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ABREVIATURAS

7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D.

Apaf-1: factor 1 de la activacion por proteolizacion de la apoptosis.
ABB: buffer de unién de la anexina.

CARD: dominio de reclutamiento de caspasas
DD: dominio de muerte.

DED: dominio efector de muerte.

DISC: complejo de sefializacion inductor de muerte.
FITC: isotiocianato de fluoresceina.

IC50: concentracion minima inhibitoria.

IFN: interferon

IL: interleuquina.

LDL: lipoproteinas de baja densidad.

LDLR: receptor de lipoproteinas de baja densidad.
LLC-B: leucemia linfocitica crénica de tipo B.
MDR: complejo de resistencia a drogas.

PBS: suero fisioldgico.

PE: ficoeritrina

ROS: especies reactivas de oxigeno.

SFB: suero fetal bobino.

SH: suero de caballo.

TMRE: tetrametilrodamina metil ester.

TNF: factor de necrosis tumoral.

TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral.

Z-DEVD-FMK: benciloxicarbonil-Asp-Val-Asp-fluorometilcetona.
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1. INTRODUCCION

1.1. MUERTE CELULAR.

La muerte celular es un proceso que esta estrechamente relacionado con el desarrollo
fisiolégico normal de los tejidos y con varios mecanismos de defensa de varios tipos de
enfermedad humana. Segun la definicion del NCCD (Nomenclature Conmmitte on
Cell Death) [1] una célula se considera muerta cuando se cumple uno o mas de los
siguientes criterios establecidos: la célula ha perdido la integridad de la membrana
plasmatica, la célula, incluyendo al ndcleo, ha sufrido fragmentacién completa,
mostrando los llamados cuerpos apoptéticos, o los fragmentos de las células han sido

fagocitados por células adyacentes.

Aunque durante muchos afos la clasificacion de muerte celular ha estado dominada por
criterios morfoldgicos, actualmente se pretende una mejor clasificacion de la muerte
celular en funcién de criterios enzimaticos, aspectos funcionales o de acuerdo a
caracteristicas inmunogénicas. Por ello el NCCD propuso una clasificacion y definicion

actualizada de las diferentes modalidades de muerte.

1.1.1. Apoptosis.

Apoptosis fue un término introducido por Kerr y colaboradores en 1972 [2]. Es un tipo
de muerte celular programada con caracteristicas morfolégicas como son: reduccion del
volumen celular (pyknosis), fragmentacion nuclear (karyorrhexis), division de la
membrana plasmatica en vesiculas, aunque sin pérdida de la integridad fisica (blebbing)

’

y la fagocitosis de la célula “in vivo .

Algunos de los elementos bioquimicos involucrados en la apoptosis son la activacién de
caspasas, la pérdida de potencial de la membrana mitocondrial, fragmentacion del DNA
y la exposicion de la fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmatica. Este
ultimo representa una sefial para las células fagociticas para eliminar estas células y los
cuerpos apoptéticos resultantes de este proceso, contribuyendo, a evitar que se liberen

componentes extracelulares al medio que desencadenen procesos inflamatorios [3].



Existen otros tipos de muerte celular programada que no tienen las caracteristicas
morfologicas de la apoptosis. Aunque para la adquisicion de dichas caracteristicas sea
necesario la activacion de caspasas, ésta no es suficiente para definir un proceso como
apoptosis, ya que la activacion de estas puede estar asociada a procesos biolégicos no
letales. La muerte celular independiente de caspasas puede ocurrir a pesar de ella y

exhibir signos morfoldgicos de la apoptosis, autofagia o necrosis.

1.1.2. Muerte celular que cursa con autofagia.

Se define morfol6gicamente como un tipo de muerte celular que ocurre en ausencia de
condensacion de la cromatina, pero acompafiada por una masiva vacuolizacion
autofagica. En la mayoria de casos este proceso es una respuesta de supervivencia que
se activa en situaciones de estrés como deprivacion de nutrientes, calor o estrés
oxidativo [4]. Los autofoagosomas, por definicion, tienen doble membrana y contienen
organulos citoplasmicos degenerados o citosol, que pueden distinguirse tales como
lisosomas, endosomas 0 cuerpos apoptoticos mediante microscopia electronica de
transmision. La fusion de los autofagosomas con los lisosomas da lugar a los
autolisosomas, donde se llevan a cabo los procesos catabdlicos caracteristicos de la

autofagia.

Al contrario que las células apoptoéticas, las células que mueren con morfologia
autofagica no tienen asociacion o muy poca con los fagocitos. Actualmente no debe
asumirse que la autofagia es la ejecutora de esta muerte, ya que en un principio, la
autofagia es un mecanismo de supervivencia celular, como lo indica el hecho de que la
inhibicién de la autofagia acelera el proceso de muerte celular. Algunos informes
indican que las células que presentan caracteristicas de la muerte celular por autofagia
todavia pueden recuperarse tras la retirada de los estimulos que inducen la muerte, a

pesar de que no esta claramente definido el punto de no retorno.

1.1.3. Necrosis.

Es un tipo de muerte celular caracterizada por un aumento de volumen de los organulos
y del citoplasma celular, moderada condensacion de la cromatina y rotura de la

membrana plasmatica con la consecuente pérdida del contenido intracelular.



Durante mucho tiempo se considerd la necrosis como un tipo de muerte celular
accidental, pero se estadn recogiendo evidencias de que es un proceso finalmente
regulado por una via de transduccion de sefial y mecanismos catabdlicos [5]. Asi
receptores de muerte (TNF-R1, Fas, TRAIL-R) y receptores Toll-like, son capaces de
inducir necrosis en presencia de inhibidores de caspasas. Esta muerte celular inducida
puede ser inhibido por necrostatina [6], por tanto se ha propuesto el término de

necroptosis [7] para distinguir este tipo de necrosis de la que no esta regulada.

Muchos organulos y procesos celulares se han descrito como mediadores de la
muerte celular necrética, pero aun no estd muy claro cudl es la relacion existente entre
unos y otros. Estos fendbmenos incluyen alteraciones mitocondriales (produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), permeabilizacion de la membrana mitocondrial),
cambios lisosomales (produccion de ROS por reacciones de Fenton, permeabilizacion
de la membrana lisosomal), cambios nucleares (hiperactivacion de PARP-1) o

incremento en la concentracion citosélica de calcio.

En ausencia de denominador bioquimico comun, la muerte celular por necrosis esta ain
en gran parte identificada en términos negativos por la ausencia de apoptosis o
marcadores autofagicos, en particular cuando las células se someten a la

permeabilizacion temprana de la membrana plasmaética.

1.2. APOPTOSIS.

La apoptosis es un mecanismo de defensa del organismo frente a células infectadas o
transformadas, controla el desarrollo de los organismos y la homeostasis de poblaciones
celulares. Los posibles fallos que puedan darse en la maquinaria apoptotica
desencadenan muchos tipos de enfermedades, ya sea por la acumulacion de células
(enfermedades de tipo autoinmune o el céncer) o por la pérdida de células

(enfermedades degenerativas).

1.2.1. Ruta extrinseca o de receptores mortales.

Se caracteriza por la unién de ligandos a sus receptores especificos desencadenando una

cascada de sefializacion a través de moléculas y caspasas [8].



Dentro de los ligandos de esta via destacan el TNF-a, FasL y Apo2L/TRAIL, todos
ellos miembros de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). La mayoria de los
miembros de esta familia se encuentran implicados en la activacion de respuestas
proinflamatorias, aunque también juegan un papel activo en la apoptosis. La union de
estas proteinas a los receptores TNFR, Fas y DR4/DR5, de forma respectiva, provoca el
cambio conformacional de éstos en la cara interna de la membrana plasmaética, de forma
que oligomerizan y reclutan a la proteina FADD a través de sus dominios de muerte
(DD) [9]. A su vez FADD es capaz de reclutar a la a la procaspasa-8 mediante sus
dominios DED (Death Effector Domain) formando el complejo denominado DISC
(Death Inducing signalling Complex), donde se procesa y se activa la caspasa-8.
Posteriormente es liberada al citosol donde llevara a cabo la activacion de las caspasas
efectoras [10].
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Figura 1: Via extrinseca de la apoptosis y conexién con la via intrinseca.

En funcién de la dependencia de DISC para activar las caspasas ejecutoras las células
se pueden clasificar en dos subgrupos. Las células de tipo | se caracterizan por tener
altos niveles de formacion de DISC y por tanto de caspasa-8, que llevara a cabo la
activacion de las caspasas-3 y 7. Las celulas de tipo Il presentan baja formacién de

DISC y necesitan la interrelacion con la via intrinseca para amplificar la sefial de



activacion de la caspasa-3. En estas celulas, Bid, perteneciente a la familia Bcl2, es
proteolizada por la caspasa-8 generando t-Bid, capaz de conectar con la via
mitocondrial [11] (figura 1).

1.2.2. Ruta intrinseca o mitocondrial.

La via intrinseca de la apoptosis se activa por sefiales de estrés intracelular como dafio
en el DNA, produccion de ROS, infecciones virales, falta de factores de crecimiento o
acumulacion en el reticulo endoplasmico de proteinas mal plegadas [12]. Esta ruta esta
controlada principalmente por las proteinas de la familia Bcl2 que se describe mas
adelante. Estos estimulos inducen o activan a las proteinas proapoptéticas de la familia
Bcl2 que controlan, mediante sus interacciones, la activacion de las proteinas Bak y
Bax. Estas desencadenan la permeabilizacion de las membranas mitocondriales (figura
1), con la consiguiente liberacion de diversos factores apoptogenicos, como el
citocromo C, al citosol. La salida del citocromo C, su union a la proteina Apaf-1
(Apoptosis protease activating factor 1) y el reclutamiento de la procaspasa-9 da lugar a
la formacién del apoptosoma. Finalmente la caspasa-9, procesada por el complejo
anteriormente citado, llevard a cabo la activacion de las caspasas-3 y -7 iniciando la

cascada de muerte celular.

También hay que destacar el papel de t-Bid conectando a la via intrinseca las sefiales
proapoptdticas activadas por la granzima B [13] y por los receptores mortales en las
celulas tipo 11 [11] (figura 1).

1.3. CASPASAS

Las caspasas son una familia de cistein proteasas con especificidad de corte tras un
residuo de aspartico [14] muy conservadas en la evolucion, y componentes centrales de
la respuesta apoptotica. En mamiferos se han descrito 14 caspasas de las cuales 12 estan
presentes en humanos, y que se clasifican, segun su funcién, como caspasas
inflamatorias y caspasas apoptdticas. Las caspasas inflamatorias participan en la
maduracion de citoquinas y en la respuesta inflamatoria. Las caspasas apoptdticas
desencadenan la muerte celular tras ser activadas por estimulos proapoptoticos.

Las caspasas apoptéticas pueden dividirse a su vez en caspasas iniciadoras y en

caspasas ejecutoras. Las caspasas iniciadoras (caspasas -2, -8, -9 y -10) son las primeras



en activarse tras el estimulo apoptotico, y tienen como mision procesar las procaspasas
ejecutoras. Las caspasas ejecutoras (caspasas -3, -6 y -7) son las efectoras de la muerte
celular [15].

Cada caspasa se sintetiza en la célula como un polipéptido inactivo (zimogeno). Esta
conformacién no activa se denomina procaspasa. Las caspasas se sintetizan como una
cadena polipeptidica con dos dominios en comun, un dominio central que contiene el
sitio activo, y un dominio C-terminal o subunidad catalitica. EI dominio N-terminal
varia de longitud segun la familia. El de las caspasas iniciadoras y las inflamatorias es
mas largo y presenta un motivo reclutador de caspasas (CARD, Caspase Recruitment
Domain) y/o un motivo efector de muerte (DED) mientras que el extremo N-terminal de

las caspasas ejecutoras es mas corto [16] (figura 2).
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Figura 2: Caspasas. DED: dominio efector de muerte, CARD: dominio de reclutamiento de caspasas

El mecanismo de activacién de las caspasas es distinto segun el tipo de caspasa y la
sefial que lo induzca. Las caspasas iniciadoras, exceptuando a la caspasa-9, son
reclutadas a través de su dominio DED por la proteina FADD a través de su propio
domino DED, que a su vez se encuentra unida al complejo formado por la
oligomerizacion de los receptores por medio de dominios DD. Este reclutamiento
permite que se autoprocesen debido a que aun en el estado de procaspasa presentan
cierta actividad catalitica. En el de la caspasa-9 son reclutadas varias moléculas por el

dominio CARD al complejo formado por Apaf-1 y el citocromo C, y finalmente se



activa por un cambio alostérico y posterior dimerizacion [17]. Por su parte, las caspasas
ejecutoras son activadas por un corte proteolitico mediado normalmente por las
caspasas iniciadoras [18].

Una vez activadas, las caspasas actlUan como tetrdmeros compuestos por dos
homodimeros idénticos, cada uno con un sitio activo (figura 3). Las caspasas tienen
multitud de proteinas como sustrato, dando lugar a su activacion o inhibicion tras la
protedlisis [19]. Las caspasas pueden causar la muerte celular de forma répida, por eso
son necesarios precisos mecanismos de control que regulen la activacion y la inhibicién
[18]. Ademas de los inhibidores naturales como FLIP (FLICE like inhibitor protein) y
los IAP’s (Inhibitor of apoptosis proteins), las utilizadas por patégenos como CrmA
(cytokine response modifier A), se han desarrollado péptidos sintéticos que imitan la

secuencia de los sustratos especificos de las caspasas como DEVD, IETD o Z-VAD.

Zimdgeno

Centro activo Cys

4

Tetramero activo

Figura 3: Procesamiento y activacion de las caspasas.

1.4. PROTEINAS DE LA FAMILIA Bcl2.

Las proteinas de la familia Bcl2 se encargan de regular la fase de induccion de la
apoptosis por la via intrinseca, controlando la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa. Estas proteinas se caracterizan por compartir en su estructura uno
o varios grupos de homologia a Bcl2 (BH). Segun la presencia de uno u otro se
clasifican en tres grandes grupos: proteinas antiapoptoticas, proteinas proapoptoticas
multidominio y proteinas proapoptoticas solo-BH3.



Las proteinas antiapoptéticas se componen de las proteinas Bcl2, BelX(, y Mcll entre
otras. Estas poseen cuatro dominios de homologia a Bcl2 (BH1-BH4) y son

encargadas de favorecer la supervivencia inhibiendo la muerte celular [20].

Al grupo de las proteinas proapoptéticas multidominio pertenecen Bax, Bak y Bok, las
cuales poseen dominios BH1, BH2 y BH3. Bak y Bax son responsables de la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial mediante su oligomerizacion,

permitiendo la salida de los factores apoptogénicos al citosol [20].

Las proteinas proapoptdticas solo-BH3 son un grupo numeroso que Unicamente poseen
el dominio de homologia BH3 y actdan como efectoras de estimulos proapoptoticos. A

este grupo pertenecen Bim, Bid, Bad, Puma y Noxa [21].
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Figura 3: Esquema de la estructura de las proteinas de la familia Bcl2.

Que la célula sobreviva 0 muera ante estimulos de estrés o apoptoticos dependera de la
activacion e interaccion de las proteinas de esta familia [21]. Para explicar la forma en
que se relacionan han sido propuestos diversos modelos [22]: EI modelo directo, el

modelo indirecto y el modelo mixto.



En el modelo directo se propone que las proteinas solo-BH3 pueden agruparse en
activadoras y sensibilizadoras. Estas proteinas se encargan de activar a las proteinas Bak
y Bax mientras que la familia proteinas antiapoptéticas actlan secuestrando a las
proteinas activadoras solo-BH3, inhibiendo la activacion de Bak y Bax. El papel de las
proteinas solo-BH3 sensibilizadoras es el de unirse a las proteinas proapoptoticas bajo

estimulos apoptoticos, permitiendo la activacion de Bak y Bax [23].

Segun el modelo indirecto las proteinas antiapoptéticas se unen directamente a Bak y
Bax inhibiendo su actividad. El papel de las proteinas solo-BH3 es inhibir los efectos de

las proapoptoticas liberando a Bak y Bax, pero sin interaccionar con ellas [24].

El tercer modelo y alternativo denominado modelo mixto intenta unificar los dos
modelos descritos con anterioridad. En este modelo las proteinas antiapoptéticas
interaccionan tanto con las solo-BH3 como con Bak y Bax. En este caso las proteinas
solo-BH3 sensibilizadoras actdan liberando a las proteinas solo-BH3 activadoras y a
Bak y Bax [25].

1.5. LA BERBERINA.

Alrededor del 80% de la poblacion en los paises en vias de desarrollo de Africa y Asia
usan la medicina tradicional para el diagnostico, tratamiento, prevencion de
enfermedades o mantenimiento de una buena salud [26]. Muchos compuestos naturales
de la medicina tradicional pueden ser importantes bases para el disefio de nuevos
farmacos ya que se ha demostrado su efectividad como antiinflamatorios, analgésicos,

antimicrobianos, antiespasmaodicos, antidiabéticos, antivirales y anticancerigenos [27].

La berberina es una alcaloide vegetal de color amarillo brillante que bajo luz
ultravioleta emite una fuerte fluorescencia amarilla. Se puede encontrar en las raices,
flores, brotes y en la corteza de muchas plantas tales como Hidrastis canadensis,
Berberis aristata, Coptis chinensis, Coptis rhizome, Coptis japonica, Phellondendron
amurense, Phellodendron chinense schneid. Durante mucho tiempo se ha estado usando
en la medicina tradicional y se ha demostrado su efectividad en el tratamiento de un
gran nimero de enfermedades. La berberina tiene una amplia gama de efectos
farmacoldgicos ante la gastroenteritis, dolores abdominales y diarrea, propiedades
antimicrobianas, antidiabéticas, antiinflamatorias, o en el tratamiento de enfermedades

cardiovasculares o lipidicas [28, 29].



1.5.1. Efecto antimicrobiano.

La berberina ejerce su efecto antimicrobiano mediante la unién a la cadena de DNA, lo
que lleva a la muerte de la bacteria debido al dafio en su material genético [30]. Pocos
estudios han analizado la relevancia “in vivo” de estos hallazgos. La mayoria de los
datos sugieren que la berberina tiene un bajo poder antimicrobiano por si sola, pero muy
alto cuando actda en sinergia con otras drogas. Esta baja actividad antimicrobiana se
debe a la presencia de bombas MDR (Multi Drug Resitance) en la membrana de esos
microorganismos, por lo que en combinacion con inhibidores de MDR se mejora la

actividad de la berberina.

1.5.2. Efecto antiinflamatorio.

La actividad antiinflamatoria de la berberina se da mediante la inhibicion de la sintesis
de las citoquinas TNFa (Tumor Necrosis Factor a) e 11-6 (interleuquina-6), y de MCP-1
(monocyte chemo-attractant protein 1). También afecta a la produccion de la
prostaglandina E2 (PGE2) y disminuye la expresion de COX-2, y de las
metaloproteinasas de matriz -2 (MMP-2) y -9 (MMP-9) a través de las vias de
sefializacion de MAPK y de NF-«f [31].

1.5.3. Efecto antidiabético.

Existen informes sobre los beneficios del tratamiento de la diabetes de tipo 1l. Como
ampliamente se describe en ratas diabéticas inducidas experimentalmente, este efecto
parece ser mediado por la mejora de la homeostasis de la glucosa, aumento de la
expresion de insulina y la regeneracion de las células p del pancreas [32, 33]. También
se han obtenido resultados prometedores en la administracion de berberina a pacientes
afectados por el sindrome metabdlico, en el que la sensibilidad a la insulina se ve

mejorada con el consecuente beneficio en la enfermedad [34, 35].

1.5.4. Tratamiento de enfermedades cardiacas.

La berberina posee propiedades inotropicas positivas (mejora de la contraccién
cardiaca), cronotropicas negativas (deceleraciébn de la frecuencia cardiaca),

antiarritmicas, vasodilatadoras y antiateroesclerdticas. Se conoce su papel como vaso
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relajante en animales [36,37] y se ha usado con éxito en personas [38], lo que sugiere su
potencial en el tratamiento de arritmias.

El mecanismo por el cual se da este efecto antiarritmico no esté claro todavia, pero el
modelo de conejo parece indicar que puede estar relacionado con la supresion del
retraso de despolarizacion en el musculo ventricular [39]. Otro trabajo en ratas sugiere
que la berberina tiene un efecto vasodilatador atribuible a su potenciacion de la
acetilcolina [40].

1.5.5. Hiperlipidemias.

Se ha encontrado que reduce el colesterol en el suero de personas voluntarias mediante
un mecanismo independiente de las estatinas [41]. En un modelo de rata se observo
como la berberina era capaz de aumentar la expresion de LDLR en el higado [41]. Este
aumento de LDLR suponia la reduccién del colesterol asociado a LDL en sangre.

Unos pocos estudios demuestran el aumento de formacion y secrecion de la bilis, y que
la berberina es capaz de interactuar con las micelas [42, 43]. Se cree que de esta manera
disminuye la capacidad de las micelas para solubilizar el colesterol disminuyendo por
tanto la absorcion de colesterol, aunque esto Gltimo no haya sido estudiado de forma

directa.

1.5.6. Ensayos clinicos.

Se han realizado ensayo clinicos con este compuesto que sugieren que es beneficioso
para el tratamiento de tracomas (una inflamacion conjuntiva causada por
microorganismos), diarrea causada por un agente infeccioso y leishmaniosis. Ademas de
estos existen mas ensayos clinicos en los que se estd examinando el valor de la

berberina, los cuales quedan recogidos en la siguiente tabla (tabla 1) [28].

Study Status Condition Interventions
Polycystic Ovary Syndrome ) Drug: letrozle-berberine
o Polycystic ovary
(POCS): Effect Of Letrozole and Recruiting Drug: letrozole Drug:
) syndrome )
Berberine berberina
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Role of Pioglitazone and Berberine ] ] Lifestyle intervention
) ) Nonalcoholic fatty liver o
in Treatement of Non-Alcoholic Completed di Drug: pioglitazone
isease
Fatty Liver Disease Drug: berberina
Effect of Berberine on Hormonal
and Metabolic Features in Obese Active, not Polycystic ovary Drug: berberina Drug:
Women With Polycystic Ovary recruiting syndrome Obesity placebo
Syndrom (POCS)
Efficacy and Safety of Berberine in . .
] ] Diabetes mellitus, type ]
the Treatment of Diabetes With Completed ] Drug: berberina
o 2 Metabolic syndrome
Dyslipidemia
Therapeutic Effects of Berberine in ) Drug: berberina Drug:
) ) ) Completed Type 2 diabetes )
Patients With Type 2 Diabetes metformin
Armolipid Plus and Metabolic ) Dietary supplement:
Completed Metabolic syndrome o
Syndrome Armolipid Plus
The Role of a Combination of )
] . Active, not ) o
Neutraceuticals in the Control of . Metabolic syndrome Drug: Armolipid Plus
) ] recruiting
Cardiovascular Risk
Hyperlipidema low- Dietary supplement:
Combined Effects of Bioactive . y.p -p ] y ] PP .
o . Recruiting | density-lipoprotein-type | Armolipid Plus Dietary
Compound in Lipid Profile . .
elevated triglycerides | supplement: placebo
o Dietary supplement:
Effects of Armolipid Plus on S ) ]
) Hyperlipidemia mixture of berberina,
Cholesterol Levels and Endothelial | Completed ) ) )
) endothelial dysfunction | policosanol, red yeast,
Function
placebo
Ezetimibe Versus Nutraceuticals in Not yet . Drug: esetemibe Drug:
o ] o Coronary artery disease .
Statin-intolerant Patients recruiting nutraceuticals

Tabla 1: Clinical trial.

Se ha demostrado que la berberina es segura en la mayoria de los ensayos clinicos y que
tiene una baja toxicidad secundaria frente a tejidos sanos. Se ha documentado que tanto
las células T activadas o como las células T naive son resistentes a la berberina [44] y
que esta es capaz de proteger a los timocitos de la muerte inducida por dexametasona,
etoposido o camptotecina [45]. También existen informes de que los macréfagos no
solo son resistentes a la muerte celular inducida por berberina sino que ademas es capaz
de estimular la produccion de citoquinas como IFNy e IL12 “in vitro” e “in vivo”

potenciando su efecto antimicrobiano.
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1.5.7. La berberina y el cancer.

Aunque no se ha usado todavia en ensayos clinicos la berberina posee actividad
antitumoral frente muchos tipos de tumores. De hecho, un estudio en el cual se usaron
60 lineas tumorales mostré que el valor de la IC50 para la berberina era similar al de
otros alcaloides usados en quimioterapia como paclitaxel o vinblastina [46]. La mayoria
de los datos se basan en la evidencia “in vitro” de su capacidad de afectar a varios
pasos de desarrollo del tumor incluyendo la proliferacion, la invasividad y la muerte
celular [47, 48].

La berberina también se ha usado en combinacion con radiacion y otras drogas, siendo

aparentemente mas efectivo que las terapias individuales.

En cuanto al mecanismo a través del cual la berberina elimina células tumorales parece
ser mayoritariamente la induccidn de apoptosis a través de la ruta mitocondrial, si bien

algun trabajo indica que también es capaz de inducir autofagia. [28].

2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

La berberina se ha probado “in vitro” en diversos tipos de carcinomas solidos tales
como carcinoma de lengua, hepatico, pulmonar, de tiroides, de prdstata, de pecho,
cerebral, de piel, de es6fago y de colon [28]. Lo mas interesante es que parece prevenir
el desarrollo de carcinomas soélidos “in vivo” en modelos de xenotrasplante,
autotrasplante, o  tumores inducidos por  carcinGgenos. En  ratones
inmunocomprometidos a los que se les ha xenotrasplantado un tumor, se ha visto que
inhibe el crecimiento de células cancerosas humanas que provienen de pulmoén o de
préstata [49, 50]. Finalmente, la administracion de berberina inhibe el crecimiento del
cancer de lengua SCC-4 sugiriendo un efecto beneficioso en las plantas que contienen
este alcaloide para la prevencién de esta neoplasia. Asimismo es capaz de retardar la

aparicion de fibrosarcomas inducidos con agentes quimicos [28].

Sorprendentemente, aunque la berberina inhibe el crecimiento de algunas lineas
tumorales en ratones desnudos [51], no parece afectar al crecimiento del carcinoma
pulmonar de Lewis de raton después de la implantacion ortotdpica en la parénquima
pulmonar [52]. Estos resultados contradictorios podrian ser debido al uso de diferentes
lineas celulares de pulmén, el sitio de la implantacion, o el uso modelos de trasplante

xenogenicos frente asingénicos (autotrasplante). Por lo tanto, la interpretacion de los
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resultados procedentes de xenotrasplante de tumores humanos en ratones debe hacerse

con cautela.

Al igual que en carcinomas sélidos, la berberina presenta actividad antitumoral frente a
diversos tipos de tumores hematoldgicos “in vitro” como leucemias mieloides agudas,
leucemias linfociticas agudas y algunos tipos de linfomas non-Hodgkin. Existen muy
pocos estudios sobre la eficacia y el mecanismo de accion de la berberina contra estos
tipos de neoplasias hematoldgicas, comparado con los estudios en canceres sélidos.
Ademas solo un estudio ha analizado el papel de la berberina en pacientes con leucemia
mieloide aguda [53], y los resultados indican que es capaz de inhibir la migracion de las

celulas tumorales, si bien no resulta muy citotoxica.

Se ha demostrado que la berberina tiene potencial antitumoral “in vivo” frente a las
leucemias linfociticas agudas P388 [54] y la leucemia mieloide aguda WEHI-3 [55] en
raton. Ademas es capaz de inhibir la progresion de la eritroleucemia inducida por
retrovirus en ratones inmunocompetentes [56].

En cuanto al mecanismo de accion de la berberina, los datos obtenidos en su mayoria en
tumores solidos indican que podria ser capaz de activar la ruta mitocondrial tras la
induccion de dafio en el DNA a través de la parada de ciclo inducida por la ruta TM/p53
y ATM/Chk1 [28]. Sin embargo los datos sobre el papel de la familia Bcl2 en la
apoptosis inducida por la berberina son escasos y todos ellos indirecto. Unicamente se
ha correlacionado la variacion en los niveles de estas proteinas con el progreso de la
apoptosis inducida por berberina, sin conocer de modo mas directo cual es el efecto del
aumento o inhibicion de la expresion de estas proteinas sobre la apoptosis inducida por
este alcaloide.

En este trabajo fin de master se propuso arrojar mas luz a las capacidades antitumorales
que ha demostrado la berberina en tumores hematoldgicos asi como el papel de la
familia Bcl2 en la muerte celular ejecutada. También, ante la falta de estudios realizados
en pacientes acusados de estas patologias, se quiso realizar mas ensayos sobre las
capacidades de este alcaloide sobre pacientes con neoplasias hematolégicas y corroborar
la baja toxicidad secundaria que se le atribuye. Por Gltimo se quiso obtener mas
resultados sobre el papel antileucémico “in vivo” de la berberina en un modelo de

autotrasplante de raton. Para ello se plantearon los siguientes objetivos:

1. Calcular la dosis inhibitoria minima en diversas lineas tumorales hematoldgicas.

e Leucemiaaguda de tipo T.

14



e Mieloma Mudltiple.

e Leucemia promonocitica.

Analizar el papel de la familia Bcl2 en el mecanismo de muerte celular activado
en las lineas tumorales hematologicas analizadas en el objetivo anterior.

e Analizar el efecto de la sobreexpresion de proteinas antiapoptoticas.

e Analizar lainhibicion de la expresion de proteinas proapoptdticas.

e Evaluar la variacion de la expresion de proteinas de la familia Bcl2.

Estudiar el papel antitumoral de la berberina en pacientes de leucemia linfocitica
cronica de tipo B “in vitro”.

Comprobar la baja toxicidad secundaria de la berberina en células
mononucleares de sangre periférica.

Analizar el papel preventivo de la berberina frente al desarrollo tumoral de un

linfoma T “in vivo”.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CULTIVOS CELULARES

3.1.1. Lineas celulares utilizadas.

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo han sido las lineas establecidas de
mieloma multiple humano MML1S y RPMI 8226, las lineas de leucemia linfoblastica
aguda humana Jurkat, las sublineas derivadas Jurkat CrmA, Jurkat BclX,, la linea
establecida de linfoma histiocitico difuso U937, y las sublineas derivadas U937 Bcl2 y
U937 Mcl1, todas obtenidas en nuestro laboratorio previamente mediante transfeccion

estable de los cDNA correspondientes. Todas estas lineas crecieron en suspension.

Ademés se empled la linea EI4 de linfoma timico de ratén de origen C57BL6 (H-2°).

3.1.2. Materiales y medios de cultivo.

En este proyecto se han utilizado los siguientes medios de cultivo: medio RPMI 1640 y
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), todos suministrados por PAN Biotech
GMBH.

Los siguientes productos utilizados en el cultivo celular se obtuvieron de PAN Biotech:
tripsina /EDTA, penicilina, estreptomicina. El piruvato sodico, la uridina, la mitomicina
C, el p-mercaptoetanol suero de caballo (SH) y suero fetal bovino (SFB) fueron
suministrados por Sigma (Espafia), y la glucosa por Panreac. La glutamina fue de

Invitrogen.

Los frascos de cultivo utilizados para cultivos celulares se obtuvieron de TPP (Suiza), al
igual que el resto de material de plastico estéril (placas Petri, placas de 6, 12, 24 y 96
pocillos, tubos para centrifugacion, pipetas, etc.). Las placas de 24 pocillos anti-
adherentes fueron suministradas por Starstedt. Los filtros de 0,22 um de tamafio de poro
utilizados para la esterilizacion de soluciones fueron de Pall Corporation. Los tubos
criogénicos utilizados para la congelacion de células fueron suministrados por Nunc

(Dinamarca), y los viales de 1,5ml fueron de Axigen Quality.
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3.1.3. Mantenimiento de cultivos celulares.

Todas las lineas celulares se cultivaron rutinariamente en frascos de cultivo de 25 cm2
(volumen méximo de células en suspension, 20 ml) o 75 cm2 (volumen maximo de

células en suspension, 40 ml).

Todas las células se sembraron a una densidad minima de 3-10° cel/ml. Todas las lineas,
a excepcion de la linea MML1S, se cultivaron en medio RPMI 1640 completo con 5%
SFB. La linea MML1S se cultivo con medio RPMI 1640 completo con 10% SFB.

Las células se cultivaron en un incubador termostatizado, a 37°C, en aire saturado de
humedad y con un 5% CO,. A los 3 0 4 dias de cultivo, alcanzada una densidad menor
de 1-10° cel/ml, se realiz6 el pase de los cultivos. Todas las manipulaciones con células
se realizaron en campanas de flujo laminar vertical en condiciones estériles. EI material
de vidrio usado en la manipulacion de las células se esterilizd previamente en un
autoclave durante 20-30 min a 1,2 atm de presion y las disoluciones afiadidas a los

cultivos se esterilizaron usando filtros de 0.22 um.

3.1.4. Inactivacion del complemento en el suero bovino.

En los experimentos realizados con celulas EL4 de ratén, el suero utilizado se
decomplemento para evitar la lisis de las células por el sistema del complemento. Para
ello, el suero se tratd durante 30 min a 56°C y trascurrido este tiempo se centrifugd 15
min a 2095 g. El sobrenadante se recogié en un tubo de fondo cénico y se congeld hasta

Su uso.

3.1.5. Congelacién y descongelacion de lineas celulares.

Aproximadamente 6-10° células se centrifugaron a 335 g durante 5 min, se eliminé el
sobrenadante, se resuspendieron en 500 pl de medio completo conteniendo un 7,5% de
DMSO vy se trasvaso el contenido a un criotubo de congelacion estéril. Los viales fueron
introducidos rapidamente en un congelador a -80°C. Pasadas al menos 24 horas, los
viales se almacenaron en un contenedor de nitrégeno liquido (-196°C) hasta su
utilizacion.

Para descongelar las células, se afiadio lentamente a los criotubos un pequefio volumen

de medio completo, hasta la descongelacion de las células. En este momento, la
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suspension se anadio a aproximadamente 10 ml de medio completo, y rdpidamente se
centrifugd a 335 g durante 5 min. Tras la centrifugacion y la eliminacion del
sobrenadante, se resuspendid el pellet de las células en 5-10 ml de medio completo,
segun la cantidad de células congeladas. Una vez las células se recuperaron de la

descongelacion, se sembraron a la densidad normal.

3.1.6.Deteccion de micoplasmas en cultivos celulares mediante PCR.

La deteccion de micoplasmas mediante PCR se realizd de modo rutinario en todas las
células en cultivo. Para una deteccion 6ptima, las células deben haber permanecido al
menos 48 horas en cultivo antes de realizar el analisis. Como muestra se tom0 una
pequefia cantidad de medio de cultivo de cada linea celular, se centrifugé y se recogio el
sobrenadante. Si la deteccion no se realiz6 de inmediato, estos sobrenadantes se
conservaron a -20°C hasta su analisis. Las secuencias de los oligonucledtidos usados

como cebadores de la reaccion fueron:

Mico A: 5’-GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG-3’
Mico B: 5-CGG ATA ACG CTT GCG ACC TAT G-3’
La amplificacion se llevé a cabo en una mezcla de reaccion que contenia por cada

muestra:
e 5 ul de tampdn de reaccion (MgCl2 15 mM, KC1 500 mM, 1 % Tritonx100, Tris
-HCI 100 mM pH 8.8)

e 2.5 ul de cebador Mico A 10 uM
e (.25 pul de cebador Mico B 100 uM
e 5SuldNTPs2mM
e 2 ul de sobrenadante
e 0,5 ul de Taq polimerasa 2 U/ul
e 36,5 ul de agua Milli-Q estéril
Como control negativo de la amplificacion se prepardé la misma mezcla anterior

sustituyendo el sobrenadante celular por H,O libre de DNasas y como control positivo

se utiliz6 el sobrenadante de un cultivo celular contaminado, testado con anterioridad.
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La amplificacion se realizo con el siguiente programa de PCR:

e Calentamiento inicial: 94°C / 3 min
e Desnaturalizacion: 94°C / 30 seg.

e Hibridacion: 60°C / 30 seg.

e Extension: 72°C /30 seg.

e Extension: 72°C /5 min

= 30 ciclos: pasos 2-4.

Los productos de amplificacion obtenidos se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa (Sigma) al 1% en TBE (0,045 M Tris-borato, 1ImM EDTA) que contenia
SYBR® Safe DNA gel stain 1x (Invitrogen). Como marcadores de peso molecular se
utiliz6 el 100bp DNA ladder de Promega. La visualizacion se llevd cabo en el
transiluminador Gel Doc 2000 de BioRad Laboratories (Hércules, CA) y se analiz
mediante el programa Bio-Rad Muti-Analyst (PC version 1.1). En caso de resultado

positivo aparecié una banda de aproximadamente 500 bp.

3.1.7. Separacion de células en gradiente de densidad.

La separacion de células en gradiente de densidad se llevd a cabo con el fin de eliminar
las células muertas en los cultivos. Un volumen determinado de células se afiadio
despacio, con cuidado de no mezclar las fases, a un volumen equivalente de la solucién
de extraccion Ficoll (Ficoll-Paque, obtenido de HE Healthcare). Se centrifugd a 524 g
durante 20 min sin freno y posteriormente se recuperé con mucho cuidado el anillo que

se encuentra en la interfase, correspondiente a las células vivas.

3.1.8. Obtencion, purificacion y cultivo de células mononucleares de
sangre periférica humana.

Para la obtencion de las células mononucleares con las que se va a realizar los
posteriores experimentos se utiliza sangre total con EDTA como anticoagulante
procedente de los pacientes afectados de Leucemia linfocitica cronica de tipo B (LLC-

B) asi como de voluntarios sanos.

Tras diluir la sangre a la mitad con PBS estéril (Na,HPO, 8mM, KH,PO, 2 mM, NaCl
15 mM pH 7.4) las células mononucleares se separaron del resto de las células
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sanguineas mediante centrifugacion sobre un gradiente de Ficoll a 524 g durante 20
min, a temperatura ambiente y sin freno. Una vez recolectadas se realizaron tres lavados
con PBS estéril a 524 g durante 5 min por cada lavado, tras los cuales las células estan
listas para ser utilizadas posteriormente. Antes de realizar el Gltimo lavado se toma una
alicuota de la suspensién celular y se realiza un contaje de las células en camara de

Neubauer mediante exclusion con azul de tripan.

Una vez obtenidas las células mononucleares de sangre periférica, se resuspenden a la
concentracion deseada. En el caso de las células donante sano, se resuspenden en medio
RPMI 1640 completo con 10% de SFB. En el caso de las células de paciente de LLC-B,
se resuspenden en medio 1640 completo con 15% de SFB e interleuquina-4 20ng/ml.

3.1.9. Pacientes incluidos en el estudio.

En el estudio se incluyen 3 pacientes diagnosticados de LLC-B. La muestra del paciente
namero 1 proviene de sangre periférica extraida el 14 de marzo de 2012 y se le asigno el
coédigo de registro 01/20012. La muestra del paciente nUmero 2 proviene de sangre
periférica extraida el 3 de marzo de 2011 y se le asigno el cddigo de registro 04/2011.
La muestra de paciente del nimero 3 proviene de sangre periférica extraida el 28 de

maro de 2011 y se le asignd el cadigo de registro 08/2011.

Las células mononucleadas se aislaron tal y como se describe en el apartado anterior.

3.1.10. Determinacion del inmunofenotipo de pacientes con LLC-B.

Una caracteristica importante de las estas células es su heterogeneidad, sobre todo en
cuanto a marcadores de membrana. Estos marcadores son muy Utiles para distinguirlas

de células plasmaticas normales y de linfocitos sanos.

Para realizar el inmunofenotipado, se tomaron 2-10° células, se centrifugaron y se
lavaron con PBS. Se resuspendieron en 100 pL de ABB (annexin binding buffer) con
5% SFB, 2 pL del anticuerpo frente a CD5 marcado con FITC y 2 uL del anticuerpo
frente a CD19 marcado en PE (ambos fueron de BD Pharmigen). Se incubaron 15 min a
temperatura ambiente y se analizaron por citometria de flujo empleando un citometro
FACScan (Becton & Dickinson) y el analisis de los resultados se realiz6 mediante el

software Weasel v2.6.1
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3.1.11. Obtencién de macrofagos derivados de médula Gsea de ratén.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. Las tibias y los fémures fueron
aislados de la masa y lavados con abundante etanol al 70%. Se elimind la mayor parte
de tejido muscular y se eluyeron las células inyectando, en condiciones estériles, 2 ml
de medio RPMI a través de la cavidad de la médula d6sea. Se resuspendieron hasta
obtener una suspension homogénea y se filtraron con un filtro de nylon de 100pM (BD
Falcon). Las células se centrifugaron a 524 g durante 5 min y se resuspendieron en
medio DMEM completo con 10% SFB y, 5% SH. Posteriormente se ajustaron a una

concentracion de 1-10° cel/ml y se sembraron en placas de Petri.

Al tercer o cuarto dia se les cambid el medio, y a los 6 dias se tripsinizaron las células,
se recogieron con ayuda de una rasqueta y se trasvasaron a un falcon donde se inactivo
la tripsina con 5 ml de medio. Se centrifugaron a 524 g durante 5 minutos y se
resuspendieron en medio DMEM completo con 10% SFB. Se ajustd a una
concentracion de 4-10° c/ml y se sembraron en placas de 24 pocillos de baja adherencia
a razon de 1ml por pocillo y se dejaron incubar durante 24 horas a 37°C y 5% CO,. Al

dia siguiente ya estaban listas para realizar el experimento.

3.2. ESTUDIO DE PROLIFERACION, CITOTOXICIDAD,
APOPTOSIS Y NECROSIS CELULAR.

3.2.1. Materiales y reactivos para estudios de proliferaciony
citotoxicidad.

El azul Trypan procedi6 de Sigma. El péptido inhibidor de proteasas benciloxicarbonil-
Asp-Val-Asp-fluorometilcetona (Z-DEVD-FMK) procedié de BD Biosciences, Madrid.

La Anexina V marcada con DY634 (AnnV dy634) y la 7-Amino-Actinomicina D (7-
AAD) fueron de BD Biosciences, Madrid. La tetrametilrodamina metil ester (TMRE)
procedié de Molecular Probes/Invitrogen.

El compuesto de berberina con el que se trabaj6 era cloruro de berberina y procedi6 de

Sigma.
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3.2.2. Contaje y determinacion de la viabilidad celular.

La determinacién de la viabilidad celular se realizé de forma rutinaria por contaje con
azul Trypan, un colorante capaz de penetrar en las células muertas por tener la
membrana plasmatica desestructurada, tifiendo de esta forma las células de color azul.
Las células vivas y las apoptoticas (que no sufren rotura de la membrana plasmatica) no
se tifien. Para el contaje se mezclaron 50 pl de la suspension celular y 50 pl de la
solucién de azul Trypan (azul Trypan al 0.4% en NaCl 0.15 M), se depositd la mezcla

en una camara Neubauer y se realiz6 el contaje en un microscopio optico.

Caélculos para determinar la densidad celular:

(We células viables x factor de dilucion x 10*)

Densidad celular =
N de cuadrantes contados

Siendo 10” el factor de correccién por el volumen de la camara.

Determinacién de la viabilidad celular:

Ne celulas viables

04 de celulas viables = % 100
Ne celulas totales

Siendo las células totales las células vivas + células apoptoticas + células muertas.

Todos los experimentos con las células se realizaron partiendo de una viabilidad celular

de al menos un 90%.

3.2.3. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym).

El potencial de membrana mitocondrial que poseen las células se debe a la cadena de
transporte de electrones y a la ATPasa que generan un gradiente de protones entre la
matriz mitocondrial (cargada negativamente) y el espacio intermembrana (cargado
positivamente). Este potencial, alto y constante en condiciones normales, disminuye en

las primeras etapas de la apoptosis [57].

Para medir esta variacion de potencial, utilizamos la sonda catiénica fluorescente
TMRE con una méaximo de emision de fluorescencia en la zona naranja del espectro.
Esta sonda se acumula en la matriz de las células viables y cuando desciende el valor
del potencial, a causa de la apoptosis, desciende la cantidad de sonda retenida en la

matriz, por lo que disminuye la intensidad de fluorescencia.

Se recogen las células después de ser tratadas y se resuspenden en TMRE (25nM)

diluido en 100 pl de RPMI. Dichas células se incuban 15 min a 37°C y se analizan por
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citometria de flujo empleando un citdmetro FACScan (Becton & Dickinson) y el

analisis de los resultados se realiz6 mediante el software Weasel v2.6.1.

3.2.4. Determinacion simultanea de la translocacion de fosfatidilserina 'y la
permeabilidad de la membrana plasmaética.

La fosfatidilserina es un fosfolipido que se encuentra en la cara interna de la membrana
plasmatica. En etapas tempranas de la apoptosis se produce su translocacion a la cara
externa [3] de forma que queda accesible a proteinas que se unen especificamente a
ella, como es la Anexina V. Esta union es dependiente de la presencia de calcio.

La determinacion de la permeabilidad de la membrana celular se realiza a través del
marcaje con 7-AAD. Se trata de una molécula con un maximo de emision de
fluorescencia en la zona naranja del espectro que se une al DNA intercalandose en la
doble cadena. En etapas tardias de apoptosis la membrana plasmatica esta
permeabilizada de forma que el DNA de células apoptéticas se encuentra accesible al 7-
AAD. Habra que tener en cuenta que este 7-AAD también se unira al DNA de células
necréticas, no solo apoptoticas, ya que la membrana también estd permeabilizada en
dicha situacion.

Para medir estos eventos indicadores de apoptosis se utilizé junto con el 7-AAD,
Anexina V conjugada a la sonda fluorescente dy634 con un maximo de emisién de
fluorescencia en la zona roja. Para realizar el marcaje se centrifugaron las células 5 min
a 524 g, se elimind el sobrenadante y se afiadié 100uL de tampon ABB, 1.5 uL de
AnnV dy634 y 1.5 pL de 7-AAD. Las células se incubaron 15 min a temperatura
ambiente y se analizaron por citometria de flujo empleando un citometro FACScan
(Becton & Dickinson) y el andlisis de los resultados se realizd mediante el software
Weasel v2.6.1.

3.3. ANALISIS DE PROTEINAS.

La acrilamida y la N,N"-metilen-bisacrilamida fueron de Biorad (Espafia). El persulfato
sodico, la aprotinina, leupeptina, EDTA, Triton X-100, ortovanadato sédico, fluoruro de
fenilmetil sulfonilo (PMSF), pirofosfato sodico, Tween-20, azul de bromofenol,
N,N,N",N"- Tetrametilendiamina (T.E.M.E.D.), bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP)

y el nitroazul de tetrazolio (NBT) fueron productos de Sigma (Espafia). De Merck se
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obtuvo el dodecilsulfatosédico (SDS) y el glicerol de Scharlau. Las membranas de
PVDF fueron de GE Healthcare.

Los patrones de pesos moleculares coloreados utilizados en las electroforesis de

proteinas fueron de Thermo.

Las cubetas de electroforesis y los aparatos de transferencia fueron de Hoefer.

3.3.1. Extraccion y fraccionamiento de lisados celulares con detergentes.

Las células se centrifugaron a 335 g durante 5 min en una microcentrifuga (Thermo), se
eliminaron los sobrenadantes y se lavaron 1 vez con PBS. Seguidamente, se
resuspendieron en tampon de lisis (Triton X-100 al 1% (v/v), NaCl 150 mM, TrisHCI
50 mM pH 7,6, glicerol 10% (v/v), EDTA 1mM, ortovanadato sodico 1 mM,
pirofosfato soédico 10 mM, leupeptina 10 pg/ml, NaF 10 mM y PMSF 1 mM) a una
relacién de 20pL/10°el durante 30 min a 4°C. Los tubos se centrifugaron durante 15
min, 4°C, 10.000 rpm y los sobrenadantes se depositaron en tubos Eppendorf,

constituyendo la fraccion soluble en Tritén X-100.

A los sobrenadantes anteriores se les afiadieron 50 pl de una disolucion preparada en
agua Milli Q que contenia TrisHCI 150 mM pH 7,4, SDS 3%, molibdato de sodio 0,3
mM, pirofosfato de sodio 30 mM, NaF 30 mM, glicerol 30% (v/v), mercaptoetanol 30%
(v/v) y azul de bromofenol 0,06% (v/v). Posteriormente se hirvidé durante 5 min en un
termo-bloque y las proteinas celulares se separaron por electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida, o se congelaron a —20°C hasta el momento de su utilizacion.

3.3.2. Separacion de proteinas celulares. Electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS.

La separacion de proteinas en funcion de su peso molecular se realiz6 mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida que contenian un 0,1% de SDS. El porcentaje
de poliacrilamida fue del 12% y el nimero de peines de 10. Las muestras se calentaron
a 100°C durante 5 min, se centrifugaron (30 seg., 10000 rpm) y se cargaron 20 pl por
pocillo del gel. Las electroforesis se realizaron a un amperaje constante de 20 mA/gel y
un voltaje de 180 V durante 60-90 min. La electroforesis se realizd en presencia del
tampon de electroforesis con una composicion Tris 25mM, glicina 192 mM y SDS 3,4
mM.
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3.3.3. Transferencia de proteinas a membranas.

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (pre-
incubadas 30 segundos con metanol) mediante un equipo de transferencia semiseca de
BioRad. En la transferencia se utilizd6 un tampdn de transferencia compuesto por
TrisHCI 48 mM pH 8,3, glicina 39 mM, SDS 0,037% y metanol de calidad HPLC 20%
(v/v). La transferencia se realizd a 20 V y 400 mA durante 55 min. Después de la
electrotransferencia, la membrana se bloqued con leche desnatada en polvo al 5% (p/v)
disuelta en un tampon con NaCl 0,12 M, Tris/HCI 10 mM pH 8 y Tween-20 0,5% (p/v)

en PBS pH 7,4 (tampon B), durante 30 min a temperatura ambiente y agitacion suave.

3.3.4. Analisis de proteinas por inmunoblot (Western blotting).

Las proteinas celulares fijadas en las membranas de PVDF se analizaron con
anticuerpos especificos. La membrana se incubd durante toda la noche, a 4°C y con
agitacion suave, con el anticuerpo especifico para detectar la proteina deseada. El
anticuerpo primario se utilizo a la concentracion indicada en la tabla 1, y se diluyo en
una solucién en tampon B de leche en polvo al 2,5% (p/v) (tampon A). Finalizada la
incubacidn, se tiro la solucion con el anticuerpo y la membrana se lavo con tampon B, 4

veces durante 5 min, agitando moderadamente.

Seguidamente, las membranas se incubaron en tampdn A con el anticuerpo secundario
correspondiente, segin la especie de origen del anticuerpo primario, conjugado con
fosfatasa alcalina o peroxidasa, durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacion
suave. En todos los casos se ha utilizado una concentracion de anticuerpo de 0,2 pg/ml,
para la fosfatasa alcalina, y 0,05 pg/ml para la peroxidasa. La solucion del anticuerpo se
retird y la membrana se lavé abundantemente, 3 veces durante 5 min, agitando

moderadamente con la disolucién de lavado B.

La deteccion de los inmunocomplejos se realizO mediante captacion de la sefal
qguimioluminiscente en films fotograficos. Los sustratos para la fosfatasa alcalina y para
la peroxidasa fueron obtenidos de Novagen y Termo respectivamente. En ambos casos
se aflade el sustrato directamente sobre la membrana y se deja incubar 5 min en el
primer caso y 1 0 2 min en el segundo, tiempo tras el cual se elimina el sustrato y se
pone la membrana en el cassette de revelado. Los intervalos de tiempo de exposicion

del film a la membrana variaron en funcion del anticuerpo, y fueron desde unos
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segundos hasta varios min, aunque no es conveniente utilizar un tiempo de revelado
muy largo debido al aumento de coloracion inespecifica. Los liquidos de revelado y
fijado utilizados fueron de la marca Kodak, y la preparacion de los mismos se realizo

segun las instrucciones del fabricante.

3.3.5. Anticuerpos.

Los anticuerpos utilizados en este trabajo para inmunoblot se resumen en la siguiente
tabla (tabla 2).

Anticuerpo Caracteristicas Concentracion Proveedor
Bax mc, conejo 1/1000 BD Pharmigen
Bak pc, Conejo 1/1000 Millipore

BelX, pc, conejo 1/1000 Cell Signaling
Bim pc, conejo 1/1000 Calbiochem
Bcl2 pc, Conejo 1/1000 Santa Cruz
Mcll pc, conejo 1/1000 Santa Cruz

Tabla 2: Relacion de anticuerpo. me: monoclonal; pc: policlonal

3.4. RATONES.

Para los experimentos “in vivo” realizados en este trabajo se utilizaron ratones de la
estirpe C57BL6 y C57BL10 deficiente para el receptor tipo toll-2 (TLR2-/-). Todos
estos ratones provienen del laboratorio de Markus Simon, del Max-Planck Institute of

Immunobiology, Friburgo, Alemania.

Estos ratones se han mantenido y criado en condiciones libres de patgenos en el
animalario del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (CITA) del

Gobierno de Aragon.

3.4.1. Desarrollo tumoral en ratones.

A ratones de 8-9 semanas de edad se les separo en una poblacion tratada, a la que se le
administro 10mg/Kg (200 pL a una concentracion 0.9 mg/mL) cada 48 horas durante

una semana, y una poblacion control, a la que se le administro 200 pL de PBS cada 48
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horas durante una semana. Posteriormente se inyectaron subcutaneamente 2-10° células
EL4, recogidas en fase exponencial de crecimiento, en 100 pul de RPMI 1640 Al 2% de
SFB decomplementado. Tras la inoculacion, el tratamiento se administraba cada 24
horas y se analizo el desarrollo del tumor mediante la medicion del tumor diaria con un
calibre de precision. Para calcular el volumen del tumor, se midié el ancho (A), largo

(L) y alto (T) del tumor y se aplico la siguiente férmula:
V=4 xL xT

Los ratones se sacrificaron a los 9-12 dias de la inoculacién. Los tumores se extirparon

y se procedié a medir su volumen y peso final.

3.5. ANALISIS INFORMATICO DE DATOS

3.5.1. Estadistica.

El andlisis estadistico de la significancia fue realizado mediante un analisis del céalculo
de la t Student de dos colas, desapareado y con un intervalo de confianza del 95%
empleando el programa GraphPad Prisma 4.0. (GrandPath Software, Inc., San Diego,
CA, USA).

Los analisis estadisticos que dieron como resultado no significativos no se reflejan en
las figuras. Los datos reflejados con un asterisco (*) dieron como resultado una P menor
de 0.05. Los datos reflejados con dos asteriscos (**) dieron como resultado una P menor
de 0.01.
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4. RESULTADOS.

4.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA (IC50) DE LA BERBERINA SOBRE
DISTINTOS TIPOS CELULARES.

Se llevo a cabo la determinacion de la IC50 en distintas lineas celulares tumorales con
el objetivo de analizar la distinta sensibilidad de estas células a la accion citotoxica de la
berberina. Las distintas lineas celulares tumorales empleadas fueron: los mielomas
maultiples humano MM1S y RPMI 8226, el linfoma histiocitico U937 y la leucemia T

humana Jurkat.

4.1.1.Determinacion de la IC50 en el mieloma maltiple MMLS.

ctrl 25uM 50uM 100uM 200uM

42

10° 10% 10° 10*

Bl AnnV/7AAD (+/-)
[ AnnV/7AAD (+/+)

% Células

Figura 1: Analisis de la translocacion de la fosfatildilserina y la permeabilidad de la membrana plasmatica
inducida por la berberina en las células MM1S. Se trataron las células MM1S con las distintas
concentraciones de berberina durante 24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con Anexina V dy634 y
7-AAD tal y como se describe en los métodos y se analizo la fluorescencia por citometria de flujo. Las

imagenes superiores muestran el analisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los

28



nimeros indican el % de células en cada cuadrante. La grafica representa la media+/-SEM de 3
experimentos independientes. Se compararon estadisticamente los mismos rangos de concentracion a

distinto tiempo mediante el programa GraphPad Prisma.

Como se observa en la figura 1, La linea MMLS resulto sensible al efecto de la
berberina, alcanzando la IC50 a una concentracion cercana a 100 pM tanto a 24 como a

48 horas. Se opt0 por usar esta concentracion para realizar los experimentos posteriores.

4.1.2.Determinacion de la 1C50 en el mieloma multiple RPMI 8226.

ctrl 25uM 50uM 100uMm 200uM

10°

109 10° 109 10° 10° T 10F 100 10° 10° 10°
(=]
2 100-
~ Hl AnnV/7AAD (+/-)
AnnV 80- I AnnV/7AAD (+/+)

% Células

Figura 2: Andlisis de la translocacion de la fosfatildilserina y la permeabilidad de la membrana
plasmética inducida por la berberina en las células RPMI 8226. Se trataron las células RPMI 8226 con
las distintas concentraciones de berberina durante 24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con
Anexina V dy634 y 7-AAD tal y como se describe en los métodos y se analizd la fluorescencia por
citometria de flujo. Las imagenes superiores muestran el analisis por citometria de flujo de un
experimento representativo. Los nimeros indican el % de células en cada cuadrante. La gréafica representa
la media+/-SEM de 3 experimentos independientes. Se compararon estadisticamente los mismos rangos

de concentracion a distinto tiempo mediante el programa GraphPad Prisma.

A diferencia de la linea MML1S, la linea RPMI resulto ser mas resistente a la berberina.
De hecho, como puede observarse en la figura 2, a las 24 horas no se alcanzaba la IC50

en el rango de concentraciones utilizado. A pesar de que la desviacion entre los datos

29



obtenidos de uno a otro ensayo es grande, de nuevo se optd por la concentracién de 100

KM, en este caso a las 48 horas, por ser la mas cercana a la IC50.

4.1.3.Determinacion de la IC50 en el linfoma histiocitico U937.

ctrl 25uM 50uM 100um 200uM

10*

24h

10°
10¢

48h

10° it 0 | AN
g 10% 10° 10% 10°
P 10*
AnnV R
1001
[ 1 El AnnV/7AAD (+/-)
80 . 3 AnnV/7AAD (+/+)

60

% Células

40

20+

S eSS & POSS
24h 48h
Figura 3: Andlisis de la translocacion de la fosfatildilserina y la permeabilidad de la membrana
plasmética inducida por la berberina en las células U937. Se trataron las células U937 con las distintas
concentraciones de berberina durante 24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con Anexina V dy634 y
7-AAD tal y como se describe en los métodos y se analizé la fluorescencia por citometria de flujo. Las
imagenes superiores muestran el analisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los
numeros indican el % de células en cada cuadrante. La grafica representa la media+/-SEM de 3
experimentos independientes. Se compararon estadisticamente los mismos rangos de concentracion a

distinto tiempo mediante el programa GraphPad Prisma.

En la figura 3 se observa que la linea U937 fué completamente resistente a la berberina
a 24 horas en el rango de concentraciones utilizado, alcanzandose la IC50 a las 48

horasde a una concentracion de berberina alrededor de 50 pM.

30



4.1.4.Determinacion de la IC50 en la leucemia T Jurkat.

ctrl 25uM 50uM 100uM 200uM

22 43

19

iO"‘ 10° 10% 10° 10* 10° 10*
AnnV *
1004 e |
HEl AnnV/7AAD (+/-)

80 3 AnnV/7AAD (+/+)
&
S 601
8
° 40

204

S S LS PSS
24h 48h

Figura 4: Andlisis de la translocacion de la fosfatildilserina y la permeabilidad de la membrana
plasmética inducida por la berberina en las células Jurkat. Se trataron las células Jurkat con las distintas
concentraciones de berberina durante 24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con Anexina V dy634 y
7-AAD tal y como se describe en los métodos y se analizd la fluorescencia por citometria de flujo. Las
iméagenes superiores muestran el andlisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los
nimeros indican el % de células en cada cuadrante. La grafica representa la media+/-SEM de 3
experimentos independientes. Se compararon estadisticamente los mismos rangos de concentracion a

distinto tiempo mediante el programa GraphPad Prisma.

La linea Jurkat presento una sensibilidad intermedia a la berberina, dando como

resultado para la mayor concentracion analizada (200 uM) un indice de toxicidad muy

alto tanto a 24 como a 48 horas (figura 4). Al igual que para la linea U937, la

concentracion de la IC50 se situaba alrededor de 50uM, si bien en este caso esta

concentracion era mas evidente a las 48 horas.
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4.2. ANALISIS DEL MECANISMO DE MUERTE CELULAR
ACTIVADO POR LA BERBERINA UTILIZANDO
MUTANTES DE LAS LINEAS TUMORALES.

Uno de los objetivos planteados era intentar determinar cual de los mecanismos de
muerte celular programada, la via apoptotica extrinseca o la via apoptdtica intrinseca,
cobraba mas importancia en el mecanismo desencadenado por la accién de la berberina.
Para ello se analiz6 la exposicion de la fosfatidilserina, la permeabilidad de la
membrana celular y la caida del potencial mitocondrial utilizando mutantes donde se

habian sobrexpresado diferentes proteinas que protegen de estas dos vias de apoptosis.

Se utilizaron las lineas celulares Jurkat y U937, que servirian como control, y las lineas
mutantes: Jurkat CrmA, Jurkat BclX,, U937 Bcl2 y U937 Mcl1.

4.2.1. Determinacion de la exposicion de la fosfatidilserina y la
permeabilidad de la membrana celular en la linea celular Jurkat y sus
lineas mutantes.

Se realizaron ensayos a 24 y 48 horas sobre las lineas celulares: Jurkat, Jurkat CrmA y
Jurkat BclX_ a una concentracion de berberina de 100 pM, la cual habiamos
determinado como la méas cercana a la IC50 en la linea Jurkat.

24h 48h

ctrl 100 pM ctrl 100 um
0| 3]s 10|12 4]

Ml AnnV/7AAD (+/-)
3 AnnV/7AAD (+/+)

> > D D
g|io 1 J%Q§ <>:e$ & \‘7‘®§ K A

9 NS C &3’\“ S

NS «g S, Ny O

N LT &Y N L& &0
A Y &FE
55 TS
24h 48h

~
AnnV

Figura 5: Andlisis de la translocacién de la fosfatildilserina y la permeabilidad de la membrana
plasmatica inducida por la berberina en las células Jurkat, Jurkat CrmA y Jurkat BclX,. Se trataron las

células Jurkat, Jurkat CrmA y Jurkat BclX, con berberina 100 puM durante 24 y 48 horas.
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Posteriormente se incubaron con Anexina V dy634 y 7-AAD tal y como se describe en los métodos y
se analizo la fluorescencia por citometria de flujo. Las imagenes superiores muestran el analisis por
citometria de flujo de un experimento representativo. Los nimeros indican el % de células en cada
cuadrante. La grafica representa la media+/-SEM de 2 experimentos independientes. Se compararon
estadisticamente cada control con las células tratadas, ademas de las diferencias entre las lineas

tratadas y los controles entre si a mismo tiempo mediante el programa GraphPad Prisma.

A pesar de haber determinado la concentracion de berberina 100 UM como la mas
cercana a la IC50, en estos experimentos la mortalidad de la linea celular Jurkat tratada
con berberina no supero el 20% a ninguno de los dos tiempos (figura 5).

Los resultados obtenidos para la linea celular Jurkat CrmA determinan que la
mortalidad a las 24 horas se encuentra en torno al 20% mientras que a las 48 horas se
encuentra en torno al 10%, teniendo en cuenta que no existe diferencia entre el control y

las células tratadas.

En el caso de la linea celular Jurkat BclX, a las 24 horas existe una diferencia cercana al
20% de mortalidad de las células tratadas respecto del control. Sin embargo a las 48

horas no existe ninguna diferencia aparente entre ambas.

4.2.2. Determinacion de la exposicion de la fosfatidilserina y la
permeabilidad en la membrana celular en la linea celular U937 y sus
lineas mutantes.

Se realizaron ensayos a 24 y 48 horas sobre las lineas: U937, U937 Bcl2 y U937 Mcll
a una concentracion de berberina de 50 UM, la cual se habia determinado que era la méas
cercana a la IC50 en la linea U937.
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Figura 6: Analisis de la translocacion de la fosfatildilserina y la permeabilidad de la membrana
plasmatica inducida por la berberina en las células U937, U937 Bcl2 y U937 Mcll. Se trataron las
células U937, U937 Bcl2 y U937 Mcll con berberina 50 uM durante 24 y 48 horas. Posteriormente se
incubaron con Anexina V dy634 y 7-AAD tal y como se describe en los métodos y se analizo la
fluorescencia por citometria de flujo. Las imagenes superiores muestran el analisis por citometria de
flujo de un experimento representativo. Los nimeros indican el % de células en cada cuadrante. La
grafica representa la media+/-SEM de 2 experimentos independientes. Se compararon
estadisticamente cada control con las células tratadas, ademas de las diferencias entre las lineas

tratadas y los controles entre si a mismo tiempo mediante el programa GraphPad Prisma.

Como se puede observar en la figura 6, de nuevo sucede que a la concentracion
determinada como mas cercana a la 1C50, la mortalidad de la linea U937 tratada no

super6 el 10% a ninguno de los dos tiempos en estos experimentos.

Los resultados obtenidos para la linea U937 Bcl2 y U937 Mcll tienen mucha similitud.
Ambas presentan muy poca mortalidad y valores practicamente idénticos para el caso de
la linea tratada y la linea control. Solo en el caso de la linea U937 Mcl1 a las 48 horas se
observa una mortalidad en la linea tratada del doble respecto al control, pero a pesar de

ello ese dato no supera el 15% de mortalidad.
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4.2.3. Determinacion de la caida de potencial mitocondrial en la linea
celular Jurkat y sus lineas mutantes.

Se realizaron ensayos a 24 y 48 horas sobre las lineas: Jurkat, Jurkat CrmA y Jurkat
BclX, a una concentracién de berberina de 100 uM, la cual se habia determinado que

era la més cercana a la IC50 en la linea Jurkat.
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Figura 7: Analisis de la caida de potencial mitocondrial inducida por la berberina en las células
Jurkat, Jurkat CrmA vy Jurkat BclX,. Se trataron las células Jurkat, Jurkat CrmA vy Jurkat BclX, con
berberina 100 puM durante 24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con TMRE tal y como se
describe en los métodos y se analizd la fluorescencia por citometria de flujo. Las imagenes superiores
muestran el analisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los nimeros indican
el % de células en cada cuadrante. La gréfica representa la media+/-SEM de 2 experimentos
independientes. Se compararon estadisticamente cada control con las células tratadas, ademas de
las diferencias entre las lineas tratadas y los controles entre si a mismo tiempo mediante el

programa GraphPad Prisma.

En la figura 7 no se observa una caida de potencial apreciable al comparar las células
tratadas con el control a las 24 horas ni en la linea Jurkat CrmA, ni en la linea Jurkat
BclX,. Unicamente se observa una gran caida de potencial en el caso de la linea Jurkat,
lo cual puede deberse a un efecto basal, puesto que las células tratadas presentan

también un alto porcentaje de caida de potencial mitocondrial.

En los datos recogidos a las 48 horas no se observa que ninguna de las lineas, tanto las
tratadas como los controles, superen una caida del potencial mitocondrial superior al

30%. A diferencia de la linea Jurkat, si que se observan diferencias al comparar las
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células tratadas con las controles en el caso de las lineas Jurkat CrmA y Jurkat BclX,

llegando a ser significativa para la Gltima de estas.

4.2.4. Determinacién de la caida de potencial mitocondrial en la linea U937
y sus lineas mutantes.

Se realizaron ensayos a 24 y 48 horas sobre las lineas: U937, U937 Bcl2 y U937 Mcll a

una concentracion de berberina de 50 pM, la cual se habia determinado que era la méas

cercana a la IC50 en la linea U937.
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Figura 8: Analisis de la caida de potencial mitocondrial inducida por la berberina en las células U937,
U937 Bcl2 y U937 Mcll. Se trataron las U937, U937 Bcl2 y U937 Mcl1 con berberina 50 uM durante
24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con TMRE tal y como se describe en los métodos y se
analizé la fluorescencia por citometria de flujo. Las imagenes superiores muestran el analisis por
citometria de flujo de un experimento representativo. Los numeros indican el % de células en cada
cuadrante. La gréfica representa la media+/-SEM de 2 experimentos independientes. Se compararon
estadisticamente cada control con las células tratadas, ademas de las diferencias entre las lineas

tratadasy los controles entre si @ mismo tiempo mediante el programa GraphPad Prisma.

En los ensayos para determinar la caida de potencial mitocondrial con la linea U937,
U937 Bcl2 y U937 Mcll solo se observaron cambios apreciables a las 48 horas (figura
8). Cabe destacar que la caida es mucho mayor en las células control de la linea U937
Bcl2 que en sus células tratadas. En la linea U937 Mcll se puede observar una gran
caida del potencial mitocondrial de las células tratadas respecto del control, sin embargo

debido al error obtenido no se puede asegurar que dicha diferencia sea significativa.
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4.2.5. Niveles de expresion de las proteinas de la familia Bcl2 en la
apoptosis inducida por berberina en la linea MM1S.

El equilibrio entre las proteinas proapoptéticas y antiapoptoéticas juega un papel
importante en la homeostasis celular, por lo que para que se inicie la apoptosis por la via
intrinseca es necesario un desequilibrio entre estas proteinas a favor de las proteinas
proapoptaticas. Por ello se analizo el efecto de la berberina a una concentracion fija y
diferentes intervalos de tiempo sobre los niveles de expresion de proteinas relacionadas

con la apoptosis mediante inmunoblots.

Se realizaron ensayos a 2, 12 y 24 horas sobre la linea MML1S a una concentracion de
berberina 100 uM, la cual se habia determinado que era la mas cercana a la IC50. Se
prepararon los lisados celulares y se analizaron por inmunoblot los niveles de expresion

de las proteinas Mcl1, BclX,, Bak y Bax.
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Figura 9: Niveles de expresion de las proteinas de la familia Bcl2 en la linea MM1S tratadas con
berberina 100 uM a diferentes tiempos. Se prepararon los lisados y se analizaron por inmunoblot
los niveles de expresion de las proteinas que se indican en la figura, utilizdndose la actina como

control interno de carga.

Como puede verse en la figura 9, se observa una disminucién de las proteinas
antiapoptoticas Mcll y BcelX a las 24 horas. Se puede observar también el descenso de
Mcll a las 12 horas pero teniendo en cuenta el control de la actina, no podemos
asegurar que se deba al efecto de la berberina o un problema de carga en el gel. De igual

manera podria discutirse el efecto observado en BclX si lo comparamos con el control
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al mismo tiempo. Por otro lado también parece observarse un descenso de las proteinas

proapoptéticas Bak y Bax.

4.2.6. Niveles de expresion de las proteinas de la familia Bcl2 en la
apoptosis inducida por berberina en la linea RPMI.

Se realizaron ensayos a 12, 24 y 48 horas sobre la linea RPMI a una concentracion de
berberina 100 uM, la cual se habia determinado que era la mas cercana a la IC50. Se
prepararon los lisados celulares y se analizaron por inmunoblot los niveles de expresion

de las proteinas Mcl1, BclX,, Bak y Bax.
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Figura 10: Niveles de expresion de las proteinas de la familia Bcl2 en la linea RPMI MM1S tratadas
con berberina 100 puM a diferentes tiempos. Se prepararon los lisados y se analizaron por
inmunoblot los niveles de expresion de las proteinas que se indican en la figura, utilizdndose la

actina como control interno de carga.

Puede observase el ligero descenso de la proteina antiapoptotica Mcll a las 24 y 48
horas de incubacion con berberina (figura 10). Respecto a la proteina antiapoptotica
BclX, y las proteinas proapoptéticas Bak y Bax choca el hecho de que se observa un
descenso de las mismas a las 24 horas, pero de nuevo incrementa su expresion a las 48
horas. No obstante también se produce un descenso en los niveles de actina a las 24

horas, lo que puede significar que hay menos proteinas en general a ese tiempo.

38



4.2.7. Niveles de expresion de las proteinas de la familia Bcl2 en la
apoptosis inducida por berberina en la linea U937.

Se realizaron ensayos a 12, 24 y 48 horas sobre la linea U937 a una concentracion de
berberina 50 uM, la cual se habia determinado que era la méas cercana a la IC50. Se
prepararon los lisados celulares y se analizaron por inmunoblot los niveles de expresion

de las proteinas Mcl1, Bim y Bax.
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Figura 11: Niveles de expresidon de las proteinas de la familia Bcl2 en la linea U937 tratadas con

berberina 50 uM a diferentes tiempos. Se prepararon los lisados y se analizaron por inmunoblot los
niveles de expresion de las proteinas que se indican en la figura, utilizdndose la actina como control

interno de carga.

En la figura 11 sorprende el hecho de que no se observa la presencia de la proteina
antiapoptdtica Mcll en ninguno de los dos lisados recogidos a las 12 horas, mas
teniendo en cuenta que segun el control de la actina, no ha habido ningun problema en
la carga. Atendiendo a los resultados a los otros dos tiempos, podriamos decir que
puede apreciarse un descenso de Mcll a las 48 horas. Con respecto a las proteinas
proapoptéticas Bim y Bax, se observa una disminucion de la sefial tanto a las 24 como a

las 48 horas.
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43. ACTIVIDAD DE LA BERBERINA FRENTE A
MUESTRAS DE PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA DE TIPO B (LLC-B).

Otro de los objetivos que se planteo fue observar el efecto antitumoral de la berberina
en distintas muestras de pacientes con LLC-B y determinar si se pudiera tener en
consideracién para dicho tratamiento, por lo que se procedi6 a realizar experimentos “ex
Vivo”.

Las células plasméticas se incubaron a las dosis de 25 puM, 50 puM, 100 uM y 200 pM
de berberina durante 24 horas tanto en presencia como en ausencia del inhibidor de la
caspasa 3 Z-DEVD-FMK, lo que a su vez nos ayudaria a determinar si el mecanismo
desencadenado por la berberina depende de la caspasa-3. Dado que las células de LLC
son positivas para los marcadores de membrana CD5 y CD19 mientras que las células
sanas s6lo expresan uno de ellos, transcurrido este tiempo las células se marcaron con
CD5, CD19, AnexinaVV Dy634 y 7-AAD.
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Figura 12: Determinacion del inmunofenotipo de pacientes con LLC-B mediante citometria de
flujo. Las distintas muestras fueron incubadas con anticuerpos frente a CD5 marcado con FITCy a

CD19 marcado en PE.

Como se observa en la figura 12, en los 3 pacientes analizados se determin6 que mas de
un 80% de la poblacion celular era doble positiva para el marcaje con CD5 y CD19, el

cual es un inmunofenotipo tipico de la leucemia linfocitica crénica.
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4.3.1. Ensayo sobre el paciente 01/2012.
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Figura 13: Ensayo de la citotoxicidad de la berberina frente a un paciente con LLC-B. Las células
obtenidas del paciente de LLC-B 01/2012 se trataron a distintas concentraciones de berberina durante 24
horas, en presencia y ausencia de Z-DEVD-FMK. Posteriormente se incubaron con AnnV V Dy634 y 7-
AAD tal y como se describe en los métodos y se analizd la fluorescencia por citometria de flujo. Las
iméagenes superiores muestran el andlisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los

ntmeros indican el % de células en cada cuadrante.
A pesar de que la muerte basal sobrepasa el 40% en el control, se observa claramente el
aumento de la mortalidad a mayores concentraciones de berberina, Ilegando a alcanzar
una mortalidad del 90% a la concentracion més alta de berberina ensayada (figura 13).
Los datos obtenidos en presencia del inhibidor Z-DEVD-FMK no muestran diferencias
con los datos obtenidos en su ausencia, indicando que no ha habido ningun tipo de

proteccion frente a la muerte.
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4.3.2. Ensayo sobre el paciente 04/2011.
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Figura 14: Ensayo de la citotoxicidad de la berberina frente a un paciente con LLC-B. Las células
obtenidas del paciente de LLC-B 04/2011 se trataron a distintas concentraciones de berberina durante 24
horas, en presencia y ausencia de Z-DEVD-FMK. Posteriormente se incubaron con AnnV V Dy634 'y 7-
AAD tal y como se describe en los métodos y se analizd la fluorescencia por citometria de flujo. Las
imagenes superiores muestran el andlisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los
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En el caso del paciente de LLC-B 04/2011, el control llega a alcanzar una muerte basal

del 60%. A pesar de ello sigue observandose un incremento de la muerte en funcion de

concentraciones mas altas de berberina (figura 14). De nuevo los datos obtenidos en

presencia del inhibidor Z-DEVD-FMK son muy similares a los datos obtenidos en su

ausencia, sin embargo si que puede apreciarse una ligera proteccidn en este caso.
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4.3.3. Ensayo sobre el paciente 08/2011.
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Figura 15: Ensayo de la citotoxicidad de la berberina frente a un paciente con LLC-B. Las células
obtenidas del paciente de LLC-B 08/2011 se trataron a distintas concentraciones de berberina durante 24
horas, en presencia y ausencia de Z-DEVD-FMK. Posteriormente se incubaron con AnnV V Dy634 'y 7-
AAD tal y como se describe en los métodos y se analizd la fluorescencia por citometria de flujo. Las
imagenes superiores muestran el andlisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los
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Al igual que se ha ido observando con los otros pacientes de LLC-B, se repite un

incremento de la mortalidad a concentraciones mayores de berberina, siendo para este

caso mayor el salto dado entre el control y la primera concentracién que los saltos
sucesivos (figura 15). La presencia del inhibidor Z-DEVD-FMK sigue suponiendo una

muy ligera proteccion, de modo que no podemos aventurar que dichas diferencias

puedan deberse a €l o a simples errores experimentales.
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4.4, TOXICIDAD DE LA BERBERINA EN CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA (PBLs).

Para determinar la posible aplicacion de la berberina en tratamientos era necesario llevar
a cabo ensayos sobre la toxicidad de la misma en PBLs sanos, de modo que su
actividad citotoxica se desempefie Unicamente en las células objetivo del tratamiento.
Con este objetivo se realizaron ensayos “eXx Vivo” con poblaciones de PBLs sanos
extraidos de muestras de pacientes poliglobdlicos, donadas por el Hospital Clinico

Universitario Lozano Blesa de Zaragoza.

Los PBLs se incubaron a las dosis de 25 puM, 50 uM, 100 uM y 200 uM de berberina

durante 24 y 48 horas. Transcurrido este tiempo las células se marcaron con Anexina V

Dy634.

De la misma manera se llevaron a cabo ensayos “ex Vivo” con poblaciones de

macrofagos obtenidos de la médula 6sea de ratones C57BL6.

4.4.1. Ensayo sobre PBLs de pacientes poliglobulicos.
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Figura 16: Analisis de la citotoxicidad de la berberina sobre PBLs sanos. Se trataron los PBLs con las

distintas concentraciones de berberina durante 24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con AnnV V
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dy634 tal y como se describe en los métodos y se analizo la fluorescencia por citometria de flujo. Las
imagenes superiores muestran el analisis por citometria de flujo de un experimento representativo. Los
ndmeros indican el % de células en cada cuadrante. La gréfica representa la media+/-SEM de 3
experimentos independientes. Se compararon estadisticamente los mismos rangos de concentracion a
distinto tiempo y cada concentracion con el control a cada tiempo mediante el programa GraphPad

Prisma.

En la figura 16 observamos como el porcentaje de células positivas al marcaje con
Anexina V incrementa a concentraciones mayores de berberina, al igual que ha ido
repitiéndose con los ensayos similares que se han presentado anteriormente. Aunque la
diferencia es significativa al comparar el control con 200 uM de berberina, ninguno de
los datos sobrepasa el 20% de la poblacion. Solo el dato representado a las 48 horas y a
una concentracion de 100 uM sobresale entre los demas, pero no puede considerarse

fiable dado el error experimental.

4.4.2. Ensayo sobre macrdfagos extraidos de raton.
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Figura 17: Analisis de la citotoxicidad de la berberina sobre macréfagos de ratén. Se trataron los PBLs
con las distintas concentraciones de berberina durante 24 y 48 horas. Posteriormente se incubaron con
Anexina V dy634 y 7-AAD tal y como se describe en los métodos y se analizé la fluorescencia por

citometria de flujo. Las imagenes superiores muestran el andlisis por citometria de flujo de un
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experimento representativo. Los numeros indican el % de células en cada cuadrante. La grafica
representa la media+/-SEM de 3 experimentos independientes. Se compararon estadisticamente los
mismos rangos de concentracion a distinto tiempo y cada concentracién con el control a cada tiempo

mediante el programa GraphPad Prisma.

Aunqgue segun los dot plots representativos se podria decir que en todos ellos se
observan grandes porcentajes de poblaciones positivas Unicamente para 7-AAD (figura
17), estos datos fueron discriminados debido a un problema en la realizacion de los
settings en los que no se tuvo en cuenta la propia autofluorescencia de los macréfagos y
la fluorescencia intrinseca de la berberina. Descartados estos datos, ninguna de las
poblaciones a las distintas concentraciones de berberina, tanto a las 24 como a las 48
horas, sobrepasa el 30% de mortalidad, salvo la poblacion a berberina 200 uM a las 24

horas.

45. ACCION PREVENTIVA DE LA BERBERINA FRENTE
AL DESARROLLO TUMORAL DE LEUCEMIA “IN
VIVO”.

En el laboratorio ya se habian llevado a cabo ensayos en los cuales se habia tratado con
berberina a una poblacion de ratones a los que previamente se les habian inoculado
células de leucemia de raton EL4. Se habia visto que la berberina retrasaba el
crecimiento tumoral aunque no eliminaba los tumores. Al ser un componente natural de
las plantas utilizadas en medicina tradicional se pensd en el beneficio que puede
desempefiar su toma habitual por lo que se disefid6 un nuevo ensayo en el que se
empezara a tratar con berberina a la poblacion en estudio una semana previa a la

inoculacioén de las células tumorales.

Los 16 ratones C57BL6 de los que se disponian se dividieron en dos poblaciones, una a
la que se trataria con 10mg/Kg de berberina cada 48 horas y otra poblacion control en la
que se sustituyd la berberina por PBS. Los ratones tratados fueron numerados del 1 al 8
mientras que a los ratones control se les asigno nimeros del 9 al 16. Después de una
semana de tratamiento, se inocularon 2-10° células EL4 a cada ratén de forma
subcutanea en uno de los costados, considerandose este como el dia 0. El crecimiento de
los tumores se controld cada dia hasta el dia 12, en el cual los ratones fueron
sacrificados, se les extirparon los tumores y se procedié a medir su volumen real y su

peso.
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Figura 18: Andlisis “in vivo” de la accidn de la berberina frente a EL4 en ratones C57BL6. En la grafica A
se representa el volumen medido del tumor de cada ratén (en negro los ratones control y en verde los
ratones tratados) frente a los dias. En la grafica B se representa el volumen medio de los tumores de los
ratones tratados (en verde) y de los ratones control (en negro) frente a los dias. En la grafica C se
representa el volumen final de los tumores después de sacrificar a los ratones. En la grafica D se
representa el peso de los tumores extraidos después de sacrificar a los ratones. Los datos representados
en las graficas C y D se compararon estadisticamente de forma respectiva mediante el programa

GraphPad Prisma.

Durante la diseccién de los ratones para extirparles el tumor, se tomaron notas sobre la
apariencia que mostraba el interior de cada raton, las cualidades de cada tumor, si se

observaba infiltracion, si habia afectado a otros drganos o si se observaba necrosis:

EL ratdn 1 presentaba un tumor muy consistente y delimitado, el cual ademas no

presentaba rasgos de necrosis.

El raton 2 presentaba una ligera infiltracion que llegaba hasta los rifiones. El

tumor no mostraba rasgos de necrosis pero si de disgregabilidad.

El raton 3 presentaba un tumor compacto, delimitado, sin rasgos de necrosis ni

de infiltracion.

El raton 4 presentaba un tumor muy necrotizado por la cara externa, pero

delimitado, compacto y subcutaneo. Adherido al tumor se observd una
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irrigacion a simple vista similar a la grasa, la cual se hipotetizo que fueran
ganglios o células El4.

El ratéon 5 se hall6 muerto el dia del sacrificio. A pesar de presentar un tumor
pequefio en tamafio, este era deleznable y con un alto grado de infiltracion a
uno de los rifiones.

El raton 6 presentaba un tumor con dos zonas diferenciables, una solida y otra
endeble. Se encontraba ligeramente infiltrado y no mostraba rasgos de necrosis.

El raton 7 presentaba un tumor pequefio, subcutaneo, firme y bien delimitado.

El ratén 8 presentaba un tumor por debajo de la hipodermis que habia invadido
uno de los rifiones, ademas de tener un aspecto inconsistente.

El ratén 9 presentaba un tumor con dos secciones, una pequefia y con cierto
grado de necrosis que se mantenia en la capa subcutanea, y otra mayor la cual
se habia infiltrado hasta e hueso.

El ratén 10 presentaba dos tumores, uno de ellos mas compacto y subcutaneo, y
otro mas endeble e interno sin llegar a sobrepasar la hipodermis. Ambos
tumores se mantenian unidos por un tejido blanquecino similar al observado en
el raton 4.

El raton 11 presento dos tumores de apariencia similar a los vistos en el raton 10.
El mayor de los tumores presentaba tropismo hacia a columna pero no llegaba
a presentar infiltracion.

El ratobn 12 presentaba un tumor diminuto con adherencias del tejido
blangquecino comentado anteriormente.

El raton 13 presentaba un tumor deleznable. Unido a él se observaban ganglios y
tejido blanquecino.

El raton 14 presentaba una pequefia zona necrotizada en la parte exterior. En el
interior mostro ser compacto, subcutaneo y sin infiltraciones.

El raton 15 presentaba dos tumores, uno de ellos considerablemente mayor que
el otro, con tropismo hacia la columna. Aunque no firme, no era tan fragil
como el que presentaba el raton 13.

El raton 16 presento un tumor pequefio, necrético en la cara expuesta pero

completamente superficial.

Los resultados obtenidos, sin tener en cuenta aquellos casos que se salen de la

tendencia, parecen mostrar que los ratones tratados frente a los ratones control presentan

48



tumores de menor tamafio y pesos (figura 18). Ademas estos presentan un aspecto
menos invasivo y mas encapsulado, lo que podria considerarse mas benigno. Esta
prueba realizada se repitio pasado un tiempo con la diferencia de que se consider6 como
dia 0 el dia en que los tumores alcanzaron un volumen de 30-50 mm?®, retrasando o
adelantando el periodo en unos u otros ratones segun el crecimiento para ajustar al

méximo las desviaciones.

En este caso los ratones usados fueron 17 ratones de la estirpe TLR2-/- C57BL10, al ser
aquellos de los que se disponia y juzgar que no afectaria al desarrollo del ensayo. Los
ratones se dividieron en una poblacion de 8 y 9 ratones de las cuales la primera se
considerd como la poblacion de ratones a tratar y la segunda como la poblacién control.
La poblacion tratada se numer6 del 1 al 8 y la poblacién control del 9 al 17. Tras la
inoculacion de las células EL4 de forma similar a la anterior, el crecimiento de cada

tumor fue controlado hasta el dia 9 en que los ratones fueron sacrificados.
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Figura 19: Analisis “in vivo” de la accion de la berberina frente a EL4 en ratones TLR2-/- C57BL10. En la
grafica A se representa el volumen medido del tumor de cada ratdn (en negro los ratones control y en
verde los ratones tratados) frente a los dias. En la grafica B se representa el volumen medio de los
tumores de los ratones tratados (en verde) y de los ratones control (en negro) frente a los dias. En la
grafica C se representa el volumen final de los tumores después de sacrificar a los ratones. En la grafica

D se representa el peso de los tumores extraidos después de sacrificar a los ratones. Los datos

49



representados en las graficas Cy D se compararon estadisticamente de forma respectiva mediante el

programa GraphPad Prisma.

De nuevo se llevo a cabo un analisis cualitativo sobre la apariencia que mostraba el
interior de cada raton, las cualidades de cada tumor, si se observaba infiltracion, si habia

afectado a otros 6rganos o si se observaba necrosis en el momento de la diseccion.

e El ratdon 1 presentaba un tumor diferenciable en 3 partes de las cuales la mas
pequefia era ligeramente invasiva sin llegar a atravesar la hipodermis ni a
afectar a los rifiones.

e El raton 2 presentaba un tumor diferenciable en 3 partes superficiales y sin
infiltraciones. El tumor era facilmente disgregable de la dermis y presentaba
mucha irrigacion sanguinea.

e Los ratones 3, 4 y 5 presentaban tumores practicamente idénticos, superficiales,
planos y completamente subcutineos. Se podia observar cierto grado de
necrotizacion en el centro de la cara expuesta del tumor.

e El raton 6 presentaba un tumor de nuevo idéntico a los observados en los ratones
3, 4y 5, con la Unica salvedad de que en este caso la cara externa estaba
totalmente necrotizada.

e El ratdn 7 presentaba un tumor superficial y necrotico en la superficie ademés de
otro de menor tamafio que se infiltro por debajo de la hipodermis. Este segundo
tumor se encontraba adherido al hueso y parecia haberse introducido en las
costillas. A pesar de su invasion no habia afectado a los rifiones.

e El raton 8 presentaba la misma morfologia que se habia observado en los ratones
3,4y5.

e El ratdn 9 presentaba dos tumores, uno superficial con gran presencia de tejido
blanquecino y cierto grado de necrotizacion, y otro que habia llegado a infiltrar
hasta los intestinos. En un principio no se observaron afectados ni los rifiones
ni el higado, pero el tumor se extendio hasta las costillas.

e El ratdén 10 presentaba un tumor superficial necrotizado con gran presencia de
tejido blanguecino.

e El raton 11 presentaba un tumor superficial con ligeros signos de necrosis, y un
segundo tumor de gran tamafio infiltrado por debajo de la hipodermis y muy
irrigado. Este segundo tumor habia llegado hasta las costillas. Aunque los
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rifones e higado no parecian estar afectados, este ultimd presenta un color

extrafio.

El raton 12 presentaba un tumor superficial, completamente subcutaneo y

ligeramente necrotizado.

El ratdn 13 presentaba un tumor localizado por debajo de la hipodermis que

mostraba signos de irrigacion.

El raton 14 presentaba un tumor subcutaneo con gran presencia de tejido
blanquecino. En este caso dicho tejido presentaba una consistencia mas espesa

a la que se habia observado anteriormente.

El raton 15 presentaba un tumor con la cara externa necrotica y un segundo

tumor infiltrado. EI tumor presentaba moderada irrigacion.

El raton 16 presentaba un tumor superficial necrético, muy extendido e irrigado.
Se puedo observar también una protuberancia del tumor completamente

infiltrada en las costillas.

El raton 17 presentaba un tumor con menor irrigacion como la que se habia visto
en el resto de los ratones control. Como el resto de tumores, presentaba la cara
externa necrética. También se observé por la zona inguinal, un cuerpo con el
aspecto pero demasiado grande para ser un ganglio, que se recogié para su

posterior analisis.

Como se habia observado en la prueba anterior con los ratones C57BL6, los datos
aportados en este ensayo coincidian en que los ratones tratados frente a los ratones
control presentan tumores de menor tamafio y peso (figura 19). Ademas estos presentan
un aspecto menos invasivo y mas encapsulado, lo que podria considerarse mas benigno.
Este estudio es quizas mas visible al haber intentado corregir la desviacion y poder
verse mas claramente, exceptuando los casos que siempre se salen de la normal, los

datos obtenidos de forma cuantitativa y cualitativa.
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5. CONCLUSIONES Y DISCUSION.

Al igual que se habia observado en los pocos estudios realizados hasta el momento, se
ha corroborado el papel antitumoral de la berberina en tumores hematologicos “in
vitro”. Esto dista lejos de asegurar su eficacia “in vivo” pero son los primeros pasos

necesarios.

De las cuatro lineas celulares sobre las que se ha ensayado, la que presento mayor
resistencia al tratamiento fue la linea celular RPMI 8226, ademaés el error obtenido en el
ensayo hace dudar de los resultados obtenidos a las 48 horas, a pesar de que al rango de
100 uM se obtenga una diferencia significativa de P menor de 0.01 entre las 24 y las 48

horas.

La linea celular MM1S resulto ser la més sensible al tratamiento alcanzado altos
porcentajes de muerte a las 24 horas y que se mantuvieron a las 48 horas, no dando

diferencias significativas al comparar los resultados obtenidos a uno y otro tiempo.

La linea celular Jurkat presento una sensibilidad similar a la que se observoé en la linea
celular RPMI 8226 excepto al rango de 200 puM, al que el porcentaje de muerte llegaba

incluso a duplicar al porcentaje obtenido al rango inmediatamente anterior.

Los datos mas sorprendentes que se obtuvieron en la realizacién de estos ensayos fueron
los obtenidos para la linea celular U937 en referencia a los porcentajes obtenidos al
rango de 200 UM respecto a los obtenidos a 100 uM. En principio se atribuyd a un error
en la administracion de la berberina o al analizar la muestra, pero tras varias
repeticiones se descartd que este pudiese ser el problema. Se intent6 buscar informacion
en otros ensayos en que se hubiera usado la berberina sobre esta misma linea celular,
pero aunque los rangos de concentracion usados eran similares, no llegaban a analizar
el efecto del tratamiento a las 48 horas [58]. Se hipotetizo que al ser una linea
promonocitica, quizas dicha concentracion indujese la diferenciacion de las células,
volviéndose mas resistentes al tratamiento con el alcaloide, pero los ensayos planteados

no aportaron ninguna informacion que dilucidara la razon de los resultados obtenidos.

Se habia visto que la berberina elimina las células tumorales mayoritariamente mediante

la induccion de la apoptosis a través de la ruta mitocondrial [28]. Aunque los ensayos
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realizados con los mutantes no fueron del todo concluyentes, la falta de proteccion en la
linea Jurkat CrmA podria descartar la implicacion de la via extrinseca en el mecanismo

activado por la berberina, aunque este mecanismo habia sido sugerido previamente [59].

Sorprende el hecho de que en la linea Jurkat BclX,, se observe un alto porcentaje de
muerte a las 24 horas, teniendo en cuenta que la sobrexpresion de esta proteina deberia
protegerlas de la muerte. Bien es cierto que los resultados decaen a las 48 horas. Quizas
como se observa en el marcaje con la sonda TMRE, la caida, aunque ligera, del
potencial mitocondrial que sufren tiene mayor peso de modo que la célula se

desequilibre hacia las sefiales proapoptoticas recibidas.

También sorprende la total falta de proteccion que presenta la linea U937 Mcll puesto
que la sobreexpresion de esta proteina antiapoptotica de la familia Bcl2 podria haber
supuesto resistencia al tratamiento. De hecho en un trabajo previo se habia sugerido la
implicacion de esta proteina en la apoptosis inducida por Berberina [60]. Sin embargo
los datos de ese trabajo eran indirectos, ya que se basaban en una bajada de expresion de
Mcl1 durante la incubacion con la droga. Esto puede significar que, a pesar de ser una
de las proteinas antiapoptoticas de la familia Bcl2 y de que se produzca un descenso en
su expresion (dato confirmado en nuestro trabajo), no es una de las dianas en las que
actta la berberina. Sin embargo todo lo contrario se puede observar en la linea U937
Bcl2, en la cual puede verse en los resultados, sobre todo mas claro en los obtenidos con
la sonda TMRE, que la sobrexpresion de esta proteina protege de la caida de potencial

mitocondrial y de la muerte celular.

Los datos obtenidos por inmunoblot son todavia menos aclaratorios. Si bien parece
verse un descenso de las proteinas antiapoptdticas Mcll y BclX,, este hecho es

contradictorio con la también bajada de las proteinas proapoptdticas Bak y Bax.

Los datos obtenidos en el ensayo del tratamiento con berberina de las tres muestras de
pacientes con LLC-B fueron satisfactorios. A pesar de que en las tres muestras se partié
de niveles de muerte celular altos, se pudo observar el efecto citotéxico que desempefia
la berberina en este tipo de cancer hematoldgico. Ademas se ha corroborado la baja
toxicidad secundaria que presenta en el resto de células mononucleadas de sangre
periférica [44]. Finalmente, la falta de proteccion que se observa en presencia del
inhibidor de caspasas Z-DEVD-FMK, parece de nuevo excluir a la via extrinseca del

mecanismo de muerte celular activado por la berberina.
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Por ultimo, en el analisis del papel preventivo de la berberina frente al desarrollo

tumoral de un linfoma T “in vivo”, los resultados indican en ambos casos que la

berberina ha retrasado el crecimiento de los tumores, que ha inhibido la invasividad y la

angiogenesis en la mayoria de los casos, y que los tumores en los ratones tratados

presentan un aspecto mas encapsulado y benigno, datos similares a los que se habian
tomado con anterioridad [54, 55, 56].

Las conclusiones pueden por tanto resumirse en:

La berberina presenta actividad antitumoral “in Vitro” sobre diferentes tipos de
lineas tumorales hematoldgicas.

La berberina presenta potencial antitumoral “in vivo” en un modelo de
autotrasplante frente al linfoma de células T EL4:

- Retarda su crecimiento.

- Inhibe su capacidad invasiva.

- Interfiere con su vascularizacion.

La berberina elimina células tumorales mayoritariamente mediante induccion de
la apoptosis a través de la via mitocondrial, habiéndose comprobado la
participacion de la proteina Bcl2 en este mecanismo.

La proteina Mcl1 no esta implicada en la apoptosis inducida por berberina en los
tipos de tumores analizados.

La berberina tiene potencial antitumoral “in vitro” sobre células tumorales de
pacientes con LLC-B.

La berberina presenta una baja toxicidad secundaria a las células mononucleares

de la sangre periférica y en macrofagos diferenciados.
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