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Resumen.

Células Hela expuestas a diferentes concentraciones de
cisplatino presentaron caracteristicas morfolégicas y bioquimicas.
propias de la apoptosis. El cisplatino provocdé muerte celular de una
manera dependiente de la dosis y del tiempo de exposicién al farmaco.
Se demostré que esta muerte corresponde al fendmeno apoptdtico
mediante estudios morfologicos con las tinciones histolégicas de Feulgen
(Schiff) y bromuro de etidio, que revelaron una condensacién citosélia y
nuclear después de 18 horas de tratamiento. Las células tratadas con
cisplatino presentaron una fragmentacion del ADN que se detectd in situ
con la técnica de TUNEL. Al someter a electroforesis el ADN de las célula
con tratamiento se encontré que existia una fragmentacién inicial entre
las12 y15 horas con productos de alto peso malecular y una ruptura
posterior (18 hrs) que produjo fragmentos multiplos de 200 pb, con un -
patron electroforético de escalera (Ladder). Ya que el cisplatino causa
dano al ADN y genera radicales libres, se analizé la actividad de unidén de
los factores de transcripciéon NF-kB y AP-1, implicados en la respuesta de
las células al estrés oxidativo. Al inducir apoptosis mediante Ia
administracién de cisplatino, no se encontraron cambios notables en los
niveles de actividad del factor AP-1, al ser analizados mediante ensayos
de movilidad electroforética (EMSA). Por el contrario, los niveles de
actividad de NF-kB se incrementaron sensiblemente durante el curso
temporal, particularmente de manera previa a la aparicion de la
morfologia apoptotica. Al analizar la distribucién celular del oncogene
P53, se encontré que este se acumuldé en el nucleo a las 12 hrs después
del tratamiento evadiendo la degradacién causada por EG. Ya que pS3
regula negativamente a Bcl-2, también analizamos los niveles
intracelulares de esta proteina, los cuales disminuyeron a tiempos muy
cortos después de iniciar el tratamiento, aun antes de los cambios
encontrados en p53. Estos resultados apuntan a que la apoptosis podria
ser dependiente de p53 y Bcl-2 en esta linea celular. De la misma
manera senalan el papel primordial de NF-kB en el proceso apoptotico en
este sistema.



ABSTRACT.

Exposition of HelLa cells to several cisplatin doses resuit in a concentration-
dependent loss of cell viability. By specific DNA staining, an important
nuclear condensation and fragmentation was present, characteristic of
apoptosis. None of the drug concentrations used induced necrosis. In the
condensed nuclei, a ciear fragmentation was observed, as assesed by the
TUNEL technique. With electrophoretic assays, it was apparent that the first
DNA alteration was present 9 hours after exposure, with a high molecular
weight fragmention, followed by the classic “ladder” pattern of low molecular
weight fragmentation,18 hours after 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 contro!l cells and a clear
redistribution was obtained twelve hours after exposure to cisptatin. This is
particularly retevant since HelLa cell line has loose most of its pS3 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, Hel.a cells increase the activity of NF-kB, an
oxidative-stress responsive factor, decrease the expression of Bel-2 protein
and, concordantly, present a p53 "escape" mechanism from E6-directed
degradation. allowing its cellular redistribution



INTRODUCCION
Generalidades de la apoptosis

La muerte celular es un fenémeno biolégico que ocurre bajo
diversas circunstancias. Hasta hace algunos afios se consideraba como un
evento pasivo y accidental causado por la exposicién 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 dafno severo que

provoca una falla catastréfica en 1a integridad celular, existe otro tipo de
muerte celular, denominada apoptosis.

La apoptosis es un tipeo de muerte celular responsable de la
eliminacién de células en una variedad de procesos fisiologicos y

fisiopatolégicos. Cuando las células se

apoptotizan, presentan una
morfologia muy caracteristica: la célula pierde contacto con las células
vecinas, el citoplasma se condensa, la célula pierde de 1/3 a 1/2 de su
volumen original, la cromatina se compacta y se desplaza hacia la
envoltura nuclear, el nucléolo se disocia y el nfcleo se disgrega en

fragmentos discretos, la membrana celular sufre convoluciones formando

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

contenido nuclear. Estas vesiculas se desprenden de la célula como

cuerpos discretos denominados cuerpos apoptdticos. De aqui el nombre
de apoptosis que en griego significa “desprendimiento” [Wyllie AH, et
al.1980., Kerr JRF., 1994., Raff MC., 1992., Williams GT., 1994]. Las células
vecinas o macréfagos engloban y digieren los cuerpos apoptoticos, de tal
manera que en ningun momento el contenido celular tiene contacto con
el medio externo y por lo tanto no desencadena en el organismo una
respuesta inflamatoria [Williams GT., 1994].




Figura 1. Principales tipos de muerte celular: Apoptosis y Necrosis.
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La primera evidencia de este tipo de muerte celular surge en el
ario de 1965 cuando Kerr [Kerr, J.F.R., et al.,, 1972.] realizaba un estudio
sobre lisosomas en higado de rata con isquemia y observé que algunas
células que mostraban sefales de muerte celular tenian una morfologia
hacer una tincidon

peculiar, diferente a las células necrdéticas. Al

histolégica para detectar fosfatasa acida encontré que a diferencia de las
los lisosomas intactos. Estudios
las diferencias

LM, et al,

células necroéricas, estas mantenian

posteriores con microscopia electrénica corroboraron
morfolégicas entre células apoptédticas y necroticas [Buja,
1993] (Figura 1).

Un marcador bioquimico de la apoptosis es la ruptura de Ia

cromatina en fragmentos multiplos de 180 pares de bases, los cuales, al

someterse a electroforesis, presentan wuna apariencia de ‘"escalera”

(ladder en inglés). Estos fragmentos provienen de cortes especificos en
las regiones internucleosomales del ADN [Bortner et al.,, 1995., Kaufman
SH.1989., Wyllie, A.H., 1980]. Ha existido un considerable clebate sobre el

papel preciso de la fragmentacidon del! 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 fragmentacién de ADN en fragmentos de bajo peso
molecular es un marcador de la apoptosis, existen reportes de muerte
tipo de fragmentacion. Al

celular por apoptasis en ausencia de este
del ADN ocurre

la fragmentacién internucleosomal

parecer,
inmune. Por e! contrario, en

consistentemente en células del sistema
células epiteliales, células embrionarias, en células de insecto durante la

metamorfosis, en hepatocitos cultivados con TGF-B1 o en células Hela
tratadas con ocratoxina no se observa este tipo de fragmentaciéon; en las
cuales solo se detectaron fragmentos de ADN de alto peso [Ucker DS, et

al., 1992., Tomei, et al., 1993]. No se sabe con certeza si en estos casos la
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fragmentacién realmente no  existe o simplemente las técnicas de
deteccién no son lo suficientemente sensibles [Cohen }J, and Duke RC,
1984., Schulze-Osthoff K, et al.,, 1994., Compton MM., 1992].

Varios grupos de investigacién han detectado fragmentos de alto
peso molecular (50-300 Kb) durante el proceso apoptético. Por ejemplo,
timocitos de rata tratados con dexametasona presentan [ragmentos
grandes ademas de los fragmentos internucleosomales. Fragmentos
grandes similares con o sin la presencia de fragmentos pequerios han
sido observados en linfocitos tratédos con teniposido y en varias lineas
celulares epiteliales tratadas con TGF-R1, 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 como precursores de los fragmentos

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

El rompimiento del ADN durante la apoptosis lo llevan a cabo
enzimas especificas. Varios candidatos han sido propuestos: la ADNasa |
la cual requiere Ca®*y Mg?" y es inhibida por Zn?*'; la ADNasa II, una
enzima lisosomal que tiene un pH optimo de 5.5 y funciona
independientemente de los catibnes y la NUC 18, una enzima nuclear que
es dependiente de Ca?* /Mg?* y es inhibida por Zn?*. El hecho que existan
diferentes tipos de fragmentacién de ADN ha llevado a postular la
existencia de mas de una endonucleasa responsable de la fragmentacién
del ADN durante la apoptosis, en diferentes tipos celulares y aun en la
misma célula [Arends M]J, et al.. 1990.. Wyllie AH.. 1980., Barry MA,and
Eastman A., 1992., Wyllie AH, et al., 1992.3.
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Walkert et al. (1996) han propuesto un modelo muy interesante
del mecanismo -de fragmentacion del ADN en apoptosis, tomando en
cuenta la estructura del ADN, el tamasio de los fragmentos de ADN y los
requerimientos de iones que se he han reportado en diferentes sistemas.
Este modelo postula tres niveles de fragmentacién del ADN: El primer
nivel seria una fragmentacién en regiones de unién 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 1. Los cortes en estas
regiones los haria una endonucleasa constitutiva que requiere bajos
niveles de magnesio. El segundo nivel de fragmentacién se llevaria a
cabo en los denominados Sitios II, que involucra también regiones de
unién entre el ADN y el esqueleto proteico nuclear. Estos son sitios ricos
en G:C y abarcan minimo un asa de ADN de S50 Kb y maximo 6 asas de.
ADN con un total de 300 Kb. En este paso se necesita la presencia de
Mg?* v de bajas concentraciones de Ca?®. Se postula que con este corte el
ADN ya no se mantendria unido al citoesqueleto y se uniria a la periferia
nuclear. Finalmente el tercer nivel es el rompimiento internucleosomal
(Sitios I11) de 200 pb o multiplos, en este paso se requiere Mg?' y altas
concentraciones de calcio (Figura 2). Estos autores proponen que la
endonucleasa responsable de la fragmentacion a los tres niveles es la
ADNsa I ya que se trata de una enzima que modula su actividad,
especificidad de sustrato y su mecanismo de accidn por las
concentraciones de cationes, y aunque esta proteina tiene en su
estructura una secuencia senal de secrecidén y a nivel intracelular se ha
localizado en el Reticulo Endoplasmico y Aparato de Golgi, existen
indicios que demuestran que puede encontrarse también en nucleo.
{walkert PR, et al., 1996].
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La apoptosis juega un papel vital en diversos procesos biolégicos,

ayudando a mantener la homeostasis de las poblaciones celulares. Existe

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

crecimiento de las poblaciones celulares. La apoptosis es responsable de

la eliminacién de células durante el desarrollo embrionario de los

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

tejidos en condiciones normalces, durante procesos involutivos normales,
en la regresion de hiperplasias, ademas de jugar un papel muy
importante en el sistema inmune al eliminar células autorreactivas
[Wyllie AH, 1992., EllisRA, et al.,, 1991., Meyn RE, et al., 1994,,Cotter TG,

et al., 1990]

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

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

peso molecular (Sitios IIT) durante la apoptosis.
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Por medio de la apoptosis se eliminan células que podrian ser
dafinas al organismo, como aquellas que tuvieran mutaciones en el
genoma © que estuvieran infectadas con virus, de tal forma que la
modificacibn de este proceso puede dar lugar a alteraciones
fisiopatolégicas. De esta manera, lo encontramos implicado en la génesis
de atrofias patolégicas y en procesos cancerosos, en donde se encuentra
alterado el indice apoptético. Ciertos virus pueden suprimir la apoptosis,
prolongar la viabilidad de las células huésped y optimizar la produccién

de particulas virales [Haecker G and Vaux DL, 1994].

El proceso apoptdtico se presenta en todos los organismos
multicelulares incluyendo las plantas y se ha encontradeo en algunos
organismos unicelulares como Trypanosoma cruzi [Ameisen IC, et

al.1995] y Tetrahymena thermophila [Christensen ST, et al.,, 1995].

Al enconrtrarse que la apeoptosis se prevenia con inhibidores de la
sintesis de ARN y proteinas, se dedujo que la célula tenia un papel activo
en este proceso y que era necesaria la expresion de una barteria de genes
especificos 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 expresién de genes especificos en el
proceso apoptético [Martin J.,, 1993}, En el nematodco Caenorhabiditis
elegans la expresion de los genes ced-3 y ced-4 son indispensables para
la apoptosis y el producre del gen ced-9 actiua como supresor de la
apoptosis [Yuan J, and Horovotz HR.,, 1990] En mamiferos se han
encontrado varios genes relacionados con el proceso apoptotico. Algunos
de los genes mas importantes son los que codifican para las proteinas
P53 y Bel-2.



La proteina p53.

El gen p53. humano se localiza en el cromosoma 17 regién 17pl3,
codifica una fosfoproteina nuclear de 393 aminoacidos descrita
originalmentz en 1979 como una proteina capaz de formar un compuesto
oligomérico con el antigeno T de SV40 en células transformadas [Levine
All, 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 embrién de rata en ensayos de transformacién indico
inicialmente que p53 era un oncogene. Diez afios mas tarde se demostré
que solo la forma mutante de p53 tenia capacidad de transformacién
celular. Dos tipos de evidencias demostraron que p53 es un gene
supresor de tumores: a) Alteraciones somaticas del gen p53 han sido
reportadas en un gran numero de canceres, sugiriendo que este evento
es requerido para la wransformacidén; las mutaciones del gen pS3 son una
de las alteraciones genéticas mas frecuente detectada en canceres
humanos. b) La expresiéon de pS3 normal es capaz de suprimir la
transformacién de células por otros oncogenes, de inhibir el crecimiento
de células malignas in vitro 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 pS3 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. pS3 forma un complejo tetramérico y se une a
secuencias especificas de ADN (5 -RRRCA/TT/AGYYY-3’). Se han

identificado diversos genes que contienen en su regién regulatoria el
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elementos que responden a p53 [EL-Deiry WS, et al.,, 1993], por ejemplo,
el gen que codifica para la proteina p21 (WAF1/CIPI) un inhibidor de la
cinasa dependiente de ciclina (CDKs), el gen del antigeno nuclear de
proliferacién celular (PCNA), GADD45 [Finlay CA., 1993}, mdm-2 (mouse
doble minute 2), la cinasa de fosfocreatina, la ciclina G y bax, son genes
inducidos por p53, mientras que c-myc y Bcl-2 son reprimidos por p53
[Selvakumaran M, et al., 1994]. Esta proteina también regula la expresién

de c¢-fos y c-jun, aunque no contienen la secuencia consenso,

probablemente por una interaccién con la maquinaria de transcripcion
[Atadja P, et al., 1995].

Se ha especulado que pS53 tenga un papel en el control de la

replicacién del ADN ya que es capaz de inhibir 1a unién de el antigeno T
de SV40 a la polimerasa alfa, 1a cual es requerida para la replicacién de

SVv40 [Friedman P, et al.,, 1990)]. Recientemente se ha demostrado que

PS3 también interviene en la regulacidn traduccional; se ha encontrado
que se asocia con varios componentes de la maquinaria de traduccién y

con las regiones 5° 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.}., 19906].

La proteina p53 es de vital importancia en el ciclo celular, dado

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

limitan la entrada a las diversas fases del ciclo. En células normales los

niveles de p53 son muy bajos, si bien estos aumentan después del

tratamiento con agentes que danan el ADN. Se ha propuesto que p53 esta
involucrado ¢n 1a respuesta al dafio a ADN, produciendo wrresto en la
fase G1 del ciclo celular para permitir la reparacion del ADN antes de

entrar a la fase S o conducir a la célula a la via apoptdtica si el dafo es
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severo [Agarwal ML et al., 1995] (Figura 3). Guillouf et al. (1995 han
demostrado que. p53 normal modula también la salida de la fase G2 de

células de leucemia ‘mieloide expuestas a radiacién gama.

Varias proteinas regulan la funcién de p53, algunas de las cuales

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

infeccion por ciertos papilomavirus humanos contribuyen al desarrollo

de caAncer cervicouterino. Una de las oncoproteinas de estos virus, la

proteina EG, interactua con p53 y la dirige a una rapida degradaciéon por

la via dependiente de ubiquitina. Asi, células que contienen E6 no

pueden inducir a p53, siendo funcionalmente carentes de esta proteina

con la consecuente pérdida de las actividades de arresto del ciclo

{Huibregtse JM, et al., 1993., Scheffner M, et al.,, 1990].

Las células que expresan p53 mutado, al igual que las que estan

infectadas con papilomavirus de alto riesgo, no son capaces de arrestar la

progresion del ciclo, reparar el dafo y continuar proliferando. Este hecho

dirige a la célula a una inestabilidad genética y

eventualmente a la
malignidad [Scheffner M, etal., 1992].

Estd bien documentado que pS53 tiene un papel critico en la

ejecucion de la apoptosis [Donehower LA., 1994]. El primer indicio que

pPS3 podia mediar 1a muerte celular surge de los experimentos realizados
por Yonish-Rouach et al. (1991) que, al transfectar células de leucemia

mieloide con una construccion que incluye pS5S3 cuya conformaciéon es

sensible a temperatura, observé que solo a la temperatura a la cual se

expresaba pS53 las células se apoptotizaban. Un estudio de Shaw et al
(1992) demostraron que la introduccién de p53 a células de cancer de

colon resultaba en apoptosis. A partir de entonces numerosos estudios
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han demostrado que pS3 puede inducir apoptosis en células de tumor asi
como en células normales. Sin embargo cabe mencionar que también se
ha d}esc'rito una via independiente de pS5S3 donde células con pS3

mutante son capaces de apoptotizar [Nuriez G and Clarke MF, 1994., Redd
JC, 19941, ‘

REGULACION DE ONCOGENES Y ARRESTO EN
GENES SUPRESORES DE TUMORES
AUMENTO DE

G1/S
NIVELES DE Pﬁ

?

ACTIVAGION DE LA
DARO AL ADN REPLICACION DEL ADN

APOPTOSIS

ESQUEMA 3

Figura 3. Activacion del gen p5S3 después de un dano al DNA.



La proteina  Bcl-2

Owo gen implicado en apoptosis es el gen que codifica para la
proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2). Se identificod por su papel
en el desarrollo de linfoma folicular humano, en el que sufre una
translocacién cromosomal t(14:18) [Redd JC, 1994]. En esta translocaciéon
el gen de Bcl-2 se mueve de su posicién normal en 18q21 a la posiciéon
14q32 quedando en posicidn contigua al Jocus de la cadena pesada de
inmonuglobulinas. Esta translocacion da por resultado la sobreexpresion

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

El producto del gen Bcl-2 funciona como sefnal anti-apoptotica,

suprime la apdptosis inducida por diversos estimulos, incluyendo drogas

quimioterapetticas y radiaciéon gama [Oliver FJ, et al., 1993., Hsu B, et

al.,, 1994]. La proteina Bcl-2 fue el miembro fundador de una amplia

familia de proteinas relacionadas con apoptosis, la cual incluye las
proteinas codificadas por los genes de:
apoptosis) y bcl-xL, mcl-1 y Al,

apoptosis.

bel-xs ¥y bax (ambos inducen
que al igual que Bcl-2, inhiben la
Esta familia de proteinas tienen en su extremo COOH una
region hidrofdbica y dos regiones muy homdlogas en su secuencia,

las
regiones denominadas BH1 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

rapidamente y se diferencian en su componente maduro como son las

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

progenitores de células hematopoyéticas. La expresion de Bcl-2 declina

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

2 se expresa también en células de varios tipos de tumores, incluyendo
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carcinoma de mama. Aunque Bcl-2 por si solo no estimula la
proliferacién o causa transformacion, coopera con c-myc y miembros de
la familia de ras para transformar células f{lLam ™M, et al.,, 1994,
Monaghan P, et, 1992]. Se ha demostrado que bcl-s protege a las células

de la apoptosis inducida por c-myc y pS3 [Haldar S et al., 1994].

La proteina Bcl-2 esta asociada con membranas y se ha localizado
en la mitocondria, reticulo endoplasmico y en la region perinuclear. El
mecanismo exacto por el cual Bcl-2 previene la apoptosis no es claro. Sin
embargo, este gen ha sido implicado en 1a regulacion de flujo de Ca? a
través de la membrana del reticulo endoplasmico, en el twransporte
nuclear, en la formacidon 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 proteina formando

Y cuando

homodimeriza un complejo
funcional se une a Bax se inacuiva. No se conocen las
implicaciones funcionales de la unién de Bc¢l-2 con R-ras [Oltvai ZN, et al,,

1993., Wang HG, et, 19947,

Se ha propuesto que Bcl-2 inhibe la apoptosis actuando como un
antioxidante o inhibiendo la generacién de radicales libres de oxigeno

[65, 66). En células hematopoyéticas apoptdticas la sobreexpresion de

Bcl-2 se asocia con un decremento en dafo celular por esirés oxidativo,
si bien no se presenta una disminucién en la formacién de
intermediarios de oxigeno reactive [Fernandez-Sarabia M]J, and Bischoff
JR, 1993]. Kane y colaboradores (1993) encontraron que Bcl-2 previene
la apoptosis por decremento de la generacidén de especies oxigeno
reactivas en células neuronales. Hockenbery et al. (1993), proponen que
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la proteina Bcl-2 podria actuar por interaccién proteina-proteina, en

sitios generadores de ROI.

Experimentalmente se ha encontrado que existen multiples
inductores externos de la apoptosis, de tal forma que se puede inducir
apoptosis con radiacion, idnoforos de calcio, factor de necrosis tumoral,
adiciobn o falta de hormonas esteroides, y carencia de factores de
crecimiento y citocinas {[Earnshaw WC, 1995., Schwartzman R, and
Cidlowski JA., 1993]. La habilidad de la célula de responder a seiiales
extracelulares es esencial para la sobrevivencia y el desarrollo de los
organismos. Existen sistemas de traduccidon que conectan las seriales
extracelulares con el nucleo para modular la expresién de genes
especificos. Muchas de estas vias transmiten la serfial a la maquinaria
nuclear, activando factores de transcripcion especificos que regulen la
expresion de diversos genes con el fin de que la célula responda a los
diversos estimulos. Para algunos estimulos se conoce la secuencia total
de esta via o vias de transduccion de la sefal; en el caso de la apoptosis,
a pesar que los eventos finales morfolégicos son muy similares en
diversos tipos celulares y con diversos estimulos, no se ha podido
encontrar una via comun; si bien, es posible que algin o algunos factores
de transcripcién sean comunes en los procesos apoptoticos [Lee S,

Christakos S, and Smalil MB., 1993, Bowen ID., 1993].
El factor de transcripcién AP-1 (Proteina Activa 1).

El factor de transcripcién AP-1 es un complejo dimérico compuesto
por diferentes miembros de la familia de fos y jun asi como también
miembros de la familia de proteinas ATC/CREB [Angel P and Karin M,
1991]. AP-1 se une a un grupo de secuencias consenso en el ADN



=17

denominadas TREs (TPA responsive enhancer element) que regulan la
transcripciéon 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 sefiales intracelulares mediadas por la protein cinasa C
dependiente de Ca2+/diacilglicerol, la protein cinasa A dependiente de
AMPc y por aumento de la expresién de varios oncogenes semejantes a

sr¢, y ras, asi como por estrés oxidativo [Meyer M, et al., 1993].

ta induccion de AP-1 ha sido observada durante la apoptosis de
células epiteliales de mama de ratén [Marti A, et al, 1994] y la expresién
de fos y jun se inducen durante ia apoptosis de células linfoides. Ademas
e] tratamiento de células con oligonucledtidos dirigidos contra fos y jun
protegen a células linfoides de 1a 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.

ESTIMULOS cascada de
(p.e ras-GTP) fosforitacion @
- e >
nvicleo
F

MAP CINASAS

transcripcion

A 7
po™

Figura 4. Activacion del factor de wranscripciéon AP-1.
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EL FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-KB (factor nuclear'del'gen

de cadena k de células B).

El factor de transcripcién NF-KB es un activador pleiotrépico que
participa en la regulacién de genes especificos [Siebenlist U, et al.,, 1994].
NF-kB es un complejo dimérico compuesto de varias combinaciones de

miembros de la familia de Rel/ NF-kB.

Esta familia de polipéptidos se distingue por la presencia del
dominio homologo a Rel (DHR), de aproximadamente 300 aminoacidos.
Los miembros de la familia NF-kB pueden ser clasificados en dos clases:
una agrupa a los proteinas precursoras de pl0O5 y pl0O las cuales son
procesadas proteoliticamente a las formas maduras p50 y pS2,
respectivamente y el otro grupo agrupa a la familia de c-Rel, v-Rel, Rel A
(p65) ¥ Rel B, asi como a la proteina dorsal de Drosophila, estos proteinas
no son procesadas proteoliticamente. El complejo p50/Rel A(pS0O/pG6S)
estd presente en practicamente todas las células y es usualmente el

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

El complejo NF-kB se encuentra en el citoplasma como una forma
inactiva unido a una proteina de la familia de proteinas relacionadas a
ubiquinado y
NF-kB

IK-B. Después de una estimulacién, IkB es fosforilado,
degradado protecliticamente por proteosomas. ElI complejo
liberado se transloca al nucleo donde se une a sitios cis. con secuencias
consenso 5’-GGGPuNNpyPyCC3' en las regiones reguladoras de ciertos
genes, regulando su transcripcién [Grimm S and Baueverle PA, 1993,

Rushlow C and Warrior R, 1992]( Figura S)
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NF-kB es activado por una variedad de estimulos, incluyendo
esteres de forbol, citocinas, luz ulutravioleta, rayos gama, proteinas virales

y bacterianas, anticuerpos

para receptores de
lipopolisacaridos,

superficie,
ARN de doble hebra y sintesis

protéica reducida
{Siebenlist U, et al., 1994]. Muchos, si no todos, los estimulos que inducen

a NF-KB estan relacionados a la generacidon de especies oxigeno reactivas

que sirven como mensajeros comunes para su activacidn [Schreck R, et
al., 1992a., Schmidt KN, et al., 1995].

1B

@ @ citoplasma

!} estimulo extracclular

Figura 5 Activacién del factor de transcripcion NF-kB.
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Cisplatino

Diversas drogas antineoplasicas ejercen su efecto induciendo
apoptosis. El cisplatino (cis-diaminedichloroplatinum (Il) o CDDP) induce
apoptosis en células de ovario, de leucemia murina, en células de
hepatoma y en células de neuroblastoma [Barry MA, et al.,, 1990,
Ormerod MG, et al., 1994]. El cisplatino es ampliamente usado en el
tratamiento de carcinomas. Es una droga que se une al ADN forma wvarios
tipos de aductos (moncoaductos, enlaces cruzados intercatenarios e
intracatenarios) y ademas forma enlaces cruzados entre ADN-proteinas

y/o glutation [Fichtinger-Schepman AMJ, et al. J, 1985] (Figura 6).

El mecanismo exacto de la accion del cisplatino no se ha elucidado
todavia, si bien la inhibicidn de la sintesis de ADN fue counsiderada como
critica para su toxicidad. Esta idea fue corregida cuando Sorenson et al,
{Sorenson CS and Eastman A, 1988] demostraron que concentraciones
bajas de cisplatino, que no inhiben la replicaciéon, también causan muerte
celular. Las células contintan 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 sintesis de proteinas y ARN asi como los pooles de ATP y NAD
se mantienen normales. Cortes de doble hebra en el ADN se pueden
detectar durante el periodo de latencia considerandose un marcador
inicial de la muerte celular (Sorenson CS and Eastman A, 1988., Sorenson
CM, et al., 1990]. Recientes datos de Masuda et al 1994, sugieren que el
cisplatino genera especies oxigeno reactivas como aniones superoxido y
radicales hidroxilo al interactuar con el ADN. La generacién de especies
reactivas puede jugar un papel en la citotoxicidad del cisplatino.
Apoyando esos resultados Zhang et al 1995, reportaron que ¢n cortes

renales de rata, el cisplatino induce dano mitocondrial, depletando el



contenido de GSH y proteinas con grupo SH: también inhibe la toma de
- Ca2+, colapsa el potenc;al mitocondrial y aumenta la peromdacion de

lipidos

Figura 6. Estructura del cisplatino y su union al ADN.
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JUSTIFICACION

Con el fin de profundizar en los mecanismos mediante los cuales
las drogas antineoplasicas ejercen su accidén, iniciamos una serie de
estudios encaminados a la elucidacion de algunos eventos moleculares
implicados en la accidén del cisplatino en células Hela. Los resultados de
estos estudios nos ayudaran a profunfizar en el proceso apoptotico
inducido por agentes antineoplasicos asi como establecer las bases para
posteriores analisis sobre las causas de resistencia a drogas, sefalar
posibles marcadores tumorales de respuesta a quimioterapia, establecer
posibles combinaciones de antineoplasicos y/o drogas adyuvantes y, en

un futuro, djsefiar estrategias para blancos celulares de nuevas drogas

para el tratamiento del cancer..




OBJETIVOS:
= Determinar si el cisplatino induce apoptosis en células Hela

1. Analizar si el cisplatino tiene efecto sobre la viabilidad celular
en células Hela

2. Analizar si la exposicion de células Hela a cisplatino provoca
cambios morfolégicos y bioquimicos propios del proceso
apoptoético .

a) Determinar con técnicas histoldgicas la condensacion de la
cromatina en células Hela expuestas a cisplatino.
b) Determinar la fragmentacion de ADN in situ e in vitro. en

células Hela expuestas a cisplatino.

= Estudiar algunos eventos moleculares durante el proceso apoptdtico en

células Hela inducido con cisplatino.

1. Analizar los niveles de actividad del factor de transcripcién
NF-kB.

2. Analizar los niveles de actividad del factor de transcripcién
AP-1

3. Analizar la distribucidon subcelular de la proteina p53

4. Analizar los niveles de la proteina Bcl-2.




MATERIALES 'Y METODOS.

Las células Hela se crecieron en medic DMEM

Cultivo celular.
con 10% de suero fetal bovino (GIBCO) y se incubaron a 37°C en una

atmosfera hameda con 5% de CO, (v/v) Las células se crecieron a 70 % de
confluencia y entonces se expusieron a diferentes concentraciones dc

cisplatino {Sigma ST, Louis MO).

Analisis Histoldgico. Las células se fijaron en etancol al 70%
durante 5 minutos a -20°C, (100ug/ml)
durante 2 horas a 37°C, se tirfieron con el procedimiento de Feulgen,

en una solucién de acido

se pretrataron con ARNsa

laminillas

se incubaron las
se lavaron en

brevemente
agua destilada,

periodice a! 0.5% durante 5 minutos,
después se incubaron durante 20 minutos en el reacrivo de Schiff y se

lavan en agua corrie por 10 minutos, se contratineron con verde rapido y
Yy Sse

se incubaron por 5 minutos con bromuro de etidio (10mg/ml),
lavaron con PBS varias veces. Las células se visualizaron en microscopio
Zeiss, usando epifluorescencia para Ja tincidn de bromuro de etidio y
campo claro para la tinciéon de Feulgen, se fotografiaron con pelicula
Plus-X Kodak. La fragmentacién del ADN fue detectado in situ por el
método de TUNEL, el cual se basa en la habilidad de la transferasa

unidos a digoxigenina en los

terminal para incorporar nucledtidos

extremos 3’ libres del ADN y la deteccién de estos nucledtidos con un
Y, et al,

anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a peroxidasa [Gavrieli
1992]. Se visualizd y forografio en campo claro como arriba se indica.

Viabilidad celular Se sembraron de 5 000 a 10 000 células por
pozo en cajas de 96 pozos y se trartaron con cisplatino o con el vehijculo
ensayo de MTT

{PBS). A diferentes tiempos se estimo la viabilidad con el
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(3-(4,5-Dimethylthizol-2-y1)-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 pl de MTT (S5mg/ml) por cada 100 ul de
medio, se dejo incubar a 37°C durante cuatro horas, se les agregd 300 ul

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

sustraccién a 650 nm.

Analisis del ADN de bajo peso molecular. Aproximadamente
1 x 106 células se recolectaron por centrifugacién, se resuspendieron en
250 ul de buffer de lisis (10 mM tris-HC! pH 7.5, 1 mM EDTA and 0.2%
Triton X-100) y se incubaron por 60 minutos a S0O°C con 50 pg/ml de'
ARNsa y posteriormente 60 minutos a 37°C con 50 pg/ml de proteinasa
K y se les agregd dos volimenes de etanol absoluto frio. El ADN de alto
peso molecular se eliminé con una pipeta pasteur. El ADN de bajo peso
molecular se obtuvo por centrifugacién a 10,000 x g durante 20 minutos.
El botén se resuspendié en TE y se analizé por electroforesis
convencional de agarosa al 0.8%. El gel se tifié con bromuro de etidio

(100 pg/ml) y se visualizé con luz ultravioleta.

Analisis del ADN de alto peso molecular. Bl ADN se aislé por
e] 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 lavd el gel con TE y
tiné con bromuro de etidio (100 ug/ml) para ser visualizado con luz

ultravioleta



Inmunofiuorescencia. Células Hela se sembraron en
cubreobjetos y se expusieron a cisplatino (40 uM). Los cubreobjetos se
recolectaron a varios tiempos después de la exposicion. Para la deteccién
de la proteina 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 Bc¢l-2
(Dako-bcl-2-124) con una dilucién 1:40 en PBS de Dulbecco con 3% de
albumina y se visualizé usando un anticuerpo IgG anti-ratdn acoplado
con rodamina (Dako). Para la deteccién de la proteina pS3 las células se
fijaron en etanol a -20°C durante 10 minutos y se incubaron con un
anticuerpo monoclonal pan-anti-p53 (clona Pab-122, Boehringer), se
incubaron con un anticuerpo 1gG anti-ratén (Dako) acoplado a rodamina.
Se corrieron laminillas control sin el primer anticuerpe como control
negativo. Las células se examinaron y se forografiaron con un

microscopio Olympus con epifluorescencia.

Analisis de proteinas por “Western blot’. Los extractos
celulares se prepararon por lisis con amortiguador de Laemmli [Laemmli
UK, 1970)]. Las proteinas 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 Murthy MSR, 1994].
100 g de proteina se separaron en un gel de acrilamida al 10% en
condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970), ¥ se transfirieron a
membranas 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 IgG-HRP
en una dilucién 1:300 (Amersham), el anticuerpo unido se detecto
usando quimioluminiscencia (Boehringer Manheim) con peliculas AR X-

Omat (Kodak). Las proteinas fueron cuantificadas por densitometria.



Preparacion de extractos celulares. Las células (2x107)
incubadas con cisplatino se recolectaron por centrifugacién a diferentes
tiempos, se lavaron con PBS y se resuspendieron en 300 ul del
amortiguador A (10 mM HEPES (pH 7.5), 2 mM MgCl2, 15 mM KCl, O.1

mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF 2 pg/ml leupeptina y
2 png/ml aprotinina).Después de incubar en hielo durante 15 minutos, se

agregaron 25 ul del detergente NP40 al 1096, las células se centrifugaron

a 3000 x g. El sobrenadante se descarté y el botén nuclear se

resuspendié en 100 pl de amortiguador C (25 mM HEPES (pH 7.5), 400
mM NacCl, 1 mM EDTA, 20% glicerol, 1 mM DTT, 0.1% NP40, 0.5 mM PMSF,
2 ng/ml leupeptina y 2 pg/ml aprotinina) [Frantz B, et al,, 1994 y Zabel

U, etal, 1991].

Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA).

Para visualizar la unién de NF-kB al ADN, la reaccién de unién se llevd a
cabo en 20 pl de volumen de amortiguador B (20 mM HEPES pH 7.9, 60
mM KCI, 20% glicerol, 0.25 mM EDTA, 0.125 mM EGTA, 1 mM DTT, 4 mM

MgCl12, 4 mM espermidina, 200 mM NacCl, 25 pg/ml albumina acetilada, 2
rg poli(dl-dC) con 8 ug de proteina nuclear, se incubd en hielo 15
minutos y se le agregdé 100 pg de oligonucledtido de doble hebra
marcado radiactivamente (100,000 cpm) y se incubé durante 30 minutos
en hielo [Frantz B, et al., 1994]. Los complejos proteina-ADN se
visualizaron por electroforesis en acrilamida al 596 [Maniatis T, et al.,
1982]. Los geles se secaron al vacio y se expusieron a peliculas
-80°C de 2 a
complejo AP-1-ADN la reaccién de

autorradiograficas a 12 hrs y se cuantificaron por

densitometria. Para visualizar el
unién se realizé en amortiguador D (20 mM HEPES pH 7.9, 60 mM KcCl,

2096 glicerol, 0.25 mM EDTA, 0.125 mM EGTA, I mM DTT, 4 mM MgCl2, 4
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mM espermidina, 1 pg poli (dl-dC) con 8 ug de extracto nuclear. Se
corrieron paralelamente reacciones de competicién con oligonucleétidos
no marcado en exceso (2,5, 25, 250 y 2500 M) asi como con

oligonucledtidos heterédlogos y mutados con un exceso de 250 molar.

Las secuencias de los oligonucleédtidos utilizados fueron los siguientes:

kB: 5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3~
3'-TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCC-5

’

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

Las sondas fueron marcadas en extremo con [(**P] dATP (3000 Ciymmol;
Amersham) con la polinucleétido cinasa T4 (Boehringer Mannheim)
usando procedimiento estandar.



RESULTADOS.

Analisis de! efecto del cisplatino en células Hela.

En una primera fase, se expusieron células Hela a diferentes
concentraciones de cisplatino ( 5, 10, 20, 40 y 80 uM), y se estimé la
viabilidad con el ensayo de MTT (Figura 8). El cisplatino causo pérdida
de la viabilidad de una manera dependiente de la concentracién y del
tiempo de exposicion al farmaco. Se decidioc urtilizar la concentracién de
40 uM de cisplatino para los experimentos subsecuentes ya que es la
concentracién que se acerca a la utilizada en clinica y por los tiempos en
los cual induce apoptosis que son relativamente cortos y permiten hacer

los analisis con intervalos de tiempo maas cercanos.
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7. Viabilidad de celulas Hela expuestas a diferentes
concentraciones de cisplatino durante un curso temporal. Las
concentaciones usadas fueron: 5 yM (e ), 10M (0 ), 20uM (o ), 40uM (=
), ¥ 80uM (@ ). Los datos son la media desviacién estandar de rtres

experimentos. {(Ver material y metodos).
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Para saber si esta pérdida de viabilidad sc debia a un proceso
apoptotico se evaluaron diferentes parametros. Fl primer criterio usado
fue Ia deteccion de cambios morfologicos principalmente nucleares por
examen citologica utilizando bromuro de etidio y la reacciéon de Feulgen.
Ias células con cromatina altamente condensada y nucleos fragmentados
aparecen a las 15 horas después del inicio del tratamiento con cisplatino,

y casi todas las células presentaron esta morfologia a las 18 hrs. (Figura

8) Osra morfologia es caracteristica de las células apoptéticas como se
describe anteriormente [Gerschenson LE, and Rotelio RY., 1992.].

El segundo criterio para deteciar apoptosis fue 1a deteccion de

fragmentacion del ADN in sity con la téoenica TUNEL A

las 18 horas
después de coxporer las células al cispladino se  detectiron células
apoptoticas, las cuales no se presentaron on Ias  oc¢lulas restigo. Los
nucleos que se tReron  positivos  muestran tipicamente . morfologia

S

Figura 8. Apoptosis inducida con cisplarino en células Hela. Pancles A, C

y I son células comrol; las paneles B, D v F son cdélulas expuestas a
cisplatino 40 pM durante 18 horas. Los pancles A vy B son ceélulas con
tincion de Feulgen. Los pancles C y 12 son nucleos 1enidos con bromure de
etidio ¥ los pancles 1 y F células sometidas @ la téenica de TUNEL (Ver
material y metodos).



Posteriormente se analizé Ja fragmentacion de ADN cn geles de
agarosa durante un curso temporal. Después de exponer las células Hela
a cisplatino (40 M) se extrajo cl ADN de bajo y de alrto peso molecular a
diferentes tiempas y se analizaron por clectroforesis en agarosa. Como se
muestra en la figura 9B la fragmentacion de ADN de alio peso molecular
aparecc cntre las 12 y 15 hrs después del tratamiento y una sustancial
cantidad de ADN fragmentado en patrén de “ladder” de fragmentos
cerca de 200 pb (Figura 9A). n contraste, ninguna
Esta fragmentacion se

discretos de
frapmentacion fue observada en células testigo.

observé a las 18 hrs postratamicnto, fue reproducible » muay fugaz.

M 9 12 15 18 21 24 M 0 3 6 9 12 15 18

Figura 9. Llectroforesis dcel DNA de células lleLa. El cuadro A muestra el
DNA de alto peso molecular y ¢l cuadro B os DNA de bajo peso molecular
de células testipo O expucestas it cisplatino 40 M durante un curso
temporal. En el carril M se corrio un marcador de peso molecular. (Ver

material y metodos).
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procedié a determinar la probable

En la siguiente fase, se
asi como la

participacion de los factores de transcripcion NF-kB y AP-1

participacién de las proteinas p53 y Bcl-2 durante la inducciéon de

apoptosis en nuestro modelo.

Analisis de la actividad de factores de transcripcion NF-kB y
AP-1

Para determinar si el tratamiento con cisplatino (40 pM) tenia

algun efecto en a actividad de uniéon de los factores de trascripcién NF-

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

extractos nucleares de las células testigo o de las tratadas con cisplatino
a los tiempos indicados. Si bien Jlos complejos especificos de AP-1 no se
la actividad de unién de NF-kB presenté un aumento

modificaron,
cisplatino (Figura 9). Bajo

significativo después de la exposicion al
nuestras condiciones experimentales se detecté un complejo principal, el
cual aumenté 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 peréxido. Después de una larga exposicidon de la pelicula se
cdetectd otro complejo que aumentd débilmente a las 12 horas después
del tratamiento con el compuesteo antineopldsico, aunque fue mayor que

la obtenida con peréxido de hidrogeno.
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Figura 10 (A). Actividad de union a DNA del factor de transcripcion
AP-1 con extractos de células Hela tratadas con cisplatino (40 uM)
durante un curso temporal (horas). El carril A representa competiciéon
con el oligo hamologo (AP-1) no marcado, ¢l carril B competicén con el
oligo mutado no marcado, y ¢l carril C competicién con un oligo
heterologo (NF-kB). (B) Actividad de unién a DNA del acxtor de
trancripcion NF-KB con extractos de cétulas Hela rratadas con cisplatino
(40 uM) durante un curso temporal (horas). il carril A reaccién con
extractos de células tratacdas con H.,O, .Los carriles BCD, ¥y E son Ia
competicién con el oligo homologo no marcado a diferentes
concentraciones, 2.5,25,250,2500 M, respectiviunente y el carril F es Ia
competicion con oligo heterologo (AP-1).
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Analisis de la distribucién celular de pS3

La proteina antioncogene p53 ha sido implicada en la apoptosis
inducida por dano 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
pro-teina P53 por la degradacién inducida por la proteina EG de
papilomavirus, puede ser posible que en estas células p53 no tenga un
papel en la apoptosis. Este hecho es de particular importancia ya que la
funcién de p53 es arrestar en la fase G1 del ciclo celular. Esta funcidn se
encuentra abolida en esta linea celular [Prives C and Manfredi JJ., 1993].
Por esta razén nosotros estudiamos la distribucion celular de esta
proteina por inmunofiorescencia. Como se muestra en la figura 10, la
proteina p53 fue escasa y citoplasmica en las celulas control. Una clara
redistribucion ocurrio después del tratamiento a las 12 horas, cuando la
mayoria de los nucleos mostraron una tincion positiva, sugiriendo que
P53 escapa al control de EG.

a - b

.JA 3 —_—
Figura 11. Expresion de la proteina p53 en células Hela. a) células
testigo (sin tratamiento) ., b) células tratadas con cisplatino (40 nM)
durante 12 horas. ¢ y d ) contraste de fases de las células a y b

respectivamente.
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Anilisis de los niveles de la proteina Bcl-2

Bcl-2 disminuye su expresién en varios procesos apoptéticos
(Haldar et al, 1994, Redd, 1994). Ya que esta proteina puede ser
regulada negativamente por p53, la redistribucidon de esta proteina a las
12 horas podria causar una disminucion de Bcl-2. Como se muestra en la
figurall aunque los niveles basales de Bcl-2 bajan después del
ratamiento 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 también observado por
inmunofluorescencia sin una aparente redistribucion subcelular (Figura
11).

TIME (hours)
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Figura 12 Niveles de Bcl-Z de células Hela tratadas con cisplatino
(40 uM) durante un curso temporal (horas)



36
DISCUSION

La exposicidn de células Hela a diferentes concentraciones de
cisplatino provoco una pérdida de viabilidad por induccién de apoptosis,
como se comprobé a nivel morfolégico con las tinciones especificas para
ADN: la tincién de Feulgen y con bromuro de etidio, con las cuales se

pudieron apreciar condensacién y fragmentacién de los nucleos.

Estas caracteristicas se observaron con todas las concentraciones de
cisplatino utilizadas, pero a diferentes tiempos. Con ninguna
concentraciéon se observd necrosis primaria y los experimentos fueron

muy reproducibles.

Al hacer el analisis del ADN a nivel electroforético se enconiré que

a tiempos cortos, entre 9 y 12 horas se presentd una fragmentacién de

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

fragmentacion 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 estimulos solo presentan fragmentos de
ADN de alto peso molecular, Tomei el al propusieron que esta linea
celular carecia de una endonucleasa especifica. En este trabajo se utilizd
una técnica muy sensible lo cual puede explicar la deteccidén de los
fragmentos cortos de ADN. Ademas utilizando otros estimulos como 1a luz
ultravioteta, quelantes, inhibidores de macromoléculas y otras drogas

antineoplasicas como taxol

¥y 5 fluorouracilo también detectamos
fragmentos de bajo peso molecular en células Hela por 1o que al parecer

no es un efecto exclusivo del cisplatino (datos no mostrados).
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Por la aparicién temporal de los fragmentos grandes unas horas
antes de la aparicion de los fragmentos cortos estos resultados apoyan la
hipdtesis que los primeros son precursores de los fragmentos cortos.
Cabe mencionar que la fragmentacién de ADN de bajo peso molecular
aparecid junto con la morfologia apoptdtica a las 18 horas después de
exponer las células a 40 M de cisplatino, aproximadamente cuando el ID
se encontraba al 50% (tiempo en el cual la mitad de las células se

mueren con determinada concentracién del farmaco).

Una caracteristica de estos fragmentos es que aparecen durante
un tiempo muy corto (1 hora aproximadamente) y son muy labiles., lo
cual también puede explicar el que no hayan sido observadas
anteriormente. No hay que excluir la posibilidad de que en los reportes
anteriores el proceso apoptético en células Hela se haya llevado a cabo
por una via diferente en la cual no se presente la fragmentacion de bajo

peso molecular.

Ya que en general los eventos moleculares que dirigen a la
apoptosis después de la exposicion de agentes que dafan el ADN, no se
conocen bien, nosotros decidimos analizar la participacion de los factores
de transcripcién AP-1 y NF-kB. Si bien la actividad de unién de AP-1 no
se modificé durante el proceso apoptdtico en células Hela tratadas con
cisplatino, si encontramos una rﬁodil’icacién de la actividad de union del
NF-kB. Algunos reportes anteriores ya especulaban el que este factor
pudiera tener papel importante en la apoptosis . Una variedad de senales
que dirigen la activacion de NF-kB también son senales que inducen
apoptosis, por ejemplo TNF-u, iondforos de calcio, luz ultraviolerta,
radiacion ionizante (« y X), acido okadaico, ceramida e inrterleucinas

[Siebenlist U, et al., 1994].
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También el proceso apoptético y la actividad de NF-kB se asocian a
la generacion de estrés oxidativo. Varias lineas de evidencia sugieren
que las especies de oxigeno reactivas son un comun Yy critico
denominador para varias sefiales que activan NF-kB. Esas conclusiones se
basan en la inhibicidén de NF-kB por una variedad de antioxidantes como
la N-acetyl-L-cysteina, ditiocarbamatos, y derivados de la vitamina E
{Schreck R, et al.,, 1992a]. Ademas, la exposicidon de células a varios
radicales libres como el peréxido de hidrogeno, radicales hidroxilo y
superodxido, provocan un aumento de la actividad de unién de NF-kB
[Schreck R, et al., 1992b].

Se ha propuesto recientemente que las especies oxigeno reactivas
tienen un papel central en el inicio de la apoptosis, ya que peroxidos y
radicales libres altamente reactivos pueden inducir apoptosis y muchos
agentes que activan la apoptosis producen estrés oxidativo. Muchos de
los genes cuya expresién es controlada por NF-kB son mensajeros
relacionados con el proceso apoptético. Algunos genes criticos inducidos
por NF-kB son c-myc, N)-sintetasa, activador de plasmindgeno tipo
urokinasa, interleucina 1B, TNF-«, ¥y p53 [Siebenlist U, etal., 1994, Wu H
and Lozano G,, 1994]. Un aumento en la cantidad de Rel se correlaciona
con la apoptosis en el desarrollo del embrién de pollo [Neiman PE, et al.,
1991]. La expresién de v-rel exogeno en linfocitos previene la induccién
de apoptosis por radiacién, ionéforos de calcio o dexametasona [Abbadie
C, et al., 1993]. Es importante recordar que el cisplatino genera especies
de oxigeno reactivas como es el superdxido y los radicales hidroxilo, al
interactuar con el ADN [Masuda H, et al., 1994], asi que es concebible que
la generacion de radicales pueda mediar, por lo menos en parte, la
respuesta apoptotica por agentes que danan el ADN. El aumento de
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actividad de. union de NF-kB sugiere que este factor de transcripcion
pueda te'rier un pa;ﬁél en el proceso apoptotico (Figura 7). En este ensayo
nosotros detectamos un complejo principal inducido nueve horas
después de iniciado el tratamiento que permanece elevado hasta las 18
horas. Este aumento precede el cambio intracelular de p$S3 y la aparicion
de las caracteristicas morfologicas y bioquimicas. El uso de neutralizantes
de radicales libres puede dar un resultado definitivo sobre el papel de
NF-kB durante la apoptosis, asi como si también el aumento es comin en

otros sistemas.

La funcidédn normal de pS53 ha mostrado ser crucial para Ia
induccién de apoptosis en lineas celulares de tumor, en timocitos de
ratén y células hematopoyéticas después de un dafno al ADN [Masuda H,
et al., 1994]. Esta proteina es capaz de inducir un arresto en el ciclo
celular en respuesta al dano del ADN y si el dafio no es reparado dirige a
la célula hacia el | proceso apoptotico [Nelson WG and Kastan MB,, 1994],
aunque también ha sido reportado una via apoptética independiente de
pS3 [Berges RR, Furuya Y, Remington L, English HF, Jacks T and lsaacs T
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 querarinocitos inmortalizados con papilomavirus no
acumularon la proteina p53 en el nuacleco cuando fueron expuestos aa
agentes que danan el ADN, como la luz ultravicleta. Dado a que las
células HelLa contienen el gen del papilomavirus 18, que expresa la
proteina EG la cual dirige a p53 a una degradacion [Mansur CP and
Androphy EJ, 1993., Boshart M, et al.,,1984., Schwarz E, et al,1985]},
nosotros analizamos la proteina p53 por medio de inmunofluorescencia
durante un curso temporal, para probar si en nuestro modelo existia una

via independiente de p53 Sorprendentemente encontramos que la
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proteina p53 se redistribuia al nucleo después de 12 horas de haber
iniciado el tratamiento, justo antes de que las cambios morfolégicos y
bioquimicos se presentaran y después de la activacidn de NF-kB.
Desconocemos la manera en que pS53 evade el control por EG durante
este proceso. Posiblemente p53 aumente su sintesis y/o los niveles de EG
disminuyan durante el proceso. Se sabe que pS3 puede reprimir EG
cuando se sobreexpresa [Desaintes C et al., 1995] realizando asi una
retroalimentacién positiva cuando escapa del control de EG. Ademas, Ia
activacion de NF-kB que encontramos puede también estar relacionada,
ya que pS53 tiene una secuencia consenso en su gen para NF-kB [Schwarz
E, et al.,1985]. Ya que la citotoxicidad del cisplatino estda relacionada al
arresto en la fase G2/M [Sorenson CM, et al., , 1990] es concebible que en
este proceso pS53 participe en el arresto en esta fase y no en la de G1, ya
que recientemente ha sido reportado que p53 controla esta fase del ciclo

en células M1 de leucemia mieloblastica {Sorenson CM, et al., , 1990].

Se determiné. los niveles de la proteina supresora de apoptosis Bcl-
2 ya que clatos recientes muestran que esta proteina puede bloquear la
apoptosis inducida con p53 [Sorenson CM, et al.,, , 1990] y pS3 puede
disminuir la expresiéon de Bcl-2 [Miyashita T, et al.,, 1994]. Los niveles de
la proteina Bcl-2 decrecen después del wratamiento con cisplatino, con
una pérdida gradual que comienza una hora después de iniciado el
tratamiento. A las doce horas, cuando p53 entra al nucleo, los niveles de
Bcl-2 son apenas perceptibles (Figura 1B) Este decremento de los niveles
de la proteina Bcl-2 empieza antes de que exista un cambio en la
proteina p53, implicando que otros reguladores aparte de p53 estan
involucrados en la modulacidn de los niveles protéicos de Bcl-2, como
ocurre en poblaciones neuronales incluyendo neuronas simpaticas,

neuronas de la corteza olfatoria y otras regiones en el cerebro [Miyashita
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T, et al., 1994]. A este respecto es importante mencionar que Bc¢l-2 tiene
la habilidad de modular la funcién de pS3 alterando el trafico subcelular

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

Por lo tanto, durante el proceso apoptdtico inducido por cisplatino
en células Hela, aumenta la actividad de NF-kB, un factor que responde
a estrés oxidativo, se presenta un decremento muy tempranco de Bcl-2 y
P53 evade el control de EG y se distribuye hacia e! niuacleco. La precisa
relaciéon entre estos eventos y la importancia de cada uno de ellos debera

ser establecido con analisis mas profundos y directos.
CONCLUSIONES

La droga antineoplasica cisplatino produce apoptosis en células
Hela de manera dependiente de la concentracién y del tiempo de
exposiciébn de la droga. Las primeras horas después del inicio del
_tratamiento con cisplatino (40 uM) los niveles de la proteina Bcl-2
disminuyen, después se presenta un cambio en los niveles de actividad
de unién de NF-kB y una redistribucién de la proteina pS3 al nticleo a las
doce horas. En este momento se inicia la fragmentacién de ADN de alto
peso molecular y a las 18 horas se presenta la fragmentacién de ADN de

bajo peso molecular, y la morfologia apoptética.(Figura 12).
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Figura 12. Modelo del comportaemiento de los diferentes
factores involucrados en ¢l proceso apoptStico analizados

en este trabajo.
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