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Resumen~ 

Células HeLa expuestas a diferent:es concentraciones de 
cisplatino presentaron características morfológicas y bioquímicas. 
propias de la apoptosis. El cisplatino provocó muerte celular de una 
manera dependiente de la dosis y del tiempo de exposición al fármaco. 
Se demostró que esta muerte corresponde al fenómeno apoptótico 
mediant:e estudios morfológicos con las t:inciones histológicas de Feulgen 
(SchifO y bromuro de et.idio, que revelaron una condensación citosólia y 
nuclear después de 18 horas de tratamiento. Las células tratadas con 
cisplatino presentaron una fragmentación del ADN que se detectó in situ 
con la técnica de TUNEL Al someter a electroforesis el ADN de las célula 
con tratamiento se encontró que existía una fragmentación inicial entre 
lasl 2 y 15 horas con productos de alto peso molecular y una ruptura 
posterior (18 hrs) que produjo fragmentos múltiplos de 200 pb, con un 
patrón electroforético de escalera {Ladder). Ya que el cisplarino causa 
daño al ADN y genera radicales libres. se analizó la actividad de unión de 
los factores de transcripción NF-kB y AP-1, implicados en la respuesta de 
las células al estrés oxidativo. Al inducir apoptosis mediante la 
administ:ración de cisplatino. no se encontraron cambios notables en los 
niveles de actividad del factor AP-1, al ser analizados mediante ensayos 
de movilidad clectroforética (EMSA). Por el contrario, los niveles de 
actividad de NF-kB se incrementaron sensiblemente durante el curso 
temporal. particularmente de manera previa a la aparición de la 
morfología apoptótica. Al analizar la distribución celular del oncogene 
p53. se encontró que este se acumuló en el núcleo a las 12 hrs después 
del tratamiento evadiendo la degradación causada por E6. Ya que p53 
regula negativamente a Bcl-2. también analizamos los niveles 
intracelulares de esta proteína, los cuales disn1inuyeron a tiempos muy 
cortos después de iniciar el tratamiento, aún antes de los cambios 
encontrados en p53. Estos resultados apuntan a que la apoptosis podría 
ser dependiente de p53 y Bcl-2 en esta línea celular. De la misma 
manera señalan el papel primordial de NF-kB en el proceso apoptotico en 
este sistema. 



ABSTRACT. 
Exposition of Hela cells to severa! cisplatin doses result in a concentration­
dependent loss of cell viability. By specific DNA staining. an important 
nuclear condensation and fragmentation was present, characteristic of 
apoptosis. Nene of the drug concentrations used induced necrosis. In the 
condensed nuclei, a clear fragmentation was observed, as assesed by the 
TUNEL technique. With electrophoretic assays, it was apparent that the first 
DNA alteration was present 9 hours alter exposure. with a high molecular 
weight fragmention, lollowed by the classic "ladder" pattern of low molecular 
weight fragmentation.18 hours alter exposure. in discordance with previous 
reports. In order to get more insight into this process we analyzed the 
expression and distribution of genes involved in the apoptotic process in 
other models. Bcl-2 expression decreased at very early times after exposure 
to the drug. p53 protein was scarcely present and presented a 
predominantly cytoplasmic distribution in control cells and a clear 
redistribution was obtained twelve hours after exposure to cisplatin. This is 
particularly relevant since Hela cell line has loose most of its p53 protein as 
a result of papillomavirus E6-induced degradation. The levels of NF-kB 
increased after the cisplatin treatment, while AP-1 activity remained 
unchanged. These results point toward the notion that. during the apoptotic 
process induced by cisplatin. HeLa cells increase the activity of NF-kB, an 
oxidative-stress responsive factor, decrease the expression of Bcl-2 protein 
and, concordantly. present a p53 "escape" mechanism from E6-directed 
degradation. allowing its cellular redistribution 
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INTRODUCCION 

Generalidades de la apoptosis 

La muerte celular es un fenómeno biológico que ocurre bajo 

diversas circunstancias. Hasta hace algunos años se consideraba como un 

evento pasivo y accidental causado por la exposición de la célula a un 

medio ambiente inapropiado. Si bien es cierto que las células pueden 

morir pasivamente. cuando la célula se expone a un daño severo que 

provoca una falla catastrófica en la integridad celular, existe otro tipo de 

muert.e celular. denominada apoptosis. 

La apoptosis es un tipo de muerte celular responsable de la 

eliminación de células en una variedad de procesos fisiológicos y 

fisiopatológicos. Cuando las células se apoptotizan. presentan una 

morfología muy característica: la célula pierde contacto con las células 

vecinas. el cit.oplasn1a se condensa, la célula pierde de 1/3 a l/2 de su 

volun1en original, la cron1atina se compacta y se desplaza hacia la 

envoltura nuclear, el nucléolo se disocia y el núcleo se disgrega en 

fragmentos discretos, la men1brana celular sufre convoluciones formando 

vesículas que contienen citoplasma. organelos y, en algunos casos. 

contenido nuclear. Estas vesículas se desprenden de la célula como 

cuerpos discretos denominados cuerpos apoptóticos. De aquí el nombre 

de apoptosis que en griego significa "desprendin1iento~· [Wyllie AH. et 

al.1980., Kerr JRF .• 1994., Raff MC., 1992 .. Williams GT .. 1994]. Las células 

vecinas o macrófagos engloban y digieren los cuerpos apoptóticos, de tal 

n1anera que en ningún n1on1ento el contenido celular tiene contacto con 

el medio externo y por lo tanto no desencadena en el organismo una 

respuesta inllan1atoria [Wil1ian1s GT .. 1994]. 
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Figura l. Principales tipos de rnucrte celular: Apoptosis y Necrosis. 
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La primera evidencia de este tipo de muerte celular surge en el 

año de 1965 cuando Kerr [Kcrr, J.F.R., et al., 1972.] realizaba un estudio 

sobre lisosomas en hígado de rata con isquemia y observó que algunas 

células que mostraban señales de n1uerre celular tenían una morfología 

peculiar. diferente a las células necróticas. Al hacer una tinción 

histológica para detectar fosfatasa ácida encontró que a diferencia de las 

células necróticas. estas mantenían Jos lisosomas intactos. Estudios 

posteriores con microscopia electrónica corroboraron las diferencias 

morfológicas entre células apopróticas y necróticas [Buja. LM, et al., 

1993] (Figura 1 ). 

Un marcador bioquín1ico de la apoprosis es Ja ruptura de la 

cromatina en fragmentos múltiplos de 180 pares de bases, los cuales, aJ 

someterse a electroforesis, presenran una apnriencia de "escalera" 

(Jadder en inglés). Estos fragmentos provienen de cortes específicos en 

las regiones intern ucleosomaJes del ADN [Bortner et aL, 1995 .• Kaufman 

SH.1989., Wyllie, A.H., l 980J. Ha existido un considerable debate sobre el 

papel preciso de la fragmentación de) ADN durante la apoptosis y el 

mecanismo por el cual se lleva a cabo. A pesar de la amplia evidencia en 

favor de que la fragmentación de ADN en fragmentos de bajo peso 

molecular es un marcador de la apoptosis, existen reportes de muerte 

celular por apoptasis en ausencia de este tipo de fragmentación. Al 

parecer, Ja fragmentación internucleosomaJ del ADN ocurre 

consistentemente en células del sistema inmune. Por el contrario. en 

células epiteliales, células embrionarias, en células de insecto durante la 

metamorfosis, en heparocitos cultivados con TGF-Bl o en células l-lela 

tratadas con ocratoxina no se observa este tipo de fragmentación; en las 

cuales solo se detectaron fragmentos de ADN de alto peso [Ucker OS, et 

al., 1992., Tomei, et al., 1993]. No se sabe con certeza si en estos casos la 
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fragment:ación realmente no existe o simplemente las técnicas de 

detección no son lo suficienren1ente sensibles [Cohen JJ. and Duke RC.. 

1984., Schulze-Osthoff K, et al., 1994., Compton MM., 1992]. 

Varios grupos de investigación han detectado fragmentos de alto 

peso molecular (50-300 Kb) durante el proceso apoptótico .. Por ejemplo, 

t:imocitos de rata tratados con dexa1netasona presentan fragmentos 

grandes además de los fragmentos internucleosomales. Fragmentos 

grandes similares con o sin la presencia de fragmentos pequeños han 

sido observados en linfocitos tratados con teniposido y en varias lineas 

celulares epiteliales tratadas con TGF-&1. etoposido o deprivadas de 

suero [Dusenbury CE, et al .. 1991.. Oberhammer F, et al.1993., Brown DG, 

et al., 1993., Cohen GM, et al., 1994]. Estos fragmentos de ADN de alto 

peso molecular han sido postulados con10 precursores de los fragmentos 

oligonucleosomales [Sun X-M, and Cohen GM., 1994]. 

El rompimiento del ADN durante la apoptosis lo llevan a cabo 

enzimas específicas. Varios candidatos han sido propuestos: J¡i ADNasa I 

la cual requiere Ca2 ·y J\.1g 2
• y es inhibida por Zn2

·; la ADNasa 11, una 

enzima lisosornal que tiene un pH optin10 de 5.5 y funciona 

independienten1ente de los cationes y Ja NUC 18. una enzima nuclear que 

es dependiente de Ca2
• /Mg 2 • y es inhibida por Zn2

•• El hecho que existan 

diferentes tipos de fragmenración de ADN ha llevado a postular la 

existencia de más de una endonucleasa responsable de la fragmentación 

del ADN durante la apoptosis, en diferentes tipos celulares y aún en la 

misma célula [Arends MJ. et al.. 1990 .. Wyllie AH .. 1980., Barry MA,and 

Eastman A., 1992., Wyllie AH, et al., 1992.]. 
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Walkert et al. (1996) han propuesto un modelo muy interesante 

del mecanismo de fragmentación del ADN en apoptosis, tomando en 

cuenta la estructura del ADN. el tamaño de los fragmentos de ADN y los 

requerimientos de iones que se he han reportado en diferentes sistemas. 

Este modelo postula tres niveles de fragmentación del ADN: El primer 

nivel sería una fragmentación en regiones de unión del ADN al esqueleto 

proteico nuclear en sitios ricos en AT que abarcan regiones de ADN de 

300 Kb - 1 Mb. estos sitios los denominaron Sitios l. Los cortes en estas 

regiones los haría una endonucleasa constitutiva que requiere bajos 

niveles de magnesio. El segundo nivel de fragmentación se llevaría a 

cabo en los denominados Sitios JI, que involucra también regiones de 

unión entre el ADN y el esqueleto proteico nuclear. Estos son sitios ricos 

en G:C y abarcan mínimo un asa de ADN de SO Kb y máxin10 6 asas de 

ADN con un total de 300 Kb. En este paso se necesita la presencia de 

Mg 2 • y de bajas concentraciones de ca2 •. Se postula que con este corte el 

ADN ya no se n1antendría unido al citoesqueleto y se uniría a la periferia 

nuclear. Finalmente el tercer nivel es el rompimiento internucleosomal 

{Sitios 111) de 200 pb o ntúltiplos. en este paso se requiere Mg2
• y altas 

concentraciones de calcio (Figura 2). Estos autores proponen que la 

endonucleasa responsable de la fragmentación a los tres niveles es la 

ADNsa 1 ya que se trata de una enzima que modula su actividad, 

especificidad de sustrato y su mecanismo de acción por las 

concentraciones de cationes, y aunque esta proteína tiene en su 

estructura una secuencia señal de secreción y a nivel intracelular se ha 

localizado en el Retículo Endoplásmico y Aparato de Golgi, existen 

indicios que demuestran que puede encontrarse también en núcleo. 

[Walkert PR, et al., 1996]. 



La apoptosis juega un papel vital en diversos procesos biológicos, 

ayudando a mantener la hon1eostasis de las poblaciones celulares. Existe 

un balance entre la proliferación celular y la apoptosis que regula el 

crecimiento de las poblaciones celulares. La apoptosis es responsable de 

la eliminación de células durante el desarrollo en1brionario de los 

organismos, durante la neurogénesis, en el recan1bio celular de los 

tejidos en condiciones norn1alcs, durante procesos involutivos norn1ales, 

en la regresión de hipcrplasias. además de jugar un papel n1uy 

importante en el sisten1a inmune al eliminar células autorrcactivas 

[Wyllie AH, 1992., EllisRA, et al., 1991., Meyn RE, et al., 1994.,Cotter TG, 

et al., 1990] 

111 .,._ 
111-

Figura 2. Estructura del ADN y posibles sitios de corte que producen 

fragmentos de alto peso molecular (Sitios l y 11) y fragmentos de bajo 

peso molecular (Sitios 111) durante la apoptosis. 
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Por medio de la apoptosfs se eliminan células que podrían ser 

dañinas al organismo, como aquellas que tuvieran mutaciones en el 

genoma o que estuvieran infectadas con virus, de tal forma que la 

modificación de este proceso puede dar lugar a alteraciones 

fisiopatológicas. De esta manera, to encontramos implicado en la génesis 

de atrofias patológicas y en procesos cancerosos, en donde se encuentra 

alterado el índice apoptótico. Ciertos virus pueden suprimir la apoptosis, 

prolongar la viabilidad de las células huésped y optimizar la producción 

de partículas virales (Haecker G and Vaux DL, 1994]. 

El proceso apoptótico se presenta en todos los organismos 

n"lulticelulares incluyendo las plantas y se ha encontrado en algunos 

organismos unicelulares como Trypanoson1a cruzi [Arneisen IC, et 

al.1995] y Tetrahymen" thermopl1ila [Christensen ST, et al., 1995]. 

Al encontrarse que la apoptosis se prevenía con inhibidorcs de la 

síntesis de ARN y proteínas, se dedujo que la célula tenía un papel activo 

en este proceso y que era necesaria la expresión de una batería de genes 

específicos para que se llevara a cabo. Aunque actualmente se ha 

encontrado que no en todos los tipos celulares la apoptosis es afectada 

por estos inhibidores e incluso en algunos casos inducen apoptosis, es 

bien aceptado el requerimiento de la expresión de genes específicos en el 

proceso apoptótico [f\.1artin J .• 1993]. En el nen1atodo Caenorhabidiris 

elegans la expresión de los genes ced-3 y ccd-4 son indispensables para 

la apoptosis y el producto del gen ced-9 actúa como supresor de la 

apoptosis [Yuan J. and Horovotz HR., 1990] En mamíferos se han 

encontrado varios genes relacionados con el proceso apoptotico. Algunos 

de los genes más importantes son los que codifican para las proteínas 

p53 y Bcl-2. 
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La proteína p53. 

El gen p53. humano se localiza en el cromosoma 17 región 17p13. 

codifica una fosfoproteína nuclear de 393 aminoácidos descrita 

originalrnent:•e en 1979 como una proteína capaz de formar un con1puesto 

oligomérico con el antígeno T de SV40 en células transformadas [Levine 

AJJ, et al., 1991.]. Los niveles altos de p53 observados en células 

transformadas y la habilidad del gen p53 para cooperar con el gen ras en 

fibroblastos de en1brión de rata en ensayos de transformación indicó 

inicialmente que p53 era !--1º oncogene. Diez años n1ás tarde se demostró 

que solo la forma mutante de p53 tenía capacidad de transformación 

celular. Dos tipos de evidencias demostraron que p53 es un gene 

supresor de tumores: a) Alteraciones somáticas del gen p53 han sido 

reportadas en un gran número de cánceres, sugiriendo que este evento 

es requerido para la transformación; las mutaciones del gen p53 son una 

de las alteraciones genéticas mas frecuente detectada en cánceres 

humanos. b) La expresión de p53 normal es capaz de suprimir la 

transformación de células por otros oncogenes. de inhibir el crecimiento 

de células malignas in vicro y de suprimir el fenotipo tumorigénico de 

células transformadas [Lowe SW, et al., 1993., Frebourng T and Friend 

S.H., 1992., Kern SE, et al., 1991]. 

Se han sugerido diversos mecanismos por los cuales p53 es capaz 

de actuar como un gen supresor de tumores. Resultados obtenidos por 

Bert Vogelstein [Kern SE, et al. 1992] confirmaron que p53 tiene 

actividad transcripcional. p53 forma un complejo tetramérico y se une a 

secuencias específicas de ADN (5·-RRRCA/TT/AGYYY-3•). Se han 

identificado diversos genes que contienen en su región rcgulatoria el 
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elementos que responden a p53 [EL-Deiry WS, et al., 1993], por ejemplo, 

el gen que codifica para la proteína pZl (WAFl/CIPI) un inhibidor de la 

cinasa dependiente de ciclina (CDKs), el gen del antígeno nuclear de 

proliferación celular (PCNA), GADD45 [Finlay CA., 1993], mdm-2 (mouse 

doble minute Z), la cinasa de fosfocreatina, la ciclina G y bax, son genes 

inducidos por p53, mientras que c-myc y Bcl-2 son reprin1idos por p53 

(Setvakumaran M, et al., 1994 ]. Esta proteína también regula la expresión 

de e-fas y c-jun, aunque no contienen la secuencia consenso, 

probablemente por una interacción con la maquinaria de transcripción 

[Atadja P, et al., 1995]. 

Se ha especulado que p53 tenga un papel en el control de la 

replicación del ADN ya que es capaz de inhibir la unión de el antígeno T 

de SV40 a la polimerasa alfa, la cual es requerida para la replicación de 

SV40 [Friedman P, et al., 1990]. Rccicntcn1entc se ha dcn1ostrado que 

p53 también interviene en la regulación traduccional; se ha cncont.rado 

que se asocia con varios componentes de la n1aquinaria de traducción y 

con las regiones S' no traducida de los transcritos. Dos genes que se 

controlan a este nivel es el propio gen de p53 y el gen de CDK4 [Ewen 

M.E. and Miller S.J .. 1996]. 

La proteína p53 es de vital in1portancia en el ciclo celular. dado 

que es capaz de encender y apagar diversos genes que permiten o 

limitan la entrada a las diversas Íó.l.scs del ciclo. En células norn1ales los 

niveles de p53 son n"luy bajos, si bien estos aumentan después del 

t.ratamiento con agentes que dañan el ADN. Se ha propuesto que p53 está 

involucrado en la respuesta .:11 daii.o a ADN, produciendo ¡u-resto en ta 

fase Gl del ciclo celular para pern1itir la reparación del /\DN antes de 

entrar a la fase S o conducir a la célub. a la vía apoptótica si el daño es 
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severo [Agarwal ·ML, et al., 1995) (Figura 3). Guillouf et a/. (1995 han 

demostrado que .p53 normal modula también la salida de la fase G2 de 

células dé ú:'Ucemta mieloide expuestas a radiación gama. 

Varias proteínas regulan la función de p53. algunas de las cuales 

juegan un papel en el desarrollo de enfermedades y de cáncer. La 

infección por ciertos papilomavirus humanos contribuyen al desarrollo 

de cáncer cervícouterino. Una de las oncoproteinas de estos virus, la 

proteína E6, interactúa con p53 y la dirige a una rápida degradación por 

la vía dependiente de ubiquitina. Así, células que contienen E6 no 

pueden inducir a p53, siendo funcionahncnte carentes de esta proteína, 

con la consecuente pérdida de las actividade.!:> de arresto del ciclo 

[Huibregtse JM, et al., 1993., Schcffncr M, et al., 1990]. 

Las células que expresan p53 n1utado, al igual que las que están 

infectadas con papilonui.virus de alto riesgo, no son capaces de arrestar la 

progresión del ciclo, reparar el dail.o y continuar proliferando. Este hecho 

dirige a la célula a una inestabilidad genética y eventualmente a la 

malignidad [Schcffner M, et al., 1992). 

Está bien documentado que p53 tiene un papel crítico en la 

ejecución de la apoptosis [Doncho .. ver LA .. 1994]. El prín1cr indicio que 

p53 podía n1ediar la n1uerte celular surge de los experín1cntos realizados 

por Yonish-Rouach et "'ll. ( 1991) que, al transfectar células de leucernia 

n-iieloide con una construccion que incluye p53 cuya conformación es 

sensible a temperatura, obsc1-vó que solo a la ten1pcratura a la cual se 

expresaba p53 las células se apoptotizaban. Un estudio de Shaw et ni. 

( 1992) den1ostraron que la introducción de pS 3 a células de cáncer de 

colon resultaba en <.tpoptosis. A partir de entonces nunierosos estudio~ 
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han demostrado que p53 puede inducir apoptosis en células de tun'lor así 

como en células normales. Sin embargo cabe mencionar que también se 

ha des¿rlto una vía Independiente de p53 donde células con p53 

mutante son capaces de apoptotizar [Nuñez G and Clarke MF, 1994., Redd 

JC, 19941. 

AUMENTO DE 
NIVELES DE~ 

t 
DAl\0 ALADN 

REGULACION DE ONCOGENES Y 
GENES SUPRESORES DE TUMORES 

ACTIVACION DE LA 
REPLICACION DEL ADN 

ESQUEMA3 

< 
ARRESTO EN 
G1/S 

APOPTOSIS 

Figura 3. Activación del gen p53 después de un daño al DNA. 
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La proteína Bcl-2 

Otro gen implicado en apopt:osis es el gen que codifica para la 

proteína Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2). Se identificó por su papel 

en el desarrollo de linfoma folicular humano. en el que sufre una 

translocación cromosoma! t(14:18) [Redd JC, 1994]. En esta translocación 

el gen de Bcl-2 se mueve de su posición normal en 18q2 1 a la posición 

14q32 quedando en posición contigua al /ocus de la cadena pesada de 

inmonuglobulinas. Est:a translocación da por resultado la sobreexpresión 

de la proteína Bcl-2 de 26 Kda en las células de este tipo de tumores. 

El producto del gen Bcl-2 funciona corno sefíal anti-apoptót:ica. 

suprime la apOptosis inducida por diversos estímulos, incluyendo drogas 

quimioterapeúticas y radiación gama [Oliver FJ, et al., 1993., Hsu B. et 

al., 1994]. La proteína Bct-2 fue el miembro fundador de una amplia 

familia de proteínas reJacionadas con apoptosis, la cual incluye las 

proteínas codificadas por los genes de: bcl-xs y bax (an1bos inducen 

apoptosis) y bcl-xL. n1cl-l y r"'\. l, que al igual que Bcl-2. inhiben la 

apoptosis. Esta fan1ilia de proteínas tienen en su extremo CCX)H una 

región hidrofóbica y dos regiones muy homólogas en su secuencia, tas 

regiones denominadas BH l y BH2 [Boise LH, et al., 1993]. 

Bcl-2 se expresa ampliamente en muchos tejidos fetales, si bien en 

el adulto es expresado principalmente en células que se dividen 

rápidamente y se diferencian en su componente maduro corno son las 

células de las criptas del epitelio del intestino, o de ta piel y en 

progenitores de células hematopoyéticas. La expresión de Bct-2 declina 

en células maduras o en estados en los cuales van a ser eliminadas. Bct-

2 se expresa también en células de varios tipos de tumores. incluyendo 
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carcinoma de mama. Aunque Bcl-2 por si soto no estimula ta 

proliferación o causa t:ransformación. coopera con c-myc y miembros de 

la familia de ras para transformar células {Lam M, et al., 1994., 

Monaghan P, et, 1992]. Se ha demostrado que bcl-s protege a las células 

de la apoptosis inducida por c-rnyc y p53 [Baldar Set al., 1994]. 

La proteína Bcl-2 está asociada con membranas y se ha localizado 

en ta mitocondria, retículo endoplásmico y en la región perinuclear. El 

mecanismo exacto por el cual Bcl-2 previene la apoptosis no es claro. Sin 

embargo, este gen ha sido implicado en la regulación de flujo de Ca.2· a 

través de la membrana del retículo endoplásnlico. en el transporte 

nuclear, en la formación de poros nucleares, en el ensamblaje y en el 

mantenimiento de la envoltura nuclear (Krajewski S, et al.. 1993]. Se ha 

demostrado que Bcl-2 se une a Bax y a R-ras. Se piensa que 

normalmente esta prot.eína homodin1eriza formando un complejo 

funcional y cuando se une a Bax se in1..i.ctiva. No se conocen las 

implicaciones funcionales de la unión de Bcl-2 con R-ras [Oltvai ZN. et al., 

1993., Wang HG, et, 1994]. 

Se ha propuesto que Bcl-2 inhibe la apoptosis actuando como un 

antioxidante o inhibiendo la generación de radicales libres de oxígeno 

[65. 66]. En células hcn1atopoyéticas apoptóticas la sobreexpresión de 

Bcl-2 se asocia con un dccren1ento en daño celular por estrés oxidativo, 

si bien no se presenta una disminución en \a formación de 

intermediarios de oxigeno reactivo [Fernandez-Sarabia MJ, and Bischoff 

JR., 1993]. Kane y colaboradores ( 1993) encontraron que Bcl-Z previene 

la apopt.osis por dec1·en-1ento de la generación de especies oxígeno 

reactivas en ce\ulas neuronales. Hockcnbcry et al. (1993), proponen que 
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la proteína Bcl-2 podría actuar por interacción proteína-proteína, en 

sitios generadores de ROi. 

Experimentalmente se ha encontrado que existen múltiples 

inductores externos de la apoptosis, de tal forma que se puede inducir 

apoptosis con radiación, lónoforos de calcio, f'actor de necrosis tumoral, 

adición o falta de hormonas esteroides. y carencia de factores de 

crecimiento y citocinas [Earnsha\v WC, 1995., Schwartzman R. and 

Cidlowski JA., 1993). La habilidad de la célula de responder a señales 

extracelulares es esencial para la sobrevivencia y el desarrollo de Jos 

organismos. Existen sistemas de traducción que conectan las señales 

extracelulares con el núcleo para modular Ja expresión de genes 

específicos. Muchas de estas vías transmiten la señal a la maquinaria 

nuclear, activando factores de transcripción específicos que regulen la 

expresión de diversos genes con el fin de que la célula responda a los 

diversos estímulos. Para algunos estímulos se conoce la secuencia total 

de esta vía o vías de transducción de la scfial; en el caso de Ja apoptosis, 

a pesar que los eventos finales morfológicos son muy similares en 

diversos tipos celulares y con diversos estímulos, no se ha podido 

encontrar una vía con1ún; si bien, es posible que algún o algunos factores 

de transcripción sean con1unes en los procesos apoptoticos [Lee S, 

Chrlstakos S, and Small MB., 1993., Bowen ID., 1993]. 

El Factor de transcripción AP-1 (Proteína Activa 1 ). 

El factor de transcripción AP-1 es un complejo dimérico compuesto 

por diferentes miembros de Ja familia de fas y jun así como también 

miembros de la familia de proteínas ATC/CREB [Angel P and Karin M, 

1991]. AP-1 se une a un grupo de secuencias consenso en el ADN 
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denominadas TREs (TPA responsive enhancer element) que regulan la 

transcripción de una variedad de genes virales y celulares [Meyer M, et 

al., 1993) (Figura 4). 

AP-1 es inducido en respuesta a una variedad de factores de 

crecimiento y sen.ates intracelulares mediadas por la protein cinasa C 

dependiente de Ca2+/diacilglicerol, la protein cinasa A dependiente de 

AMPc y por aumento de ta expresión de varios oncogenes semejantes a 

src. y ras. así con10 por estrés oxidativo [f\.-1eycr M, et al., 1993]. 

La inducción de AP-1 ha sido observada durante la apoptosis de 

células epiteliales de mama de ratón (Marcí A, et al., 1994] y la expresión 

de fos y jun se inducen durante la apoptosis de células linfoides. Además 

el tratamiento de células con oligonucleót.idos dirigidos contra fos y jun 

protegen a células linfoides de la apoptosis [Abbadie c. et al., 1993]. Todo 

esto hace pensar que AP-1 tiene un papel importante en la respuesta de 

apoptosis por lo menos en algunos modelos. 
ESTIMULO$ cascada de ~ 
(p.e ras-GTP) fosforilaclón ~ 

MAPCtASAS / 

.nÚc\eo 

transcrlpcl6n 

Figura 4. Activación del factor de transcripción AP-1. 
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EL FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-KB (factor nuclear del gen 

de cadena k de células BJ. 

EJ factor de transcripción NF-kB es un activador plelotrópico que 

participa en la regulación de genes específicos [Siebenlist U, et al .• 1994]. 

NF-kB es un complejo dimérico compuesto de varias combinaciones de 

miembros de la familia de Re!/ NF-kB. 

Esta familia de polipéptidos se distingue por la presencia del 

dominio homologo a Rel (OHR). de aproximadamente 300 aminoácidos. 

Los miembros de la fan1ilia NF-kB pueden ser clasificados en dos clases: 

una agrupa a Jos proteínas precursoras de plOS y pJOO las cuales son 

procesadas proteolíticarnente a tas forn1as maduras pSO y p52, 

respectivamente y el otro grupo agrupa a la familia de c-Rel, v-Rel, Rel A 

(p65) y ReJ 8, así con10 a la proteína dorsal de Drosophila; estos proteínas 

no son procesadas proteolíticamente. El complejo pSO/Rel A(pSO/p65) 

está presente en prácticamente todas las células y es usualmente el 

complejo más abundante [Siebenlist U, et al., 1994]. 

El complejo NF-kB se encuentra en el citopJasn1a como una forma 

inactiva unido a una proteína de fa familia de proteínas relacionadas a 

IK-B. Después de una estimulación, JkB es fosforilado, ubiquinado y 

degradado proteolíticamente por proteoso1nas. El complejo N F-kB 

liberado se transloca al núcleo donde se une a sitios cis. con secuencias 

consenso s·-ccGPuNNpyPyCC3' en las regiones reguladoras de ciertos 

genes, regulando su transcripción (Grimn1 S and Baueverl~ PA, 1993., 

Rushlow C and \'\'arriar R. 1992]( Figura 5) 
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NF-kB es act.ivado por una variedad de estímulos. incluyendo 

esteres de forbol, citocinas, luz ultravioleta, rayos gama, proteínas virales 

y bacterianas, anticuerpos para receptores de superficie, 

lipopolisacáridos, ARN de doble hebra y síntesis protéica reducida 

[Siebenlist U, et al., 1994). Muchos, si no todos, los estímulos que inducen 

a NF-kB están relacionados a la. generación de especies oxígeno reactivas 

que sirven como mensajeros comunes para su activación [Schrcck R, et 

a\., 1992a., Schmidt KN, et al., 1995]. 

lkB 

$ 
citoplasma 

~ esd1nulo extracelular 

n:ic1co 

Figura 5 Activación del factor de transcripción NF-k.B. 
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Cisplatino 

Diversas drogas antineoplásicas ejercen su efecto induciendo 

apoptosis. El cisplatino (cis-diaminedichloroplatinurn (11) o CDDP) induce 

apoptosis en células de ovario, de leucen1ia murina, en células de 

hepaton1a y en células de neuroblastoma [Barry MA, et al., 1990., 

Orn1erod f\.tG, et al., 1994]. El cisplatino es ampliamente usado en el 

tratamiento de carcinomas. Es una droga que se une al ADN fornl.a varios 

tipos de a.duetos (monoaductos, enlaces cruzados intercatenarios e 

intracatenarios) y aden1ás forn1a enlaces cruzados entre ADN-proteínas 

y/o glutatión [Fichtinger-Schepman AMJ. et al. J. 1985] (íigur-a 6). 

El rnecanisn10 exacto de la acción del cisplatino no se ha elucidado 

todavía, si bien la inhibición de la síntesis de ADN fue considerada como 

crítica para su toxicidad. Esta idea fue corregida cuando Sorenson et al .• 

[Sorenson CS and Eastman A, 1988] den1ostraron que concentraciones 

bajas de cisplatino, que no inhiben la replicación, ta111bién causan muerte 

celular. Las células continúan ciclando hasta llegar a la fase G2 en la cual 

se detienen y después de un periodo de latencia las células mueren. Los 

niveles de síntesis de proteínas y ARN así con10 los pooles de ATP y NAO 

se mantienen norn1alcs. Cortes de doble hebra en el ADN se pueden 

detectar durante el periodo de latencia considerándose un marcador 

inicial de la muerte celular (Sorenson CS and Eastn1an A, 1988., Sorenson 

CM, et al., 1990]. Recientes datos de Masuda et al 1994, sugieren que el 

cisplatino genera especies oxígeno reactivas como aniones superóxido y 

radicales hidroxilo al interactuar con el ADN. La generación de especies 

reactivas puede jugar un papel en la citotoxicidad del cisplatino. 

Apoyando esos resultados Zhang et al 1995, reportaron que en cortes 

renales de rara, c1 cisplatino induce daf\o mitocondrial, depletando el 
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conten~do de GSH y proteínas con grupo SH; también inhibe la toma de 

Ca2+. colapsa et potencial mitocondrial y aumenta la peroxidación de 

lipidos 

Figura 6. Estructura del cisplatino y su unión al ADN. 
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J USTIFICACION 

Con eJ fin de profundizar en los mecanismos mediante los cuales 

las drogas antineoplásicas ejercen su acción, iniciamos una serie de 

estudios encaminados a la elucidación de algunos eventos moleculares 

in1pJicados en Ja acción del cisplatino en células Hel.a. Los resultados de 

estos estudios nos ayudarán a profunfizar en el proceso apoptotico 

inducido por agentes antineoplasicos así como establecer las bases para 

posteriores análisis sobre las causas de resistencia a drogas, señalar 

posibles n1arcadores tumorales de respuesta a quimioterapia, establecer 

posibles combinaciones de antineoplásicos y/o drogas adyuvantes y, en 

un futuro, djscñar estrategias para blancos celulares de nuevas drogas 

para el tratan1iento del cáncer .. 
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OBJETIVOS: 

•Determinar si el cisplatino induce apoptosis en células HeLa 

l. Analizar si el cisplatino tiene efecto sobre la viabilidad celular 

en células HeLa 

2. Analizar si la exposición de células HeLa a cisplatino provoca 

cambios morfológicos y bioquímicos propios del proceso 

apoptótico 

a) Determinar con técnicas histológicas la condensación de la 

cromatina en células Hel.a expuestas a cisplatino. 

b) Determinar Ja fragmentación de ADN in siru e in virro. en 

células He La expuestas a cisplatino. 

•Estudiar algunos eventos moleculares durante el proceso apoptótico en 

células Hel.a inducido con cisplatino. 

L Analizar los niveles de actividad del factor de transcripción 

NF-kB. 

2. Analizar los niveles de actividad del factor de transcripción 

AP-1 

3. Analizar la distribución subcelular de la proteína p53 

4. Analizar los niveles de Ja proteína Bcl-2. 



I 
1 

1 ¡ 
r 

24 

MATERIALES Y METODOS. 

Culrivo celular. Las células HeLa se crecieron en medio DMEM 

con 10% de suero feral bovino (GIBCO} y se incubaron a 37ºC en una 

atmosf"era húmeda con 5% de C02 (v/v) Las células se crecieron a 70 % de 

confluencia y entonces se expusieron a diferentes concentraciones de 

cisplarino (Sigma ST, Louis MO). 

Análisis Histológico. Las células se fijaron en etanol al 7006 

durante S minutos a -20ºC, se pretrataron con ARNsa ( 1 OOug/mJ) 

durante 2 horas a 37°C, se tiñeron con el procedimiento de FeuJgen. 

brevemente se incubaron Jas laminillas en una solución de acido 

periodico al 0.5% durante S n1inutos. se lavaron en agua destilada, 

después se incubaron durante 20 minutos en eJ reactivo de Schiff y se 

Javan en agua corrie por 10 minutos, se contratiñeron con verde rápido y 

se incubaron por 5 minutos con bron1 uro de etjdio ( 1 Omg/mJ ), y se 

lavaron con PBS varias veces. Las células se visualizaron en microscopio 

Zeiss, usando epifluorescencía para Ja tínción de bromuro de etídio y 

campo claro para la tinción de FeuJgen, se fotografiaron con película 

Plus-X Kodak. La fragn1entación de] ADN fue detectado in situ por el 

método de TUNEL7 el cual se basa en Ja habilidad de la transferasa 

terminal para incorporar nucleótidos unidos a digoxigenina en los 

extremos 3• libres del ADN y la detección de estos nucleótidos con un 

anticuerpo anri-digoxigenina acopJado a per·oxidasa fGavrieli Y, et aJ., 

1992]. Se visualizó y fotografió en campo cJaro con10 arriba se indica. 

Viabilidad celular Se sembraron de 5 000 a 10 000 células por 

pozo en cajas de 96 pozos y se trar3ron con cispla.tino o con el vehículo 

(PBS). A diferentes tiempos se estimó Ja viabilidad cun el ensayo de Mlf 
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(3-(4,5-Dimethylthizol-2-yl)-2,5- dephenyltetrazolium bromide thiazolyl 

bleu), la cual es una sal amarilla soluble en agua que es procesada por 

las deshidrogenasas mitocondriales de celulas vivas y produce un 

compuesto purpura. el cual se mide espectofotometricamente [89]. 

Brevemente, se agregaron 10 1d de 1"1Tr (5mg/ml) por cada 100 1d de 

medio. se dejo incubar a 37ºC durante cuatro horas, se les agregó 300 11.l 

de etanol con HCI al 0.4 N y se midió la absorbancia a 570 nmcon 

sustracción a 650 nm. 

Análisis del ADN de bajo peso molecular. Aproximadamente 

x 106 células se recolectaron por centrifugación. se resuspendieron en 

250 ul de buffer de lisis ( 10 mM tris-IJCI pH 7.5. 1 mM EDTA and 0.2% 

Tritón X-100) y se incubaron por 60 minutos a SOºC con SO i1.g/ml de 

ARNsa y posteriormente 60 minutos a 37°C con SO ftg/mJ de proteinasa 

K y se les agregó dos volúmenes de etanol absoluto frío. El ADN de alto 

peso molecular se eliminó con una pipeta pasteur. El ADN de bajo peso 

molecular se obtuvo por centrifugación a 10,000 x g durante 20 minutos. 

El botón se resuspendió en TE y se analizó por electroforesis 

convencional de agarosa al 0.8%. El gel se tiñó con bromuro de etidio 

{100 µg/ml) y se visua1izó con luz ultravioleta. 

Análisis del ADN de alto peso molecular. El ADN se aisló por 

el método de Walker ( 1992). Resumiendo: Las células se lisaron con SDS 

al 3% y los extractos de ADN se corrieron toda la noche en un gel de 

agarosa al 1 % con TAE a voltaje bajo (10 mV). Se lavó el gel con TE y 

tiñó con bromuro de etidio ( 100 Jlg/ml) para ser visualizado con luz 

ultravioleta 
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lnmunofluorescencia. Células 1-tela se sembraron en 

cubreobjetos y se expusieron a cisplatino (40 ~tM). Los cubreobjetos se 

recolectaron a varios tiempos después de la exposición. Para la detección 

de la proteína Bcl-2 las células se fijaron en acetona 80%. y PBS 20% a 

temperatura ambiente durante 10 minutos. Los cubreobjetos se 

hidrataron e incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-humano Bcl-2 

(Dako-bcl-2-124) con una dilución 1:40 en PBS de Dulbecco con 3% de 

albúmina y se visualizó usando un anticuerpo JgG anti-ratón acoplado 

con rodamina (Dako). Para la detección de la proteína p53 las células se 

fijaron en etanol a -20ºC durante 10 minutos y se incubaron con un 

anticuerpo monoclonal pan-anti-p53 (clona Pab-122, Boehringer). se 

incubaron con un anticuerpo lgG anti-ratón (Dako) acoplado a rodan1ina. 

Se corrieron Ian1ini1Jas control sin el prin1er anticuerpo como control 

negativo. Las células se examinaron y se fotografiaron con un 

microscopio Olyn1pus con epifluorescencia. 

Análisis de proteínas por "Western blot... Los extractos 

celulares se prepararon por lisis con an1ortiguador de Laemn1li [Laemmli 

UK, 1970]. Las proteínas se cuantificaron usando un micrométodo de 

Bradford modificado para extractos con altos niveles de sales y 

detergentes [Bradford MM, 1976 y Pande S V and Murrhy 1'·1SR, 1994]. 

100 Jl& de proteína se separaron en un gel de acrilan1ida al 10% en 

condiciones desnaturalizantcs (L"l.emn11i. 1970). y se transfirieron a 

n1embrana.s de nylon (Zeta-Probe). Después de bloquearlas con leche 

descremada se incubaron con un anticuerpo monoclonal anti-Bcl-2 (Dako 

#124) se lavaron y se incubaron con un anticuerpo secundario lgG-H RP 

en una dilución l :300 {An1ershan1). el anticuerpo unido se detecto 

usando quin1iolun1iniscencia (Boehringer i\.1anhein1) con películas AR X­

On1at (Kodak). L"ls proteínas fue1-on cuantificadas por densiton1etria. 



27 

Preparación de extractos celulares. Las células (2xl0" 7
) 

incubadas con cisplatino se recolectaron por centrifugación a diferentes 

tiempos, se lavaron con PBS y se resuspendieron en 300 µJ del 

amortiguador A (10 mM HEPES (pH 7.5), 2 mM MgCl2, 15 rnM KCI, 0.1 

mM EDTA, 0.1 rnM EGTA, 1 rnM DTT, 0.5 mM PMSF 2 1<g/ml leupeptina y 

2 µg/ml aprotinina).Después de incubar en hielo durante 15 minutos. se 

agregaron 25 µl del detergente NP40 al 10%. las células se centrifugaron 

a 3000 x g. El sobrenadantc se descartó y el botón nuclear se 

resuspendió en 100 ¡d de amortiguador C (25 mM HEPES (pH 7.5), 400 

mM NaCI, 1 mM EDTA, 20% glicerol, l mM DTT, 0.1 % NP40, 0.5 mM PMSF, 

2 1<g/ml leupcptina y 2 ,,g/ml aprotinina) [Frantz B, et al., 1994 y Zabel 

U, et al., 1991]. 

Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA). 

Para visualizar Ja unión de NF-kB al ADN. la reacción de unión se llevó a 

cabo en 20 1d de volumen de amortiguador B (20 mM HEPES pH 7.9, GO 

mM KCI, 20% glicerol, 0.25 mM EDTA, 0.125 mM EGTA, 1 mM DTr, 4 mM 

MgC12, 4 mM espermidina, 200 mM NaCI, 25 ,,g/ml albúmina acetilada, 2 

J..t.g poJi(dl-dC) con 8 1-tg de proteína nuclear, se incubó en hielo l S 

minutos y se le agregó 100 pg de oligonucleótido de doble hebra 

marcado radiactivamente ( 100,000 cpm) y se incubó durante 30 minutos 

en hielo [Frantz B, et al.. l 994J. Los complejos protcína-ADN se 

visualizaron por electroforesis en acrilamida al 596 [Maniaris T. et al., 

1982]. Los geles se secaron al vacío y se expusieron a películas 

autorradiográficas a -80ºC de 2 a 12 hrs y se cuantificaron por 

densitometria. Para visualizar el complejo AP-1-ADN Ja reacción de 

unión se realizó en amortiguador D (20 mM HEPES pH 7.9, 60 mM KCI, 

20% glicerol, 0.25 mM EDTA, 0.125 mM EGTA. 1 mM DTT • .; mJ\.·f MgCl2, 4 
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mM espermidina, 1 1•& poli (dl-dCJ con 8 1•& de extracto nuclear. Se 

corrieron paralelamente reacciones de competición con oligonucleótidos 

no marcado en exceso (2,5, 25, 250 y 2500 MJ asi como con 

oligonucleótidos heterólogos y mutados con un exceso de 250 molar. 

Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados fueron los siguientes: 

kB: 5'-AGTTGAGGGGACT1TCCCAGGC-3. 
3 '-TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCC-5 

AP-1 : -5'-GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGACTCAGCGG-3' 
3'-CTAGGAAGCACTGAGTCGCCCTAGGAAGCACTGAGTCGCC-3' 

Las sondas fueron marcadas en extremo con [("P) dATP (3000 Ci/mmol; 

Amersham) con la polin.ucleótido cinasa T4 (Boehringer Mannheim) 

usando procedimiento estándar. 
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RESULTADOS. 

Análisis deJ efecto del cisplat:ino en células HeLa. 

En una prin1era fase. se expusieron células HeLa a di.ferentes 

concentraciones de cisplatino ( s. 10. 20. 40 y 80 1-tM). y se estimó Ja 

viabilidad con el ensayo de MTT (Figura 8). El cisplatino causo pérdida 

de la viabilidad de una manera dependiente de la concentración y deJ 

tiempo de exposición al fármaco. Se decidía utilizar la concentración de 

40 ~tM de cisplatino para los experimentos subsecuentes ya que es la 

concentración que se acerca a Ja utilizada en clínica y por los tiempos en 

Jos cual induce apoptosis que son relativamente cortos y pernliten hacer 

Jos análisis con intervalos de tiempo maás cercano:;. 
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Figura 7. Viabilidad de celulas HeLa expuestas a diferentes 
concentraciones de cispJatino durante un curso temporal. Las 
concentaciones usadas fueron: 5 ¡<M (e), l011M (O ), 2011M (e), 40¡<M (• 
). y 80µM (A ). Los datos son la media desviación esrandar de tres 
experimentos. (Ver marcrial y metodos). 
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Para saber si esta pérdida de viabilidad se dcbia a un proceso 

apoptótico se evaluaron diferentes parámetros. F.t primc.•r criterio usado 

fue la detección de camhto~ n1orfolo~kos principalmente nucleares por 

ex.amen citotógica utilizando bromuro de ctidio y la reacción de Feulgcn. 

l.as células con croma'tina altan1cntc condensada y núcleos fragmentados 

aparecen a tas 15 horas después del inicio del tratamiento con cisplatino. 

y casi t:odas las células presentaron esta morfotogia a las 18 hrs. (Filtura 

8) Esta morfología es característica de las células o.1poptóticas como se 

describe anteriormente IGcrschenson LE. and Hotetlo R) .. 1992.1. 

El segundo criterio para detectar ~1poptoc;.i~ fue ta dc.~tccción e.le 

fragn-ientación del ADN in siru con la tCcnica TU.......:EL /\ la~ 18 horas 

después de cxporcr tac;. célula!.. al cisplatinn ... e c..1ctccta1·on cC::·lu\a~ 

apoptotiG.Ui. las cuales no se pn:-sentarc>n en 1;1~ t-élula~ testigo. Los 

nUcleos que s<..• til'\eron pn~it ivns mue~11-an t 1pic~m1entc n1ocfolngía 
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Fi~ura S_ Apoptosis. inducida con cisplatino en céluh.t~ llcla_ Paneles /\, C: 
y l~ son cClula~ control; los p;.tnc.•lc~ B, D y F 'ºn cClulas e:--.:puc:Ma-. a 
cisplatino 40 ,ll'-1 durante 18 hnr..1.~. Lns panclc~ _,V n .... on c~lutas con 
tinción de rculj!,c.•n. Los paneles e y D ~on nuclL'O!> 1cúidn .. con bromuro de 
etidio y los p:.tnclcs t:: y l- c<!\ula!<. so111E..•t ida<., a la tC:cnint de TUNEL. (Vor 
n1atcrial y n1ctodos). 
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Posteriormente se analizó Ja fragmentación de ADN en geles de 

agarosa durant:e un curso temporal. Después de exponer las células HcLa 

a cisplatino (40 J•M) se extrajo el ADN de haju y de alto peso molecular ;l 

diferentes tiempos y se analizaron por electroforesis en agarosa. Corno 'ie 

muestra en la figur.i 9B Ja fragrnenración de i\DN de alto peso n10Jccular 

aparece entre las 12 y 1 S hrs después del tratamiento y una sustanci¡tf 

cantidad de AD:" fragmentado en patrón de "ladder" de fragmento\ 

discretos de cerca de 200 pb (Figur.a 9A). En contra.ste, ninguna 

fragmcnto.\ción fue observada en células tc ... 1igo. E~t~t fragn1cntació11 !-.e 

observó a las 18 hrs post1·a1an1icnro. fue reproducible y muy fugaz. 

A B 
~~~~~~~~~~~~~~ 

M 9 12 15 tB 21 24 

Figun1 9. Elcc-troforcsis dcJ ON/\ de cClulas lleLa. El cuadro A muestra eJ 
DNA de alto pe-so molecular y el cuadro B e!>. DNI\ de bajo peso molecular 
de células testigo ó expucsto:1~ a cisplatino 40 1tM durante un cur~o 

temporal. F.n el carril M se corrio un n1arc;:tdor de peso molecular. (Ver 
marcriaJ y metodos). 
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En la siguiente fase. se procedió a determinar Ja probable 

participación de los factores de transcripción NF-kB y AP-1 así como Ja 

participación de las proteínas p53 y Bcl-2 durante la inducción de 

apoptosis en nuestro modelo. 

Análisis de Ja act:ividad de factores de transcripción NF-kB y 

A P-1 

Para determinar si el tratamiento con cisplatino (40 JlM) tenía 

algún efecto en a actividad de unión de los factores de trascripción NF­

kB y AP-1, se hicieron ensayos de cambio de niovilidad en gel con los 

extractos nucleares de las células testigo o de las tratadas con cispJatino 

a los tiempos indicados. Si bien Jos complejos específicos de AP-1 no se 

modificaron, Ja actividad de unión de NF-kB presentó un aun1ento 

significativo después de la exposición al cispJatino (Figura 9). Bajo 

nuestras condiciones experin1entales se detectó un complejo principal, eJ 

cual aumentó durante el curso temporal, aproximadamente en 252 % a 

las seis horas, y en 290% a las 9 horas permaneciendo elevado hasta las 

24 horas. Este complejo fue inducido en menor magnitud en células 

tratadas con peróxido. Después de una larga exposición de la película se 

detectó otro complejo que aun1entó débilmente a las 12 horas después 

del tratamiento con el compuesto antineoplásico. aunque fue mayor que 

la obtenida con peróxido de hidrogeno. 



j 

~' ~ 
·~ 
·l 
:¡-
1 
j 
r 
. J 

' 

B 

33 

A 
'HORAS 
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11 -
Figura 10 (A). Activido:td de unión a DNJ-\ del factor de transcripción 
AP-1 con extractos de células lfel.a tratadas con cisplatino (40 4M) 
durante un curso ten1poral (horas). El c<.i.rril ,1\ 1·cpresenta competición 
con el oligo homologo \AP-1) no n1;::ircacto, el carril B con1peticón con el 
aligo mutado no n1an.:ado, ) el carril C con,pctición con un aligo 
heterologo (NF-kB). (B) 1\cth·idad de unión a DNA del acxtor de 
trancripción Ní--kíl con cxtr«.tctos de c0Julas llela tratadas con cisplatino 
(40 uM) durante un cu1·so tcn1poral (horas). El carril A reacción con 
extractos de células tratacL.ts con 11.:0.: .Los co.u-riles 8,C,D, y E son la 
con1petición con el oligo hon1ologo no n1arcado <.l diferentes 
concentraciones, 2.5.2.5,2.50,2500 ~1. rcspecfivarnente y el carril F es la 
con1petición con oligo hc..>tcrologo (i\P· I )-
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Análisis de la distribución celular de p53 

La proteína antioncogene p53 ha sido implicada'. en la apoptosis 

inducida por daño al ADN [Benveniste P and Cohen A, 1995.y Kuerbirtz S 

J, et al., 1993.] Ya que las células HeLa tienen muy bajos niveles de la 

proteína p53 por la degradación inducida por la proteína E6 de 

papilomavirus, puede ser posible que en estas células p53 no tenga .un 

papel en la apoptosis. Este hecho es de partic~lar importancia ya que la 

fu11_ción de p53 es arrestar en la fase G l del ciclo celular. Esta función se 

encuentra abolida en esta línea celular [Prives C and Manfredi JJ .. 1993]. 

Por esta razón nosotros estudi;l.rnos la distribución celular de esta 

pror:eína por inn1unotlorescencia. Con10 ~e 111ucstra en la figura 1 O. la 

proteina p53 fue e~c;\S<.l y citopla~n1ic<.1 en las celulas control. Una ciar;.\ 

redistribución ocurrio despue~ del tratan1icn10 a l<..t.s 12 horas, cuando Ja 

mayoría de los núcleos n1ostraron una tinción positiva, sugiriendo que 

p53 escapa al control de E6. 

a b 

e d 

~ 
Figura 1 1. Expresión de la proteína p53 en células HeLa. a) células 
testigo (sin tratan1iento) , b) células tratadas con cisplatino (40 J.ll'-1) 

durante 12 horas. c y d ) contraste de fases de las células a y b 
respectivan1ente. 
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Análisis de los niveles de la proteína Bcl-2. 

Bcl-2 disminuye su expresión en varios procesos apoptóticos 

(Maldar et a/., 1994, Redd, 1994). Ya que esta proteína puede ser 

regulada negativamente por p53, la redistribución de esta proteína a las 

12 horas podría causar una disminución de Bcl-2. Con10 se n1uestra en la 

figural 1 aunque los niveles basales de Bcl-2 bajan después del 

tratamiento con cisplatino. La pérdida se inicia una hora después del 

tratamiento, siendo débilmente detectable a las 12 hrs previo a los 

cambios subcelulares de p53. Este decremento es tan1bién observado por 

inmunofluorescencia sin una aparente redistribución subcelular (Figura 

l l ). 

kDa 

46-
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Figura 12 Niveles de Bcl-2 de células HeLa tratadas con cisplatino 
(40 uf\..1) durante un curso tempora1 (horas) 
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DISCUSION 

La exposición de células HeLa a diferentes concentraciones de 

cispla'tino provoco una pérdida de viabilidad por inducción de apoptosis. 

como se comprobó a nivel morfológico con las t:inciones específicas para 

ADN: la tinción de Feulgen y con bromuro de etidio, con las cuales se 

pudieron apreciar condensación y fragmentación de los núcleos. 

Estas características se observaron con todas las concentraciones de 

cisplat.ino utilizadas. pero a diferentes tiempos. Con ninguna 

concentración se observó necrosis primaria y los experimentos fueron 

muy reproducibles. 

Al hacer el análisis del ADN a nivel electroforético se encontró que 

a tiempos cortos. entre 9 y 12 horas se presentó una fragmentación de 

alto peso molecular del ADN y a las 18 horas se encontró una 

fragmentación de bajo peso molecular del ADN. Este es un resultado 

contrario a los reportes iniciales que muestraban que las células HeLa 

inducidas a apoptosis por otros estímulos solo presentan fragmentos de 

ADN de alt:.o peso molecular, Tornei el al propusieron que esta linea 

celular carecía de una endonucleasa específica. En este trabajo se utilizó 

una técnica muy sensible lo cual puede explicar la detección de los 

fragmentos cortos de ADN. Además utilizando otros estin,ulos como la luz 

ultravioleta, quelantes. inhibidores de macromoléculas y otras drogas 

antineoplásicas como taxol y 5 fluorouracilo también detectamos 

fragmentos de bajo peso molecular en células Hel.a por lo que al parecer 

no es un efecto exclusivo del cisplatino (dat.os no mostrados). 
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Por la aparición ten1poral de los fragn1enros grandes unas horas 

antes de la aparición de los fragmentos cortos escas resultados apoyan la 

hipótesis que los primeros son precursores de los fragmentos cortos. 

Cabe mencionar que la fragment:ación de ADN de bajo peso molecular 

apareció junto con la morfología apoptótica a las 18 horas después de 

exponer las células a 40 ~lM de cisplatino. aproximadamente cuando el ID 

se encontraba al 50% (tiempo en el cual Ja mitad de las células se 

mueren con detern1inada concentración del fárn1aco)_ 

Una característica de estos fragmentos es que aparecen durante 

un tiempo muy corto (1 hora aproximadamente) y son muy lábiles .• lo 

cual también puede explicar el que no hayan sido observadas 

anteriormente. No hay que excJuir la posibilidad de que en los reportes 

anteriores el proceso apoptótico en células Hela se haya llevado a cabo 

por una vía diferente en la cual no se presente Ja fragmentación de bajo 

peso molecular. 

Ya que en general los eventos moleculares que dirigen a la 

apoptosis después de Ja exposición de agentes que dañan el ADN. no se 

conocen bien, nosotros decidirnos analizar la participación de los factores 

de transcripción AP-1 y NF-kB. Si bien la actividad de unión de AP-1 no 

se modificó durante el proceso apoptótico en células HeLa tratadas con 

cisplatino, si encontramos una modificación de la actividad de unión del 

NF-kB. Algunos reportes anteriores ya especulaban el que este factor 

pudiera tener papel importante en la apoptosis . Una variedad de señales 

que dirigen la activación de NF-kB también son señales que inducen 

apoptosis, por ejen1plo TNF-u., ionóforos de calcio, luz ultravioleta, 

radiación ionizante (u. y X), ácido okadáico, ceran1ida e inrerleucinas 

[Siebenlist U, et al., 1994]. 
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También el proceso apoptótico y la actividad de NF-kB se asocian a 

la generación de estrés oxidativo. Varias líneas de evidencia sugieren 

que las especies de oxígeno reactivas son un común y crítico 

denominador para varias señales que activan NF-kB. Esas conclusiones se 

basan en la inhibición de NF-kB por una variedad de antioxidantes con-io 

la N-acetyl-L-cysteina. ditiocarbamatos, y derivados de la vitamina E 

[Schreck R. et al., I 992a]. Además, la exposición de células a varios 

radicales libres como el peróxido de hidrogeno, radicales hidroxilo y 

superóxido, provocan un aumento de la actividad de unión de NF-kB 

[Schreck R, et al., 199Zb]. 

Se ha propuesto recientemente que las especies oxigeno reactivas 

t.ienen un papel central en el inicio de la apoptosis, ya que peróxidos y 

radicales libres altamente reactivos pueden inducir apoptosis y muchos 

agentes que activan ta apoptosis producen estrés oxidativo. Muchos de 

tos genes cuya expresión es controlada por NF-kB son mensajeros 

relacionados con el proceso apoptótica. Algunos genes críticos inducidos 

por NF-kB son c-myc, N)-sintetasa. activador de plasminógeno tipo 

urokinasa, interleucina lB, TNF-u, y p53 [Siebenlist U, et al., 1994, Wu H 

and Lozano G •• 1994]. Un au1nento en la cantidad de Rel se correlaciona 

con la apoptosis en el desarrollo del embrión de pollo [Neiman PE. et al., 

1991]. La expresión de v-rel exógeno en linfocitos previene la inducción 

de apoptosis por radiación, ionóforos de calcio o dexan1etasona [Abbadie 

C. et al.. 1993]. Es importante recordar que et cisplatino genera especies 

de oxígeno reactivas corno es et superóxido y los radicales hidroxilo, al 

interactuar con el ADN [Masuda H. et al., 1994], así que es concebible que 

la generación de radicales pueda mediar, por lo menos en parte. ta 

respuesta apoptótica por agentes que dañan el ADN. El aumento de 
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actividad de unión de NF-kB sugiere que este factor de transcripción 

pueda tener un papel en el proceso apoptótico (Figura 7}. En este ensayo 

nosotros detectamos un complejo principal inducido nueve horas 

después de iniciado el tratamiento que permanece elevado hasta las l 8 

horas. Este aumento precede el can1bio intracelular de p53 y Ja aparición 

de las características morfológicas y bioquín1icas. El uso de neutralizantes 

de radicales libres puede dar un resultado definitivo sobre el papel de 

NF-kB durante la apoptosis. así como si también el aumento es común en 

otros sistemas. 

La función norn1al de p53 ha mostrado ser crucial para la 

inducción de apoptosis en líneas celulares de tumor. en timocitos de 

ratón y células hen1atopoyéticas después de un daño al ADN [Masuda H, 

et al., 1994]. Esta proteína es capaz de inducir un arresto en el ciclo 

celular en respuesta al daño del ADN y si el daño no es reparado dirige a 

la célula hacia el l proceso apoptotico [Nelson WG and Kastan MB., 1994), 

aunque también ha sido reportado una vía apoptótica independiente de 

p53 [Berges RR. Furuya Y, Remington L, English HF, Jacks T and lsaacs JT 

1993., Strasser A, Harris AW, Jacks T and Cory S 1994]. Gujuluva y 

colaboradores (1994) reportaron que a diferencia de los queratinocitos 

orales normales. los queratinocitos inmortalizados con papilomavirus no 

acumularon la proteina p53 en el núcleo cuando Fueron expuestos a 

agentes que dañan el ADN, como la luz ultravioleta. Dado a que las 

células HeL."l contienen el gen del papilomavirus 18, que expresa Ja 

proteína E6, Ja cual dirige a p53 a una degradación [Mansur CP and 

Androphy EJ, 1993., Boshart M, et al.,1984., Schwarz E, et al.,1985], 

nosotros analizamos la proteína p53 por medio de inmunofluorescencia 

durante un curso ten1poral, para probar si en nuestro n1odelo existía una 

via independiente de p53 Sorprendentemente encontratnos que la 
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proteína p53 se redistribuía al núcleo después de 12 horas de haber 

iniciado el tratamiento, justo antes de que las can1bios morfológicos y 

bioquímicos se presentaran y después de la activación de NF-kB. 

Desconocemos la manera en que p53 evade el control por E6 durante 

este proceso. Posiblemente p53 aumente su síntesis y/o los niveles de E6 

disminuyan durante el proceso. Se sabe que p53 puede reprimir E6 

cuando se sobreexpresa [Desaintes C. et al., 1995] realizando así una 

retroalimentación positiva cuando escapa del control de E6. Además, Ja 

activación de NF-kB que encontramos puede también estar relacionada, 

ya que p53 tiene una secuencia consenso en su gen para NF-kB (Schwarz 

E, et al.,1985]. Ya que la citotoxicidad del cisplatino está relacionada al 

arresto en la fase G2/M (Sorcnson CM, et al .•• 1990] es concebible que en 

este proceso p53 participe en el arresto en esta fase y no en la de Gl, ya 

que recientemente ha sido reportado que p53 controla esta fase del ciclo 

en células Ml de leucemia mieloblástica· [Sorenson CM, et al., , 1990]. 

Se determinó. los niveles de la proteína supresora de apoptosis Bcl-

2 ya que datos recientes muestran que esta proteína puede bloquear la 

apoptosis inducida con p53 [Sorenson CM, et al., • 1990] y p53 puede 

disminuir la expresión de Bcl-2 [Miyashita T, et aL, 1994]. Los niveles de 

la proteína Bcl-2 decrecen después del tratamiento con cisplatino, con 

una pérdida gradual que comienza una hora después de iniciado el 

tratamiento. A las doce horas. cuando p53 entra al núcleo, los niveles de 

Bcl-2 son apenas perceptibles (Figura 1 B) Este decremento de los niveles 

de la proteína Bcl-2 empieza antes de que exista un cambio en la 

proteína p53. implicando que otros reguladores aparte de p53 están 

involucrados en la modulación de tos niveles protéicos de Bcl-2, como 

ocurre en poblaciones neuronales incluyendo neuronas simpáticas. 

neuronas de la corteza olfatoria y otras regiones en el cerebro [Miyashita 
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T. et al., 1 994]. A este respecto es importante mencionar que Bcl-2 tiene 

la habilidad de modular la función de p53 alterando el t:raflco subcelular 

durante el ciclo celular [Ryan JJ, et al., 1993]. 

Por lo tanto. durante el proceso apoptótico inducido por cisplatino 

en células HeLa. aumenta la actividad de NF-kB, un factor que responde 

a estrés oxidativo, se presenta un decremento muy temprano de Bcl-2 y 

p53 evade el control de E6 y se distribuye hacia el núcleo. La precisa 

relación entre estos eventos y la in1porcancia de cada uno de ellos deberá 

ser establecido con análisis más profundos y directos. 

CONCLUSIONES 

La droga antineoplásica cisplatino produce apoptosis en células 

Hel.a de manera dependiente de la concentración y del tiempo de 

exposición de la droga. Las prin1eras horas después del inicio del 

tratamiento con cisplatino (40 Jtl\1) los niveles de la proteína Bcl-2 

disminuyen. después se presenta un cambio en los niveles de actividad 

de unión de NF-kB y una redistribución de la proteína p53 al núcleo a las 

doce horas. En este momento se inicia la fragmentación de ADN de alto 

peso molecular y a las 1 B horas se presenta la fragmentación de ADN de 

bajo peso molecular, y la morfologia apoptótica.(Figura 12 ). 
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