debido a la aplicacién una nueva medida terapéutica en un problema
médico, siempre y cuando se utilice en las condiciones adecuadas; es decir que la
eficacia de una tecnologia se puede evaluar solo en relacion con la enfermedades

o condiciones médicas para las cuales se aplica.

En economia, la eficacia es esa capacidad de poner obtener las metas u objetivo
de un proyecto o actividad en especifica, sin tener en cuenta la cantidad de

recursos economicos invertidos en su ejecucion (38).

En nuestro estudio el extracto de Portulaca oleracea sera eficaz como inductor de
la diferenciacion si por medio de la técnica de RT-PCR, se logra evidenciar la
presencia de ARNm de los marcadores caracteristicos de las células diferenciadas
(SOX2, NANOG, OCT), por sobre los niveles de expresion génica basal

encontrados en los cultivos de células antes de agregar los extractos.

3. CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudio

Este proyecto esta enmarcado como un estudio experimental de laboratorio cuyo
objeto de estudio son las células NHBE y HEp-2 y la probabilidad de diferenciarse
en condrocitos por accidén de los factores quimicos presentes en los extractos de

la planta silvestre Portulaca oleracea.



3.2 Procedimiento

El desarrollo de este trabajo estuvo constituido por 3 fases:

e Fase de obtencién y preparacion de los insumos: necesaria para llevar
a cabo el proceso de induccion de diferenciacion, a su vez esta se dividid

en 3 momentos:

- Preparacion del cultivo celular de las células HEp-2 y NHBE vy

seguimiento de su crecimiento y proliferacion.
- Recoleccion de la Portulaca oleracea
- Preparacién de los extractos a partir de la Portulaca oleracea

e Fase de analisis de los cultivos celulares y los extractos de Portulaca:
Se llevo a cabo la caracterizacion del perfil quimico de las células previo a

aplicacién del extracto de Portulaca oleracea.

e Fase de prueba y evaluaciéon de los efectos de los extractos de

Portulaca oleracea:

Consistio en agregar los extractos de portulaca a los cultivos de HEp-2 y NHBE y
a los 7 dias para determinar si los extractos eran o no efectivos induciendo

diferenciacion celular.

Ver anexo 2:Esquema del procedimiento

3.2.1 Fase de obtencién y preparacion de los insumos necesarios para llevar

a cabo el proceso de induccién de diferenciacion.

3.2.1.1 Preparacion del cultivo celular de HEp-2 y NHBE y seguimiento de su

crecimiento y proliferacion.



Cultivo de HEp-2: Se prepararon 40 ml de medio de cultivo conformado por 6 mi
de suero fetal bovino al 15%, 400 ul de anfotericina, 800 pl de penicilina y 34 ml de
DMEN, para que de esta manera se obtenga un medio de cultivo suplemento de

volumen final de 40ml.

Se descongelaron rapidamente las células HEp-2 que se encontraban
previamente refrigerada a menos 80 grados centigrados garantizandose cadena
de frio. Se tomaron 500ul de cultivo (DMEN suplementado) y 500 ul de células
HEp-2 para completar 1 ml de volumen en total en un pozo celular, luego se llevd
a incubadora a 37°C y 5% de CO, por 7 dias.

Cultivo de células NHBE: Se tomaron las células NHBE que se encontraban
refrigeradas a -80 ° C y se pasaron a una caja de frio para almacenar, luego se
retiraron de la caja de frio y se llevaron a cabina de bioseguridad donde se
pipetean y se toman 500 ul, esto se mezcl6é con 500 ul del medio de cultivo BEGM
para un volumen final de 1 ml, luego se centrifugé por 5 minutos a 2500 rpm, se
descart6 el sobrenadante y el precipitado se mezclé con 2 ml del medio BEGM, se
tomd 1 ml y se agregd en una mini caja de petri, con el mililitro restante se llevo a
cabo el mismo procedimiento, por ultimo se llevd a incubadora a 37 grados

centigrados y 5% de CO, por 7 dias.

Se realizaba vigilancia de su viabilidad cada dos dias y se realizé6 cambio de

cultivo a los 4 dias.

Una vez se finalizé el proceso de preparacion de los cultivos celulares y estos
fueron colocados en incubacion, se siguid con la siguiente etapa del

procedimiento, que era la obtencion de los extractos de Portulaca.

3.2.1.2 Recoleccion de la muestra de Portulaca oleracea.



Durante el tiempo en el cual las células crecieron se realizé una salida de campo
para recolectar plantas de Portulaca oleracea en zonas costeras colombianas, en
nuestro caso, las zonas costeras de Puerto Colombia y aledafios. Las plantas
recolectadas fueron lavadas con abundante agua y secadas a temperatura
ambiente. Luego se procedié a deshojar las plantas recolectadas al igual que se
separan los tallos y raices. Cada uno de los tipos de muestras (hojas, tallos y
raices) se pesaron en una balanza analitica y se tomaron las mismas cantidades

(100 gramos).

Con la planta dividida en sus partes principales se procedié con la obtencion de

los extractos acuoso y etandlico de Portulaca oleracea.
3.2.1.3 Preparacion de los extractos vegetales de Portulaca oleracea.

El proceso de extraccion fue realizado por medio de maceracién con mortero. Con
un mortero se redujeron mecanicamente las distintas partes de la planta (tallo,

hojas y raiz) a porciones mas pequefas en 20 cc de agua mili Q.

Los extractos obtenidos del procedimiento fueron filtrados en gasa estéril y el
extracto liquido se refrigeré a 4°C para ser utilizado en los cultivos celulares. Todo
el procedimiento de obtencién de los extractos fue realizado en un ambiente
controlado a 20°C para evitar la degradacion de los componentes de la planta, los

cuales pueden ser afectados por accion del calor y los procesos mecanicos.

Una vez se finalizé este proce 29 3 |levé a cabo la identificacion de las

caracteristicas quimicas de la portulaca y de las células.
3.2.2 Analisis de los cultivos celulares y los extractos de Portulaca.

3.2.2.1 Caracterizacion del perfil génico de las células madres previo a la

exposicion al extracto mediante RT-PCR



Previamente a la caracterizacidn génica se llevd a cabo un pasaje celular que
consiste en la separacion del medio de cultivo celular inicial en varios medios con

el fin de obtener mayor cantidad de material.

A los siete dias de incubacion se tomaron las células previamente almacenadas
en la incubadora, inicialmente se determiné la confluencia celular luego los cultivos
celulares fueron transportados a la cabina de bioseguridad la cual fue previamente

esterilizada mediante luz ultravioleta por 45 minutos

Para el pasaje de las células NHBE se descarté el sobrenadante del cultivo
celular, al precipitado del cultivo se le agrego 2,5 ml de tripsina y a suvez 2,5 ml
de tampon PBS para detener la reaccién de misma, se tomaron 5 ml del cultivo y
se pasaron a tubo Eppendorf y centrifugdé por 8 minutos a 2500 rpm se descartd
el sobrenadante y se le agrego al precipitado 4 ml de medio de cultivo (BEGM) y
se mezclo por pipeteo, se tomaron de esta mezcla 3 ml y se pas6é 1 ml a cada uno
de las cajas de petri para el nuevo cultivo (3 cajas, se utilizan 3ml), se dejé 1ml
que fue utilizado como muestra para el proceso de extraccidon de ARN total y
analisis mediante RT-PCR, para ello se llevé a cabo el protocolo estandarizado del

kit ARN total extraction for blood cell by Thermofisher Scientific.

Para el pasaje células HEp-2 se llevd a cabo el mismo procedimiento, sin
embargo, el medio de cultivo empleado para estas fue el DMEM suplementado. Al
final el mililitro restante también fue utilizado para realizar el proceso de extraccion
de ARN total y analisis mediante RT/PCR igualmente se hizo través del protocolo
estandarizado del Kit de ARN Total Extraction for Blood Cell by Thermofisher

Scientific.

En esta caracterizacién genética permiti6 amplificar la presencia de los genes
especificos de diferenciacion (SOX, NANOG y OCT4) y de marcadores

moleculares que indican la presencia de expresion génica significativa por parte de



las células (B-actina y CD146); es importante tener en cuenta que, si bien se
siguié un protocolo establecido para la RT/PCR, la ejecucion se llevd a cabo por
medio de 4 ciclos que se realizaron de la siguiente manera: el primer ciclo se
realizé una sola vez y tuvo una duracion de 43 minutos. Durante los primeros 23
minutos se manejé una temperatura de 55°C y en los ultimos 20 minutos una
temperatura de 72°C. En la segunda fase se realiz6 la PCR en 35 ciclos con una
duracion total de 90 minutos; la etapa de desnaturalizacion se realizé a 94°C;
anillamiento a 60°C y extensién a 72°C. La reaccidén se mantuvo a 72°C por 5 min
para finalmente terminar a 4°C por tiempo indefinido. Se aclara que para el caso
del del gen NANOG la temperatura de anillado fue de 65°C.

Para identificar la concentracidn y pureza de material genético previo a la
visualizacion de los genes a través de un corrido electroforético, se realizd
espectrofotometria a 280 nm y 260 nm, y para determinar la pureza del material se
verificaron con los indices de absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm. Se
considero de pureza optima las muestras de ADN y ARN con indices que oscilaran
entre [1.8-2.0] y [2.0-2.2] para A260/280 nm y de [1.5-2.2] para A260/230 nm
respectivamente. El corrido electroforético se realizé en gel de agarosa empleando
un gel de agarosa al 3.5% y se utilizé un voltaje de 100V y 60mA por un tiempo de
1 hora; la visualizacion del mismo se llevo a cabo en un fotodocumentador con luz

UV y camara integrada, que utiliza el software Image Lab.

3.2.3. Prueba y evaluaciéon de los efectos de los extractos de Portulaca

oleracea
3.2.3.1 Exposicion de los cultivos ¢ 31 res a los extractos de Portulaca

A los cultivos celulares que se han mantenido en crecimiento durante al menos 7
dias se le aplico una mezcla de los extractos acuosos de hojas y tallo de Portulaca

oleracea a una concentracion de 0.5%, se les realiz6 seguimiento a las 72 horas



al crecimiento celular y cualquier tipo de observacion macro o microscopica fue

detallada en la bitacora de trabajo.

Los cultivos seran posteriormente evaluados una vez mas mediante la RT-PCR,

para poder determinar la eficacia de los extractos de Portulaca.

3.2.3.2 Evaluacion de la inducciéon de diferenciacion en las células madres

luego de la exposicién al extracto mediante RT-PCR

A los 7 dias de haber agregado los extractos de Portulaca se evaluara el efecto de
los extractos en el proceso de diferenciacion. Para ello se realizara un analisis de
cuantificacion y determinacion de ARNm mediante la utilizacion de membranas
cargadas con oligodT, sintesis de cDNA de 2 microlitros por transcripcién reversa

y cuantificacion de ADN mediante una RT-PCR.

Al evaluar la diferenciacion se dispondra a considerar eficaz como inductor del
proceso de diferenciaciéon la evidencia por medio de la RT-PCR la expresiéon de
ARNm de los marcadores moleculares tipicos de diferenciacion. La presencia de
estos marcadores es caracteristica de células diferenciadas, al comparar los
perfiles génicos previo y posterior a la utilizacion de los extractos, no deben de ser
encontrados en el perfil genético basal de las células NHBE previo a la utilizacion

de los extractos de Portulaca.

Control positivo
Como control positivo se utilizé un cultivo de NHBE
Control negativo

Como control negativo se utilizé un cultivo de células HEp-2

3.3 Procesamiento de Datos

32



El crecimiento y proliferacion del cultivo celular de las NHBE y de las HEp-2 y los
datos referentes a este proceso de crecimiento fueron obtenidos mediante la
observacion en microscopio confocal cada 72 horas durante los 7 dias que se

esperaba se desarrollara la proliferacion de las dichas células.

Los datos encargados de determinar si el proceso de diferenciacion de las células
llegd a desarrollarse o no iban a ser obtenidos mediante de la captacion del ARNm
el cual se iba a adquirir a través de las membranas cargadas de oligodT y las
secuencias de ARNm que iban a ser cuantificadas y analizadas por medio de la

técnica de gPRC.

3.4 Presentacion y analisis de resultados

Los resultados obtenidos del crecimiento del cultivo celular se muestran
graficamente mediante imagenes de las colonias celulares que se fueron

formando durante los 7 dias de cultivo.

Por otro lado, las secuencias de ARNm obtenidos de las células luego de que se
les agregd el extracto de Portulaca oleracea iban a ser comparadas con
secuencias de ARNm establecidas en las bases de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), para de esa manera determinar si se habia
logrado o no algun cambio en el patron de expresidn génica (gradiente de

expresion de proteinas) en las células.
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4. CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 Evaluar el crecimiento y la viabilidad de los cultivos celulares previo a la

aplicacién del extracto

Se realizé seguimiento con microscopio 6ptico a los cultivos celulares, con el fin de
determinar la correcta evolucién de los mismos y advertir de manera oportuna
cualquier inconveniente que pudieran presentar. Las siguientes imagenes

corresponden a la observacion de los cultivos de HEp-2 los dias 1, 3 y 7 de cultivo:

Imagenes

Imagen 1. Células HEp-2 a 4X (dia 1).




Imagen 2. Células HEp-2 a 4X (Dia 3)

Imagen 3. Células HEp-2 a 4X (dia 7)




-

Imagen 4. Células HEp-2 a 10X (dia 7)

En la imagen 1 se observan colonias celulares tipo fibroblasticas sembradas en el
medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEN) suplementado con
suero fetal bovino, distribuidas de manera homogénea en monocapa el primer dia
de cultivo. En la imagen 2 se aprecia el mismo cultivo al tercer dia, donde se nota
un aumento de la celularidad respecto al primer dia. En las imagenes 3 y 4 se
observan mantenimiento de los numeros celulares al séptimo dia de cultivo

respecto al tercero.

4.2 Caracterizacion génica de las lineas celulares NHBE y HEp-2

Se realiz6 control de calidad de las muestras obtenidas de ADN y ARN extraido de

las células de los cultivos de NHBE y HEp-2 antes de agregar el extracto de



Portulaca oleracea por medio de espectrofotometria, para determinar la
concentracion y la pureza de las mismas. A una absorbancia estandar de 260 nm
se obtuvo un ARN total en las células NHBE de 795,6 ng/dl y de 237,8 ng/dl para
las HEp-2 y con las relaciones de absorbancia a 260/280 para HEp-2 y NHBE de
2.09y 1.87 y a 260/230 para HEp-2 y NHBE de 2.01 y 2.32 se verificd que las
muestras eran de una pureza Optima con excepciéon del ARN de NHBE que
reportd una pureza aceptable acorde a su indice de absorbancia a 260/230 nm.
Todas las muestras de ADN obtuvieron una pureza 6ptima en la prueba A

continuacion se muestran los resultados de la espectrofotometria:

Espectrofotometria de ADN y ARN.
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Imagen 5. Pureza y concentracion de ADN de HEp-2.

Obtuvo una concentracion de 1275.1 ng/ul, absorbancia a 260 nm de 25.501,
absorbancia a 280 nm de 14.001 con relacién 260/280 de 1.82 y 260/230 de 2.19.




|" im [ =3 Pedestal

_I e RNA - 40,00

[ 2378 [ngit =|
5944
2844

2,09

v 2 .01
L v

S 4 o 1 0 Y 1 9
ot e _ . _S.L{

Imagen 6. Pureza y concentracion de ARN de HEp-2.

Obtuvo una concentracion de 237.8 ng/ul, absorbancia a 260 nm de 5.944,
absorbancia a 280 nm de 2.844 con relacién 260/280 de 2.09 y 260/230 de 2.01.
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Imagen 7. Pureza y concentracion de ADN de NHBE.

Obtuvo una concentracion de 3958.9 ng/ul, absorbancia a 260 nm de 79.179,
absorbancia a 280 nm de 42.728 con relacion 260/280 de 1.85 y 260/230 de 2.38.
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Imagen 8. Pureza y concentracion de ARN de NHBE.

Obtuvo una concentracion de 795.6 ng/ul, absorbancia a 260 nm de 19.890,
absorbancia a 280 nm de 10.644 con relacién 260/280 de 1.87 y 260/230 de 2.32.
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Para determinar la expresion génica de las células antes de la aplicacion del
extracto se realiz6 electroforesis del ADN de HEp-2 y de NHBE, agregandole
solucion Master mix y un primer especifico de cada gen (SOX2, NANOG, OCT,

CD146 y Beta actina) para amplificar sus secuencias y verificar su presencia en la

células a estudiar el efecto, a continuacion se presentan los resultados:




N M 1 2 3 4 5 6 ) 8 9 10

Imagen 9. Electroforesis en gel de agarosa. Comparaciéon de la extraccién de
ADN de células HEp-2 (pozos 1, 3, 5, 7, 9) y NHBE (pozos 2, 4, 6, 8, 10) con los
genes SOX 2 (pozos 1y 2), NANOG (pozos 3 y 4), OCT4 (pozos 5y 6), CD146
(pozos 7 y 8) y Beta actina (pozos 9 y 10) amplificados.

Las células HEp-2 expresaron todos los genes con excepcion del gen SOX2, las
células NHBE no expresaron ningun gen.

N: Control negativo. M: Marcador de peso molecular.

4.3 Evaluar la actividad inductora de diferenciacion celular del extracto

obtenido a partir de Portulaca oleracea.

Después de haberse realizado el pasaje de las células NHBE a nuevas cajas de
petri, estas no evidenciaron crecimiento, por lo cual no se aplico el extracto sobre

ellas debido a su masa celular insuficiente.



Por lo tanto, el extracto fue aplicado al cultivo de células HEp-2, a expensas de
que estas tienen un mayor grado de diferenciacion celular y ya habian expresado
los marcadores buscados en las células NHBE posterior a su exposicion al

extracto.

A continuacién, se muestra el estado del cultivo de células HEp-2 3 dias después

de haber sido expuestas al extracto acuoso de Portulaca oleracea:

Imagen 10. Observacién bajo microscopio 6ptico células HEp-2 a 4X. Se




observan colonias celulares tipo fibroblasticas sembradas en el medio de cultivo
DMEN suplementado con suero fetal bovino a los 10 dias de cultivo, 3 dias
después de que se agregd el extracto de Portulaca oleracea, con pobre
distribucion en monocapa. Se aprecia notoria disminucion en los numeros
celulares con pérdida de la homogeneidad en la distribucion del cultivo, asi
como pérdida de la integridad de las membranas celulares con exposicion de los
componentes intracitoplasmaticos al medio extracelular.

5. Capitulo 5: DISCUSION

El presente estudio tenia como objetivo determinar la eficacia del extracto de
Portulaca oleracea como inductor de diferenciacion en las células NHBE y HEp-2.
aunque no se pudo determinar la magnitud del proceso de diferenciacion celular
debido al crecimiento incipiente de las células NHBE antes de la aplicacion del
extracto de Portulaca, ademas de la muerte de las células HEp-2 tras las
exposicion al mismo, los experimentos aportaron informaciéon valiosa que nos

permite realizar los siguientes comentarios:

- La falta de crecimiento de las células NHBE luego del pasaje, es posible
que esté asociado a los componentes empleados para el mismo, en
especial la tripsina. Esta enzima actua como una enzima proteolitica que
descompone las proteinas que permiten la adhesion de las células a la
superficie del recipiente que se empled para el cultivo. Es de vital
importancia que una vez se haya logrado dicho objetivo se degrade la
enzima ya que puede degradar proteinas propias de las células y por lo
tanto generaria alteraciones en el funcionamiento de las mismas. Los
estudios demuestran que la tripsinizacion regula la baja expresion de
proteinas relacionadas con el crecimiento y el metabolismo, y regula la alta

expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis (39). Es posible



entonces que la ausencia de crecimiento se haya debido a los efectos de la

tripsinizacion sobre estas células.

En la electroforesis encontramos que las células NHBE no presentaron
ninguna banda durante el tiempo de corrido; pero se evidenciéo que la
concentracion de material genético tanto de ARN como ADN era
mayoritario en estas células que en las HEp-2 después de haber realizado
la espectrofotometria. Esto puede estar relacionado con la ejecucion de la
técnica RT-PCR, debido a que la vida media del ARN es muy corta (40).
Igualmente su creciente labilidad in vitro pudo haber sido la causa del
proceso de degradacion de las moléculas. En este caso sin ADN molde era
imposible que la enzima amplificara los genes objetivos. Esto explicaria el
hecho de que ninguna banda haya sido revelada en las electroforesis,
incluyendo los genes de CD146 y beta-actina, presentes en la gran mayoria

de células humanas debido a st 43 ciones estructurales (41-42).

En la electroforesis de las células Hep-2 si bien se evidencia la presencia
de los genes constitucionales propios de todas las células como son la
beta-actina y el CD146 (41-42), también se encontraron los genes
relacionados con la diferenciacion celular NANOG y OCT4; no obstante la
expresion de SOX2 no se evidencio, a pesar de que en células madre éste
juega un papel fundamental en la regulacion del desarrollo embrionario y en
la determinacion del destino celular (43).Se ha establecido que cuando las
células avanzan en los procesos de diferenciacion celular se llevan a cabo
procesos de induccion y represion de genes especificos (44). La represion
génica que ocurre se evidencia en las técnicas de reprogramacion de
células somaticas para generar células madre pluripotentes inducidas,
donde por medio de factores presentes en células embrionarias humanas

se logra la expresion de algunos genes marcadores de pluripotencialidad



coémo son OCT4 NANOG y SOX2 quienes en este estadio celular ya se
encontraban reprimidos (45). Igualmente es posible que en el grado de
diferenciacion en el cual fueron inmortalizadas las células HEp-2 se haya
generado la supresion génica de SOX2. No obstante cabe la posibilidad de
que la expresion del mismo se encuentre en niveles basales, lo que seria

insuficiente para permitir su visualizacion en el gel de agarosa.

Por espectrofotometria y electroforesis se evidencié la capacidad celular de
expresion geénica. Entonces lo que esto podria indicar es que las células se
encontraban en un estado adecuado antes de que se le agregara el
extracto, por lo que es posible que la causa de la muerte de las mismas se
encuentre en el compuesto. 44 :n se ha descrito que los extractos de
Portulaca oleracea han mostrado la presencia de alcaloides, flavonoides,
catequinas, aminoacidos, compuestos grasos, saponinas, taninos vy
azucares reductores (20); los flavonoides, compuestos grasos y las
saponinas actuan como poderosos antioxidantes capaces de consumir el
H,O, y ajustar el estado de 6xido-reduccion celular desencadenado durante
los eventos de estrés a los que es sometida la célula; por su parte los
alcaloides que se expresan como metabolitos secundarios ante Ia
presencias de microorganismos en la planta, acttan mostrando efectos
inhibitorios en el crecimiento de los mismos, debido a su capacidad de
intercalarse con el ADN, detener la sintesis de proteinas, inducir la
apoptosis e inhibir las enzimas del metabolismo de carbohidratos (46), es
probable entonces que la presencia de estos ultimos estén implicados en la
muerte de las células; sin embargo los datos obtenidos no permiten
confirmar la presencia o ausencia de éstos en el extracto, ya que como se
menciond anteriormente se requiere la presencia de microorganismos para

su produccion.



El transporte pasivo de agua hacia el interior de la célula dado por osmosis
asi como también caracteristicas quimicas de esta como lo es la polaridad,
podrian ademas de lo anterior estar relacionado con la posible muerte de
las células; en cuanto a la 6smosis la entrada del agua permite la activacion
de un poro de Transiciéon de Permeabilidad Mitocondrial (PTPm) que en
condiciones fisioldégicas se encuentra cerrado; la apertura de éste genera
un edema mitocondrial debido a la entrada de agua al interior de la
mitocondria como consecuencia del gradiente osmético, por lo que la
membrana mitocondrial se rompe desencadenando la liberacion de
citocromo C y factores pro-apoptéticos, ademas del desacoplamiento de la
fosforilaciéon oxidativa y sus factores alterando la homeostasis ionica y
metabdlica que a su vez activan las enzimas de degradacion mitocondriales
como las fosfolipasas, las n 45 sas y las proteasas, esta cadena de

hechos genera muerte celular irreversible (47).

Por ultimo y quizas lo mas importante es que las bajas concentraciones del
extracto lograron generar la muerte de células tumorales. Esto crea la
posibilidad de que Portulaca oleracea debido a que presenta una
composicién muy variada en cuanto a los tipos de estructuras quimicas que
posee, ademas de las ya descritas, genere sustancias que actuen de
manera individual o en sinergia con otros compuestos, que de alguna
manera podrian manifestar cierto tipo de efecto antitumoral. En la literatura
se muestra el empleo creciente de la medicina verde en la prevencion y
cura de diferentes condiciones patolégicas, lo que ha llevado a la
evaluacion de las plantas y sus extractos en el contexto de enfermedades
cancerigenas, como es el caso de las plantas de la familia Polipodeacea y

de la familia Euphorbiaceae que han mostrado actividad antitumoral en la



leucemia linfocitica P-388. También se ha documentado la obtencion de
extractos a partir de diversas plantas entre los que se encuentran
compuestos de tipo lactonas y diterpenos, para los cuales se han reportado
cierta actividad antitumoral (48). En otros estudios se ha evaluado la
actividad antitumoral del extracto acuoso de Bornarea cornigera en ratones
a los cuales se les trasplantaron subcutaneamente células de Sarcoma
180; en este caso se reveld que el extracto tenia capacidad similar de
supresion tumoral que la ciclofosfamida cuando era usado a bajas
concentraciones. Se establecidé que se podria esperar una mayor eficacia si
se empleaba en mayores concentraciones, sin embargo, con la
concentracion al 1% se logré la mayor reduccion y eliminacién del tumor
(49). Por esta razon es importante continuar con los estudios para
identificar los compuestos activos en la Portulaca que podrian tener algun
tipo de efecto antitumoral y lo cual podria explicar el porqué de la muerte

celular en los experimentos planteados.



6. CAPITULO 6: CONCLUSIONES

La ejecucion adecuada de las técnicas de biologia molecular, es indispensable
para el éxito de un proceso; valorar otras posibles sustancias que permitan el
despegue de las células fijadas al sitio donde se llevd a cabo su cultivo, nos
permitira identificar si la tripsinizacion estuvo o no involucrada en la ausencia de
crecimiento celular luego del pasaje. Otra falla es posible que esté presente en los
tiempos de ejecucion de la RT/PCR lo que podria explicar la ausencia de

expresion génica en el corrido electroforético de las células NHBE.

Las células HEp-2 son células inmortalizadas en un estadio de diferenciacion, ella
puede estar expresando o reprimiendo cierto grupo de genes, la ausencia de
SOX2 es posible que se deba a una represidon génica o a una expresion basal del

mismo que impidié su adecuada amplificacion.

Por su parte, para explicar las razones por las cuales se llevo a cabo la muerte de
las células HEp-2 posterior a la exposicidon del extracto se plantearon varias
teorias enfocados en el contenido del extracto, ya que en la espectrofotometria y
en el corrido electroforético se evidencia que las células HEp-2 se encontraban en
adecuadas condiciones; es llamativo ademas como tan bajas concentraciones del

extracto generaron la muerte de células tumorales, tras estos hallazgos se



propone continuar con experimentos para seguir valorando los efectos de los

extractos de Portulaca oleracea.
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8. CAPITULO 8: ANEXOS

Anexo 1: Figura 1. Arbol del Problema

- Modificar estilos de vida como perdida de peso, ejercicio v dieta saludable (13).

- Adelgazar en la vida adulta disminuye el riesgo de artrosis de nuevo desamollo radiografico v sintomatico, v la intensic

que ya la padecen. El ejercicio es un elemento importante de las medidas de peso v mejora el dolor, si bien los fipos
no han demostrado efectos preventivos uniformes (11)

- Manejar sinfomas como el dolor dado a que no hay medicacion para cambiar el curso de la enfermedad (13).

- La intervencian quirirgica es de gran ayuda para pacientes con enfermedades arficulares degenerativas (12).
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Anexo 2: Esquema del procedimiento:

Preparacion de los insumos

Analisis de los insumos

Pruebas y analisis de los
efectos generados tras la

* Preparacion de los cultivos
celulares y seguimiento de
su crecimiento v
proliferacion

*Recoleccion de Portulaca

oleracea
* Preparacion de los
extractos de Portulaca
oleracea

* Caracterizacion del perfil

genico de las células
madres previo a la
exposicion al  extracto
mediante RT-PCR
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mediante RT-PCR
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Anexo 4: Tabla 3. Cronograma
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la propuesta de
investigacion
Presentaciony
sustentacion de
la propuesta de
investigacion

Revision de

bibliografia

Definicion del
temay

problema




Construccion y
elaboracion del

anteproyecto

Revision del

anteproyecto

Consolidacion

del proyecto

final

Entrega de
proyecto para

evaluacion

Sustentacion

del proyecto




