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n: Numero de repeticiones o experimentos.

NADH: Nicoudamida-adeninadinucleotido reducido,

Na'-K" ATPasa: Bomba dec sodio-potasio.

nm: Nanometros.

PBS: Amortiguador salino de fosfatos (phosphate buffered saline).
pH: Potencial de hidrogeno (logaritmo negativo de la actividad de protones).
PKC: Proteina cinasa C (protein kinase ).

PMP: Potencial de la membrana plasmatica.

PS: Fosfatidilserina.

pS: pico Siemens (umdad de conductancia igual a 1x10™"* Mhos).
PT: Transicion de la permeabilidad mitocondnal.

PW: Linca celular de c¢lulas-B de linfoma humano.

RNAm: Acido ribonucleico mensajero.

EROQ: Especies reactivas de oxigeno.
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S: Duplicacién del DNA celular, fase del ciclo celular.

§49: Linea celular de linfoma de raton.

STS: Estaurosporina.

TEA": Tetractilamonio.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

TNFR: Familia de receptores del factor de necrosis tumoral.

UV: Luz ultravioleta.
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I. RESUMEN

La “muerte celular programada™ o apoptosis. es un evento comun dentro de la vida de todos los
orgamsmos multcelulares. va que es uno de los mecamsmos gque mantiene un balance en la tasa de
proliferacion celular. La apoptosis. puede sev regulada por mensajes celulares externos, activada por
relojes moleculares internos o desencadenada por seniales hisiologicas o nocivas. Se caracteriza por
el encogimiento del citoplasma, condensacion de la cromatina y fragmentacion de la membrana
nuclear. Estos fendmenos dependen de la activacion de unas proteasas llamadas caspasas (revisado
en: Guerrero y Anas, 2001) lo cual a su ves requiere de la perdida de potasio y del movimiento de
1ones ntracclulares a través de la membrana plasmatica. Se ha sugerido que la 1nhibicion de la
bomba de sodio-potasio es la responsable de los cambios 16nicos en la célula y de la despolanzacion
de la membrana plasmatca (Bortner er ol .. 2001). Debido a la importancia de los flujos 10mcos para
desencadenar la apoptosis y del papel de las caspasas en la activacion de la tase de ¢jecucion sc
estudio el efecto de los inhibidores de la caspasa 1y 3 [10 uM], del TEA™ [10 mM], BAPTA |2
mM] vy KC! [40 mM], en la condensacion de la cromatina nuclear al inducir apoptosis con
estaurosporina [ 1 M|, empleando como modelo a las células HeLa, utihzando el método de tincion
de hematoxihing y cosina para células en cultivo, y microscopia optica; a su vez determinamos el
efecto temprano de la estaurosporina [1 uM] en el potencial de la membrana plasmatica de las
células HeLa. y s1 este efecto era consecuencia de la inhibicién de la bomba de sodio-potasio para lo
cual empleamos espectrofluorometria del bisoxonol. Contrario a lo reportado {Kobayashi er al.,
2000; Difmann o af, 2003), nuestros resultados no evidenciaron efectos significativos de los
mnhibidores de caspasas después de 3 h de incubacion con estaurosporina, lo cual atribuimos a que
estas proteasas se activen en una ventana de tiempo posterior (Tafam ef al,2001; Rehmeral,
2002; Dapmann et al., 2003) o bien por la participacién de algin otro efector de apoptosis. No hubo
efecto significauvo en la condensacion de la cromatina nuclear al wtilizar BAPTA, por lo que el
papel que juega el Ca’" externo en el fenomeno de muerte celular programada ain no se ha podido
definir. Sin e mbargo, o btuvimos una inhibicion parcial de la ¢ ondensacion del nucleo al u tilizar
TEA" y KCI, por lo que pudimos constatar la necesidad de una pérdida del potasio intracelular a
través de canales de potasio, para que ocurra la fase de ejecucion de la apoptosis. En cuanto a los
resultados de las pruebas de potencial de membrana, s¢ obtuvieron dos respuestas iniciales
provocadas por la estaurosporina, despucs del primer munuto de registro, en el potencial de
membrana plasmdtica, una despolanizante v una hiperpolarizante (la cual tal vez requiera de una
mitocondria funcional), ambos tipos de respuestas se dieron en poblaciones celulares con
potenciales de membrana estadisticamente 1guales y con una respuesta similar a la histamina. lo
cual indica que las c€lulas estaban en condiciones fisiologicas aceptables e 1dénticas; sin embargo la
respuesta a estaurosporina, después de S minutos de registro fue despolarizante sostenida en ambos
grupos celulares, esta respuesta despolarizante sostenida no se inhibio con el blogueo de la bomba
de sodio-potasio con ouabaina, con lo anterior sugerimos que su degradaciéon que habia sido
reportada durante e | fendmeno de a poptosis ( Bortner et al., 2001:Difmann e al,2003) esuna
consccuencia de todo el proceso y no la causa de la despolarizacion imcial en las células Hela. El
efecto de la estaurosporina podria deberse a la activacion de una conductancia no selectiva de
aproximadamente -27 mV, ademas de que la estaurosporina inhibe parcialmente el efecto de la
gramiciding; la conductancia no selectiva que induce la estaurosporina ¢s probable que se de a causa
de que este alcalorde bacteriano induzca la apertura de canales de protones y de sodio, esto debido a
la similitud de los registros con estaurosporina y FCCP cuyo efecto en la membrana plasmatica de
células de epitelio se ha atribuido a la apertura de canales de H' y de Na' (Park et al., 2002).



1L INTRODUCCION

Los organismos pluricelulares. como los animales o las plantas. estin formados por
millones de células. éstas se encuentran agrupadas en tejidos y muestran caracterisuicas
propias. es decir se diferencian para poder llevar a cabo una funcion determinada.
importante para la sobrevivencia del organismo. El grado de diferenciacién celular depende
de la ctapa de desarrollo del organismo: en ctapas tempranas son pocas las células
diferenciadas. las cuales van aumentando gradualmente conforme el organismo continta
con su proceso de desarrollo v asi terminan presentando multiples tejidos con funciones
especificas. los cuales deben mantener cierta densidad de células. Durante la evolucion de
estos organismos las estrategias fundamentales de desarrollo produjeron un incremento en
¢l nimero de células especializadas v métodos sofisticados de coordinacion entre ellas
(Alberts er wl . 1998). 1l mantenimiento de la densidad celular. es decir la regulacion de la
cantidad de células presentes en los diferentes tejidos se da gracias al proceso de
proliferacion celular. el cual permite el aumento en la densidad celular v la sustitucion de
células danadas en los tejidos a lo lurgo de todo su ciclo vital. La proliferacion celular se
caracteriza por la habihdad de las células para dividirse. este evento se encuentra
comprendido dentro del ciclo celular. el cual se divide en diferentes fases que ocurren
secuencialmente: fase S (replicacion de DNA). fase G2 (preparacion para la mitosis). fase
M (mitosis). fase G (sintesis de RNA v proteinas, crecimiento) y fase Go (no hay division),
durante esta altima se realizan funciones tréficas, y se instalan en ella todos los tipos
celulares completamente diferenciados y especializados. El ciclo celular esta regulado por
la interconversion de ciertas proteinas entre formas fosforiladas y desfosforiladas (revisado
en: Koolman ¢f al.. 1996). Una ctapa no considerada dentro de este ciclo, pero asociada a él
v por consiguiente a los organismos pluricelulares, es la muerte celular (Fig. 1), ya que la
homeostasis tisular requiere de un balance entre estos dos sucesos (King & Cidlowski,
1998).

Fase M

{mitosis)
TR,
Fase G2 /_',/-"/’_,i-——w.«}::-\ Fase G1

) \ A
| Ciclo celular \ 3

eucariotico  / Z
-’/ A ‘--

=, Células que han

P —

Fase S '"-j_’,—’/ dfaj_at_jo de Apoptosis
Sintesis de DNA e dividirse
Fase GO

Fig. 1. Relacion entre el ciclo celular y ¢l proceso de muerte celular programada (apoptosis). Tomado y
modificado de Magno C, 1999,

La muerte celular fisioldgica es fundamental para el desarrollo y funcion de los organismos
multicelulares. Las células innecesarias, daiadas o las potencialmente peligrosas pueden ser
removidas para asegurar la homcostasis estructural y funcional de los tejidos. Durante el
desarrollo embrionario, un programa espacio-temporal de proliferacion y muerte celular,
definido genéticamente, ascgura la organogénesis. Iin los tejidos adultos. la muerte celular
programada tiene un papel preponderante en los tejidos estimulados o dependientes de



hormonas. como el endometrio. la prostata. las glandulas adrenales vy mamarias, pero
tambicén en “estado de equilibrio™ (steadv-state) en algunos otros tejidos. La muerte celular
selectiva es primordial para ¢l desarrollo. regulacion v funcion del sistema inmune. las
celulas que han tenido un dafo genotoxico irreparable también son eliminadas por procesos
endogenos. Ion todas estas circunstancias se ha unificado un concepto en el cual el proceso
de muerte celular es mediado por un grupo de eventos comunes, efectuado por vias
bioguimicas similares. resultando en cambios cstructurales caracteristicos: este tipo de
muerte celular ha sido Hamada apoptosis. (Johnson et al . 1997).

1. Caracteristicas de La apoptosis.

La muerte celulur programada o “apoptosis”, es un evento comtn e¢n los
organismos multicelulares. y por lo tanto un proceso conservado evolutivamente. Se define
como una muerte celular lisiologica que ocurre esporadicamente en los tejidos. se considera
un proceso aclive porque se requiere la presencia de ATP (revisado en: Guerrero y Arias.
2001). En gencral la apoptosis es un mecanismo mediante el cual las células
sistemiticamente inactivan. desensamblan v degradan sus componentes estructurales y
funcionales. para completar su propio suicidio (Johnson et al , 1997). Al igual que el ciclo
celular. la apoptosis esta predeterminada. puede ser activada intracelularmente a través de
un programa genético definido durante el desarrollo o extracelularmente por sefales
fisiologicas como son citocinas y hormonas. asi como también por sefiales nocivas, por
cjemplo: compuestos xenobioticos. radiacion. estrés oxidativo ¢ hipoxia (revisado en:
Johnson ef al. 1997; Alberts er al.. 1998: Guerrero y Arias, 2001). La respuesta de las
cclulas a la senal de muerte se ha relacionado con su estado de proliferacion, su posicion en
¢l ciclo celular y la expresion controlada de genes para promover, inhibir v efectuar el
programa de muerte (revisado en: Johnson er al., 1997)

Proliferacion celular

8
XS
e
Homeostasis Degeneracion
L1 [ @

Apoptosis
Fig. 2. Esquema que ejemplifica como las alteraciones en el nivel normal de muerte celular (flechas claras e
mferiores) o de division celular (flechas obscuras y superiores) llevan a condiciones patologicas. Tomado de
Guerrero y Arias, 2001.

Como se menciono anteriormente muchos millones de células del cuerpo humano
entran cn apoplosis, v en condiciones de homeostasis cada mitosis es compensada por un
evento de apoplosis, es probable que todas las células del organismo posean la capacidad
intrinseca de activar el proceso apoptdtico (Kroemer ef al., 1998), lo cual sugicre que todas
las estructuras y procesos requeridos para activar la via estan presentes de forma ubicua

wh



(Weil er al.. 1996) v son necesarios para la sobrevivencia del organismo. Aunque a
apoplosis ¢s un proceso normal observado durante el desarrollo v la homeostasis celular.
debe mantenerse una regulacion rigurosa de los pardmetros que la modulan para asegurar
que ¢sta ocurra de forma apropiada. ya que la muerte celular programada excesiva o
msuficiente (Fig. 2). causada por defectos en algun punto de la via. puede llevar a
condiciones patologicas de  desordenes proliferativos  tales como el cancer, vy
neurodegenerativos. como Alzheimer y enfermedad de Parkinson. entre otras (revisado en:
Johnson er al., 1997: Rehm er al., 2002; Bortner er al . 2001).

La apoptosis no ¢s el unico mecanismo de muerte celular que puede ocurrir en los
organismos. tambic¢n pueden ocurrir otros eventos como la “necrosis™, la cual se considera
una muerte celular no fisiologica. va que se desencadena en respuesta a danos severos.
agudos y masivos producidos cn los tejidos. como anoxia abrupta, eliminacion de nutrientes
esenciales (como la glucosa). o por estimulos fisicoquimicos extremadamente toxicos.
como: calor. detergentes. bases fuertes, etc. La necrosis sucede en consecuencia a una caida
abrupta y fuerte de la encrgia de la célula. Este proceso de muerte celular se caracteriza por
hinchamiento celular, lisis de organelos, ausencia de alteraciones mortologicas
caracteristicas cn el niacleo, finalmente. la pérdida de la integridad de la membrana
plasmitica produciendo la liberacion del contenido interno de la célula en el medio
extracelular (Fig.3). esto genera inflamacion vy respuesta inmune en e] drea afectada.
(revisado en: Kroemer ¢f al., 1998; Guerrero y Arias, 2001).

! Rompemiento de la membrana

\olasn‘.al-:af) p)
! v 95‘-.'0 D,

Camhios eq la morologia
TOE o ;‘-.--\‘

| | Nuglea nlacks

Normal Hinchamienta reversible Hinchamiento ireversible Desintegracion
APOPTOSIS

Memiranas ntaclas

Cambios nucleares Cuerpas apoplobcos.

Normal Encogimiento celular Fragmentacion Necrosis secundana

Fig 3. Diferencias entre necrosis y apoptosis. Tomado de Hendricks DW, 2002

L.a apoptosis fue descrita en primer lugar por Kerr y colaboradores en 1972 como un
grupo particular de transformaciones a nivel microscopico asociada con la muerte celular:
cl cese de comunicacion de la célula con sus vecinas, encogimiento del citoplasma,
condensacion de la cromatina y fragmentacion de la membrana nuclear; todas estas
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transformaciones son ¢l resultado de los cambios bioguimicos que ocurren dentro de la
célula a consecuencia de la induccion apoptotica (revisado en: Guerrero v Arias. 2001:
Johnson ef al.. 1997).

De acuerdo a los eventos asociados con la apoptosis. esta se ha dividido en tres
fases: decision. ejecucion v eliminacion. En la fuse de decision la célula ha recibido un
estimulo potencialmente apoptdtico que la lleva irreversiblemente al proceso de muerte.
Durante la fase de ejecucion se producen la mayor parte de los eventos biogquimicos v
estructurales. caracteristicos de la apoptosis. en el nucleo. el citoplasma. la membrana
plasmatica y en otros organelos involucrados. Finalmente en la fase de eliminacion. los
remanentes celulares son fagocitados va sea por las células adyacentes o por fagocitos
especializados. El tiempo de duracion de la fase de decision es extremadamente variable va
que se cree que depende del tipo de célula. del estimulo apoptotico. del ciclo celular v de la
expresion de diferentes moduladores de muerte celular: sin embargo se ha sugendo que una
vez que se ha activado la fase de ejecucion, el proceso ocurre rapidamente y es completado
en pocas horas. independientemente del tipo celular v del estimulo apoptotico. por esto se
cree que los eventos finales pudieran ocurrir a través de una via comun (revisado en:
Johnson er al . 1997).

2. Regulacion de la muerte celular programada.

La membrana plasmatica esta dotada de una multitud de receptores que reconocen
las senales externas y transducen los mensajes promoviendo la generacion de segundos
mensajeros o una cascada de interaccion de proteinas que desencadenan la activacion de
diferentes efcctores. La transduccion de sefiales en la apoptosis es un mecanismo o
programa de suicidio celular que involucra receptores. reguladores v efectores: puede ser
inducida por una gran variedad de condiciones. sin embargo en algunos casos una misma
sefial, generalmente estimulos toxicos, puede desencadenar apoptosis o necrosis de acuerdo
al nivel de estrés impuesto por ella: a niveles bajos. la célula es capaz de activar su propia
climinacidn, es decir se produce apoptosis; pero en estimulos extremadamente téxicos el
dafio celular es masivo o a nivel tisular. cuando esto sucede ocurre la necrosis (revisado en:
Guerrero y Arias, 2001).

Ligandos de receptores de . Estrés
s * Inanicion
"""{’I'!g’f”m plasmiitica - Especies reactivas de oxigeno
- Bas = - remocion de factores de
- baja afinidad a NGF (p75) crecimiento

- glutamato (NMDA)

p

Homeostasis de Ca®* Dahio al DNA
receptor de glucocorticoides ) F]’% uv

- tapsigargina . .
‘ionomicina etoposido

Fig. 4. Esquema de la clasificacion de los diferentes inductores de apoptosis. Tomado de Guerrero y Arias,
2001.



De acuerdo a Guerrero v Arias (2001). Tos diversos imductores de apoplosis sc han

dividido en cuatro diferentes grupos (g, 4):

¢ Livandos de receplores de membrana plasmatica: Se han relacionado a diferentes
receplores en la activacion de la muerte celular programada, la famiha del receptor del
factor de necrosis tumoral o TNFR (TNF-R1. Fas, DR3, DR4, v DRS) s¢ caracteriza por
tener regiones extracelulares ricas en cisteina, ademas que para su activacion se
trimeriza y su mecanismo de transduccion se basa en las interacciones proleina-proteina.
Esto termina activando las proleasas propias de la apoplosis conocidas como caspasas.

¢ Daio al DNA: p53 es un supresor de tumores, activado normalmente por el dano al
DNA. Generalmente la accion de p53 es bloquear el ciclo celular en la fase G1, pero
también puede desencadenar apoptosis como respuesta al dafio ocasionado al DNA; la
habilidad de p33 para producir ambos procesos reside en diferentes regiones de su
secucncia peptidica.

¢ Estrés: Se ha demostrado que la ehminacion de factores de crecimiento o la privacion de
suero, Inducen apoptosis, aunque este efecto depende de la fase del ciclo celular. Esto al
parecer csta ligado a a presencia de inhibidores de cinasas dependientes de ciclina
(CKD) como p21 y pl6. De la misma forma las especies reactivas de oxigeno (ERO) y
¢l estrés oxidativo también pueden desencadenar muerte celular programada.

¢ Homeostasisde Ca™": E1 Ca’ es un segundo m ensajero muy importante en una gran
variedad de procesos fisiologicos, existen evidencias que sugieren que al producirse
cambios ¢n su concentracion intracelular puede producirse apoptosis. Al parecer la
apoptosis dependiente de Ca’" es consecuencia de una elevacion sostenida en el nivel de
caleio del reticulo endoplasmico la cual se puede deber al influjo continuo de este ion a
través de la membrana plasmatca.

3. Principales moduladores de la muerte celular.

Existen diversos reguladores de apoptosis de los cuales los mas estudiados han sido
los pertenecientes a la fanmlia de proteinas de Bel-2. La importancia de esta familia de
proteinas se hizo evidente al descubrir que ced9, un gene inhibidor de mucrte celular en el
nemitodo Caenorhabditis elegans, es un homologo estructural y funcional de bel-2; lo
anterior sugiere que la muerte celular programada ha sido altamente conservada en la
evolucion desde los invertebrados hasta los mamiferos, sin embargo se ha demostrado que
existen otras proteinas no relacionadas con la familia de bel-2, que al parecer también
mtervienen como moduladores de apoptosis (Guerrero y Arias 2001).

a) Proteinas de la familia Bel-2: Esta familia de proteinas se ha dividido en dos grupos,

agonistas y antagonistas. de acuerdo a su habilidad para favorecer o bloquear la apoptosis.

* Dentro de los antagonistas, sc encuentra Bel-2, que es una proteina de membrana de 25
kDa localizada en la membrana externa de la mitocondria, la envoltura nuclear y el
reticulo endoplasmico, es capaz de retardar o bloquear la apoptosis, esla considerada
como proto-oncogen debido a que su expresion aumentada en células de linfoma
humano produce un fuerte decremento en la tasa de apoptosis (revisado en: Guerrero y
Arias, 2001); su capacidad antiapoptotica depende de su habilidad para dimerizarse con
Bax, ya que al unirse a ella neutraliza su efecto proapoptético; sin embargo también se
ha demostrado que Bcl-2 inhibe la liberacion de factores apoptogénicos de la
mitocondria. Se han descrito 14 homologos de Bcl-2, de los cuales los siguientes son



antagonistas de apoptosis: Bel-X;, Mcl-1, Bel-W. AI/BI-1, BHRFI, Nr-13 y Ced 9
{revisado en: Reed. 1997; Guerrero v Anas, 2001).

¢ Bax [ue la primera proteina identificada como un agomsta de apoptosis. En reposo esta
libre en el citoplasma, en su forma activa ¢s una proteina integral de membrana de 21
kDa, similar a Bcl-2; esta homologia estd determiinada en 4 regiones Hamadas dominios
BH. estos se encuentran en el siguiente orden del extremo amino al carboxilo-terminal:
BH4, BH3, BH1 y BH2. El dominio BHI es crucial en la accion antagonista de esta
familia de proteinas, y el dominio BH3 se ha asociado con ¢l efecto agonista. (revisado
en: Guerrero y Arias, 2001). Se ha demostrado que miembros de esta famiha de
proteinas producen canales i16nicos no selectivos en las bicapas lipidicas; al parecer una
de las vias mediante las cuales Bax desencadena apoptosis en la célula esta relacionada
con la formacion de poros mediante la insercion de sus o-helices en la membrana
externa mitocondrial; sin embargo, se sugicre que existe otra via mediada por ¢l dominio
BH3. Otras proteinas agonistas de apoptosis son: Bel-Xs. Bad, Bid, Bak y Bik. (revisado
en: Reed, 1997; Guerrcro y Arias, 2001).

b) Otros reguladores de apoptosis que no pertenecen a la familia de Bel-2:

e Las proteinas inhibidoras de apoptosis 1APs. Esta familia de proteinas inhibe a las
caspasas. Entre ellas se encuentra NAIP (proteina inhibidora de la apoptosis neuronal)
que protege a las neuronas de la apoptosis, deleciones en el gen que codificaa esta
proteina se han relacionado con la muerte neuronal en la atrofia espinal muscular del
upol (revisado en: Guerrero y Arias, 2001).

4. Efectores de la apoptosis. IZT.

La apoptosis se caracteriza por los cambios morfologicos especificos que ocurren en
los diferentes organelos celulares involucrados en la muerte celular programada, estos
cambios son similares en los diferentes tipos celulares, lo cual implica que existe un
conservado grupo de enzimas que produce estos cambios durante la fase de ejecucion de la
apoptosis. Estas enzimas determinan la muerte de la célula, principalmente porque sus
efectos son irreversibles. Algunos de los efectores de apoptosis son las proteasas y
endonucleasas (revisado en: Guerrero y Arnias, 2001).

a) Proteasas. Existen diferentes familias de proteasas involucradas en la muerte celular. Se

revisaran los datos relacionados con las caspasas, las calpainas y la granzima B.

» (Caspasas. Ced-3, es una proteina esencial para la muerte celular en ¢l nematodo C.
elegans, esta es similar a la enzima convertidora interleucina-13 (ICE/caspasa 1) de
mamiferos, a cual pertencce a las c aspasas, una familia d e proteasas que se activan
durante la apoptosis. Las caspasas son enzimas no lisosomales que tienen cisteina en su
sitio activo y requiercn aspartato en el sitio P1, ademas de una secuencia especifica de
unos 4 aminodcidos. Por lo general se encuentran localizadas en el citoplasma como
procnzimas de muy baja actividad, que pueden ser activadas por fragmentacion
proteolitica especifica de los residuos de aspartato o en algunos casos por autocalalisis
(revisado en: Guerrero y Arias, 2001; Rehm er al., 2002). Solamente se ha identificado
una caspasa para C. elgans, Ced-3; sin embargo se han identificado 14 caspasas para
mamiferos, las cuales se han dividido en dos grupos: ¢l primero conocido como
caspasas iniciadoras, en el que se incluyen a la caspasa 2, 8, 9 y 10; y el segundo como
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caspasas de cjecucion que estd conformado por la caspasa 3, 6 y 7. El corte especifico
de diferentes tipos de proteinas conduce eventualmente a las caracteristicas tipicas de la
apoptosis. tales como ¢l encogimiento del citoplasma y la fragmentacion del DNA
(revisado en: Guerrero y Anas, 2001).

e Calpainas. Las calpainas también son tiol proteasas, pero dependientes de calcio y cada
1sofonma tiene un sitio regulatorio y un sitio catalitico de 80 y 30 kDa respectivamente.
Cada sitio regulatorio y catalitico contiene dos sitios de union a calcio tipo mano EF. Se
sugiere que su activacion comienza con un incremento del calcio intracelular, seguido
de la asociacion de la calpana a la membrana plasmatica (revisado en: Dipolo, 1996;
Thomberry er al, 1997). Se han involucrado en la activaciéon por calcio de
endopeptidasas neutras implicadas en modificaciones membranales y del citoesqueleto.
Aunque el papel de las calpamas durante la apoptosis no ha sido firmemente
establecido. existen cvidencias que indican que pueden estar relacionadas con el
proceso apoptotico: a) la pérdida en la regulacion de la homeostasis de calcio es una
caracteristica clave en algunas células que sufren apoptosis, donde se ha demostrado
que los flujos de Ca™" resultan en la activacion de las calpainas; b) algunos substratos de
las calpainas pertenecen a la familia de Bel-2; ¢) los inhibidores de calpainas pueden
mhibir la apoptosis en timocitos; d) en enfermedades humanas caracterizadas por una
mmadecuada apoptosis, por ejemplo en algunos desordenes neurodegenerativos, se ha
observado sobreactivacion de las calpainas. Se han propuesto diferentes substratos,
relacionados con el proceso apoptotico, para estas proteasas, 2 de ellos son la o-fodrina
y la proteina cinasa C o PKC, los cuales son fragmentados durante la apoptosis y existe
evidencia del papel de estas enzimas en la muerte celular programada (revisado en:
Thomberry et al., 1997).

e Granzima B. Los linfocitos citotoxicos (CLs) promueven la muerte apoptética en otras
células por dos mecanmismos distintos, uno independiente de calcio relacionado con el
receptor a Fas, el cual activa la cascada de caspasas via la caspasa 8; el otro mecanismo
¢s dependiente de calcio, utiliza un grupo de proteinas granulares (granzimas) que
atacan a la célula blanco. La principal proteina granular involucrada en la apoptosis es
la granzima B o fragmentina 2, la cual es la mas abundante de las proteasas granulares y
también la mas eficiente iniciadora de una respuesta apoptotica; es una proteasa
dependiente de serina de 27 kDa que es sintetizada como proenzima en los CLs
(revisado en: Thomberry er al., 1997).

b) Endonucleasas. La fragmentacion y condensacion del nucleo y la degradacion del DNA
en multimeros de 200 pb son caracteristicas de la apoptosis; estos cambios dependen de
forma muy importante de la activacion de la caspasa 3 (revisado en: Guerrero y Arias,
2001), ya que se ha relacionado a ésta con la activacion de las proteinas que condensan la
cromatina y liberan a las histonas nucleosomales (Wu er al., 2002); la fragmentacién del
nicleo esta relacionada con una proteina descrita recientemente, llamada Acinus, la cual
induce la condensacion de la cromatina después de que acinus es activada por la caspasa 3
(Sahara et al, 1999). Recientemente se identifico a la endonucleasa relacionada con la
degradacion del DNA como una desoxiribonucleasa activada por caspasas o CAD (Enari er
al., 1998), se sugiere que CAD/DFF-40 (caspase-activated DNase/DNA " fragmentation
factor), al ser activada por la casapasa 3, induce la fragmentacidn oligonucleosomal del
DNA (Sahara er al, 1999; Wu et al, 2002). El dimero formado por CAD ¢ ICAD



(inhibidor de CAD) estd presente en ¢l citoplasma con su actividad reprimida (Fig.3). La
caspasa 3 corta ICAD y esto termina con su capacidad inhibitoria. lo cual permite que CAD
viaje al ndcleo e inicie su actividad de DNAsa. (Wu er af . 2002).

Caspasas

Histona

)

Nucleosoma

Fragmentos de DNA

Fig. 5. Diagrama de la accion de CAD en el nicleo de las células después de ser activado. Tomado de
Hendricks DW, 2002

¢) Otros efectores.

Una reduccion significativa del volumen celular. que produce ¢l encogimiento del
citoplasma. estd asociada con la apoptosis. Esta disminucion se debe a alteraciones en los
mecanismos regulatorios que se encargan de mantener el volumen celular. Hay evidencias
de un incremento en el flujo de iones, el cual estd provocado probablemente por la
activacién de canales de K' y CI” dependientes de calcio (revisado en: Guerrero y Arias,
2001).

Una de las caracteristicas propias de la muerte celular programada es la remocion
“silenciosa” de las células apoptdticas en el organismo. Alteraciones en las sefales de la
membrana plasmatica de las células atraen a los fagocitos que cngullen y eliminan a las
células apopldticas. Existen diferentes mecanismos de reconocimiento de las células blanco
para los fagocitos, uno de estos es la externalizaci6n de la fofatidilserina. La fosfatidilserina
(PS) es un fosfolipido cargado negativamente que normalmente se encuentra en la parte
interna de la membrana plasmatica, es decir esta distribuido de forma asimétrica. Cuando se
induce apoptosis, esta asimetria se pierde rapidamente por la externalizacion de la PS, Se
han relacionado a diferentes proteinas como reguladoras de la pérdida de la asimetria en la
distribucion de la PS entre las cuales se cree que podrian participar las caspasas, proteinas
del citoesqueleto (como la a-fodrina) y translocasas de fosfolipidos. Un receptor de
membrana plasmitica presente en los fagocitos reconoce a la PS de las células apoptdticas.
Se ha sugerido que el receptor encargado de este reconocimiento es CD68 o macrosialina,
aunque al parecer el receptor es solo parte de una estructura mas compleja que participa en
el reconocimiento de las células apoptéticas o seniles (revisado en: Guerrero y Arias, 2001).



5. La Mitocondria: organelo involuerado en el proceso de muerte eclular programada,

Cada célula poseé una gran canudad de mitocondrnas en ¢l ctoplasma. lLa
mitocondria (Fig. 6) es el principal abastecedor de energia (ATP) para las funciones
celulares; esta conformada por una doble membrana: externa ¢ interna: la membrana
externa posee proteinas transportadoras o porinas. las cuales forman canales en la bicapa
lipidica. es permeable a moléculas de un tamaio de hasta 10.000 Da, las moléculas que
pasan a través de élla entran al espacio intermembranal, pero muchas de éstas no pueden
atravesar la membrana interna ya que es impermeable a una gran parte de las moléculas. La
membrana interna esta altamente especializada ya que contiene una gran cantidad del
tostolipido cardiolipina que le ayuda a mantenerse impermeable a los iones: al interior de
esta membrana sc¢ encuentra la matriz mitocondrial. la cual poseé un grupo de proteinas
altamente especificas. Las enzimas de la matriz incluyen algunas que metabolizan el
piruvato y los dcidos grasos para producir acetil-CoA vy las que oxidan a la aceul-CoA en el
ciclo de Krebs: los principales productos finales de esta oxidacion son COs. el cual es
liberado de la célula. v el NADH. el cual es la principal fuente de electrones para el
transporte a lo largo de la cadena respiratoria. Las enzimas de la cadena respiratoria estan
embebidas en la membrana interna de la mitocondria, y éllas son esenciales para el proceso
de fosforilacion oxidativa. el cual genera mucho del ATP de las células animales (revisado
en Alberts er al., 1998).
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Fig. 6. Estructura de la mitocondria. Tomado de Gonzalez-Billout.

Este organelo es un punto clave en la induccion de apoptosis, en él convergen
diferentes inductores para desencadenar muerte celular programada (Finkel, 2001). Al
inducirse apoptosis se producen en la mitocondria una serie de cambios que son cruciales,
uno de estos eventos, es la transicion de la permeabilidad mitocondrial (PT), la cual
consiste en la apertura de un gran poro formado por un grupo de proteinas (revisado cn:
Wood er al.. 1998). Evidencias recientes sugieren que las proteinas de la familia de Bel-2
pueden regular el fenomeno de la PT. formando un megacanal localizado en los sitios de
contacto entre las membranas mitocondriales interna y externa cerca de donde ocurren
procesos de transporte de proteinas y de tones (revisado en: Reed, 1997); por ejemplo, se
sugicre que Bax al ser activada (se ha relacionado su activacién con una proteina semejante
a las calpainas. por una via dependiente de calcio), se trasloca a la mitocondria formando
canales en su membrana (Wood er al, 1998). La inducciéon de la PT resulta en varios
eventos potencialmente letales, los cuales incluyen: la disipacion del gradiente
clectroquimico y la subsecuente pérdida del proceso de fosforilacion oxidativa, resultando
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secundariamente en la generacion de ERO. a causa de la interrupeion en el flujo de la
cadena de transporte de electrones por la liberacion del citocromo C: el vaciamiento del
calcio de la mitocondria al citosol: v la liberacion de las proteinas mitocondriales al
citoplasma, entre las cuales se encuentran el citocromo C v una proteina apoptogénica de
aproximadamente 50 kDa llamada AIF (Apoptosis inducing lactor). ambas normalmente
residen en el espacio intermembranal de la mitocondria (revisado en: Reed. 1997). La PT
produce la despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial. que es un paso clave
en el programa de muerte celular; una molécula hiberada del espacio intermembranal al
citosol, el citocromo C. pareciera ser requerido para la activacion de la caspasa 3, v asi
mismo para la iniciacion de la fase de e¢jecucion de la cascada apoptotica (Fig.7). En
resumen. el Bax activado se trasloca a la mitocondria formando canales en su membrana,
produciendo una alteracion en el potencial de membrana mitocondrial (PT). lo que ocasiona
la liberacion del citocromo C y la activacion de la caspasa 3 (Wood er al . 1998).
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Fig. 7. Esquema de la formacion del canal en la mitocondria. el cual causa la PT y la liberacion de diferentes
factores apoptogenicos. Tomado de Reed. 1997; y Finkel, 2001.

6. La membrana plasmatica.

L.a membrana plasmatica encierra y define a las células manteniendo las diferencias
entre su contenido y el medio externo. Esta membrana es altamente selectiva, controla la
entrada de nutrientes y la salida de productos de desecho o de otro tipo de moléculas. La
composicion de la membrana plasmatica (Fig. 8) es de lipidos y proteinas unidas mediante
interacciones de enlaces no covalentes. Todas las moléculas lipidicas son anfipaticas, las
mds abundantes son los fosfolipidos, estan arregladas en una bicapa de aproximadamente 3
nm de espesor y conforman la estructura basica de la membrana formando una barrera
relativamente impermeable al paso de moléculas solubles en agua. Las proteinas se



encuentran embebidas dentro de la membrana v Hlevan a cabo muchas funciones. entre cllas
transporte o recepeion de senales externas. Las membranas son estructuras asimétricas: la
composicion hipidica v protéica de sus caras interna y externa son diferentes. reflejando las
distintas funciones realizadas por ambas superficies (revisado en: Alberts er al.. 1998).

Debido a su interior hidrofobico. la bicapa lipidica de una célula constituye una
barrera altamente impermeable a la mayoria de las moléculas polares. Esta funcion de
barrera es de una importancia crucial ya que permite a la célula mantener en su citosol
ciertos solutos a concentraciones diferentes a las que estan en ¢l Huido extracelular. Las
células han tenido que desarrollar sistemas para transportar especificamente molcculas
hidrosolubles a través de sus membranas v asi poder ingerir nutrientes. excretar productos
residuales del metabolismo v regular las concentraciones intracelulares de iones.
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Fig. 8. Estructura de la membrana plasmatica. Tomado de Luengo L.

El transporte de iones inorganicos y de pequenas moléculas organicas hidrosolubles

a través de la bicapa hpidica se consigue mediante proteinas transmembranales
especializadas. cada una de las cuales es responsable de la transferencia de una molécula o
un ion especiticos o afines. Existen dos clases de proteinas que pueden mediar el transporte:
a) Las proteinas transportadoras, también denominadas transportadores, carriers o
permeasas; las cuales se unen al soluto especifico que va ha ser transportado y sufren una
serie de cambios conformacionales que permiten la transferencia del soluto a través de la
membrana. Pueden acoplarse a una fuente de energia y catalizan un transporte activo.
b) Los canales idnicos, son proteinas que no se unen al soluto, forman estrechos poros
hidrofilicos altamente selectivos que atraviesan la bicapa lipidica, cuando estos poros estan
abiertos permiten el desplazamiento de iones inorganicos especificos (principalmente Na”,
K', Ca® o CI') en favor de su gradiente electroquimico a través de la membrana plasmatica:
no estan acoplados a ninguna fuente energética. de forma que median un transporte pasivo
(“cuesta abajo™).

La combinacion de una permeabilidad selectiva pasiva y un transporte activo genera
grandes difercncias de composicion entre el citoplasma y el fluido extracelular, es decir, al
generar diferencias de concentracion ionica a través de la bicapa lipidica, las células son
capaces de almacenar energia potencial en forma de gradientes electroquimicos, los cuales
se utilizan para impulsar varios procesos de transporte (revisado en: Alberts ef al . 1998).
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a) Bomba de Na™-K".

[.a concentracion de K intracelular es tipicamente de 10 a 20 veces mas alta que en
¢l exterior, mientras que ocurre lo contrario para el Na': estas diferencias de concentracion
se mantienen mediante la bomba de Na'-K™ o Na'-K~ A'lPasa. la cual actia como un
transportador de intercambio, bombeando de forma activa Na™ hacia el exterior y K™ hacia
el interior (Fig. 9). El gradiente de Na' (debido a la bomba) regula el volumen celular a
través de sus efectos osmédticos v también se uniliza para dinigir el transporte de azucares y
aminoacidos hacia el interior de la célula. Casi una tercera parte de toda la energia que
consume una célula se utiliza para impulsar esta bomba. Su estructura consiste en una gran
subunidad catalitica con varios pases transmembranales v. asociada a ella. una glicoproteina
mas pequena de un solo pase transmembranal. La subunidad catalitica tiene sitios de union
para Na' y ATP en su cara citoplasmatica y para K~ en su superficie externa, durante su
ciclo de bombeo se fosforila v desfosforila de forma reversible. Debido a que la ATPasa
bombea tres iones cargados positivamente hacia el exterior de la célula por cada dos que
bombea al interior, es electrogénica, es decir, dirige una corriente neta a través de Ia
membrana tendiendo a crear un potencial eléctrico. con el interior negativo en relacion al
exterior. Sin embargo, este efecto de la bomba no contribuye mas de un 10% al potencial de
membrana. Desempena su papel mas importante en la regulacion del volumen celular:
controla las concentraciones de solutos dentro de la célula. y por tanto regula las fuerzas
osmoticas que pueden hacer que la célula se hinche o se retraiga (revisado en: Alberts er al.,
1998).

gradiert'lte de gradiente de
concenitracion concentracion

: 3 Na :

de Sodio de Potasio O

Fig. 9. Esquema de la bomba de sodio-potasio y el gradiente que mantiene entre el interior celular y el espacio
externo. Tomado de Luengo L.



b) Canales de K.

Los canales 1onicos mas comunes, en la membrana plasmanca de cast todas las células
animales, son los permeables al K'. Un importante subconjunto de estos canales se abre
incluso en ¢ élulas no esumuladas ( en reposo) por Lo gue habitualmente se les d enonina
canales de fugs de K7, Estos canales son los responsables de que la membrana plasmatica
sca mucho mas permeable al K™ que a c ualquier otro ion, por lo tanto, jucgan un papel
critico en ¢l mantenimiento del potencial de membrana (revisado en: Alberts ef al., 1998).

c¢) Potencial de membrana.

La salida preferencial de los 1ones potasio con respecto al resto de los 1ones genera una
diferencia de carga cléctrica, entre ambos lados de la membrana, que se conoce como
potencial de membrana. tipicamente negativo en ¢l lado interno. Estas diferencias pueden
producirse tanto por un transporte activo electrogénico, como por difusion ionica pasiva. La
Na'-K™ ATPasa es la responsable de mantener una concentracion intracelular alta de K y
baja de Na'. Este gradiente permite que la apertura de los canales de K" establezcan el
potencial de membrana negativo. En la condicién de estado estacionario, no hay flujo neto
de corriente eléctrica a través de la membrana, esto define el potencial de reposo de la
membrana. La ecuacion de Nernst expresa la condicion de equilibrio de manera
cuantitativa, utilizando el gradiente de K', y permite calcular el potencial de reposo tedrico
de la membrana si se considera que el movimiento del resto de los 1ones es despreciable y
se conocen las concentraciones. La diferencia de potencial a través de la membrana
plasmatica de una célula animal en reposo vana por lo general entre -20 mV y -90 mV,
dependiendo del organismo y tipo celular. A pesar de que el gradiente de K siempre tiene
una mfluencia principal en este potencial, el gradiente de otros iones (y el efecto
descquilibrante de las bombas de iones) también tiene un efecto significativo: cuanto mas
permeable sea la membrana para un ion, mayor sera la tendencia del potencial de
membrana a alcanzar el valor de equilibrio de este ion; en consecuencia, casi cualquier
cambio en la permeabilidad de la membrana provocard un cambio en el potencial de
membrana (revisado en: Alberts ef al., 1998).

d) Potencial de membrana y apoptosis.

El mantenimiento de una concentracién intracelular normal de K' y Na' es
fundamental para inhibir la activacion de las caspasas efectoras (caspasa-3) y la actividad
apoptotica de las nucleasas. Uno de los primeros eventos asociados a la muerte celular cs el
movimiento de cationes monovalentes, una pérdida del K ocurre durante el encogimiento
del citoplasma, esto permite el establecimiento de un medio favorable para la activacion de
caspasas y nucleasas. Primero ocurre un desbalance idnico a través de la membrana
plasmatica, ya que el mantenimiento del gradiente de sodio/potasio es primordial para la
homeostasis celular (este gradiente es generado principalmente por la Na'/K* ATPasa de la
membrana plasmatica). Un rapido incremento del Na' intracelular, el cual se ha relacionado
con la inhibicion de la Na'/K' ATPasa, ocurre después del estimulo apoptético, esto
conduce también a una despolarizacion rapida de la membrana plasmatica que precede a la
pérdida d el v olumen celular. La despolarizacion en la membrana p lasmatica, o casionada
por el estimulo apoptético, precede a la reduccion de volumen celular, no es un evento
transitorio y se manticne durante todo el fenomeno de apoptosis (Bortner et al., 2001).
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L. ANTECEDENTES

Dentro de la famihia de los reguladores de apoplosis se encuentran las proteinas que
inhiben o evitan que suceda el fenomeno de muerte celular programada; un trabajo pionero,
en cuanto a la relacion entre los cambios del potencial de membrana plasmautca (PMP)
durante la apoptosis y los reguladores de apoptosis, fue ¢l de Gilbert y cols (1996), en ¢l
cual determinaron que la sobreexpresion de Bcel-2 en células HLO6O y PW produce
hiperpolarizacién del PMP y se evita la apoptosis inducida por rayos X. Finalmente
sugieren que la hibicion de la Na -K'-ATPasa ongine los cambios del PMP durante cl
fenomeno apoptotico. De igual forma Wang y cols (1999), encontraron quc la
sobreexpresion de la proteina antiapoptética Mcl-1 en c¢lulas FDC-P1  causa
hiperpolarizacién del PMP, en mas de -30 mV, originada por la activacion de canales de
K. Ademas, las células transfectadas fueron resistentes a la muerte celular inducida por la
radiacion UV. En los dos trabajos anteriores se determind que un factor comun en la
resistencia d e 1as c élulas a la apoptosis es hiperpolarizacion d e |a m embrana p lasmatica
inducida por las proteinas antiapoptoticas.

En otros trabajos se analizé al efecto de los cambios en ¢l contenido intracelular de
Na" y K', asociados con el encogimiento celular (Bortner er «l., 1997) en células Jurkat y
S49, cllos encontraron que es necesaria la disminucion de estos iones durante el decremento
del volumen celular, siendo la disminucion del K intracelular un potenciador de muerte
celular programada, ya que inhibiendo la salida de este 10n se evité la muerte celular. Ellos
concluyeron que la salida de iones, primordialmente de K, es necesaria y juega un papel
central durante la apoptosis. Siguiendo csta linea los mismos investigadores, en el 2001, (¢cn
c¢lulas Jurkat) determinaron que durante el fendmeno apoptotico (inducido por antiFas) se
da un incremento inicial en la concentracion de Na' intracelular asociado con la
despolarizacion de la membrana plasmatica previa a la pérdida del volumen celular, la cual
sugieren se debe a la inhibicion dc la bomba de sodio y potasio. Adicionalmente,
determinaron que las células HeLa también responden con despolarizacion de la membrana
plasmatica al inducirles apoptosis con antiFas, con lo cual sugieren que la despolarizacion
de la membrana plasmitica, previa al encogimiento citoplasmaitico, se presenta en el
proceso apoptotico en celulas linfoides y no linfoides.

En investigaciones referentes al movimiento de iones intracelulares y el
encogimiento citoplasmatico Maeno y cols (2000), al inducir apoptosis con estaurosporina
y TNF (factor de necrosis tumoral) en células HeLa, U937, PC12 y NG108-15, observaron
que ¢l proceso de “muerte celular programada” se inicia cuando las células sufren un
encogimiento del citoplasma al que llamaron AVD (por sus siglas en inglés: apototic
volume decrease) el cual estd acoplado a una actividad mayor de los canales de K" y C1 = .
Concluyeron de esta manera ya que al anadir bloqueadores de estos canales, en
combinacion con los inductores de apoptosis como estaurosporina y TNF, el volumen
celular no disminuyo; de igual forma los signos morfologicos de la apoptosis fueron
ampliamente prevenidos por dichos inhibidores de canales idnicos. Ademas observaron que
después de 4 h de la inducion apoptotica con estaurosporina o TNF, se libera el citocromo
C de la mitocondria al citosol en células HelLa, la cual fue inhibida por los inhibidores de
canales de cloro (DIDS, NPPB, phloretina) y también por los de potasio (Quinina, Ba”),

En cuanto a los estudios de calcio y PMP, Gutiérrez y cols (1999), al inducir
apoptosis en células LNCaP con ionomicina y al eliminar el sucro del medio de cultivo,
determinaron que la activacion de un canal catiénico no selectivo, permeable al Ca®' y de
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una conductancia de 23 pS. esta relacionado con la muerte celular provocada por eslos
mductores. Ademds observaron que la despolanizacion de la membrana plasmatica esta
estrechamente relacionada con la clevacion del Ca’' intracelular. Arias | M (2000), en su
tesis de doctorado, cncontré que un anticuerpo antiBax interferia con el efecto
despolarizante del canal de 23 pS, suginiendo que Bax esta relacionado con la
despolarizacion del PMP de las celulas LNCaP inducida por concentraciones letales de
ionomicina.

Debido a la importancia de los [lujos 1onicos vy del probable papel del Ca® durante
la apoptosis, estudiaremos el efecto de la estaurosporina (alcaloide bacteriano que actia
como un inhibidor no especifico de cinasas y también como un excelente inductor de
apoptosis) en el potencial de membrana plasmatica y la condensacion de la cromatina
nuclear, utilizando como modelo a las células Hela (células epiteliales provenientes de

cancer cervicoulerino).

IV. HIPOTESIS

Considerando los trabajos cilados anteriormente con respecto al papel del potencial de
membrana plasmatica durante la apoplosis, cn los cuales se muestra que con la
sobreexpresion d e antagonistas d e muerte celular las ¢ élulas no sufren apoptosis c uando
estan hiperpolarizadas; y que la despolarizacién inicial de la membrana plasmatica es
requerida para que se de cl evento de muerte celular programada al utilizar diferentes
inductores de apoptosis, donde dicha despolarizacidon se atribuye principalmente a la
inhibicién de la Na'-K'-ATPasa; nosotros sugerimos que la estaurosporina (un potente
inhibidor de cinasas e inductor de apoptosis) provocara despolarizacion en la membrana
plasmatica de las células HeLa a causa de la inhibicion de la bomba de sodio/potasio.



V. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el papel de la caspasa | y 3, de la sahda de K™ y del Ca’" externo en la
condensacion nuclear al inducir 1a apoptosis con estaurosporma en células HelLa; ademas
de establecer el papel que juega la Na /K ATPasa en la despolarizacion inicial producida

durante el estimulo apoptotico en celulas Hela.

PARTICULARES

*  Determinar condiciones de induccion de muerte celular con estaurosporina (STS).

* Determinar el efecto de los inhibidores de caspasas Ac-YVAD-CHO (caspasa 1) y Ac-
DEVD-CHO (caspasa 3), del BAPTA (Quelante de calcio), KCI (Alto potasio) y TEA'
(Bloqueador de canales de potasio) en la condensacion de la cromatina al inducir
apoplosis con estaurosporina en células HeLa.

x d O < ; i ¥ 3
* Determinar si el Ca™ externo tiene alguna relacion con el proceso apoptético en células
Hel.a, al inducirles muerte celular con estaurosporina.

* Determinar el potencial de membrana plasmatica (PMP) teorico en reposo de las células
Hela.

* Establecer el efecto de la Na' /K ATPasa en el PMP durante la apoptosis, utilizando la
técnica de espectrofluorometria del bisoxonol.
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VL. METODOLOGIA

1. CULTIVO DE CELULAS HelLa

Las células Hel.a se mantuvieron en cajas de cultivo de 60 x 15 mm con 4 ml de medio
liguido DMEM (Dulbecos modified cagle medium) adicionado con 5% de suero fetal
bovino, 5% de suero de neonato bovino y 5620 U de antibidtico (penicilina-estreptomicina)
por cada 100 ml de medio de cultivo, a una temperatura de 37°C y en condiciones
constantes de humedad y CO,. La resiembra de células se llevo a cabo en una campana de
flujo laminar y en campo estéril. Las células se lavaron con PBS (phosphate buffered
saling), se tripsinizaron (1 ml de tripsina 0.25% 1:5 en PBS) durante 5 minutos, se anadio 1
m! de medio de cultivo para detener la accion de la tripsina y despegar las células de la caja
de petri, se coloco la suspension en un tubo estéril para centrifuga y se centrifugé a 2,000
rpm (rotor SS-34) durante 5 minutos. Se decanto ¢l sobrenadante, resuspendiendo la pastilla
cn | ml de medio de cultivo, de este tltimo se colocaron entre 100-300 pl en una caja de
cultivo de 60 x 15 mm con 4 ml de medio de cultivo.

2. INDUCCION DE APOPTOSIS EN CELULAS Hela.

Se culuvaron las cclulas en cajas de 6 pozos, donde se colocaron previamente cubreobjetos
estériles. Después de que las celulas crecieron sobre los cubreobjetos, se hizo una curva de
tiempo( efecto de la estaurosporina en la condensacion del nucleo a diferentes tiempos)
afladiendo STS a una concentracion de 1 mM en DMSO (2 ui), en un pozo con 2 ml de
medio de cultivo, teniendo una concentracion final (cf) 1 uM de STS, se incub6 durante 15,
30, 60 y 180 minutos; posteriormente se fijaron las células agregando 2 ml de formaldehido
al 1 0% ensolucidén salinaa cadaunode los pozossinretirar el medio de cultivo, para
despuc¢s tefirlas con el método de hematoxilina y eosina (H-E) para células en cultivo.
Mediante el analisis de cste curso temporal del efecto de la estaurosporinaen la
condensacion nuclear de las células Hela se determind el tiempo optimo de incubacion.

3. TRATAMIENTOS PREVIOS A LA INDUCCION DE APOPTOSIS.

Se cultivaron las células en cajas de 6 pozos donde se colocaron previamente cubreobjetos
estériles. En pozos separados se afiadieron las siguientes sustancias, incubandose durante
una hora antes de la induccién de apoptosis con estaurosporina, siendo las concentraciones
descritas la cf en ¢l pozo: BAPTA 2 mM, TEA® 10 mM, KCl 40 mM, Ac-YVAD-CHO
10 uM, Ac-DEVD-CHO 10 uM; después se indujo apotosis en las células con STS | uM
durante 3 h, al término de este tiempo se fijaron las células con formaldehido al 10% en
solucion salina sin retirar ¢l medio de cultivo, finalmente se hizo la tincion H-E.
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4. TINCION HEMATOXILINA-EOSINA (H-E) PARA CELULAS EN CULTIVO.
Sin quitar de los pozos (aprox. 2ml} el medio de cultivo m los cubreobjetos, se anadieron 2
ml de formaldehido al 10% cn solucion salina (KC1 160 mM v hepes 10 mM, ajustado a pH
7.4). Después de 5 minutos, sc reurd la solucién de los multipozos y se agregd 1 ml de
tritén X-100 al 0.1% en solucidon salina durante 5 minutos. Se retird el detergente y se
anadio 1 ml de hematoxiling de Mayer al 0.1% durante 10 minutos. se retiro el colorante y
se lavé con 2 ml de etanol al 50%. Posteriormente se adiciond 1 ml de una solucion acuosa
de eosina al 1% durante 5 minutos, se retird ¢l colorante, se lavo con 2 ml etanol al 50%.
Finalmente se adiciond solucion salina a los cubreobjetos para su posterior observacion al
microscopio; el montaje se¢ hizo sobre portaobjetos con glicerina-carbonatada. Para la
determinacion morfologica de las células apoptoticas se analizaron las laminillas utilizando
microscopia optica a 400 aumentos.

5. ANALISIS DE CELULAS TENIDAS CON H-E.

Se hicieron 3 repcticiones (cada una correspondiente a una laminilla) por tralamiento; éstas
se analizaron tomando imdgenes mediante microscopia optica (Zeizz) a 400 aumentos, las
cuales se digitalizaron con una videocamara (Hitachi) v una computadora. De las imagenes
obtenidas se midid el area nuclear en un niimero aproximado de 90 células por tratamiento
y repeticion, con el programa Jandel Sigma Scan Pro3 {(image measurement software). Se
aplico el analisis d e v arianza unifactorial (ANOVA) utilizando «=0.05 v la prueba para
diferencia de medias LSD, para determinar la existencia de diferencias significativas entre
cada uno de los tratamientos con respecto a los controles, tanto de células normales como
de células apototicas. Con el analisis de los datos obtenidos se determiné el efecto en la
condensacion de la cromatina nuclear de los inhibidores de caspasas, asi como tambi¢n de
los tratamientos con BAPTA, TEA y KCL.

6. OBTENCION DE SUSPENSION CELULAR

Se cultivaron células Hela en 10 cajas de Petri de 60 x 15 mm, cuando estuvieron
confluentes, las células se tripsinizaron afiadiendo 1 ml de tripsina 1:4 en PBS por caja,
durante 5 minutos a 37°C, posteriormente se agregd 1 ml de medio de cultivo y se
despegaron las células de la caja, colocandose esta suspension, junto con la de todas las
cajas en un tubo para centrifuga. Se centrifugé a 2000 rpm (rotor SS-34) durante 5 minutos,
se descartd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 1 ml de PBS. En un tubo
ependorff se colocaron 75 ulde PBS, 20 puldeazuldetripano y 5 pl de la suspensidn
celular (dilucion celular 1:20), se mezclaron cuidadosamente y se colocaron
aproximadamente 20 pl de esta en un Hemocitémetro para hacer el conteo de las células
por ml, utilizando microscopia optica, ademas se determind la viabilidad celular mediante
la exclusion del azul de tripano, ya que este colorante tifie de azul a las células muertas. Al
obtener el numero de células presentes en el ml de suspension, éste se ajusto a 3,000,000 de
células por mililitro de PBS. La viabilidad celular fue aceptable con un minimo de 95%.
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7. DETERMINACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMATICA EN
REPOSO.

En una celda para espectrotluorometria se agregaron 1.8 ml de PBS. 1 ul de bisoxonol
(DiSBa-C5(3)) 500 mM vy un agitador, se coloco inmediatamente ¢n ¢l espectrofluorémetro
(LS50B Perkin Elmer) para iniciar la lectura de la fluorescencia del colorante (cada
segundo) en una longitud dc onda de excitacion de 490 nm y de 530 nm de emision; se
tomaron 200 pl de la suspensién de 3x10" cel/m) y se anadieron a la celda (obteniendo una
¢l de células en la celda de 300,000/ml) registrandose la fluorescencia durante 2 minutos.
Posteriormente se agregaron 2 pl de listamima [100 mM] (cf 100 uM) registrandose los
cambios de fluorescencia (disminucion asociada con hiperpolarizacion) durante 1 minuto,
se¢ adicionaron 12.5 pl de KC1 [4 M] (cf 25 mM) registrandose los cambios cn la
fluorcscencia durante 1 minuto (aumento asociado a despolarizacion), se repitio la adicion
de KC1 4 veces mas, finalmente se agregaron 2 ul de gramicidina [1 mM] (¢f 1 uM) como
control de despolarizacion y se contintio el registro durante otros 2 minutos (Fig. 10 A).
Los datos de los cambios en la fluorescencia se graficaron utilizando el programa Sigma
Plot, se calcularon los porcentajes de cambio de las lecturas para histamina v KCl;
utilizando la ecuacion de Nemst ( V=IRT/zF] In[C./C,] ) se determiné el potencial de
membrana ¢n reposo tedrico de las células HeLa. Tomando en consideracion cl caso de que
s6lo sc encuentren abiertos canales de K (Se utilizo una concentracion intracelular de K
de 150 mM).

8. POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMATICA AL INDUCIR APOPTOSIS.

En una cclda para espectrofiuorometria se agregaron 1.8 ml de PBS, 1 ul de bisoxonol
(DiSBa-Cy(3)) 500 uM y un agitador, se coloco inmediatamente en ¢l espectrofluorémetro
(LS50B Perkin Elmer) para iniciar la lectura de la fluorescencia del colorante (cada
segundo) cn una longitud decondade exitacionde 490 nm yde 530 nmde emision; se
tomaron 200 ul de la suspension de 3x10° cel/ml y se anadieron a la celda (obteniendo una
¢l de células en la celda de 300,000/ml) registrandose la fluorescencia durante 2 minutos.
En cubetas por separado y después de haber llevado a cabo todos los pasos anteriores, se
anadieron 2 pl de ouabaina [100 mM] (cf 100 uM) y 2 pl de FCCP [2 mM] (cf 2 uM),
haciendose el registro durante 1 minuto, posterior a esto se agregaron 2 ul de
estaurosporina [1 mM] (cf 1 uM), registrandose los cambios de fluorescencia durante §
minutos; finalmente se agregaron 2 pl de gramicidina [1 mM] (cf 1 pM) como control de
depolarizacion en las células haciendose el registro durante 2 minutos mas (Fig. 10 B). Los
datos de los cambios en la fluorescencia se analizaron graficindolos con el programa excel
y Sigma Plot.

9. ANALISIS DE DATOS.

En todas las prucbas, tanto de condensacion nuclear como de potencial de membrana, se
calcularon las medias, desviaciones cstandar y errorcs estandar. Para determinar si los datos
eran estadisticamente significativos se utilizé la de prucba de analisis de varianza
(ANOVA) con una probabilidad para la hipdtesis nula menor a 0.05%. En el caso de los
datos de condensacion nuclear, las pruebas para calcular el PMP teérico, los registros con
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histamina v los datos a estaurosporina | minuto. ¢l ANOVA utilizado fue unifactorial.

mientras que para
en todos los expe

el resto de los estudios de PMP. como consecuencia de una “n”™ diferente
rimentos. se utilizo el ANOVA de dos lactores (células 11 v D) con una

muestra por grupo; finalmente se aplico la prueba de 1.SD para diferencia de medias. en los

casos en que fue

necesario. bn la figura 17 se utiliza la regresion lineal para establecer la

dependencia entre el potencial de membrana en reposo y la respuesta a estaurosporina al

minuto de aplicad
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al de membrana en reposo de las células Hel.a. B) Grafico que ejemplifica un registro
cambios en la fluorescencia del bisoxanol al aplicar los diferentes pretratamientos y
posteriormente la STS en las celulas Hela.
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A)

ViL RESULTADOS

1. CURSO TEMPORAIL DEL EFECTO DE LA ESTAUROSPORINA EN LA
CONDENSACION NUCLEAR DE LAS CELULAS HelLa.

En ¢l curso temporal del efecto de la estaurosporina (STS) 1 uM en el area nuclear de las
células Hela. se observo un encogimiento gradual del ciioplasma de las células que
dependio del tiempo de exposicion a la STS: a mayor tiempo d e e xposicion, hubo un
encogimiento mayor (Fig.1A). De igual manera se dio una reduccion en el drea nuclear
conforme fue mayor el tiempo de incubacién con STS. disminuvendo casi a la mitad de la
superficic nuclear original después de 3 h de incubacion (Fig. 11 B). A los 180 minutos de
haberse aplicado en algunas cclulas se observo el nocleo fragmentado y una gran
cantidad de vacuolas en lo poco que quedaba del citoplasma (Fig.11 A). El alcalowde
bacteriano STS fue efectivo a la concentracion de 1 puM para producir apoptosis en
células Hela, desencadenandola en muy poco tiempo después de la exposicion de la
cclula a este toxico. observandose efecto significauvo después de los 30 minutos
(Andlisis de varianza con «=0.05 y prueba de LSD, para un experimento con 90 células
por condicion).

Control 15 munutos 30 minutos
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e
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60 minutos 180 minutos

Fig. 11. A) Células HeLa
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2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CASPASAS EN LA CONDENSACION
NUCLEAR INDUCIDA POR LA ESTAUROSPORINA.

Se hicicron prucbas con los inhibidores de caspasas Ac-DEVD-CHO (inhibidor de la
caspasa 3) v Ac-YVAD-CHO (inhibidor de la caspasa 1) a una concentracion de 10 pM
como pretratamientos (n=2) durante 1 h. antes de inducir apoptosis con STS [1 uM]
durante 3 h. Se observé un efecto parcial. pero muy pequeno. de los inhibidores de
caspasas sobre la disminucion del area nuclear. es decir en la condensacion de la
cromatina, la cual fue mas severa en las células expuestas solamente a STS (Fig.12). El
cfecto de inhibicion parcial de la condensacion nuclear fue mavor con Ac-YVAD-CHO
que con Ac-DEVD-CHO, el andlisis de vananza («=0.03) v la prueba LSD aplicados,
revelaron que no existen diferencias significativas entre STS. STS_Ac¢-DEVD-CHO y
STS Ac-YVAD-CHO. lo cual sugicre que las caspasas 1 v 3 no estdn involucradas en a
reduccion del nacleo, ta otra posibilidad es que otras caspasas sustituyan a las caspasas
inhibidas.

1600
A
_ 1400 B
_ Area nuclear A) DMSO
Media (pm?) + Error. 1200 - B)STS
DMSO 911.3211 27.1852 < 1000 C) YVAD-STS
E
STS 1 M 478.3944 13.1003 = D) DEVD-STS
5 800
YVAD 10 M 964.7498 552833 3
[+
YVAD 10 uM-STS 1 puM 576.3502 162.7683 g 600
-
DEVD 10 uM 913.9335 66.7035 400
DEVD 10 uM-STS 1 uM 516.3198 59.7374 200
0

Fig. 12. A) Valores obtenidos al medir el area
nuclear (en pm®) de las células Hela despues A B c D

de 3 h de incubacién con los inhibidores de caspasas y los inhibidores-STS. B) Grafica de la disminucion
del @rea nuclear de células Hela pretratadas con inhibidores de caspasas al inducirles apoptosis con STS
durante 3 horas (n=2, P« 0.05), los controles de cada pretratamiento no se muestran ya que no presentaron
diferencias significativas con respecto al control DMSO.

3. EFECTO DEL BAPTA, TEA' Y KCI EN LA CONDENSACION NUCLEAR
INDUCIDA CON ESTAUROSPORINA.

En cuanto a los ensayos en los que se usaron BAPTA, TEA" y KCI (n=3) como
tratamientos previos a la induccion de apoptosis con STS, también se observd efecto
inhibitorio parcial en la condensacion de la cromatina nuclear, es decir se¢ notd menos
reduccion en el drea de los nacleos de las células expucstas primeramente a estos
compuestos que al aplicarles solamente STS durante 3 h (Fig.13). Sc utilizo BAPTA
(Quelante de Ca™) a una concentracion de 2 mM para disminuir la disposicion del e
externo a la célula, considerando que el medio de cultivo contiene 1.8 mM de CaCl,
(Cloruro de calcio), y determinar si éste regula de alguna manera la activacion de la
muerte celular programada inducida por STS en las células Hela.Se utilizaron tanto el
TEA" (Bloqueador de canales de K*) a una concentracion de 10 mM, y KCI (Alto potasio
externo reduce la perdida interna de K”) a una concentracion de 40 mM, para bloquear el
flujo de este ion en la célula y también determinar si éste tiene alguna participacion en el
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proceso de apoptosis inducida por STS. En cuanto a la prueba estadistica aplicada
(andlisis d¢ varianza «=0.03 v prucba de 1.SD para diferencia de medias) los
pretratamientos con BAPTA. BAPTA-YVAD. TEA v KCL no presentaron diferencias
signtficativas con respecto al control de DMSO. es decir las células expuestas a estos
tratamientos no mostraron ningun efecto evidente en el nucleo de las células Hela. Las
células expuestas a STS y pretratamientos-STS fueron diferentes con respecto al control
DMSO. STS sola v STS-BAPTA. no presentaron diferencias significativas entre si. €s
decir que ¢l cfecto del BAPTA en la condensacion de la cromatina nuclear no es
suficiente para inhibirla significatvamente. Los tratamientos con TEA-STS, BAPTA-
YVAD-STS v KCI-STS revelaron dilerencias significativas con respecto a STS. en
cuanto a la condensacion de la cromatina nuclear. es decir tienen un efecto inhibitorio
parcial en la condensacion del nucleo producida por la STS, ya que también presentaron
diferencias con respecto al control de DMSO.
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4. EXPERIMENTOS DE POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMATICA
UTILIZANDO ESPECTROFLUOROMETRIA DEL BISOXONOL.

Para hacer los experimentos de potencial de membrana (PMP) v sus cambios al inducir
apoptosis con STS. se uulizo bisoxonol (D1SBa-C-(3)). un anion lipofilico luorescente que
indica cambios en el PMP. esta molecula al entrar a la célula merementa su fluorescencia v
si la c¢élula no recibe estumulos que alteren su potencial. esta fluorescencia se mantiene
constante: si hay algan estimulo que lo despolarize la fluorescencia aumenta. si se
hiperpolariza ¢l PMP. la fluorescencia disminuye. Se hicieron 16 experimentos con
diferentes ensavos en cada uno. estos fueron separados para su andlisis de acuerdo a la
respuesta a STS después de un minuto de registro: experimentos con respucsta
despolarizante a STS se les Hlamo células D v pruebas con respuesta hiperpolarizante a STS
se les llamo células 1 (datos mostrados posteriormente).

5. POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMATICA EN REPOSO (TEORICO).

Con respecto a las pruebas para determinar el PMP en reposo de las células Hela se utilizo
histamina para hiperpolarizar a las células v aumentar su conductancia al K'. ¢l cual se fue
incrementando gradualmente (Fig. 14 A). Mediante la ccuacion de Nernst ( V=[RT/zF]
In[Co/Ci] ) se calculd el valor tedrico del PMP, suponiendo una concentracion intracelular
de K* de 150 mM (Fig. 14 B). Sin embargo, tanto las células D como las células H, no
presentaron diferencias significativas entre si en respuesta a la histamina y a las adiciones
sucesivas de KCI, es decir. ambas fucron iguales en cuanto a su capacidad de aumentar su
conductancia al K externo. El potencial de membrana en reposo de las células D (-50 mV)
y H (-34 mV) no fueron diferentes estadisticamente (Fig. 14 C). A concentraciones altas de
K" las células HeLa se comportan como un electrodo de K, bajo estas circunstancias el
porcentaje especifico de la variacion de la fluorescencia fue de 0.83%/mV que esta muy
cercano al valor reportado de 1%/mV (Brauner er al . 1984).
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Fig. 14. A) Registro de los cambios en ¢l potencial de membrana al aumentar la conductancia de las células
con histamina para determinar el potencial de membrana en reposo (300,000 cels/ml). B) Calculo del
potencial de membrana en reposo en células Hela utilizando la ecuacion de Nernst y una [K']i de 150 mM
(n=7 P« 0.05, tanto para las cé¢lulas 1 como para las células D). C) Potencial de membrana en mV.
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Delta FIF0 Bisoxonol.

6. CAMBIOS EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMATICA AL INDUCIR
APOPTOSIS CON ESTAUROSPORINA.

Al inducir apoptosis con STS 1 uM (n=16). se observd que ésta provoca dos respuestas
distintas después de 1 minuto de ser aplicada. una hiperpolarizanie v otra despolarizante
(Fig.15). los datos obtenidos de los experimentos. se dividieron de acuerdo a su respuesta
inicial a la STS v se someticron a un analisis de varianza unifactonal (a=0.05), del cual s¢
encontraron diferencias significativas, razon por la cual se decidio separar a las células en
dos grupos distintos, c¢lulas H v células D. Por lo tanto se observaron dos respuestas
diferentes después de un minuto de incubacion con STS. Las células D (n=8). o
despolarizantes a STS después de un minuto de registro. presentaron una despolarizacion
del potencial de membrana de 2.47 £ 0.72 %. v a los 5 minutos de 11.85 = 1.66 %. (Fig. 15
Ay C). Las células H (n=8). o hiperpolarizantes. presentaron un cambio en el PM de -3.3%
£ 1.23 % al minuto de registro v a los 5 minutos de 0.64 £ 3.51 % (IFig.15 By D).
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Fig. 15. A) Respuesta a STS de las células D (n=8, P¢ 0.05). B) Respuesta a STS de las células H (n=8, P«
0.05). C) Registro de la respuesta producida por STS en las células D y después gramicidina (circulos) y por
gramicidina sola (cuadros). D) Registro de la respuesta producida por STS en las células H y después
gramicidina (circulos) y por gramicidina sola (cuadros).
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El estadistico aplicado a las respuestas a STS alos 3 minutos en las células H y D, tambicn
evidencid diferencias significativas entre ambas. Sin embargo se observa que la tendencia
de las c¢lulas D es de una franca despolarizacion: en cambio en las células H la respuesta es
mucho mas variable va que se obtuvieron respuestas hiperpolarizantes y despolarizantes a
los 5 minutos. lo cual produjo un error estandar grande (Fig. 13 B). sin embargo, ya que
todas las células expuestas a STS presentaron apoptosis. es probable que las células 1 a
ticmpos mayores también presenten despolanizacion. aungue nosotros no registramos cn
una ventana de iempo mayor de S minutos.

7. RESPUESTA A GRAMICIDINA Y ESTAUROSPORINA.

La gramicidina es una molécula bacteniana que forma poros o canales cationicos en las
membranas (revisado en: Latorre y Alvarez. 1996). se utihzo a una concentracion de 1 uM
como respuesta despolarizante control después de aplicar Jos tratamientos respectivos en
todos v cada uno de los registros de los experimentos efectuados (ejemplo: Fig. 15 C y D).
En cuanto a la despolarizacion producida por gramicidina sola (Fig. 16), ésta fue de 58.58
+3.98 % para las células D (n=8) y de 47.1 £ 3.55 % para las células H (n=3), de igual
forma ambas respuestas mostraron diferencias en el analisis de varianza aplicado. En
cuanto a la respuesta despolarizante de las células a STS-gramicidina se obtuvo un 46,18 +
3.86 % para las células D y un 33.60 = 7.04 % para las H (Fig. 16), igualmenle presentaron
diferencias significativas entre si y con las respuestas a gramicidina sola para cada caso; es
decir las células que fueron mas despolarizadas por gramicidina sola fueron las D, a su vez
también las células a las que se les aplico gramicidina sola (D v H) despolarizaron mas que
las células a las que se les administro STS-gramicidina (D v H), lo que evidencia un
pequeno efecto inhibitorio de la STS en la despolarizacién producida por gramicidina (Fig.
15CyD).

100xDelta F/Fo Bisoxonaol.

Gram. STS-Gram. Gram. STS-Gram.

Células H. Células D.

Fig. 16. Porcentaje de cambio en el PMP de las células D (n=8) v H (n=3) al aplicarles STS-gramicidina y
gramicidina sola (P« 0.05). Notese que las células D mostraron una despolarizacion mayor a la de las células
H.
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8. REGRESION DE L.A RESPUESTA A ESTAUROSPORINA (1 uM] | MINUTO Y
EL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMATICA.

También s¢ hizo una regresion hineal para determuinar si la respucsta a STS al minuto de
registro y el potencial de membrana calculado con la ecuacion de Nernst para cada uno de
los experimentos se relacionaban entre si. Para las células D se obtuvo una pendiente de -
0.1203 y una ordenada al ongen de -3.245%, con un coeficiente de correlacion de -0.848; el
cruce con ¢l eje X ocurre aproximadamente a -27 mV (Fig. 17, cuadros). Para las células H
se determino una pendiente de 0.1904 y una ordenada al origen de 7.035, con un coeficiente
de correlacion de 0.6083; el cruce con el eje X se da en aproximadamente -37 mV (Fig. 17,
circulos).

Potencial de membrana y respuesta a STS (1’).

10

100xDelta F/Fo Bisoxonol.

® Células H.

B Células D.

15 - Potencial de membrana (mV).

Fig. 17 Grafico de la reeresion aphicada las celulas D y H. en la respuesta a STS (17) y el PMP (n=7).

9. EFECTO DE LA INHIBICION DE LA BOMBA DE Na'-K” CON OUABAINA EN
EL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMATICA AL INDUCIR APOPTOSIS
CON ESTAROSPORINA.

La ouabaina es un inhibidor especifico de la bomba de sodio-potasio ya que compite con el
K" en su sitio de union en el lado externo de la membrana plasmatica (Alberts et al, 1998).
Estudios recientes sugieren que la inhibicion de la Na™-K' ATPasa ticne un papel critico en
la despolarizacion inicial de la membrana plasmatica asociada con el proceso apoptotico
(Bortner er al., 2001). En primer lugar se hicieron registros del efecto de la ouabaina 100
pM en el PMP de las células Hela, estos evidenciaron una respuesta despolarizante,
después de un minuto de registro, el porcentaje de cambio en el PMP fue de 4.02 £1.32 %
para las células D (n=5), y de 3.48 £0.98 % en las células H (n=0), para esta misma
condicidn a los 5 minutos los cambios en el PMP fueron de 2.3 + 0.63% para las células D
(n=3) y 5.4% para las células H (n=2), el estadistico aplicado a estas condiciones no mostré
diferencias significativas e ntre | a d espolarizacion producida en ambos tipos c elulares, ni
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tampoco entre tiempos. lo cual quicre decir que I despolarizacion producida por la
ouabaina. fue igual para las células H y D (Fig. 18). Aunque la tendencia fue gue las ¢élulas
1 continuaron despolarizandose mientras que en las D disminuvo el efecto. Il efecto de la
gramicidina en las células HelLa. después de la aplicacion de la ouabaina. fue de 46.2 =
10.37 % para las células D (n=3) y de 22,14 = 8.44 % (n=6) en las cclulas H (datos no
mostrados. ver apéndice).
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Fig. 18 A) Respuesta a ouabaina en diferentes tiempos en las células D (1 min n=3, 5 min n=3; P« 0.05). B)
Respuesta a ouabaina en diferentes tiempos en las células H (1 min n=6, 5 min n=2; P« 0.05). C) Registro de
la respuesta producida por ouabaina en las células D y H. notese que este efecto de tiene una amplitud mayor
en las células H.

Se hicieron registros del efecto de la STS al aplicar antes ouabaina durante un minuto. Los
cambios en el PMP un minuto después de la aplicacion de la STS fueron de 6.12 + 3.63 %
para las células D (n=4), y de -2.82 = 2.41 % en las células H (n=5), para esta misma
condicion a los 5 minutos los cambios en el PMP fueron de 16.67 + 3.77 % para las células
D (n=4) y -0.7 + 4.45 % (n=5) para las c¢lulas H (Fig. 19 A y B), el estadistico aplicado a
estas condiciones reveld diferencias significativas entre los cambios producidos en el PMP
en ambos tipos celulares, ya que las células D tendieron a despolarizar a la membrana
plasmatica y las células H hiperpolarizaron, después de la adicion de la STS. sin embargo
en las células H hubo semejanza en los efectos producidos al minuto y a los cinco minutos,
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contrario a lo sucedido con las células D que si tuvieron diferencias en cuanto al tiempo. Iin
lo referente a la comparacion de estos tratamientos con los de STS sola. en ¢l andlisis de
varianza tampoco evidenciaron diferencias significativas con respecto a dsta. es decir la
ougbaina no inhibe el efecto producido por la STS en el PMP.
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Fig. 19 A) l{cspue;11a a ouabaina-STS a diferentes tiempos en las células D (n=4, P« 0.05). B) Respuesta a
ouabaina-STS a diferentes tiempos en las celulas H (n=5, P« 0.05). C) Registro de la respuesta producida por
ouabaina | min y STS en las células D y H. notese que el efecto de la STS después de la aplicacion de la
ouabaina mantiene el mismo patrén que el registro de la STS sola para cada grupo de células.

Al comparar la respuesta a ouabaina sola y STS sola. en las células D no hubo diferencias
significativas al minuto de aplicacion. pero si a los 5 minutos, es decir la STS sola
despolariza mds ¢l PMP que la inhibicién de la bomba de Na™-K" a este tiempo; en las
células 11, hubo diferencias significativas al minuto de aplicacion, ya que la ouabaina
despolariza y la STS hiperpolariza, sin embargo aunque la STS presenta una tendencia a
despolarizar el PM después del primer minuto, a los c¢inco minutos siguen presentando
diferencias estos dos tratamientos,

10. EFECTO DEL FCCP EN EL PM AL INDUCIR APOPTOSIS CON STS.

El FCCP (carbonilcianida p-trifluorometoxifenilhidrazona) es un potente desacoplante
mitocondrial que inhibe la fosforilacion oxidativa por la disipacion del gradiente de
protones a través de la membrana interna mitocondrial y como resultado bloquea la sintesis
de ATP, ademas de sus cfectos en Ja mitocondria, este compuesto también afecta c¢l
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potencial de membrana plasmatica v las corrientes 1onwcas a través de clla (revisado en:
Park ¢r al . 2002). Se aplicod este compuesto a una concentracion de 2 pM vy se hicieron
registros de su efecto en el PMP de las células Hela. estos evidenciaron una respuesta
despolarizante, después de un minuto de registro. ¢l porcentaje de cambio en el PMP fue de
2.78 + 3.20 % para las c¢lulas D (n=5). v de 3.92 = 1.09 %% en las células H (n=5): para esta
misma condicién a los 5 minutos los cambios en el PMP fueron de -6.46 = 2.44 % para las
células D (n=3) v 1.15 = 1.55 % para las c¢lulas H (n=2). (Fig. 20 A y B). El estadistico
aplicado a estas condiciones no mostro diferencias significauvas entre los dos grupos
celulares al minuto de aplicacion. en cuanto a los 5 minutos reveld diferencias entre ambos
grupos, en lo referente a la repuesta al minuto v a los 3 minutos dentro del mismo grupo de
células, las células H fueron iguales en su respuesta en ambos tiempos, sin embargo las
células D si presentaron diferencias en la respuesta a estos dos liempos. Las células H se
despolarizaron después de la aplicacion del FCCP v esta despolarizacion se mantuvo
constante hasta los 5 minutos, las células D despolarizaron durante el primer minuto y
posteriormente cambiaron su respuesta a hiperpolarizante (Fig. 20 C). El efecto de la
gramicidina, después de la aplicacion del FCCP, fue de 38.6 = 3.79 % para las células D v
de 37.7 £ 4.93 % cn las células H (datos no mostrados. ver apéndice).
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Fig.20 A) Respuesta a FCCP a diferentes tiempos en las células D (1 min n . 5 min n=3; Pc 0.05). B)
Respuesta a FCCP a diferentes tiempos en las células H (1 min n=5, 5 min n=2; P< 0.03). L) RC;_.IS[rO de la
respuesta producida por FCCP en las células Dy H.
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Se hicieron registros del electo de la STS al aphicar antes FCCP durante un mmuto. Los
cambios cn el PMP despucs de la aplicacion de la STS fueron de 9.5 £ 9.19 % para las
células D (n=2). v de 5.54 £ 1.27 % en las células H (n=3). para esta misma condicion a los
5 minutos los cambios en el PMP fueron de 12.3 + 2.54 % para las células D (n=2) v 6.86 +
2.57 % para las células H (n=5). (Fig. 11 A ¥ B). Ll estadistico aplicado a estas condiciones
no revelo diferencias significativas entre los cambios producidos en el PMP en ambos lipos
celulares a ningtin tiempo: en otras palabras ¢l efecto que tiene en las células D y H aplicar
FCCP antes de 1a STS ¢s una despolarizacion en el PMP (Fig. 21 C).
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Fig. 21 A) Respuesta a FCCP-STS a diferentes tiempos en las células D (n=2, P« 0.05). B) Respuesta a FCCP-
STS a diferentes tiempos en las eé¢lulas H (n=5. P< 0.05). C) Registro de Ia respuesta producida por FCCP
Imin v STS en ltas células [ y H, notese que el efecto de la STS después de la aplicacion del FCCP es
despolarizante en ambos grupos de células.

En lo referente a la comparacion de estos tratamientos con los de STS sola. en el andlisis de
varianza evidenciaron diferencias significativas con respecto a ésta durante el primer
minuto de registro. es decir el FCCP aumenta el efecto despolarizante en las células D y
climina el efecto hiperpolarizante de las células H, ambos producido por la STS sola en el
PMP, igualdndolo con la despolarizacion de las células D a los 5 minutos de aplicacion de
la STS sola, y manteniendo este efecto hasta los 5 minutos de la respuesta de FCCP-STS.
Se compararon también con los tratamientos de FCCP solo y de igual forma fueron



diferentes con respecto a ellos. va que el FCCP solo mantiene una tendencia a la
hiperpolarizacion después del minuto de aplicacion contrario a lo sucedido con las células a
las que se le aplico FCCP-STS.

Se hicicron registros del efecto de la STS al aplicar antes FCCP durante 7 minutos (n=3) v
estos correspondieron solamente a células del grupo D. Los cambios en el PMP después de
la aplicacion del FCCP al primer minuto fucron de 1.1 £ 1.34 %, de -6 £2.24 % a los 5
minutos v a los 7 de -7.8 + 1.83 %. después, al anadir la STS durante 7minutos los cambios
en ¢l potencial de membrana plasmatica fueron los siguientes. al minuto -7 = 2.32 %. de -
243+ 2.01 %alos S minutos y alos 7de—1.9 =2.16 % (Fig. 22 A v B).
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En lo referente a estos datos se observé el mismo patron de hiperpolarizacion para el FCCP,
hasta los siete minutos, en cuanto a STS, ésta mostré un efecto despolarizante con respecto
al potencial alcanzado con el FCCP, sin embargo no alcanzo los niveles de despolarizacion
controles para la STS en las células D.
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VI DISCUSION

Al hacer el curso temporal del efecto de Ta STS en la condensacion nuclear de las
cclulas Hela, se considerd la concentracion de 1 pM. la cual fue suficiente para producir
las ¢ aracteristicas tipicas de la apoptosis (Kerr era /. 1972) en células Hela. Eltiempo
dptimo para observar los clectos de ¢sta sobre las cclulas fue de 3 h debido a que en este
lapso dc tiempo se observaron claramente las caracteristicas morfologicas de la apoptosis
producidas por la activacion de la fase de ¢jecucion (encogimuento del citoplasma y
condensacion nuclear). Sin embargo. hubo efectos significativos de la STS, en la
condensacion del nicleo a partir de los 30 minutos. Por otro lado la curva de condensacion
nuclear sugiere que el nucleo podria seguir reductendo su tamano después de las 3 h, sin
embargo no tenemos ningin dato para contirmarfo. En reportes recientes se determind que
en la apoptosis iducida por 50 nM de STS en células Hela se produce liberacion del
citocromo C al citosol (Tafam er «l., 2001), 1gualmente en otros trabajos, donde emplearon
3 .M de STS, la activacion de la caspasa 3 se da a partir de las 4 h de incubacion (Rehm e
al., 2002), y ademas la liberacion del citocromo C de la mitocondna, indispensable para la
activacion de la caspasa 3, ocurre después de 3 h de exposicion a la STS (Diifmann et al.,
2003).

En reportes recientes se ha relacionado a la caspasa 3, una proteasa ¢jecutora de la
cascada apoptdtica, con la activacion de las proteinas encargadas de la condensacién de la
cromatina nuclear y la liberacion d e | as histonas nucleosomales d urante este proceso de
muerte celular (Wu er al., 2002; Sahara et al., 1999), v a la caspasa | con la activacion de la
apoplosis por una via dependiente de calcio (Wood er «f., 1998). Contrario a lo reportado
por Kobayachi y cols, (2000), para c¢lulas Hela, no obtuvimos cfecto inhibitorio de la
apoptosis por parte del Ac-DEVD-CHO (intubidor de la caspasa 3). Tampoco el Ac-
YVAD-CHO (inhibidor de la caspasa 1) detuvo la reduccion del arca nuclear. Este
inhibidor se habia relacionado con el bloqueo de una proteasa dependiente de calcio similar
a la calpaina, la cual probablemente tenga que ver con una via en la que se necesite Ca®'
para desencadenar la apoptosis (Wood er al.. 1998). En resumen, al utilizar Jos inhibidores
de caspasas Ac-DEVD-CHO y Ac-YVAD-CHO [10 pM], no obtuvimos una disminucion
significativa en la condensacion nuclear provocada por la STS (después de tres horas de
incubacion) en células Hela. Una posible explicacién al efecto nulo de este inhibidor es
que la activacién de la caspasa 3 tal vez sea en un tiempo mayor al que nosotros utilizamos
durante la induccion de apoptosis ya que en un estudio reciente se reporta actividad de la
caspasa 3 después de 4 horas de incubacion con STS e igualmente posterior a la liberacion
del citocroma C (Diifmann e¢f «f., 2003). En el caso del inhibidor de la caspasa 1, su falta
de cfecto tal vez se deba a que no participa en la muerte celular inducida por STS [1 pM]
en las células Hel.a.

Para determinar el efecto del Ca’" externo durante la induccion de apoplosis se
utilizo Bapta (quelante de Ca™) a una concentracion de 2 mM, basindonos en la
concentracion de calcio que contenia el medio de cultivo, para disminuir la disposicion de
este catidn a las células sin llevarlas a la muerte. La importancia de estos experimentos se
debe a que sc reportd un canal permeable al calcio durante la induccion de apoptosis con
ionomicina en las células LNCaP (Gutiérrez er al., 1999). En los tratamicntos en los que se
aplicd el quelante de calcio se esperaba obtener una reduccién de la condensacion de la
cromatina nuclear, lo que nos indicaria lu participacion fundamental del calcio externo en el



proceso de apoptosis inducida por STS en células Hela, sim embargo, no se obtuvo efecto
sienificauvo por parte de éste sobre la reduccion del nicleo. Adn no esta claro el papel dcl
Ca’" cn la apoptosis inducida por STS; ya que la ausencia de cste cation no disminuy ¢l
efecto de la STS, sin embargo. la combinacion de Ac-YVAD-CHO y BAPTA. si tuvo un
efecto protector estadisticamente significativo. por lo cual no podemos descartar la
intervencion del Ca™ en este fenémeno.

Las condiciones TEA™ 10 mM y KCI 40 mM se utilizaron basandonos en algunos
reportes de que la salida o pérdida de K™ intracelular es critica para desencadenar la fase de
cjecucion de la apoptosis en células de linfoma inducida por antiFas (Bortner er al., 1997).
Al probar estas condiciones como tratamientos previos a la induccion de apoptosis con
STS, ambos presentaron una intubicion significativa de la reduccion de la cromatina
inducida por la STS. la cual fuc mayor en ¢l tratamiento con TEA™-STS, el TEA" actia
como un bloqueador de canales de K', es decir evita la salida de este 1on de la célula La
presencia del TEA" produjo una inhibicion parcial de la condensacion de la cromatina
nuclear durante el proceso apoptotico, lo cual sugiere que se encienden canales que
permiten la sahida del potasio intracelular para favorecer la activacion de las caspasas de
ejecucion o de algun otro efector que participe en el proceso, ya que la salida de 1ones
intracclulares (principalmente Na” y K') produce cambios en el pH intracelular con lo cual
se establece un medio favorable para la accion de caspasas y nucleasas (Bortner er al,
2001); ademas en estudios con células Hela, al inducir apoptosis con STS, se observo una
clevacion en el pH intracelular para la activacion de la apoptosis (Tafani et al., 2002). De
igual forma al clevar la concentracion de potasio externo, se evita quc ésie salga de la
célula, ya que se cambia el gradiente de concentracion de este cation y se cvita asi su salida.
En las pruebas con alto potasio (KCl) se obtuvo una inhibicién parcial de la reduccion del
area nuclcar, esto también reafirma la importancia de la apertura de canales de potasio para
ejecutar la apoptosis inducida por la STS. Con lo anterior podemos sugerir que
efectivamente es importante la salida de K™ mtracelular durante la fase de ejecucion de la
apoptosis inducida por STS [1uM] en células Hel.a, la cual se ha sugerido, depende de la
activacion de las caspasas de ejecucion, de las cuales se ha propuesto que es la caspasa 3
quien activa a las proteasas encargadas de la condensacion de la cromatina y la liberacion
de las histonas nucleosomales (Wu et «l, 2002); sin embargo, la ausencia de resultados de
inhibicién de la reduccidon nuclear con el inhibidor de la caspasa 3 después de tres h de
exposicion a la STS, y considerando los antecedentes que demuestran la participacion de
esta caspasa en la apoptosis inducida por STS en células Hel.a (Kobayashi er al,, 2000,
Diipmann et al., 2003), no podemos asegurar que €sta no participe en el proceso apoptdtico,
lo que podemos sugerir es que la caspasa no se haya activado durante las primeras 3 h de
exposicion a cste toxico, y que los cambios que observamos en el nicleo y el resto de la
morfologia cclular se deban a la activacién de algin otro efector relacionado con ¢l proceso
de muerte celular programada.

El potencial de membrana tedrico de las céluias HeLa en reposo se ubica entre -54 y
-50 mV, de acuerdo a los datos obtenidos mediante la ecuacion de Nernst, ¢ste se encuentra
muy cercano al calculado por Dall’Asta y cols (1997) utilizando la misma ecuacion y el
mismo colorante fluorescente en diferentes tipos de celulares adheridos a las camaras de
cultivo. Los datos obtenidos para calcular el PMP no fueron diferentes en ambos grupos
celulares, lo que evidencia que el estado de las células en cuanto a su PMP, y su capacidad
de aumentar su conductancia al K" externo al hiperpolarizarse con histamina 100 uM era el



mismo; por lo tanto, consideramos ¢stos ensayos como un control que demuestra la
viabtlidad de las células durante los experimentos, va que la histamima es un estimulo
fisiologico que induce la activacion de canales de potasio activados por Ca’", lo cual
explica su efecto hiperpolarizante (Sauve er al., 1987). esto nos indica que las células sc
encuentran (uncionando normalmente (hay pocos canales de K' abiertos, la bomba de
sodio-potasio esta activa y la [Ca’™™), s baja). Al obtener resultados similares en la curva
con histamina-KCl en todas las pruebas consideramos al estado de las células como
aceptable e idéntico en todos los experimentos. Ademads con estos ensayos determinamos la
variacion especifica de la fluorescencia del bisoxonol por mV (aprox. 0.83%}, la cual
resulld estar muy cercana a la reportada de 1% por mV (Brauner er al.,, 1984). Lo anterior
sugicre que el indicador del potencial de membrana estaba funcionando correctamente, aun
cuando se usaron diferentes concentraciones (1 uM, S00 nM, 250 nM y 125 nM) cn la
solucion de 300,000 celulas / ml

De acuerdo a reportes recientes (Bortner ez al., 2001), al inducir apoptosis en las
células Hela. uno dc los eventos iniciales es la despolarizacion de la membrana plasmatica;
la cual, sugicren eslos autores, se debe a la inhibicion de la Na'-K'ATPasa. En nuestros
ensavos decidimos probar que la STS [I pM] despolarizaba la membrana plasmatica para
inducir apoptosis en las células Hela, ya que no se habian reportado el efecto de este
inductor ¢n este tipo de células, sin embargo un reportc muy reciente (Difmann er al.,
2003) presentd resultados relacionados con lo que nosotros buscabamos. Estos autores
encontraron que la despolarizacion de la membrana plasmatica (10 mV) en las células
HeLa, se da a los 30 minutos dc que la STS indujo la salida del citocromo C de la
mitocondria, depende de la despolanizacion de la membrana de la mitocondria v de la
activacion de las caspasas cfectoras. Nuestros datos muestran un efecto inmediato de la
STS [} uM] en el PMP, después de 1 minuto de registro, donde se encontraron 2 respuestas
diferentes cn las células Hel.a, una despolarizante de 2.47 £0.72 % y otra hiperpolarizante -
3.3 £ 1.23 %, esto no se esperaba ya que se utilizo el mismo lote celular y las condiciones
en que se cultivaron las c¢lulas fueron idénticas en todos los experimentos. No esta claro ¢l
porqué de esta diferencia en la respuesta a STS [1 uM], sin embargo, podemos suponer que
tal vez se deba a una mayor expresion de canales de K* o de una mayor cantidad de
ATPasas de Na™-K', en las células H respecto de las células D. Esta diferencia en la
respucsta inicial (despolarizante o hiperpolarizante) no se vio reflejada en la muerte celular
programada, ya que las células tratadas con STS durante 3 h presentaron una morfologia
caracteristica de la apoptosis en todos los ensayos realizados, por lo tanto en estos ensayos
no podemos separar a las células en grupos diferentes de respuesta a STS. En los registros
con STS, a los 5 minutos observamos que ambos grupos celulares (H y D) alin presentan
diferencias significativas entre si, la tendencia de las células D es a alcanzar cierto nivel de
despolarizacion, con lo anterior podemos afirmar que la STS | uM produce un efecto
despolarizante nicial muy temprano en el PMP de las cé¢lulas Hela, pertenecientes al
grupo D; en cuanto al efecto en el PMP de las células H a los 5 minutos estas presentaron
una gran variabilidad, tanto respucstas despolarizantes como hiperpolarizantes en este
ticmpo, por esto no podemos establecer el resultado final de la estaurosporina en el PMP de
este grupo celular. Considerando ambas respuestas a STS [1 pM], tanto al minuto de
aplicacion como a los cinco minutos, observamos cambios muy tempranos en ¢l PMP al
inducir apoptosis con STS, lo cual no habia sido reportado con anterioridad, ya que 1os
datos de Diifmann, y cols (2003) muestran despolarizacion en la membrana plasmatica de

38



IZT.

las celulas Heba inducida por la STS 3 uM varias horas despucs, la cual depende tanto de
la despolarizacion de la mitocondria como de la activacion de las caspasas efectoras.

La conductancia de una membrana estd directamente relacionada con la cannidad de
canales ionicos abiertos en un tiempo dado. El impacto de un canal idnico en el PMP es
funcion de su potencial de inversidn (o potencial de equilibrio) v también del nimero de
canales abiertos, es decir de la conductancia de la membrana. Por lo tanto si un canal se
abre y ticne un potencial de inversion diferente al de los canales ya abiertos entonces el
PMP se movera en el sentido del polencial de inversion del canal recién abierto, es decir
tendera a alcanzar el potencial de equilibrio del canal (despolarizando o hiperpolarizando el
PMP de la célula). Sin embargo, ¢1 impacto en el PMP sera funcién de cuantos c anales
csién abiertos en ¢l momento cn que sc abre la conductancia en cuestion. Nuestros datos
sugieren que 1a STS aumenta la conductancia de 1a membrana p lasmatica de las ¢ elulas
Hela (H y D), ya que las cclulas tratadas con STS inhibieron parcialmente el efecto
producido por la gramicidina en el PMP, que es una molécula que forma canales catiénicos.
La conductancia que induce la STS deberia tener un potencial de inversion menor a la
inducida por la gramicidina, puesto que la adicion de gramicidina produjo, atin después de
la STS, la despolarizacidon de la membrana. Los resultados obtenidos sugieren que la
conduclancia abierta por la STS tiene un potencial de inversion cercano a -30 mV (Fig. 17).
Es importante resaltar que aun cuando en ambos grupos celulares (H y D) se observd un
aumento en la conductancia producida por la STS, las células H presentaron una respuesta
menor a la gramicidina que las células D, es decir fueron menos sensibles a ésta y no
alcanzaron ¢l nivel de d espolarizacion producida en las c ¢lulas D, con o ¢ ual podemos
suponer que las células H tenian una conductancia mayor probablemente a potasio, que las
cclulas D.

Para confirmar que la inhibicion de la bomba de sodio-potasio era la causante de la
despolarizacion inicial en el proceso apoptético, utilizamos ouabaina [100 uM], un
inhibidor selectivo de la bomba de Na'-K', previo a la aplicacion de STS [1 uM]. Como era
de esperarse la ouabaina despolarizo el PMP tanto de las células H como de las D, tanto al
minuto, como a los cinco minutos de registro; por lo tanto, la respuesta a ouabaina fue
similar en ambos grupos de células. Lo cual nos indica que efectivamente este inhibidor de
la bomba tuvo efecto, puesto que al parar a la bomba que es un elemento hiperpolarizante
debe obtenerse despolarizacion. Sin embargo, aunque no hubo diferencias significativas
entre las respuestas en las células Hy D, al parecer la inhibicién de la Na™-K' ATPasa,
tiene un impacto mas importante en las células H. Ademas, apareniemente el PMP se
inclina a alcanzar nuevamente ¢l PMP inicial en las células D, mientras que en las células H
tiende a aumentar la despolarizacion y mantenerla, alejandose del valor del PMP inicial.
Aunque estas desigualdades reflejan las diferencias entre las células D y H, no hubo
diferencias significativas segun las pruebas estadisticas aplicadas, por lo cual no debemos
conjeturar mas acerca de las posibles explicaciones. Al comparar los datos de
despolarizacion de la ouabaina y los de STS sola, no hubo similitudes entre ambos a los
cinco minutos ni en las células H ni en las D, lo cual nos indica que el efecto producido por
la STS era diferente al de la ouabaina. En las pruebas en las que se utilizo ouabaina [100
#M] (un minuto) y STS [1 uM] (5 minutos) juntas, se obtuvo ¢l efecto despolarizante
inicial de la ouabaina en ambos grupos celulares, 1o cual apoya la idca de que el efecto de la
STS es diferente al de la ouabaina probablemente porque STS indujo la apertura de un
canal catiénico. De acuerdo a las sugerencias de Boriner y cols (2001) y Diifmann y cols
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(2003), la despolarizacion producida durante la apotosis es debida principalmente a la
degradacion de la bomba de Na'-K ™. con lo cual al inhibir a ésta con ouabaina se deberia de
bloquear el efecto despolarizante por ¢l estimulo apoptotico; sin embargo al anadir la STS
[1uM], eésta presentd la nusma respuesta que mostro cuando se aplico en ausencia de
ouabaina, en las células D despolarizo (1 ¥ 5 munutos) v en las células H hiperpolanizo al
primer minuto y a los cinco minutos despolanzo; tomando en cuenta estos resultados en los
cuales no se muestra inhibicién de la respuesta a STS, en ningun grupo de células, al inhibir
previamente a la Na'-K' ATPasa, sugerimos quc el cfecto inicial despolarizante de la STS
1 uM enel PMP de las células Hela es independiente de la inhibicion de la bomba de
sodio-potasio, con lo cual suponemos que tal vez la degradacién de la Na'-K* ATPasa sca
una consecuencia de toda la cascada apoptotica y no ¢l origen dc la despolarizacion inicial
de la membrana plasmatica, ya que Bortner y cols (2001) y Diifpmann y cols (2003),
reportan la degradacion de las 2 diferentes subunidades a varias horas después de anadido
¢l estimulo apoptotico.

En estudios en los que se ha probado el efecto del FCCP en el PMP de diferentes
tipos celulares, sc ha observado que eslte compuesto puede producir respuestas
hiperpolarizantes (en neuronas de hipocampo) debidas a un incremento en la conductancia
a K' (Murai er al, 1997); o despolarizantes causadas por la eliminacién de una
conductancia a K" (Buckler er al, 1998) y la generacion de otra corriente no identificada,
que en astrocios se propuso se deba a la apertura de canales de C)” (Junthberg er al, 1997) vy
en las células endotehales de aorta bovina (BAECs) a corrientes ionicas generadas por el
movimicento de protones y de Na' (Park er «l, 2002). En cuanto a nuestros resultados del
efectodel FCCP [2 uM]enel PMP de las células Hela se obtuvd una d espolarizacion
micial al minuto de aplicacion en ambos grupos celulares (D y H), con una segunda fase al
minuto de haber agregado el FCCP, la cual fue de hiperpolarizacion en las células D y
despolarizantc sostenida con una ligera tendencia a la hiperpolarizaciéon cn las células H.
Al obtener estos resultados despues de la aplicacion del FCCP, sugerimos que
efectivamente este compuesto altera las corrientes 10nicas en la membrana plasmatica de las
celulas, como proponen los autores antes mencionados. Ademas si aceptamos que el
bisoxonol es un colorante exclusivo para medir el potencial de membrana plasmatica, esto
nos sugiere que el efecto del FCCP en la fluorescencia del bisoxonol no se debe a cambios
en el potencial de membrana mitocondnial que es el efecto principal del FCCP. Al comparar
el efecto provocado por la STS y el FCCP, encontramos diferencias ya que la aplicacion del
FCCP en las células D produjo una despolarizacion mayor al minuto de aplicacién que la
STS, y mantuvo la respuesta alcanzada por la STS a los 5 minutos de aplicacion; es decir,
el FCCP en este grupo de células presentd un efecto muy parecido al de la STS, ya que
después del minuto de registro al afiadir STS se inhibi6 el efecto hiperpolarizante del
FCCP; en las células H ¢l efecto fue distinto ya que la aplicacion previa (1 minuto) del
FCCP inhibid el cfecto hiperpolarizante inicial de la STS, es decir solamente sc observo
despolarizacion tanto al minuto como a los 5 minutos, ya que la despolarizacion provocada
por el FCCP al minuto de aplicacion fue mantenida después de la aplicacion de la STS. Es
probable que el cfecto despolarizante provocado por ¢l FCCP al minuto. semejante al afecto
de la STS tanto al minuto como a los cinco minutos, sea provocado por la apertura de una
conductancia a protones y Na', como sugieren Park y cols (2002), ya que las células HeLa
son también de epitelio. En cuanto a la respuesta del FCCP y la STS en las c¢lulas H, tal
vez s¢ deba a corrientes 16nicas similares, sin embargo al inhibir el FCCP el efecto
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hiperpolarizanie de la STS, esto nos sugiere que esta respuesta requiere de una mitocondria
intacta.

Nosotros pensamos que la hiperpolarizacion producida por el FCCP en las células D
se debe a que se estan abriendo canales de potasio sensibles al ATP esto provocado por la
reduccion de los niveles del ATP como consccuencia del desacoplamiento de la
mitocondria inducido por el FCCP; estos canales ticnen la caracteristica de que al ser
fosforilados por la PKC aumentan su actividad (Light er al., 2000). La STS es un excelente
mhibidor de la PKC (aunque no es selectivo) por lo que esto podria explicar el efecto de la
STS que evita la hiperpolarizacion tardia inducida por el FCCP; es decir, una vez instalada
la conductancia sensible al ATP (hiperpolarizante tardia) entonces la aplicacion de STS
produce una conductancia despolarizante que se ve parcialmente contrarrestada por la
conductancia a potasio sensible al ATP.

IX. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resuliados obtenidos con los ensayos de potencial de membrana
plasmatica y de condensacion de la cromatina nuclear al inducir apoptosis con {1 uM] de
STS en las células Hela concluimos los siguientes puntos:

A) La STS a una concentracion de 1 uM, después de 3 h de incubacion, induce
apoptosis y algunas de sus caracteristicas morfoldgicas de la fase de ejecucion:
encogimiento del citoplasma y condensacion de la cromatina nuclear.

B) El efecto en la condensacion del nicleo, después de 3 h de incubacion con STS [
uM], no parece depender de la activacion de la caspasa 3, ni de la caspasa 1.

C) El calcio extracelular aparentemente no es necesario para la condensacion del
nuicleo durante la fase de ejecucion de la apoptosis.

D) La salida de K" parecicra ser un requisito durante la fase de ejecucion y la
condensacion de la cromatina nuclear producida por la STS.

E) Al minuto de aplicacion, la STS [1 uM)] puede causar dos efectos opuestos en el
PMP de las células Hela, uno hiperpolarizante y uno despolarizante. El efecto
hiperpolarizante podria requerir de una mitocondria funcional ya que el FCCP lo
inhibe.

F) La STS [1 uM] inhibe parcialmente el efecto de la gramicidina {1 uM] en el PMP,
lo cual sugiere que la STS activa una conductancia no selectiva con un potencial de
inversion cercano a -27 mV.

G) La STS [1 uM] provoca un efecto despolarizante muy temprano (5 minutos) en las
células Hela pertenecientes al grupo D, mientras que en las células H no siempre
hubo despolarizacién a este tiempo. Dicha despolarizacion no se bloqueo por la
inhibicion de la bomba de sodio-potasio con ouabaina, por lo cual descartamos que
la inhibicion de la bomba sea la razon de la despolarizacion observada en este
trabajo.

H) El efecto de la STS es similar al despolarizante producido por el FCCP [2 uM] (al
minuto de registro), el cual se ha sugerido se debe a movimientos de protones y de
Na' en la membrana plasmatica, por lo cual es posible que la STS active
conductancias similares a las del FCCP.
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X. APENDICE

Rusultados completos referentes a las pruebas de potencial de membrana plasmatica. en las
diferentes condiciones a las que se sometieron a las células lel.a: todos los valores se
muestran como porcentaje de {Tuorescencia con respecto al basal que adquieren las células
Hela sin aphicarles ningun tratamiento.

Resultados para la curva de Histamina-KClL.

Tratamiento Células D (% F). Tratamiento Células H (% F).
Media + Error Media # Error
Histamina 100 pM 1min -9 0257 0.8652 Histamina 100 uM 1min -6.9842 1.1164
: —
KCI 25 mM 1min 1.0214 1.1654 KC125 mM 1min 2.1286 0.7669
KC125 mM 1min 1.25 1.7354 KC1 25 mM 1min 9.0571 1.7557
KC125 mM 1min 13.5986 2.1046 KCI 25 mM 1min 14.6371 2.3451
KCI 25 mM 1min 18.8886 2.3677 KCI 25 mM 1min 20.0071 2.6184
KCI 25 mM 1min 23.2128 2.5041 KCI 25 mM 1min 23.9643 3.1856
Gramicidina 1 uM 2min 53.1128 21264 Gramicidina 1 uM 2min 529786 6.9741
A B

Fig. 23. Tablas que muestran los resultados en la curva de histamina y KCl, tanto para las células D (A), como
para las células H (B el numero de experimentos fue de =7, para ambos grupos celulares.

Resultados al aplicar STS [1 uM].

Tratamiento Celulas D (% F). Tratamiento Células H {% F).
Media * Error Media + Error
S§TS1 uM 1min 2.4725 0.7217 STS 1 pM 1min -3.3 1.2354
STS 1 uM 5min 11.8525% 1.6629 [ STS 1 uM Smin 0.6387 3.5086
Gramicidina 1 uM 2min 46.1814 3.8621 Gramicidina 1 uM 2min 33.6075 7.4054
A B

Fig. 24, Tablas que muestran las respuestas a STS [1 uM], tanto para las células D (A), como para las células
H (B); ¢l nimero de experimentos fue de n=8, para ambos grupos celulares.

Respuesta a Gramicidina [1 pM].

Tratamiento Células D (% F). Tratamiento Células H (% F).
Media  * Error Media  *Error
I Gramicidina 1 uM 2 min 58.5475 I 3.9827 Gramicidina 1 uM 2min 471 3.5547
A B

Fig. 25. Tablas que muestran la respuestas a gramicidina [1 uM], tanto para las células D (A), como para las
células H (B); el namero de experimentos corresponde a n=8 para las células D y n=5 en las células H.



Resultados al aplicar Quabaina {100 pM].

Tratamiento Celulas D (% F). Tratamiento Celulas H (% F).
Media % Error. Media % Error.
Quabaina 100 uM 1min (n=5) 4.022 —1‘.3203 Quabaina 10¢ uM 1min {n=6} 14833 0.9844
Duah;lina 100 pM Smin (n=3) 2.3 0.6285 B 0;;.’;'\!\3 100 M Smin |n_=2] H—"F 2 )
Ouabaina 100 yM 7min (n=3) | 226 | 07184 E&QQE@&T&)— 5425 | 1320 |
Gramicidina 1 M 2min (n=5) T a1 | s Gramicidina 1 M 2min (n=6) 1 3803 | 3.7463
A B

Fig. 26. Tablas que muestran la respuesta a oushaina {100 uM ). tanto para las celofas D (A), como para las
células H (B); el nimero de experimentos correspondiente a cada condicion se incluye en las tablas.

Resultados al aplicar Quabaina [100 pM| y STS |1 pM].

Tratamiento Celulas D (% F) . Tratamiento Células H (% F) .
Media * Error Media + Error
Quabaina 100 pM Tmin 5.35 21876 QOuabaina 100 uM 1min 2.822 0.7016
STS1 uM 1min 6.125 3.6349 STS 1 uM 1min -2.82 2.4105
STS 1 uM 5min 16.675 3.7676 STS 1 uM 5min 0.7 4.4497
Gramicidina 1 uM 2min 462 103670 Gramicidina 1 uM 2min 2214 8.4386
A B

Fig. 27. Tablas que muestran la respuesta a ouabaina {100 uM) v STS [1 pM]. tanto para las células D (A),
como para las células H (B}: el nimero de experimentos correspondiente a las células D es n=4 v n=3 para las
células H

Resultados al aplicar FCCP |2 uM].

Tratamiento Células D (% F). Tratamiento Células H (% F).
Media % Error Media  + Error
FCCP 100 uM 1min (n=5) 278 3.2034 FCCP 100 pM 1min (n=5) 3.92 1.0922
FCCP 100 pM 5min (n=3) -6.4666 2.4404 FCCP 100 pM Smin (n=2) 1.15 1.5500
FCCP 100 pM Tmin (n=3) -9.1333 2.3250 FCCP 100 puM 7min (n=2) — 08 2.1000
Gramicidina 1 pM 2min (n=5) 386 3.7954 Gramicidina 1 uM 2min (n=5) T 4.9313
A B

Fig. 28. Tablas que muestran la respuesta a FCCP [2 uM], tanto para las células DD (A), como para las células
1 {B), el nimero de experimentos correspondiente a cada condicion se muestra en las tablas.



Resultados al aplicar FCCP [2 pM| v STS [1 pM].

Tratamiento Celulas H (% F). Tratamiento Células D (% F).
Media * Error Media * Error

FCCP 100 uM 1min 4.88 0.9399 FCCP 100 uM 1min 7.3 8.0610
STS 1 uM 1min 5.54 1.2691 [ st puM 1min 9.5 9.1924
STS 1 uM 5min 6.86 2.5677 STS 1 uM 5min 123 2.5456
Gramicidina 1 uM 2min | 4183 | 59193 Gramicidina1 uM 2min | 405 | 16.8998

A

Fig. 29. Tablas que muestran la respuesia a FCCP {2 pM] y STS {1 uM]. tanto para las células D (A), como
para las células H (B); el nimero de experimentos correspondiente a las células D es n=2: v n=3 para las

células H.

Resultados al aplicar FCCP |2 uM| durante 7 min y STS |1 pM] durante 7min.

B

Tratamiento Células D (% F).
Media  * Error

FCCP 100 uM 1min 1.10666 1.3418
FCCP 100 uM 5min -6 2.2483
FCCP 100 uM Tmin -1.8 1.8534
STS1 uM 1min -7 2.3270
STS 1 uM Smin -2.43 1.4199
STS 1 puM 7min 1.9 15313
Gramicidina 1 uM 2min 49.6833 3.9014

Fig. 30. Tabla que muestra la respuesta a FCCP [2 uM] v STS [1 uM], solamente para las células D, el
numero de experimentos corresponde a n=3.
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