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1.RESUMEN

Dialil Sulfuro (DAS) es una molécula procedente del ajo, esta tiene actividad inhibitoria en células
tumorales. El objetivo principal de este trabajo fue usar modelos in vitro con cultivos celulares
procedentes de cancer cervicouterino (células Hela), para retarlos con diferentes concentraciones y
determinar el tipo de muerte celular.

Basados en los resultados de citometria de flujo, se proponen cuatro concentraciones de DAS
evaluar el efecto que tienen estas en la viabilidad celular en comparacion con el control negativo
sin tratamiento. La concentracién 100 mM presentd un 67% de la poblacion celular en apoptosis
total y un 20% de la poblacién celular viable. Mientas que la concentracion 1 mM presentd un 10%
de la poblacién celular en apoptosis total y un 89% de la poblacion celular con apoptosis temprana.
Estos resultados indican que la molécula de DAS induce efecto citotoxico sobre la linea celular
Hela, presentando un efecto dosis respuesta.

Nuestra metodologia es la siguiente. Para los ensayos de viabilidad, las células tratadas con
diferentes concentraciones de DAS (37°C por 18h), se procesan mediante una doble tincién con
los colorantes fluorescentes Diacetato de Fluoresceina (células vivas) y loduro de Propidio (células
muertas) y se llevard a cabo su andlisis por citometria de flujo.

Para la tésis de la alumna de Maestria en Ciencias de la Salud Claudia Paulina Martinez Vilchis se
estudiaron posibles cambios en la viabilidad de los cultivos, se indujo la citotoxicidad con
tratamientos in vitro con DAS sobre la linea celular HeLa. Se determinaron la viabilidad, muerte
celular programada y necrotica.

2. INTRODUCCION

El cancer es un problema de salud a nivel mundial, el cual se caracteriza por presentar una
elevada proliferacion celular, principalmente por la pérdida de control del ciclo celular. El cancer
cervico uterino a nivel mundial presenta una elevada incidencia y mortalidad, sin embargo; en
México ocupa el tercer lugar de incidencia y mortalidad.

Un estudio integral de la molécula Dialil Sulfuro (DAS) derivada del ajo, tiene como finalidad
caracterizar la capacidad de ésta para inducir citotoxicidad sobre células tumorales, con la
finalidad, a largo plazo de fundamentar cientificamente el uso de esta molécula como parte de un
tratamiento antitumoral.

Estudios en modelos murinos (ratén) encontraron recientemente que el Dialil Sulfuro (DAS), una
molécula organosulfurada, presentd actividad inhibitoria del crecimiento tumoral.
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3. OBJETIVO

El objetivo principal de este trabajo fue usar modelos in vitro con cultivos celulares procedentes de
cancer cervicouterino (células Hela), para retarlos con diferentes concentraciones de Dialil Sulfuro
(DAS) y determinar el tipo de muerte celular.

4. TEORIA

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

Para la determinacion de la viabilidad celular, se retaron a las células HelLa (derivadas de cancer
cervicouterino) y células Vero (células inmortalizadas derivadas de rifion de mono verde) con
diferentes concentraciones de DAS: 1 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM; Las cuales se incubaron over
night a 37 °C al 5% de CO2. Como control positivo se utilizaron 50 mg/ml Ifosfamida, como control
negativo se utilizaron células sin tratamiento.

El Diacetato de Fluoresceina (DAF) es un fluorocromo que tifie solamente células metabdlicamente
activas (viables). El loduro de Propidio (IP), es un fluorocromo impermeable que solo atraviesa la
membrana celular cuando esta presenta fisuras, al entrar en la célula interacciona con los acidos
nucleicos (no viables).

ENSAYO DE APOPTOSIS
Para este ensayo se retaron nuevamente las células HelLa y Vero con diferentes concentraciones
de DAS (1 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM), las células taradas se incubaron over night a 37 °C al
5% de CO2. Como control positivo se utilizaron 50 mg/ml Ifosfamida, como control negativo se
utilizaron células sin tratamiento.
Para la evaluacién de la apoptosis, se empled una doble tincién con los fluorocromos: Anexina V
FITC y IP. El objetivo de realizar esta técnica fue el uso de colorantes fluorescentes, esto se realizo
por medio de citometria de flujo
Al inicio de la apoptosis, ocurren determinados cambios en la célula, entre ellos, sucede la
translocacion de Fosfatidilserina en la membrana. Cuando la célula ha iniciado el proceso de
apoptosis sufre una translocacion que hace que pase de la cara interna de la membrana a
exponerse en la cara externa; Anexina V FITC es una proteina que tiene gran afinidad a este
fosfolipido.
La tincién con Anexina V FITC se hace en conjunto con un colorante vital como el loduro de
Propidio, el cual, ya se sabe, que es excluido por células viables que no presentan dafios en la
membrana, en tanto que las células dafiadas permiten el paso del colorante.
Al realizarse la tincién utilizando ambos compuestos, entonces es posible determinar si las células
son viables o se encuentran en apoptosis.

« Las células viables dan como resultado negativo a ambos fluorocromos.

% Las células que se encuentran en apoptosis temprana solo han logrado translocar el
fosfolipido Fosfatidilserina siendo positivas a Anexina V FITC.

% Las células que se encuentran en apoptosis tardia o que ya han muerto son positivas a
ambos colorantes.

% Las células necréticas solo son positivas a IP.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

DETERMINACION DE LA VIABILIDAD

La determinacion de la viabilidad se realizé mediante citometria de flujo de doble canal en ambas
lineas celulares, de la cual se obtuvieron los porcentajes de dos poblaciones, las células viables y
las no viables.
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Figura 1.- Ensayo de Viabilidad de células HeLa utilizando DAS como tratamiento

En el ensayo descrito en la figura 1 se observar el efecto que presento DAS al ser utilizado
como tratamiento en las células HelLa. En el control negativo obtuvimos un 89% de células viables,
mientras tanto en el control positivo con ifosfamida un 80% de células no viables; al hacer una
comparaciéon entre los controles con las concentraciones de trabajo observamos que la
concentracion 1 mM presento un comportamiento similar al del control negativo, presentando un
86% de células viables, siendo este el porcentaje mas alto de células viables en este ensayo. Este
porcentaje de células viables disminuyo a medida que se aumentd la concentracion de DAS,
presentando un 54% y un 15% en las concentraciones de 50 mM y 100 mM respectivamente, lo
cual sugiere que el efecto es dosis respuesta al utilizar DAS como tratamiento en las células Hela.
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Figura 2.- Ensayo de Viabilidad de células Vero utilizando DAS como tratamiento

En el ensayo descrito en la figura 2 se observar los ensayos de viabilidad al ser utilizado DAS
como tratamiento en las células Vero. En el control negativo obtuvimos un 77% de células viables,
mientras tanto en el control positivo con ifosfamida un 77% de células no viables; al hacer una
comparacion entre los controles con las concentraciones de trabajo observamos que la
concentracion 1 mM presento un comportamiento similar al del control negativo, presento un 74%
de células viables, siendo este el porcentaje mas alto de células viables en este ensayo. Este
porcentaje de células viables disminuyo a medida que se aumentd la concentracién de DAS,
presentando un 11% y un 8% en las concentraciones de 50 mM y 100 mM respectivamente, lo cual
sugiere, al igual que en las células HelLa, un efecto dosis respuesta al utilizar DAS como
tratamiento en las células Vero.

ENSAYO DE APOPTOSIS
La determinacién de la viabilidad se realiz6 mediante citometria de flujo de doble canal en ambas

lineas celulares, de la cual se obtuvieron los porcentajes de cuatro poblaciones: las células viables,
células en apoptosis temprana, células en apoptosis tardia y células necréticas.
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Apoptosis Total inducida por DAS en celulas HeLa
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Figura 3.- Apoptosis en células HelLa tratadas con DAS

En la figura 3 observamos la grafica de apoptosis total inducida por DAS en células Hela, en
donde fue evidente el decremento de las células viables y de forma simultanea observamos el
incremento de las células no viables, lo cual nos permito ver de forma mas evidente el efecto dosis
respuesta de DAS, asi mismo corroborar que DAS es un buen inductor de apoptosis en las células
Hela. En la concentracién de 50 mM observamos un 71% de apoptosis total del cual, el 42% fue
de células en apoptosis temprana y un 29 % de células en apoptosis tardia; mientras tanto en la
concentracion de 100 mM obtuvimos un 76 % de apoptosis total de cual, el 13% fue de células en
apoptosis temprana y un 65% de células en apoptosis tardia, en este ensayo ambas
concentraciones fueron buenas inductoras de apoptosis

Apoptosis Total inducida por DAS en celulas Vero
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Figura 4.- Apoptosis en células Vero tratadas con DAS



R T "—(—I—.—‘_ e T e % W Ey
USRI TRLATIANE T Pl“.I.EE.\‘—_A. '-.___ * __‘—'. ﬁ%

e
am riica, AL

CONACYT

: CONGRESO
NACIONAL DE ] 6 _— ] 8
TECNOLOGIA
: APLICADAA | JuUNIiOo2016
=5 CiENCIAS DE [T =00
Y LASALUD

Ty B g e | @ TR & @
- - sgar B ceney pimmm [ <osivN
By oo, e g:‘.?é’mnlam

En la figura 4 observamos la grafica de apoptosis total inducida por DAS en células Vero, en donde
fue evidente el decremento de las células viables y de forma simultanea observamos el incremento
de las células no viables, lo cual nos permito ver de forma mas evidente el efecto dosis respuesta
de DAS. En la concentracion de 50 mM observamos un 31% de apoptosis total del cual, el 17% fue
de células en apoptosis temprana y un 14% de células en apoptosis tardia; mientras tanto en la de
100 mM obtuvimos un 43% de apoptosis total del cual, el 20% fue de células apoptosis temprana y
un 23% fue de células en apoptosis tardia, en este ensayo ambas concentraciones fueron buenas
inductoras de apoptosis.

4. CONCLUSIONES

Al utilizar DAS como tratamiento antitumoral in vitro sobre ambas lineas celulares, se observé que
DAS induce pérdida en la viabilidad, con un efecto dosis dependiente sobre ambas lineas
celulares.

Utilizando DAS como tratamiento sobre las células Hela para revelar el tipo de muerte celular
(Anexina V), se observo que DAS induce casi exclusivamente apoptosis y el efecto es dosis
dependiente, es decir, a mayor concentracion de DAS aumentan las células en apoptosis total.
Mejor aln a concentraciones altas la apoptosis tardia (células necréticas que transitaron por
apoptosis) es predominante y por el contrario, a concentraciones bajas de DAS predomina la
apoptosis temprana.
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