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ABREVIATURAS

ARN: 4cido ribonucleico.

ADN: dcido desoxirribonucieico.

ADP ribosa: difosfato de adenosina unido a ribosa.
AMPc: monofosfato de adenasina ciclico.

pH: concentracién de iones hidrdgeno.

M: molar.

mM: milimolar.

uM: micromolar,

PBS: Amortiguador salino de fosfatos.

BSA: Suero bovino con albimina,

h: Horas.

mi: mitilitros.

uk: microlitros.

mg: miligramos

Kb: kilobases de ADN,

ICs0: ndice celular al 50 %.

nm: nanémetros.

DMEM: medio de culitivo de Eagle moditicado por Dulbecco.
MTT: bromuro 3-(4,5-dimetiltlazolil-2)-2,5-difeniltetrazalio,
d{pGpG): dos guaninas contiguas.

d{pApG): adenina y guanina contiguas.

G1,5,G2 y M: fases del ciclo celular.

CH1: carcinoma ovérico humano.

LHRH: homona liberadora de la hormona luteinizante.
NAD: nicotinamida adenina dinucleotido.

EDTA: dcido etilendiaminotetraacético,

Caja HMG: grupo de proteinas de alta movilidad.
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RESUMEN

La apoptosis es un tipo de muerte celular diferente de la necrosis, que se define
como un proceso de autodestruccion celular dirigido genéticamente en cuya manifestacién
participan numerosos sucesos bioquimicos y moleculares.

En el presente trabajo se utilizé a las células HelLa (una estirpe derivada de un
carcinoma humano de cervix uterino) como un modslo para estudiar a la apoptosis.

En este estudio se indujo la muerte en células HelLa mediante Ia aplicacion de
diferentes dosis de cisplatino, un antineopldsico muy utilizado en quimioterapia, las cuales
.fueron del orden de 5, 10, 20, 40 y 80 uM; este efecto se reveldé en las pruebas de
viabilidad celular examinadas mediante espectrofotometria. Para comprobar que este tipo
de muerte correspondia a la apoptosis, se procedié a realizar diferentes tipos de tinciones
- Feulgen, Bromuro de etidio y Giemsa- en las células Hel.a tratadas con cisplatinc 40 uM.
Se observé que la aplicacién del farmaco si produce la muerte celular por apoptosis en
dichas células ya que el examen microscdpico exhibié las caracteristicas morfoldgicas de
esta muerte (contracccién del nicleo, condensacién de la cromatina y reduccién del
citoplasma).

Por otra parte, se realizaron prusbas electroforéticas con el fin de determinar los
tipos de fragmentaciéon que ocurren en la cromatina durante la apoptosis de Hela. La
hipétesis supone que Gnicamente se producirdn los fragmentos de alto peso molecular,
basada en reportes previos sobre apoptosis en células HelLa, en donde sefialan la
ausencia de fragmentos de ADN de bajo peso molecular (escalera).

Se logré encontrar la presencia de los fragmentos de ADN de alto peso
molecular con tamafios cercanos a las 23 kilobases a partir de las 9 horas de exposicion al
farmaco. Sin embargo, también se consigui6 detectar a los fragmentos oligonucieosémicos
en forma de escalera a las 18 horas, situacién no prevista en la hipétesis. La obtencion de
ambos tipos de fragmentos nos sefiala la posibilidad de que la degradacién apoptética dei
ADN, en células HeLa tratadas con cisplatino, se efectie de modo regular y progresivo.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES

La muerte as, junto con el crecimiento y la diferenciacidn, una etapa
crucial en el ciclo celular de los organismos. El balance dindmico entre proliferacién
y muerte da como resultado la homeostasis en las poblaciones celulares.

Recientemente los Investigadores se han orlentado ai estudio de un tipo
"natural” de muerte, denominada apoptosis o muerte celular programada. Este
fenémeno es de gran relevancia, dado que tiene un papel critico en varios procesos
fislolégicos y patoldgicos. La funclén precisa de la apoptosis, la manera cdmo se
regula y sus mecanismos de accidn, son temas de intensa investigacién en ei
campo médico-bioldgico.

La muerte se puede definir como la pérdida Irreversible de la integridad
celular causada por severos trastornos fislolégicos y morfolégicos (1) . La muerte en
la célula se presenta bajo las més diversas causas. En 1951 Glilcksmann, luego de
una serie de estudios embriolégicos, establecié que la muerte tiense un papel
especial durante fa ontogenia normal de los vertebrados (2). Posteriormente en
1966, Sanders también coincide en sefalar fa importancia de la muerte en los
sistemas embrionarios y llega a la conclusién de que este fenémeno es una
actividad bioldgica programada (3).

Hasta hace algunos afios, los estudios realizados sobre este tema
consideraban que la célula morfa de una manera pasiva y accidental por accién de
agentes lesivos. A este tipo de muerte celular se fe conoce cominmente como
necrosis (Del griego necros: muere y osis: estado) (2 y 4).



Ademds de la necrosis, se ha descubierto recientemente otro tipo de muerte
celular, denominada apoptosis, conocida también como muerte celular programada,
la cual manifiesta una actividad celular caracteristica en donde se necesita la
expresion de genes especificos y la presencia de una serie de fendémenos

~ bioquimicos y moleculares. La apoptosis (del griego apo: de y ptosis:

desprendimiento) es un proceso activo de autodestruccién celular dirigido
genéticamente y que cumple una funcién homeostatica (4 y 5).

Las primeras evidencias de la apoptosis fueron descubiertas por Kerr y
colaboradores en 1965. En ese afio ellos realizaron estudios histoquimicos en
higados de rata con isquemia y observaron que algunas células muertas
presentaban una apariencia morfoldgica diferente a las células necréticas
convencionales (6). Mds tarde en 1972, Kerr compard reportes de varias disciplinas
que mencionaban un tipo de muerte celular, semejante a la que obtuvo en sus
estudios sobre el higado, y concluyé que se trataba del mismo fenémeno. Por
consiguiente, Kerr propuso llamar apoptosis a este tipo de muerte celular recién
descubierta (5).

Tiempo después esta nueva clasificacién de la muerte celular dio pauta a
numerosas investigaciones y reportes de apoptosis en diferentes tipos celulares y
en distintas condiciones, lo que llevé a concluir que la muerte celular programada se
manifiesta en la mayor(a de los animales piuricelulares (4). Hasta el momento no se
ha reportado en organismos unicelulares la presencia de este tipo de muerte.

La muerte celular programada y la apoptosis generalmente se han utilizado
como sinénimos. Sin embargo ambos términos no son completamente equivalentes
(8). La apoptosis caracteriza un tipo de muerte celular que presenta un conjunto de
rasgos morfoldgicos especiales (8). Por su parte la muerte celular programada es
un término de uso general que significa la predeterminacién del deceso celular,
regulada genéticamente, en las fases embrionarias de un organismo, que puede
manifestarse mediante la apoptosis o no (9).



Es decir, la muerte celular programada no indica necesariamente la
presencia de la apoptosis en algunas organismos (10). Ademés la apoptosis puede
inducirse con una amplia gama de drogas o estimulos fisicos; aquf la muerte es
claramente no programada puesto que representa la respuesta celular a cambios en
su medio ambiente (8).

La muerte celular programada y la apoptosis se han observado en
diferentes organismas animales asf como en vegetales (7). En los animales, se han
podido detectar durante la metamorfosis de insectos y anfibios y en el desarrollo
embrionario de nematodos y vertebrados,

En el primer caso los insectos mejor estudiados son los lepiddpteros
Manduca sexta y Antheraea polyphemus (11) y el diptero Drosophila melanogaster
(12 ) . Con respecto a los anfibios la apoptosis es un mecanismo eliminador de
células que regula fa homeostasis de a epidermis del sapo Bufo bufo (13); ademds
s posible que la regresién de la cola en la larva de la rana Xenopus laevis se
deba a un proceso apoptdtico pues se ha comprobado que este fendmeno necesita
la sintesis de nuevas proteinas (14).

En los nemdtodos el caso de la muerte celular programada en
Caenorhabditis elegans, es relevanie ya que su estudio fue el primero en donde se
realizaron andlisis genéticos y moleculares, que resultaron en el descubrimiento de
una bateria de genes directamente responsables de la muerte celular. Dos genes
se encargan de regular el proceso (Ced-3 y Ced-4); un gen es el inhibidor de los
dos anteriores (Ced-9) y una serie de siete genes (Ced 1, 2, 5, 6, 7, 8, 10) controlan
el proceso en el cual las células vecinas se encargan de engullir los restos celulares
que al final se producen (11).
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En los mamiferos los estudios se han enfocado a varios tejidos como el
Gtero, la préstata, la corteza adrenal, las neuronas, etc, en donde la remocién o
adicién de un cierto factor de crecimiento hormonal les induce la apoptosis (4). En
el sistema inmune de ratones se ha demostrado que los timgcitos inmaduros
experimentan un répido recambio que hace que la mayoria de ellos mueran in situ
debido principalmente a la apoptosis (15).

En los seres humanos algunas evidencias de apoptosis se localizan en
tejidos neoplédsicos que incluyen a varios tipos de leucemia, en linfomas y en una
linea carcindémica de célon (4y 16).

La apoplosis también se presenta en las enfermedades infecciosas.
Existen evidencias que indican que la patogénesis de una gran cantidad de virus
incluye la induccidn de apoptosis en sus hospederos; como ejemplos estdn los
virus de la anemia de pollo, de la influenza de pavos, el VIH de humanos y muchos
otros mds (17). A su vez se sabe que las bacterias Shigella flexneri y Bortedella
pertussis, agentes de la disenterfa y la tosferina respectivamente, eliminan a los
macréfagos mediante la apoptosis (18).

En las plantas la muerte celular no necrética se expresa mediante un
mecanismo de autodestruccion celular similar a la apoptosis, si bien son necesarios
mds estudios que comprueben la existencia de este fenémeno (7).

CARACTERIZACION DE LA APOPTOSIS Y LA NECROSIS

La necrosis es un proceso patolégico que ocurre cuando las células estdn
expuestas a un ambiente dafiino. Este tipo de muerte accidental y pasiva se
presenta en respuesta a una amplia variedad de condiciones lesivas y sustancias
téxicas, entre las que se incluyen a la hipertermia, hipoxia, isquemia, venenos
metabdlicos, infecciones y golpes (1y 4).



Las alteraciones necréticas tempranas se manifiestan con el colapso del
nucleo celular (picnosis) de forma incipiente, acompanado de la condensacién de la
cromatina. Existe un edema intracelular representado por la hinchazén de orgdnulos
(retfculo endoplésmico, mitocondrias, lisosomas y otras vesicuias); se presentan
desarreglos en la cara interna de la membrana plasmatica, acompafnados de un
aumento del volumen celular; el nucledlo se disgrega, independientemente del
estado de la cromatina (1).

En estados necréticos avanzados la cromatina se degrada completamente
de un modo irregular, que se muestra como una masa difusa en el nicleo el cual
finaimente se desintegra; la matriz de los organelos se torna amorfa y densa a
consecuencia de la accién de enzimas lisosémicas y depdsitos de fosfato de calcio.
Como punto culminante est4 ia disolucién de los orgdnulos y la ruptura de ia
membrana plasmatica, la cual permite la salida de los restos celulares hacia el
espacio extracelular (1). (Figura 1).

La necrosis regularmente afecta a las células vecinas, debido a la presencia
de detritos celulares que junto con la liberacién de mediadores quimicos
desencadenan la respuesta inflamatoria (4).

Los cambios morfolégicos se deben principaimente a la pérdida de la
permeabilidad selectiva de la membrana plasmdtica. Estas alteraciones son
consecuencia de los desarreglos de las bombas idnicas membranales; ya sea
debido al dafio fisico directo de la estructura membranal, o a la falta de energfa
celular. Debido a que los cationes se mueven a través de la membrana por
gradientes de concentracion, los trastornos iénicos causan una considerable
hinchazén celular.
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El incremento intracelular del calcio citosélico libre (Ca++) se refleja en la
activacién de fosfolipasas que degradan a los fosfolipidos de membrana y causan la
desintegracién de la bicapa lipfdica. La liberacién de las hidrolasas de los lisosomas
contfibuyen significativamente a la rdpida desintegracién celular.

) Hay una baja apreciable de los niveles de prote/nas, ARN y ADN. La
digestion de las histonas por proteasas, hace que el ADN se desenrrolle y en
seguida las nucleasas lo rompen en fragmentos irregulares de distintos tamaiios (4).

La produccién de radicales libres derivados del oxigeno crece
apreciablemente debido a la accién de oxidasas y la disminucién de la efectividad
de los sistemas detoxificantes. Dichos radicales inducen peroxidacién de los dcidos
grasos de los fosfolipidos membranales y tienen efectos téxicos en los &cidos
nucleicos y protelnas. Los filamentos del citoesqueleto también sufren dafios por
proteasas activadas, como en el caso de la isquemia del miocardio en donde se
presenta una pérdida de vinculina (1).

La morfologla de las células en apoptosis se describié detalladamente con la
ayuda de la microscopia éptica y electrénica. Este proceso generaimente afecta a
células aisladas o pequeios grupos celulares de una manera asincrénica. Los
cambios se manifiestan de la siguiente forma:

El citoplasma se contrae y al mismo tiempo la cromatina se condensa en
una o varias masas grandes que se adosan a la envoltura nuclear; a continuacién el
nucleo se fragmenta de tal forma que las fracciones resultantes todavia conservan
la envoltura nuclear. La contraccién del citoplasma se asocia a la pérdida del iones
y fluido Intracelular, que se acrecienta debido a que el reticulo endopldsmico se
dilata y forma vesiculas que mds tarde son expulsadas al exterior (4, 5 y 6).



A pesar de esta pérdida de volumen, los orgdnulos, a excepcion del nicleo,
se mantienen intactos y la membrana celular no sufre ningun tipo de ruptura. En vez
de esto la membrana pierde su consistencia normal pues se contrae y tiende a
formar invaglnacione's. Después la célula se rompe en varios fragmentos discretos
llamados “cuerpos apoptdticos” que consisten en vesiculas con organulo's intactos
junto con porciones de cromatina; todo ello englobado con la misma membrana
plasmética de la célula. .

Los cuerpos apoptdticos varfan en tamafio y su nimero depende del
tamario de la célula que los origind. Estos cuerpos son répidamente fagocitados por
células vecinas o por el sistema reticuloendotelial. Una vez ingeridos, los cuerpos
apoptdticos sufren una rdpida degradacién. En algunos casos éstos no son
fagocitados y al degradarse entran en un proceso llamado “necrosis secundaria” (4,
5ye@)(Figura1).

Los cuerpos apoptéticos estdn constituidos por una matriz irregular Insoluble

formada ‘por proteinas empalmadas por ‘medio de enlaces &-(-y-glutamil) lisina
catalizados por la enzima transglutaminasa (8). La membrana de los cuerpos
apoptéticos evita que los contenidos celulares se expongan al medio extracelular, y
de este modo, no se estimula la respuesta inflamatoria (1 y 6).

El fenémeno apoptdtico conlleva la manifestacién de’ una multitud de
acontecimientos bioquimicos que incluyen la degradacién del ADN, la intervencién
de segundos me?g)ajeros, la activacién de enzimas y otros mecanismos.

Un fenémeno distintivo de la apoptosis es la degradacién peculiar de la
cromatina. Durante este proceso el ADN se degrada progresivamente por la accién
de endonucleasas. Los fragmentos producidos tienen determinado tamafio, del
orden de 180 a 200 pares de bases o sus mliltiplos, a modo de fragmentos
oligoméricos debido a que el ADN se rompe en ios espacios internucieosémicos

@).



Figura 1. Esquema de las diferencias mortolégicas entre una célula necrética y una
célula apoptética. A: Célula normal, B: Necrosis incipiente. C: Necrosis avanzada.
D: Apoptosis incipiente. E: Formacién de cuerpos apoptéticos. Tomado de Tomei y
Cope. 1991. Apoptosis: The molecular basis of cell death (6).
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Los productos de la degradacién se pueden detectar por medio de una
electroforesis en gel de agarosa que revela un patrén peculiar: un bandeo horizontal
regular llamado en escalera o “ladder”. Cada una de las bandas expresa el tamano
de los fragmentos oligonucieosémicos. Esta escalera es una de las caracter/sticas
de la apoptosis ya que si se realiza una electroforésis a un nucleo necrético, su
corrimiento se muestra como una franja difusa que revela la degradacidn cadtica del
ADN (6).

Una explicacidn a la formacién de la escalera apoptética fue propuesta por
Peitsch y colaboradores basados en sus experimentos con timocitos de ratén
tratados con dexametasona. Segln ellos la produccidn de fragmentos
oligonucleosdmicos durante la apoptosis, se debe a que el ADN experimenta
primero cortes puntuales en una cadena y después en la complementarla. Dichas
rupturas son frecuentes en los segmentos internucleosdmicos ocasionadas por la
accién de la ADNasa | (19).

Otro tipo de investigaciones puntualizan que, en ciertos casos, la
fragmentacién oligonucleosémica no es un hecho Gnico en la apoptosis, pues en
ellos se ha observado que la integridad del ADN se ve afectada en primer lugar por
el corte y liberacién de fragmentos de alto peso molecular (bucles cromatinicos)
del tamafo de 50 a300 kilo bases y posteriormente aparecen los fragmentos de
200 pares de bases o no se presentan (20 a 22).

Hasta la fecha, las endonucleasas probablemente responsables de la
degradacidén del ADN son varias, entre las que se encuentran una proteina anidnica
de 130 kilodaltones con actividad de ADNasa purificada de nulcleos de timocitos
tratados con glucocorticoides; la Nuc-18, una ADNasa de 18 KDa aislada del mismo
tipo celular anterior; una ADNasa independiente del ién Ca aislada de células CEM-
C7; Nuc-1 encontrada en C. elegaris y las ADNasas ! y Il. Sin embargo no se ha
podido obtener una evidencia directa de su papel en la apoptosis (23).
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El papel que juega la fragmentacién del ADN en la apoptosis es hasta el
momento controvertido, pues aunque se ha sugerido que este mecanismo es
probablemente el iniclador de la apoptosis, algunos experimentos han encontrado
que la fragmentacién del ADN y la activacién de endonucleasas son fendmenos
tardios en ciertas células apoptéticas (24, 25). Mds atn, un trabajo reportado por
Schulze-Osthoff y colaboradores sefiala la posibilidad de que la activacién de ia
apoptosis sea regulada en el citoplasma, en vez de que se active primero una
endonucleasa como acontecimiento primordial (26).

La produccion de fragmentos grandes de ADN en ausencia de degradacion
internucleosémica, suglere que ia condensacién de la cromatina puede ser
independiente de ésta y posiblemente los tipos de ruptura de ADN pueden variar
dependiendo del tipo celular. De hecho aln no se sabe que clase de fragmentacién
del ADN es el mejor indicador de fa apoptosis; al menos se tiene la centeza de que
la degradacidn progresiva de la doble hélice ocurre en todas las células apoptéticas,
y se mantiene como un rasgo peculiar de este tipo de muerte (27).

En fa actualidad se conocen varias anzimas intracelulares que intervienen en
la regulacién de la apoptosis. Entre ellas se mencionan a la proteina cinasa C (28 a
32), las tirosinacinasas (33 y 34) y la polimerasa de ADP ribosa (35 a 38). Del
mismo modo también existe la injerencia de segundos mensajeros como el Caicio (
39 a 43), el AMP ciclico ( 44 a 49) y la ceramida (28, 50 a 51).

Por otra parte también se ha encontrado que la apoptosis se presenta en
condiciones bioquimicas particulares, como el cambio del pH intracelular (62), o en
la produccién de radicales de oxigeno (53). También es probabie que los sucesos
oxidativos se presenten en el colapso celular o en las modificaciones estructurales
de ia cromatina (28).

.
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Existe una buena cantidad de evidencias experimentales que sefialan que la
induccién de la apoptosis es mediada por la sintesis del ARN y protelnas aunque
en clertos casos, 1os inhibidores de la sintesis de estas moléculas pueden llegar a
inducirla (54). La induccién de la apoptosis a través de la sintesis del ARN y
protelnas supuso la existencia de genes responsables del proceso (55). La primera
evidencia que demostré la necesidad de genes particulares para la induccién de la
muerte celular, provino de la labor de Robert Horvitz y colaboradores quienes
utilizaron como modslo al nematodo C. elegans ; sus resultados mostraron que hay
dos genes - Ced 3 y Ced 4 - responsables de la eliminacién de 131 células durante
la embriogenésis; otro gen hallado - Ced 9 - actila como regulador negativo del
proceso letal; mientras que una serie de siete genes intervienen en la fagocitosis de
los cuerpos apoptéticos (11).

Otros investigadores han intentado identificar las secuencias génicas
importantes en la muerte celular durante el desarrollo embrionario de D.
melanogaster (12) y M. sexta (52). Se han descublerto un conjunto de genes que
tienen participacidn en la apoptosis de células de mamifero. Entre estos se incluyen
a Bcl-2, (un gene asociado con un linfoma humano) capaz de interferir con el
proceso apoptético (56); al oncogené C-myc que tiene un papel dual pues
promueve tanto la proliferacién como la muerte celular (57); otros genes que
también inducen la apoptosis son: p53, un gene supresor de tumores (4, 58); Nur
77, cuya expresién puede intervenir también en la proliferacién y diferenciacién
celular (59) y Fas/Apo -1, un receptor de superficie de linfocitos activados, cuyo gen
es homdlogo al de! receptor del factor de necrosis tumoral (60).

Por otra parte se encontrado que clertos virus ejercen una regulacién
genetica que impide a la célula infectada entrar en apoptosis, como un mecanismo
que permite la multiplicacién viral y asegura la infeccién. Como ejemplos se
mencionan a los adenovirus, que infectan células de mamiferos (61), a los
baculovirus que infectan insectos (62), y al virus de Epstein-Barr (63).
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FUNCIONES DE LA APOPTOSIS

En la embriogénesis normal.

La apoptosis tiene un papel vital en el desarrollo embrionario de los
vertebrados superiores. Interviene en fenémenos como la eliminacién de las
membranas interdigitales en muchos amniotas, la fusién del paladar, la regresién de
los conductos de Miller en los machos, el desarrollo de la mucosa intestinal y la
retina, la diferenciacién neuronal embrionaria, etc; as/ como durante la regresidn
tisular en la metamorfosis de anfibios y en la ontogenia de C. elegans (6, 11y 14).
Probablemente muchas de las células que mueren durante el proceso embriolégico
sean vestigios que en especies ancestrales tuvieron una funcién activa y mds tarde
fueran programadas para morir,

En tejidos adultos normales,

La apoptosis, como parte de la regulacién homeostética de los tejidos
normales, continuamente ocurre en sitios como el higado o el epitelio de la corteza
adrenal, donde existe una baja proliferacién de células. También aparece en
poblaciones de rdpida proliferacién como el epitelio de las criptas intestinales y las
espermatogonias (6). Otro ejemplo es el endometrio cuyas fases secretora tardia,
premenstrual y menstrual presentan muertes masivas de células epiteliales
glandulares (4). La apoptosis actia en la produccién de células T durante la
eliminacién de timocitos inmaduros (15). La regulacién coordinada de la
proliferacién y muerte celular proporciona un contro! preciso sobre el tamafio tisular,
De este modo las células que ya cumplieron su funcién mueren y dejan que las
células jévenes las reemplacen (11).
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Regresién de drganos e hiperplasias.

La apoptosls interviene cuando se presenta la atrofia de drganos como la
préstata (64), timq (39) o la corteza adrenal (5).causada principalmente por
fluctuaciones hormonales. Respecto a las hiperplasias producidas por estimulos
mitogénicos, la reversién del tejido a su condicién normal se efectla mediante la
apoptosis después de la remocién del estimulo (6).

En infecciones y mutaciones.

En los organismos multicelulares lawapoptosis ocurre como un modo de
aliminar células cuya sobrevivencia puede perjudicar al organismo. En el proceso
inmunoldgico, algunos timacitos pueden lievar receptores capaces de reconocer y
atacar a tejidos del propio organismo (autoinmunidad), por esto las especies
autoreactivas son inducidas a la apoptosis en el timo. Los neutrdfilos también son
potencialmente peligrosos en ia respuesta inflamatoria; el cuerpo, tan pronto como
pueds, evita que los neutrdfilos dafien a los tejidos sanos al removerlos, mediante
apoptosis, del sitio de la infeccidn seguido de un proceso de fagocitosis (4 y 6).

Varios trabajos reclentes sugieren que la muerte celular producida por el VIiH
(virus del SIDA) es mediante la induccion de apoplosis en células infectadas (65).
Las intecciones retrovirales atacan directamente al nicleo celular donde causan
mutaciones y dafios en el ADN. ‘

Por tanto, las células llevan a cabo la apoptosis como un mecanismo de
defensa. La eliminacién de células infectadas b'or virus por linfocitos citotdxicos es
un ejemplo. La fragmentacidn del ADN impedirfa el ensamble de ADN viral y
anulara la transferencia de material genético dafiado cuando son tagocitados los
cuerpos apoptdticos. Cuando alggn agente quimico o fisico produce al ADN un
dafic no reparable, generalmente se dispara la apoptosis ya que las células
potenciaimente mutadas consmgir{an un riesgo para el organismo (6).
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Apoptosis espontdnea en tumores.

La apoptosis ocurre de manera frecusnte y espontdnea en los tumores
malignos. Las interacciones célula-célula son importantes para el desarrolio normal,
y la pérdida de tales adheslones se asocian con algunas neoplasias.

Por tanto, la apoptosis servirfa como un mecanismo fisidlégico de control
celular al deshacerse de células aberrantes (16). Probablemente los mecanismos
de regulacién de la poblacidn celular participen en las etapas tempranas de la
oncogénesis, al incrementar la apoptosis temporaimente y balancean cuaiquier
aumento de proliferacién celular.

Es posible que aigunos mecanismos inhibitorios de la apoptosis, como la
expresién del protooncogen Bcel-2, podrian participar en el desarrollo de tumores
resistentes a los efectos de agentes quimioterapéuticos y contribuir al crecimiento
de los tumores y quizds a la oncogénesis, al permitir la sobrevivencia de céiulas
con ADN anormal (66).

Posibles usos terapedticos.

La importancia de la apoptosis en la medicina reside en que es un fenémeno
regulable susceptible a la estimulacién e inhibicion. El control de la muerte celular
programada seria muy util en el tratamiento de enfermedades en donde se
presentan masas celulares ectdpicas, es decir, fuera de su lugar de origen como en
la endometriosis (4).

Con respecto al cdncer, existen varios ejemplos de la Induccién de apoptosis
en células neopldsicas cuyos agentes pueden ser glucocorticoides (67),
somatostatina y LHRH (68), andrdgenos (69) y compuestos anticancerigenos como
el cisplatino (71).
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L.a capacidad de poder inducir muerte celular en células cancerosas puede
ser un importante instrumento terapéutico. La importancia de la apoptosis en el
tratamiento de neoplasias malignas, se ha veriticado por los efectos de la
interrupcion hormonal en tumores dependientes de hormonas (71). El efecto de los
glucocorticoides en la leucemia linfocitica aguda, es otro ejemplo del potenciai
terapéutico de la induccion de la apoptosis en tumores. El desencadenamiento de la
muerte celular en células transformadas por el anticuerpo monocional Fas/APO-1 es
una posible aplicacidn contra el cancer (66).

Por otra parte el bloqueo de la apoptosis causado por la sobreexpresién del
gen Bcl-2 parece proteger a las células neopldsicas de un gran nimero de drogas
cltotéxicas; esto apoya la idea de que la apoptosis es la via principal utilizada por
ios anticancerigenos para producir ia muerte celular, mediante la interaccién de
cinasas y fosfatasas.

Sin embargo la accién de la droga puede depender de los efectos indirectos
del gene Bcl-2, o de los inhibidores, en la alteracién del ciclo celular, en los cambios
en el transponé y metabolismo de los farmacos o por la modulacién de la capacidad
reparadora (71y 72).

En la respuesta inflamatoria, la remocién de neutréfilos del sitio afectado es
efectuada por la apoptosis y la intervencién de macrdfagos. La eliminacion de
células, que evita la liberacién de los contenidos granulares y dei citosol, es
necesaria para el cese de ia inflamacién. La activacién de apoptosis en neutréfilos
pusde permitir la limitacién de! dafio tisular asociado con la respuesta inflamatoria, y
posiblemente ser utilizada para el tratamiento de enfermedades crénicas como la
antritis reumatoide (4). ‘
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CISPLATINO
Diaminodicloroplatino I, Platinol.

Descubrimiento y uso terapeditico.

El cisplatino es un complejo metdlico inorgénico hallado por Rosenberg y
colaboradores en 1965. Su aclividad biolégica fue descubierta accidentaimente
- durante experimentos que estudiaban el efecto de la corriente eléctrica en
Escherichia coli. Se encontrd que la divisién celular de la bacteria se inhibia no por
la corriente eléctrica, sino por el cispiatino producido por la reaccién de los lones
amonio y cloro de la solucién con los electrodos de platino (73).

Posteriormente se descubrié que el cisplatino posee una potente actividad
antineopldsica especiaimente titil en el tratamiento de cdnceres epiteliales. Este
fdrmaco se ha constituido en la base para el desarrolio de tratamientos curativos
pdra tumores de cabeza, cuello, testiculo, ovario, vejiga, eséfago y ciertas células
de pulmén, Se han sintetizado otros compuestos que contienen platino y usado en
tratamiento clinico como el transplatino y el carboplatino (74). Sus nombres hacen
referencla a la posicién que guardan los grupos NH3 con respacto al platinc 0 a su
enlace con un compuesto carbonado como se muestra en la figura 2:

AV VAR VA
NH/‘\CI CI/ \N‘ NH/ \o

Cisplatino  Transplatino Carboplatino

Figura 2. Estructuras quimicas del cis, trans y carboplatino.
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Reactividad y toxicidad del cisplatino.

Cuando el cisplatino se disuelve en una solucién acuosa, los iones cloro se
desplazan y permiten la formacién de especies hidratedas, las cuales son las
formas reactivas del compuesto (75).

La concentracién de los cloruros tienen influencia en la reactividad de
cisplatino. Después de la administracién intravenosa es relativamente menos
reactivo en el espacio extracelular donde la concentracién de cloruros es 100 mM,
aunque al cruzar la membrana plasmdtica, su actividad se “enciende': en el
citoplasma donde la concentracién de cloruros cae a 3 mM. El cisplatino activado es
un potente electréfilo (afinidad a cargas negativas) que reacciona con cualgquler
nucledfilo, como los grupos sulfhidrilos en protelnas y partes nucleofilicas en dcidos
nucleicos (75). .

La vida media del cisplatino es de 25 a 30 minutos. La concentraclén declina
subsecuentemente con una vida media de 58 a 73 horas. Mds del 90% del fdrmaco
en la sangre se une a proteinas plasmaticas. Se encuentran altas concentraciones
de cisplatino en riién, higado, intestino y testiculo, aunque tiene poca presencia en

‘el sistema nervioso central (74).

El dafio del cisplatino a la célula se localiza en la interaccién del compuesto
con el ADN, el cual produce aductos, es decir, el fdrmaco establece enlaces inter e
intracatenarios con la doble hélice a nivel de los pares guanina-guanina y adenina-
guanina, aunque también incluye la Interaccién ADN-proteinas. Algunos estudios
cuantitativos muestran que los enlaces 1,2 - intracatenarios d(pébG) y d(pApG)
son el 65 y 25 % respectivamente de los aductos formados in vitro.
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La difraccién de rayos-X del complejo cisplatino (NH3)2 d(pGpG) revela que
las dos guaninas estdn completamente desapiladas y la deoxirribosa de la 5"
deoxiguanosina estd plegada en su extremo C3’. Por estas razones, el aducto
intracatenario produce una distorsién severa en la doble hélice, que le provoca
desenrrollamientos y torsiénes locales y en consecuencia promueve la
desestabilizacién estructural de la molécula (76 y77). (Figura 3.)

( \
ADUCTO INTERCATENARIO ADUCTO INTRACATENARIO

Figura 3. Tipos de aductos formados por el cisplatino. Tomado de Fichtinger-
Schepman et al, 1885. Biochemistry; 24: 707 a 713. (76).



CISPLATINO Y APOPTOSIS

Durante varios afios se pensd que el efecto citotdxico del cisplatino se debia
a que bloqueaba la sintesis del ADN. Varias investigaciones més recientes con
células ovédricas de hamster chino tratadas con cisplatino, revelaron que la muerte
celular no se correlaciona con la inhibicidn de la sintesis del ADN. Se comprobd que
estas células recorrfan todo el ciclo celular, se detenian en ia fase G2 y morian
después de pocos dias. En este lapso la sintesis de proteinas y las concentraciones
de ATP y NAD permanecieron normales (78).

El andlisis de la muerte celular por cisplatino en estas células exhibié la
presencia de los rasgos morfoldgicos tipicos de la apoptosis, junto con la
deteccién de la escalera oligonucleosémica; aunado también al hecho de que
la apoptosis es inhibida si se tratan dichas céiulas con cicloheximida, un
agente bloqueador de la sintesis de! ARN y las proteinas (79). Otros estudios con
células deficientes en el mecanismo de reparacién del ADN indican que la
apoptosis se activa por la presencia de aductos del ADN producidos por el cispiatino
(80).

Un trabajo realizado por Ormerod y colaboradores (22) indica que el
clsplatino induce apoptosis en @l carcinoma ovdrico humano CH1, con la salvedad
de que la degradacién de! ADN-no fue oligohucleosémica sino que se producfan
fragmentos grandes de 30 kb. Los resultados anteriores apoyan la hipdtesis de que
la ruptura del ADN es progresiva y jerdrquicamente importante en e! inicio de la
apoptosis. El efecto apoptético del cisplatino se ha comprobado en varias lineas
celulares. En células leucémicas murinas L1210 ura dosis concentrada de la droga
les inducfa apoptosis, mientras que el tratamiento con dosis bajas les producia un
retraso en la fase S seguida de un blogueo en G2. Las células que superaban dicho
bloqueo continuaban el ciclo celular y finalmente morian; no hubo evidencias que
sugirieran que las células bloqueadas en G2 sufrieran apoptosis ( 70 ).

[P
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Sin embargo, Sorenson et al. reportaron muerte por apoptosis en células
bloqueadas en G2 después de aplicarles bajas dosis de la droga, lo que contradicen
los resultados expuestos anteriormente. La diferencia se puede deber a los distintos
medios en los cuales se cultivaron las células; la induccldn de apoptosis en este
caso puede estar influida por factores de crecimiento. Es posible que en
condiciones subdptimas de crecimiento la apoptosis se favorezca (70).

En estudlos hechos con timocitos Inmaduros de rata, se revelé que estos
fueron resistentes a la induccién de apoptosis por cisplatino; méds del 85% de éstos
timocitos eran “quiescentes”, s decir no se dividian. Con timocitos proliferantes se
descubrié que a una concentracién de 50 uM de cisplatino las células mostraron
apoptosis en el 66% de su poblacién. En contraste, el nimero de timocitos no
proliferantes tratados con cisplatino no variaba a los niveles del grupo control.
Ambas poblaciones de timocitos sufrian apoptosis por la accién de la
metilprednisolona y etoposlida, es decir, la muerte en estos casos era independiente
del estado de proliferacién. Por lo tanto los resultados sugieren que el efecto
apoptdético del cisplatino en timocitos depende de que estas células se encuentren
en las fases S y G2-M del ciclo celular (81).

Al parecer los cambios en las concentraciones intracelulares del cisplatino o
el nimero de aductos formados no explican la discrepancia que hay en los niveles
de apoptosis entre los timocitos quiescentes y proliferantes. La respuesta de los
timocitos al cisplatino comparada con ia etoposida nos sefala que el dafio al ADN
en s/ mismo pudiera ser insuficiente para inducir apoptosis en éstas células y se
necesitaria un tipo de trastorno especifico aun desconocido (81).

Posiblemente la escasa reparacién del aducto intracatenario d(pGpG)
contribuya de algin modo a la toxicidad de! cisplatino en la célula. También se
especula que un tipo de proteinas enlazantes al ADN , como la caja HMG, pueden
unirse a los aductos de cisplatino y dificultar su reparacién por proteinas
especificas, al poder interferir con los sistemas que controlan el paro del ciclo
celular después del dafio al ADN y consecuentemente disparar la apoptosis.



También es posible que el enlace de la caja HMG a los aductos puede
aumentar 8! bloqueo a la duplicacién o a la transcripcién. De este modo la
resistencia celular al cisplatino puede estar determinada por una competencia
dindmica entre proteinas que reparan ADN y las que interfieren con la reparacion y
desencadenan la apaptosis (80 y 83). '

CELULAS HELA Y APOPTOSIS

La iinea celular HeLa fue ia primera estirpe epiteloide y aneuploide derivada
de un tejido humano y mantenida por cultivo celular seriado. Fue aislada por Gey,
Coffman y Kubicek en 1951 proveniente del carcinoma anapldstico de cervix uterino
de una mujer de 31 afios llamada Henrietta Lack (84). Las células Hela son un
cultiva muy utilizade en numerosos laboratorios del mundo y se le considera una
linea celular tipo ampliamente usada en oncologia experimental (85). Su relativa
facilidad para cultivarse en monocapa en condiciones de laboratorio y su morfologfa
conspicua fueron los aspectos que motivaron la utilizacién de las células HelLa
como un modelo para estudiar la apoptosis.

Los estudios de la apoptosis en células HeLa, en donde se ha inducido este
tipo de muerte con la aplicacion de otras sustancias distintas al cisplatino, como por
ejemplo la ocratoxina, han revelado sus rasgos merfoldgicas tipices. Sin embargo el
andlisis slectrotdretico del ADN, segun estos reportes, sefiala la ausencia de la
fragmentacidn oligonucleosémica, es decir, de la escalera apoptética, ya que sélo
se ha conseguido detectar la presencia de fragmentos de alto peso molecular (6 y
92). Lo anterior se apoya en un trabajo que sefala la falta de !a escalera en la
apoptosis de células ovdricas humanas tratadas con cisplatino (22).

No obstante, existen reportes que mencionan haber detectado la escalera
en células murinas L1210 (70) y en células ovéricas de hamster tratadas con dicho
tdrmaco (79). Hasta el momento, y segun lo que se sabe, no se ha reportado en la
literatura cientifica la presencia de la escalera en la apoptosis de las células Hel.a.



HIPOTESIS

La apoptosis puede ocurrir en las células de manera espontdnea o por la accién
de agentes axternos, los cuales inciuyen hormonas, radlaciones o farmacos. Por io tanto si
se conoce que el antineopidsico cisplatino induce apoptosis en varios tipos celulares in
vitro, entonces la administracién de este farmaco producird la muerte en las céiulas HelLa

maediante el mecanismo antes mencionado. La apoptosis en estas células serd definida a
través de aspectos morfolégicos. Si se confirma la existencia de ia apoptosis en las céiulas
Hela, entonces durante la degradacidn del ADN, sélo se presentaran los fragmentos de
alto peso moiecular.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:

-- Determinar si el cisplatino induce la apoptosis en células Hela.

OBJETIVOS PARTICULARES:

-- Verificar los efectos téxicos del cisplatino en cultivos de celulas Hel.a.

-- Comprobar que el cisplatino elimina a las células HelLa mediante la apoptosis a
través de evidencias morfoldgicas y bioquimicas.

-- Conacer los tipos de degradacion del ADN que se presentan en células Hel.a
apoptdticas tratadas con cisplatino.



MATERIALES Y METODOS

Cuitivo celular. ‘

Las células Hela se sembraron en medio DMEM con suero al 10% y antibiéticos
(penicilina, estreptomicina). Se mantuvieron en una incubadora con COz2 al 5% a 37°C. Se
trabajaron a una confluencia (nimero de células) aproximada del 80%.

Viabilidad celular.

Las células se sembraron en cdmaras de 24 pozos, se les apiicé Cisplatino a diferentes
concentraciones (5, 10, 20, 40 y 80 uM) a diversos tlempos; una serie fue sometida a una
prueba colorimétrica de MTT modificada (86). Esta técnica se basa en la capacidad de ias
células vivas para reducir una sal solubje de tetrazolio de color amarilio, a cristales de
formazéan color plrpura por medio de la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa
(87). A cada pozo se le agregé1/10 de volumen de MTT (25 mg/ml) y se dejé incubar
minimamente por 4 horas.

La recoleccidn de los pozos se efectud conforme los tiempos asignados en el
experimento, después de la aplicacién del cisplatino. Las células se despegaron de los
pozos por raspado, se hizo un lavado con PBS dos veces. A cada muestra se le
afiadieron 300 pi de la solucién HCl-isopropanol 0.04 M y se disolvié el botén, despuds se
agregaron 600 pi de agua destilada y se resuspendié el contenido. Se leyeron al
aspectrofotémetro a 570 y 650 nm con luz visible y luz ultravioleta, se utilizé como blanco la
solucién 0.04 M de HCl-isopropanol. Se hizo por triplicado cada experimento. A los
porcentajes de sobrevivencla obtenidos se les extrajo la desviacién estdndar. La prueba

colorimétrica utilizada para la viabilidad celular fue examinada previamente en una curva
patron.

—t



Anilisis de! ADN.

Se sembraron células HeLa en cdmaras multipozos de 6 lugares, Se les aplicé
Cisplatino 40 yM y se recalectaron a diferentes tiempos ( 0,3,6,9,12,15,18 y 24 h.) bajo el
procedimiento sugerido por Walker et al (21). Brevemente: para obtener los fragmentos
grandes se lisaron las céiulas con la solucidn B (ver apéndice Il). A cada pozo ss les
agregaron 1 pl de bromura de etidio, 5 ul de ARNasa (5 mg/ml) y 5 ul de proteinasa K (10
mg/mi) sucesivamente. A continuacién todos los pozos se cubrieron cuidadosamente con
un tap6n de agarosa de bajo punto de fusién. Finaimente se aplicaron 5 voltios a la cdmara
de electroforesis durante toda la noche para correr el gel. Se visualizd con luz ultravicleta.

Para obtener los fragmentos cortos del ADN las células se recolectaron y se
les afiadié 100 pui de la solucién A ( Apéndice l}). Se lisaron los nicleos con ciclos de
congelacién, Se les agregaron 5 il de ARNasa (5 mg/mi) y se incubaron a 50 °C durante
una hora. Después se incubaron con 5 pl de proteinasa K con los mismos pardmetros.
inmediatamente se adicianaron 40 ul de NaCl 5 My después 280 u! de etanal. Los tubos -
se agitaron con cuidado y se deseché la medusa de ADN, es decir, los fragmentos de alto
peso molecular de ADN. Las saluciones resultantes se congelaron a -40 C por 24 horas.

Posteriormente se centrifugaron a 7000 rpm a 4 °C durante 25 minutos. Al
terminar los tubos se decantaron con cuidado dejdndolos secar. Se les agregaron 200 p!
de etanol, se resuspendieron y centrifugaron por dos minutos. Se volvieron a decantar y
secar. Se centrifugaron y a cada tubo se le afladieron 20 pul de agua destilada, 1pi de
bromuro de etidio y 2 ui de solucidn de carga. Se resuspendieron y se vaciaron a los pozos
del gel cofrespondiente. La cdmara de electroforesis se sometié a 80 voltios durante dos
haras y se extrajo e! gel para su observacién,

Ei procedimiento de Walker tiene la ventaja de utilizar e! Tritén X-100, un
detergente no desnaturalizante, que solubiliza Unicamente ios fragmentos de bajo peso
malecular; la precipitacién con NaCl y la extraccidn con etanal permiten aislar
adecuadamente ios fragmentos chicos d@ ADN para posteriormente someterlos a
electroforesis.
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Histologis de ias céiulas HelLa spoptéticas.

Se sembraron células en cubreobjetos, y se les agregé cisplatino 40 uM , se
fijaron con formalina al 10% pH 7.0 durante 10 minutos. Se lavaron con PBS y se
guardaron a 4 °C hasta usarse. A ia par 58 procesaron céiulas sin cisplatino como control.

Tincion con Feulgen y bromuro de etidio.

La células tijadas se sumergieron en HCI 5 N por 8 minutos, se lavaron con
agua commiente durante 3 minutos y despuéds con agua destilada. Se colocaron en reactivo
de Schiff por una hora y se lavaron en agua corriente y agua destilada. A un par de

. cubreobjetos se les deshidraté progresivamente con soluciones de etanol graduadas (50,

70, 80 y 96%). A continuacion se contratifiieron con verde rdpido “Fast green® durante tres
segundos, 56 enjuagaron en xileno y se secaron al aire. Finaimente se montaron con
resina sintética. ’

A otro par de cubreobjetos se les embabié en ARNasa preparada, se les incub6
durante 10 minutos a 37 °C y se enjuagaron con agua corriente. Después se les aplicé una
solucién de bromuro de etidio durante 5 minutos. Se enjuagaron con PBS y se montaron
en gelatina glicerinada.

La tincidn de Feulgen es un método para colorear el ADN nuciear, mediante el
tratamionto previo con dcido clorhidrico para facilitar Ia reaccién con el ADN, esto es,
ocasiona la hidrélisis de las bases piricas quedando expuestos los grupos aldehidicos de
la desoxirribosa. En seguida la adicién del reactivo de Schiff, permite que al combinarse
con los citados grupos aldehidicos, se tila a la doble hélice de color rojo. (Figura 4).
Posteriormente se contratifie con el reactivo de verde ripido para proteinas bdsicas el cual
colorea al citoplasma (88).



Figura 4. Reaccién del dcido peryddico y reactivo de Schiff .
Fb. fucsina bisica.

Por su parte e uso del bromuro de etidio es especiaimente adecuado para ia .
deteccién fluorescente del ADN. La propiedad de este compuesto de intercalarse
estrachamaents entre dos pares de bases le confiare un incremento veinte veces mayor en
su intensidad fluorescante a comparacién de! bromuro aisiado; ademés dicho
intercalamiento #s especflico para dcidos nucleicos de doble hebra (89).

Tincién con Glemsa.

Otros cubreobjetos con células control y con cisplatino (40 uM) se fijaron con
etanol absoluto a -70 °C por 5 minutos, despuds se secaron al aire. Los cubrecbjetos se
sumaergieron un minpto en solucion concentrada de Giemsa, s lavé el exceso de tincidn

con PBS y se montaron directamente en el portacbjetos con gotas de PBS y se guarderon
a -4 °C para su posterior cbeervacion.



La tincién de Giemsa es regularmente usada para colorear a la cromatina.
Consiste de una mezcla de varios colorantes que interactian con ios grupos fosfatos del
ADN de manera que tilen uniformemente a los cromosomas; la fraccién Eosina del
Giemsa Unicamente optimiza ia coioracién (90).



RESULTADOS

Durante ia aplicacion de cisplatino a las células Hela, se observd su morfologia
al microscopio Sptico invertido a 10 y 40x, antes de recolectar los pozos. Conforme
transcurrié el tiempo aumenté la cantidad de células muertas por apoptosis, que se
evidenciaban por una reduccidn de volumen ceiular y una condensacidn de la cromatina,
ademds de la presencia de cuerpos apoptdticos que flotaban en el medio; todas estas
caracteristicas son tipicas de la apoptosis (4 y 5).

Este efecto apoptdtico fud proporcional a la concentracién de cisplating
administrada. En los pozos control no habia presencia de apoptosis y la células
continuaban proliferando normaimente. En ias concentraciones de 40 y 80 uM después de
las 24 horas de aplicacidn de cisplatino, se observé que ia mayor parte de la pobiacion
celular estaba muerta por apoptosis.

Con el fin de cuantificar el efecto del cisplatino en la viabilidad celular, se utiilzé
la prueba coiorimétrica de MTT de Mosmann modificada (86). Antes de comenzar los
experimentos se elabord una curva patrén de crecimiento de células HelLa control con la
prueba de MTT, la cual demuestra que el crecimiento de la poblacién celular es
proporcional a los valores de la densidad dptica obtenidos en el espectofotémetro.
(Grdfica A).

Durante los primeros tiempos de aplicacion (6 y 12 horas) la viabilidad de las
células Hel.a se mantuvo relativamente alta en todas las concentraciones utiiizadas -entre
80y 90%- ( Graficas B a F ). En las soluciones de 5, 10 y 20 uM de cisplatino las curvas de
viabilidad fueron similares: los porcentajes de sobreviviencia disminuyeron
progresivamente aunque permanecieron arriba del 70 % hasta las 48 horas después de la
aplicacidn. Tiempo después se manifestdé una caida abrupta de la poblacioén celular; fa
viabilidad disminuyd debajo del 40 % cuando se llegé a las 72 horas. Entre estas
concentraciones se reflejé una similitud en sus ICso, es decir, los tiempos en los cuales las
poblaciones celulares disminuyeron en un 50% fueron muy parecidos ( Gréficas B, Cy D)
y (Tabla 1).
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Por su parte en las concentracionas de 40 y 80 uM las céiulas manifestaron un
comportamiento diferente, pues a las 24 horas de aplicacién, los parcentajes de
sobrevivencia descendieron a niveles inferiores del 40%; tiempo méds tarde la poblacion
celular continué disminuyendo y précticamente murié en su totalidad a las 72 horas. Sus
1Cs0 se mostraron casi idénticos (Grédficas E y F) y (Tabla 1). La gréfica G es una
recopilacién de todas las curvas de sabrevivencia obtenidas, e llustra las semejanzas y
divergencias que hubo entre ellas. Estos resultados nos permiten asegurar que el
cispiatino es una sustancia letal a las células Hela que manifiesta su toxicidad
dependiente del tiempo y la dosis admhistrada. ’

Con base en las curvas de viabilidad se selecciond la concentracién de 40 uM
de cisplatino, ya que esta concentracién induce la muerte celular relativamente répido y se
acerca a la concentracion utilizada en cilnica. Para comprobar que esta muerte ceiular

-inducida con cisplatino correspondia a ia apoptosis se decidié realizar varias tinciones
histolégicas

El andlisis de la marfologfa de las Hel.a tratadas con 40 uM de cisplatino por 24
horas se, iogré mediante el empleo de los colorantes Glemsa y Feulgen, cuyas
preparaciones se observaron &l microscopio éptico a 40X, y con bromuro de etidio en cuyo
caso la abservacién se realizé en microscapio de fluorescencia a 40X.

Con el uso del Feuligen, contratefiido con verde répido, las caracteristicas
apoptdticas de las Hel.a se evidenciaron claramente: el nicleo se tifié mds intensamente
que el citoplasma; se distinguié ia contraccién del micleo acompafiado con la reduccién
del citoplasma, también se presentaron algunos cuerpos apoptéticos como pequeios
circulos oscuros (Figura 5). Estos resultados se asemejan a la morfologia apoptética
reportada por Ormerod, aunque el colorante ahf utilizado fue azul de toluidina y las células
fueron de ovario humano (22).

Respecto al bromuro de etidio, se aprovecharon sus propiedades luminosas
para visuaiizar las preparaciones al microscopio de fluorescencia (ver materiales y
métodos). De esta manera se observé nitidamente la cromatina condensada tefida de
forma intensa, rodeada por un citoplasma contraido y coloreado mds tenuemente en un
fondo oscuro. (Figura 6). Para contrastar ia necrosis y la apoptosis se reslizé con esta
tincién una preparacién de células Hela necréticas tratadas con hipoclorito de sodio al 2 %



(Figura 7). El uso de colorantes fluorescentes para visualizar la cromatina condensada
tipica de la apoptosis se ha reportado en varios trabajos, entre fos cuales se menciona a la
naranja de acridina (82).

Con Giemsa las células Hela apoptdticas se tifieron apreciablements, en
especial su nicleo, quien exhibié una cromatina muy condensada; se visualizé también ia
~ disminucidn del citoplasma el cual se coloreé de una manera mds tenue. (Figura 8).

... Seglin los resultados conseguidos en las prusbas de tincidn se pudo comprobar
que los Eolorames utitizados fueron adecuados para resaltar los rasgos apoptéticos de las
céiulés Hel.a, teniendo cada uno de ellos su grado de sensibilidad propio, puesto que el
bromuro de etidio tifle espscificamente ADN (89) y los reactivos de Feulgen y Giemsa son
tipicos para colorear la cromatina (88 y 80).

Finalmente se realizé un andlisis del ADN de las células Hel.a tratadas con cispiatino
(40uM) a diferentes tiempos .Mediante una electroforesis con gel de agarosa convencional,
conforme la técnica de Walker et al (21), se logré detectar fragmentos de ADN de aitoc peso
molecular y de bajo peso molecular en células Hela tratadas. Los fragmentos grandes
de! ADN se presentaron a las 9 horas, sus tamafios se aproximan a 23 kb y se asemejan
a los fragmentos obtenidos por Walker (21) y Ormerod (22) ( Figura 9 B). Los fragmentos
chicos se observaron a las 18 horas, mediante |a tipica escalera, en multimeros de 200
pares de bases aproximadamente, semejanie a los repories de apoplosis con olras lineas
celulares y distintos agentes (19, 20 y 21). (Figura 9 A).

La Figura 10 revela los diferentes patrones electroforéticos entre la necrosis
inducida con hipoclorito de sodio al 2 % y Ia apoptosis inducida por cisplatino con la dosis
40 uM en las Hela. Conforme estos resultados es muy probable que, para las células
Hela, la concentracién de 40 uM de cisplatino sea la adecuada para la deteccién confiable

de los fragmentos de alto y bajo peso molecular del ADN de acuerdo al procedimiento de
Walker.
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Gréfica A. Curva patrén de crecimiento de células Hela
obtenida con el método colorimétrico de MTT.
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Gréfica C. Viabilidad de céiulas HelLa con
10 uM de cisplatino.

Los puntos marcados son representativos de tres ensayos
y s@ obtuvieron mediante desviacion estdndar.
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Gréfica E. Viablildad de células HeLa con
40 uM de cispiatino.

Los puntos marcados son representativos de tres ensayos
y se obtuvieron mediante desviacién esténdar.



120

[ ]
.2 100
2
80 =
2 IC50
§
PY 40 4
-
2
0

Tiempo (h)

Gréfica F. Viabilidad de células HelLa con

80 uM de cisplatino.

Cisplatino (uM) Tiempo (h)
5 64
10 62
20 58
40 21
80 18

Tabla 1. Tiempos en que se registraron los ICso0 de las células Hela con las
concentraciones de cisplatino utilizadas. El ICso es un Indice que
expresa el descenso de la poblacién celular en un 50 %.
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Gréfics G. Comparscién de las curvas de sobrevivencia
obtenidas de las gréficas B,C,D,Ey F.
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Figura 5. Histologia de células apaptdticas tratadas con 40 pM de cisplatino
tefiidas con la técnica de Feulgen. A: ceélulas control. Se puede apreciar
abajo a la izquierda, una célula en mitosis. 40X. B: células apoptéticas. Se
puede distinguir el colapso del nicleo (partes oscuras) y la contraccion
del citoplasma. 40X.
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Figura 6. Histologia de células Hela apoptdticas tratadas con 40 uM
de cisplatino teflidas con bromuro de etidio. A: células control. En medio i
a la izquierda se muestra una célula en mitosis. B: células apoptoticas.
Se puede distinguir la condensacion de la cromatina y la contraccion del

citoplasma. 40 X,

Figura 7. Histologfa de células Hel.a necroticas tratadas con hipaclorito
de sodio al 2% tefdidas con bromuro de etidio. Se puede apreciar la
desintegracidn del nucleo, el aspecto amorfo del citoplasma y el aumento
del volumen celutar.
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Figura 8. Histologia de células Hel.a apoptoticas tratadas con 40 uM
con cisplatino teflidas con Giemsa. 40 X. A: células control con nticleo
bien definido. En B las células apoptdticas se distinguen por el nucleo
condensado y la contraccion del citoplasma.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de ADN extraido de células Hela
apoptéticas tratadas con 40 uM de cisplatino. A: Fragmentos de bajo peso
molecular (escalera). B: Fragmentos de alto peso molecular. El carril es el
marcador de ADN; las bandas representan los pesos moleculares en kilo
bases (Kbp). En A la escalera se presenta en el catril de las 18 horas. EnB
los fragmentos se presentan en el carril de las 9 horas.

Figura 10. Comparacion del ADN extraido de células Hela apoptdticas
y necroticas mediante electroforesis en gel de agarosa. El carril M es el
marcador de ADN. Los carriles L1 yL3 son HelLa control. El carril L2
muestra Hel.a apoptdticas y la presencia de la escalera (con cisplatino
40 uM). El carril L4 exhibe Hela necroticas tratadas con hipoclorito de
sodio al 2 % y su degradacion inespecitica.
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DISCUSION

El cisplatino s un agente antineopldsico utilizado en el tratamiento de varios
cdnceres humanos (74). Su mecanismo téxico ain permanece por explicar, aunque se
sugiere que su letalidad se debe a que forma aductos intracatenarios en el ADN (80). Los
resultados obtenldos en las pruebas de viabilidad celular nos indicaron que el cisplatino
tiene un efecto letal progresivo en las células HeLa conforme transcurre el tiempo de
exposicién. Esto concuerda con trabajos en donde sefialan que el cisplatino tiene un
electo dosis-respuesta en hepatomas (82), en células ovdricas de harhster chino (78),
humano (22) y en ias propias células HeLa (87).

La viabilidad relativamente alta de las HeLa durante los primeros tiempos de
aplicacion de cisplatino (6 y 12 horas), sin importar el nivel de concentracién, se puede
deber a que los sistemas detoxificantes de la célula contra el fdrmaco -glutation y
metaiotione/na- neutralizan su accién letal (80 y 87).

Otro motivo puede ser la duracin del ciclo celular de las HelLa: se sabe que en
estas células la fase G1 dura 8 horas y la fase S 6 horas (91),y aunque el crecimiento de la
poblacién muy probablemente fue asincrénico, durante este intervalo de tiempo la
toxicidad no se presenté debido a que el fdrmaco preferentemente provoca la muerte -
celular después de parar a la poblacién celular en la fase G2 del ciclo, como se ha
comprobado en células ovdricas de hamster (78) y en células de ratén L1210 (70).

En los tiempos subsecuentes los comportamientos de ias curvas variaron segun
la concentracién de la droga. La baja sostenida de la viabilidad en las soluciones de 5, 10
y 20 uM, entre las 12 y 48 horas, indica que el cisplatino ain no elimina a la mitad de la
poblacién. Es probable que en esos momentos los tioles intracelulares, glutatién y
metalotioneina, intervengan para aminorar los efectos del cisplatino (80), sin embargo se
ha reportado que su accién no es suficiente para neutralizar completamente la toxicidad de
la droga, ya que se piensa que este fenémeno se debe a los mecanismos reparadores dei
ADN, los cuales eliminarian a los aductos formados.
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Lo anterior se apoya en el hecho de que algunas células resistentes al cisplatino
muestran un aumento en la actividad reparadora de la doble hebra (80); después de las 48
horas la viabilidad de las HeLa cayé a menos del 50 % en las 72 horas. Este fendmeno
posiblemente se explique por el efecto acumulativo del cisplatino y del ciclo celular de las
HelLa. Segin Volpe y Eremenko (91) la duracién dei ciclo de estas células abarca
aproximadamente 20 horas y si se supone que el crecimiento del cultivo fue asincrénico,
se puede éugerlr que, en el Intervalo de las 12 a las 48 horas, una parte de las células
murieron probablemente a que en esos momentos se encontraban en la fase G2;
posteriormente la poblacién descendié poco quizds, debido a que en dicho intervalo, las
células sobrevivientes entraban en un nuevo ciclo celular.

Después de las 48 horas la mortandad fue masiva debido a que en ese tiempo

la mayoria de las células falieclan después de parar en G2, aunque un pequeno

porcentaje de la colonia no fue afectada por el farmaco y pudo sobrevivir en los tiempos
estudiados. :

Comparativamente la toxicidad de las soluciones de 40 y 80 uM fue mucho

'mayor. Este efecto tan drdstico se puede deber a que posiblemente los mecanismos

reparadores del ADN sean insuficientes para neutralizar la accién de la droga a estas
dosis. Bubley et al reportan que la formacién de aductos es directamente proporcional a la
concentracién de cisplatino aplicado en células prostaticas carcindmicas (93), de este
modo se puede suponer que el nimero de aductos en el ADN pudiera ser critico para
disparar irreversiblemente la muerte celular, ya sea por el dafio a la molécula en sf, o por
medio de proteinas detectoras de aductos que quizds intervengan enla seial letal (80),
Por lo tanto las curvas de viabliidad demostraron el poder téxico del cisplatino en las
células Hela.

Los experimentos subsiguientes tuvieron el propésito de determinar si la
mortalidad de las células Hela se efectia mediante la apoptosis. Basados en reportes en
donde se sefiala que el cisplatino induce apoptosis en células ovéricas humanas (22) de
hamster chino (79), en hepatomas (82), en células murinas (70) y en timocitos proliferativos
(80), se considerd la posibllidad de que este fenémeno se pudiera presentar en las Hela,
puesto que existen trabajos que mencionan la induccién de apoptosis en estas células
aunque los agentes causales fueron diferentes al cisplatino (6, 92 y 94).
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La razén de haber escogido la concentracién de 40 uM de cisplatino para
comprobar la apoptosis en células Hel a, se debe a que si bien las dasis de 5, 10 y 20 uM
pueden producir la escalera oligonucleosémica y los rasgos morfolégicos apoptoticos, el
tiempo que tardarian en efectuarlo seria mucho mayor a comparacién de lo que demoraria
la concentracién de 40 uM (aproximadamente 36 horas después), tomando en cuenta sus
ICso resultantes, con lo que se dificultarfa la deteccién de la escalera. A este respecto
segun resultados obtenidos por Ormerad (70) en células murinas L1210, dosis menares o
Iguales a 20 uM de cisplatina no fueran capaces de evidenciar la escalera apoptética
durante la electroforesis.

Con respecto a la cancentracién de 80 uM aunque su ICso @s parecido al de 40
UM, su letalidad es mayor en el punto de las 24 horas (Gréfica G y Tabla 1), y si se
considera que la escalera apoptdtica tiene una duracién temporal breve (79), posiblemente
en dicha concentracién la deteccién fuera problemadtica, es decir, no fuera reproducible
debido al probable enmascaramiento de ia apoptosis por signos de necrosis secundaria.

Una de las caracter(sticas mds conspicuas de la apoptosis es la degradacion
regular del ADN que consiste en la produccién de fragmentos de alto y bajo peso
molecular, estos Uitimos revelados durante la formacién de la escalera oligonucleosémica
27).

Segun los resultados anteriormente presentados, las células Hela tratadas con
40 um de cisplatino experimentaron apoptosis y mostraron los dos tipos de degradacién de
ADN, es decir, en contradiccién con una pante de la hip6tesis, no sélo se presentaron
fragmentos de alto peso molecular, sino que también hubo tragmentacién
oligonucleosémica.

Las técnicas utilizadas, basadas en el método de Walker et al (21), se usaron
porque permitieron ja deteccidn de los dos tipos de fragmentoes, particularments los de alto
peso molecular, sin la necesidad de recurrir a la electroforesis de pulsos y en su lugar
emplearse la técnica convencional de gel de agarosa; estos procedimientas condujeron a
la deteccién de fragmentos grandes aunque no permitié revelar sus pesos moleculares
exactos.
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La presencia de los fragmentos oligonucleosémicos en @l carril de las 18 horas,
nos confirma que la degradacién del ADN en escalera es un fenémeno dindmico y de corta
duracién temporal como se sugiere en el trabajo de Barry et al (79). Posiblemente durante
los primeros tiempos de exposicién al cisplatino, el ADN que se fragmenté fue insuficiente
o Inadecuado para revelarse en la electroforesis, y en tiempos posterlores el nivel de
degradacién es tal que se muestra como un corrimiento irregular. La obtencién de los
fragmentos de alto peso molecular nos indica que su presencia es constante al menos en
la apoptoslls de céiulas Hela, ya sea inducida por el cisplatino o por otras sustancias
como la ocratoxina (92), aunque la tecnica de Waliker no permite déterminar el tamafio
molecular exacto de tales fragmentos.

Diversos trabajos han reportado linicamente la deteccidn de fragmentos de ADN
de aito peso moiecular en células Hel.a apoptéticas sometidas a sustancias diferentes al

.clsplatino (6, 92), io mismo ocurrid en un caso que menciona la induccién de apoptosis por

este farmaco en células ovdricas humanas (22); mientras que otros investigadores
mencionan haber obtenido la escalera mediante la aplicacién de cisplatino en células
murinas L1210 (70) y con células ovdricas de hamster (79). Los motivos que posiblemente
no permitieron la deteccion de la escalera apoptodtica en trabajos previos, se pueden deber
al uso de una técnica extractiva de ADN de poca sensibilidad, la cual se pudo solventar
con el procedimiento de Waiker 0 a que no se encontraron los tiempos criticos en donde se
presenta la escaiera,

La deteccion de fragmentos grandes de ADN antes de los fragmentos
oligonucleosémicos, nos sefiala que en las céluias Hela tratadas con cisplatino, la
degradacién del ADN probablemente sea progresiva, es decir, las rupturas en la cromatina
primero se realizarfan en los niveies méds complejos de organizacién y posteriormente se
proceda a cortar ia hebra en segmentos oligonucleosémicos.

Coincidentemente la magnitud de los fragmentos grandes de ADN se
correlaciona con el tamafio de los bucles de cromatina, lo que confirmarfa el corte
especffico del ADN en esos niveies de enrrollamiento. Lo anterior se apoya con algunos
casos en donde se muestra el mismo patron de degradacién en otros tipos de céiuias (27),
sin embargo, como ya se expuso anteriormente, ia fragmentacion de alto peso molecular
puede no estar acompaiada de la escalera apoptética y viceversa, més ain, se propone
que aquellos posiblemente no sean precursores de la citada escalera (27).
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Esta confrontacién de resultados sugiere la probabilidad de que la presencia de
alguno, o de los dos tipos de degradacién de ADN, dependan del tipo celular o de!
contexto metabdlico en que se encuentren, lo que indicar/a la necesidad de determinar
cual de las degradaciones es la caracteristica crucial que defina con més seguridad a la
apoptosis. Conforme a los resultados obtenidos se puede asegurar que la degradacién del
ADN se presenta de forma especifica y gradual durante la apoptosis de las células Hela
tratadas con cisplatino.

En base a todo lo anterior es posible derivar una serie de perspectivas que
posibiemente auxilien a complementar los aspectos de ia apoptosis en células Hela: una
de ellas seria confirmar o refutar si fa apoptosis en dichas células, mediante ia accién del
cisplatino, acontece realmente en la fase G2 dei ciclo celular. Otro serfa averiguar la
relacidn que guarda la produccidn de aductos can ef disparc de la apopt'osis por cisplatino
en células Hela, es decir, si la presencia de 10s aductos causa directa o indirectamente
esta muerte celular. ‘

Una més serfa acerca de la manera en que se degrada el ADN de las céiuias

Hel.a durante ia apaptosis, en otras palabras, dilucidar si en estas células la fragmentacién

de la cromatina es realmente jerdrquica o depende del agente inductor. En sf serfa

interesante dilucidar que tipos de mecanismos bioquimicos intervienen en la regulacién de
la apoptosis en células Hela.
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CONCLUSIONES

E! cisplatino es un compuesto téxico para las células Hela y sus etectos son
del tipo dosis-respuesta.

El clsplatino elimina a las células HelLa mediante el mecanismo de apoptosis
sin importar el nivel de concentracién utilizado.

La solucién de 40 uM de cisplatino demostré ser la mds adecuada para
detactar confiablemente, mediante electroforesis, ta degradacion progresiva y
rogulér del ADN, asl como para obtener las evidencias morfolégicas tipicas de la
apoptosis en las células Hela tratadas.

Los resuitados indican que la apoptosis en células Hela, inducida por
cisplatino, implica tanto la produccion de fragmentos de ADN de aito peso molecular,
previamente reportada por diversos autores, asi como la presencia de fragmantos
oligonucleosémicos (escalera apoptdtica); esto dltimo hasta donde se sabe, no ha
sido reportado en fa iiteratura cientffica.

La deteccién de los fragmentos de aito peso molecular antes de los de bajo
peso molecular, nos permite suponer que en la apoptosis de las células Hela la
degradacidn de la cromatina ocurre de manera jerdrquica, aunque seran necesarios
estudios mas completos que corroboren o rechazen esta aseveracién.
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APENDICE |
Viabilidad celular.
Material biolégico

Células cancerosas de cervix uterino. (Células Hela).

Instrumental
Campana de flujo laminar Refrigerador
. Autoclave Congeladora
Microscopio dptico invertido Olympus mod. C 2 Hemocitémetro

Espectofotémetro Beckman mod. DUBS0. -
Microfuga E Beckman. '
Centrifuga Hettich mod. EBA 35.

Incubadora Fisher Sclentific. -

Material esterilizado.

Pipetas seroldgicas de 2 y 25 mi. Cajas multipozos de pléstico
Pipetas Pasteur Tubos de ensaye de 15 ml.
Micropipetas y puntas aplicadoras Microtubos
Frascos de cultivo Falcon. Pisetas

Reactivos.

Medio de cultivo DMEM con 10% de suero bovino fetal, antibidticos y fenol. (Medio 1).

PBS (Amortiguador salino de fosfatos).
BSA (Suero bovino con albimina).
Tripsina.

EDTA.

Agua destilada y desionizada.

-



Soluciones.

Solucién de cisplatino 1 mM.

Solucién de MTT 0.5 mg/ml.

Solucién de HCI en Isopropanol 0.04M.

Solucidn para tripsinizar | (PBS - 10 ml. EDTA. Tripsina 50 i ).
Solucidn para tripsinizar I (PBS - 4 ml. BSA).

Az() tripdn 0.05 %.

APENDICE Il
Andlisis de ADN
Electroforesis.
instrumental.
Probeta de 200 m!, Cdmara de electroforesis con peine
Parafilm Microfuga
Balanza de precision, Tubos de centrifuga
Matraz Erlenmeyer de 500 mi, Fuents de poder con electrodos
Horno de microondas. Autoclave
Uhtracentrifuga. Transiluminador.
Reactivos
Agarosa
Buffer Tris de Boratos EDTA (TBE) 0.5 X
Agua destilada.

Bromuro de etidio
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Preparacion del amontiguador de TBE.

Para un litro de solucién stock 5 X :

Se pesé 54 g. de Tris base y 27.5 g. de dcido bdrico y se prepararé 20 ml de solucidn
EDTA 0.5 M con pH 8.0. Todo se agregé a un vaso de precipitado de 1 litro, se aforé con
agua destilada y se disolvié con un agitador magnético. La solucién se ‘esterilizd y se
guardé en un frasco dmbar. Para obtener TBE 0.5 x, se agregaron 20 mi de TBE 5 x a una
probeta de 200 mi la cual se aforé y resuspendié con agua destilada.

Elaboracién y corrimiento del gel.

Se pesaron 0.8 gramos de agarosa y se disolvié completamente en 100 m! de
amortiguador. Esta solucidn se virtld en la cdmara de electroforesis de manera que se
obtuviera una capa de gel de 1 cm de espesor. Al gelificarse la solucién se extrajo el peine
y se tuvo fisto el gel con sus pozos moldeados.

Se afadié suficiente amortiguador a fa cédmara con el gel ya montado de tal forma que
apenas rebasara el nivel de los pozos. Se virtieron cuidadosamente las muestras en los
pozos respectivas. Se conectaron los electrodos a ia fuente de poder y se encendid; se
ajustaron voltaje, amperaje y potencia eléctrica, aplicdndose el tiempo necesario.
Transcurrido el tiempo, se apagd la fuente, se extrajo el gel y se obsarvaron los carriles al
transiuminador de luz ultravioleta.

Reactivas para fa obtencion de los fragmentos de ADN

Solucién A Solucién B
Tris 10mM pH 7.5 --=--- sow SDS al2% ------ 800yl
EDTA 1mM el 20l EDTA 1mM----- 20
Tritbn e 20l o Aforar en 10 mi de agua

Atorar en 10 mi de agua destilada. destilada,



1 -

RNasa ------- 50 ug/ml Proteinasa K  ------- 500 ug/ml
Etanal absoluto.

Solucién de NaCl 2.5 M pH 5.2

Marcador preparado

2 il de marcador

8 ul de Tris-EDTA (TE).

Marcador de peso molecular
tambda/Hind Hil, pUCI9/Taq_pUC19/Sau3At
Es una mezcla compuesta de ADN de lambda digerido con Hind Il y ADN de pUC19
digerido por separado con Taq 1y Sau 3A1. El marcador consiste de 27 fragmentos de
ADN iineal de doble hebra separables por tamafio desde 8 pb a 23 kpb.
Concentracién del marcador : 500 ug /ml en Tris-HCI 10mM pH 7.5 y EDTA 1mM

APENDICE I

Histologia de celulas Hel.a apoptdticas.

Instrumental.
Autoclave Incubadora
Portaobjetos y cubreobjetos Microscopio optico invertido
Guantes y gasa estérilas , Campana de flujo laminar
Papel aluminio Glicerina y palillos de madera estériles.
cinta adhesiva Cajas de cultivo de 75 ml
Cajas de Petri Pipetas serolégicas de 10y 5 ml
Tubos Eppendort Micropipetas y puntas

aplicadoras
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- Uity

Reactivos
Etanol absoluto Solucién de HCIS N
Cisplatino TmM Agua destilada
Medio de cultivo | Reactivo de Schiff
PBS 1X Soluclén de Fast Green
Formalina al 10 %. Xileno
Bromuro de etidio Etanoles al 50, 70, 80 y 96 %

RNasa preparada (1.5 pl de RNAsa con 1.5 ml de PBS).
Gelatina glicerinada.
" Soluciones de Eosina y Giemsa concentradas.

Solucién de bromuro de etidio ( 100 ul de bromuro de etidio con 900 ul de PBS).
Preparacion de reactivos.

Formalina al 10 %-------
Se virtieron 25 ml de formaldehfdo en una probeta de 250 ml, se aforé con PBS 1x y se
agité la solucién. .

PBS al 1 x-vweeeeee
Se virtié 5 mi de PBS 10 x a una probeta de 500 m, se aforé con agua destilada y se agité
la mezcla.
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