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l. RES UMEN 

La ··muerte cel ular programada" o apoptos1s. es un C\'Cnto común den tro de Ja vida de todos los 
organismos mul11celularcs. ya que es unL> de los mccanismLh que mantiene un balance en la tasa de 
proliferac ión celular. La apoptos1s. puede sn regulada por men sajes ce lulares externos, acti\'ada por 
re lOJCS moleculares miemos o desencadenada por scr1alcs fi siológicas o nocivas. Se caracten za por 
el encogimiento del citoplasma. condensación de la cromatma y fragmentación de la membrana 
nuclear. Estos fenó menos dq1cnden de la acti\ación de unas proteasas llamadas caspasas (revisado 
en: Guen-ero y Ar ias. 2001) lo cual a su 'o. requi ere de la perdida dc potasio y del movimiento de 
iónes intracelulares a través de la membr;rna plasmática. Se ha sugerido que 1 a inhibición de 1 a 
bomba de sod io-potas io es la responsable de los ca mbios iónicos en la célula y de la despolarizac ión 
de la membrana plasmática (ilortncr e1 al. . 200 1 ). Debido a la importancia de los lluJOS 1ó 111 cos para 
desencadenar la apoptosis y dl'I papl'I dl' \;i s caspasas en la activación de la fase de ejecución se 

es tudio el efecto de los mh1b1dorcs de la caspasa 1 y 3 [ 1 O µM], del TEA' [ 1 O mMJ, BAl'TA [2 
mM] y KCI [40 mM], en la condensac ión de la cromatma nucl ear al mducir apoptos1s con 
estaurosponna [ 1 ¡tM]. empkando como modelo a las células HeLa, utili zando el método de tmc1 ón 
de h..:matoxilma y cosma para células en cultivo. y microscopia óp tica; a su vez detem1inamos e l 

efec to temprano de la estaurosporina [ 1 ¡1M] en el potencial de la membrana plasmática de las 
células ll e La. y s1 este efecto era consecuencia de la inhibición de la bomba de sodio-potasio para lo 
cua l empicamos cspectrotluoromctría del bisoxonol. Contrario a lo reportado (Kobayashi el al .. 
2000: Düpmann el al., 2003), nuestros resultados no evidenciaron efectos sign ilicati vos de los 
1nhib1dores de caspasas después de 3 h de inc ubac ión con estaurosponna , lo cual atribuimos a 4ue 
estas p rotcasas se a ct1ven en u na v cntana d e tiempo posterior (Tafani e l a!. , 200 1; R ehm e 1a1., 

2002: Dür~mann el al. , 2003) o bien por la participación de algún otro efec tor de apoptosis. No hubo 
efecto sign1ficat1vo en la condensación de iJ cromatma nuclear al utili zar BAPTA, por lo que el 
pap1:l que Juega el Ca 2

' externo en el fenómeno de muerte celular progra mada aún no se ha podido 
defi nir. S in embargo, obtuvimos u na inhibición p ama! de 1 a condensación del núcleo al utilizar 
TEA · y KCI, por lo que pudimos constatar la necesidad de una pérdida del potasJO intracelular a 
través de canales de potasio, para que ocurr:.i la fase de ejecuci ón de la apoptos is. En cuanto a los 
resultados de las pruebas de potencial de membrana. se obtuvieron dos respuestas iniciales 
provocadas por la estaurosporina, después del primer minuto de registro, en el potencial de 
membrana plasmática , una despolarizante y una hiperpolari zante (la cual tal vez requiera de una 
mitocondria funcional) , ambos tipos de respuestas se dieron en poblaciones celulares con 
potencia les de membrana estadísticamente igua les y con una respuesta similar a la histamina, lo 
cua l ind ica que las células estaban en condiciones fi sio lógicas aceptables e idénticas: sin embargo la 
respuesta a estaurosporina, después de 5 minutos de registro fue despolarizante sostenida en ambos 
grupos celulares, esta respuesta despo lariwnte sostenida no se inhibió con el bloqueo de la bomba 
de sodio-potasio con ouabaína, con lo anterior sugerimos que su degradación que había sido 
reportada durante e 1 f cnómeno de a poptosis ( Bortner et a 1. , 2 00 I:Dül3mann e t a 1, 2 003) es u na 
consecuencia de todo el proceso y no la causa de la despolari zación inicial en las células lleLa. El 
efecto de la estaurosporina podría deberse a la activación de una conductanc 1a no selectiva de 
aprox imadamente -27 mV, además de que la estaurosporina inhibe parcialmente el efecto de la 
gram1c idina; la conductancia no se lectiva que induce la estaurosporina es probable que se de a causa 
de que este alcaloide bacteriano induzca la apertura de canales de protones y de sod io, esto debido a 
la similitud de los registros con estaurosporina y FCCP cuyo efecto en la membrana plasmática de 
células de ep itelio se ha atribuido a la apertura de canales de H • y de Na ' (Park el al ., 2002). 
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11. l\TIWIH;cc1óN 

Ltls nrganismos pluncclularL'>. como los animales o las plan t~1 s. cstón formados por 
millones de células. éstas se encucntrcm agrupadas en tejidos y muestran características 
pnlpi,1s. es decir se di fcrcncian parCJ poder llevCJr a cabo una función determinada. 
illlportante para la sobre\ 1venc ia del organismo. El grado de diferenciación celular depende 
Je la etapa de desarwl lo del organis mo; en etapas tempranas son pocas las células 
di krenciadas. las cuales van aumentando gradualmente conforme el organis mo continúa 
..:on su proceso de desarrollo y así terminan presentando múltiples tejidos con func iones 
cspeciticas, los cuales debL:n mantener cierta densidad de cé lulas. Durante la evolución de 
1:stos o rgani smos las estrategias fundamentales de desarrollo produjeron un incremento en 
d número Je células especia li zadas y métodos sofist icados d1: coordinación entre ellas 
(A lberts er uf.. 1998) LI mantenimientn de la densidad celular. es decir la regulación de la 
L·antidad de células presentes en los diferentes tejidos se da gracias al proceso de 
proliferación celular. el cua l perllli te e l aumento en la densidad ce lular y la sustitución de 
c~lu!J.s daiiadas en los tejidos a lo ]¡irgo de todo su ciclo vital. La proliferación celular se 
caracteriza por la habilidad de las células para dividirse, este evento se encuentra 
comprendido dentro del ciclo celular. el cual se divide en diferentes fases que ocurren 
secuenc ia lmente: fase S (rep li cac ión de DNA), fase G2 (preparación para la mitosi s), fase 
M (m itosis). fase G1 (síntesis de RNA y proteínas, crecimiento) y fase Go (no hay división), 
durante esta última se realizan funciones tróficas, y se instalan en e lla todos los tipos 
celularó completamente diferenciados y especializados. El c iclo celular está regulado por 
la intercotl\"ersión de ciertas pruteínas entre formas fosfóriladas y desfosforiladas (revisado 
en : Koolman e/ al.. 1996). lJna etapa no considerada dentro de es te ciclo, pero asociada a é l 
y por c<rnsiguiente a los o rgani smos pluricelulares, es la muerte celular (fig. l ), ya que la 
homcostasis tisular requ1i:rc de un balance entre estos dos sucesos (King & Cidlowski. 
1998) 

Fase G2 

Fase M 

(mitosis) 

e~ 
dejado de Apoptosis 
dividirse 

Fase GO 
Fig. 1 Relación entre el ciclo celular y el proceso de muerte celular programada (apoptosis). Tomado y 

modificado de Magno C, 1999. 

La muerte celular fisiológic a es fundamental para el desarroll o y función de los organismos 
multicelularcs. Las células innecesari as , daiiadas 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 proliferación y muerte celular, 
defin ido genéticamente, asegura la organogénesis. En los tejidos adu ltos. la muerte celular 
programada tiene un papel preponderante en los tejidos estimulados o dependientes de 
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hnnnonas. c1lmn d endom.:t rio. la próstata. las gl<indulas adrenaks y mamarias. pero 
t:1111bién en ··estado de cquilibrir, .. (:;\t':1d\-Statcl en algunos otros tej idos. La muerte celular 
,c·kc tivJ es primordial para el Jcs::im1llo. rl'gulación y fun ción del sistema inmune. las 
CL;il!las que han tenido un dai'lo genotLÍ\JCLl irreparable también son el iminadas por procesos 
endógenos. l·: n todas estas circunstanc i:1s se ha llniticado un concepto en el ella! el proceso 
de muerte celular es mediado por un grupll de e\entos coml!nes, efectuado por vías 
bioquímicas similares. resultando en calllhios estructurales característicos; este tipo de 
!lluerte celular ha sido lla!llada apoptos1s (.l ohnson el o/ .. l 997). 

1. Características de la apoptosis . 
La !lluertc cc.:lular programada n .. apoptosis", es un evento comün en los 

organi smos multicelularcs. y por lo tanto un proceso conservado evoluti vameme. Se define 
como una ml!erte celular lísiol ógic ~1 que ocurre esporádicamente en los tejidos. se considern 
un proceso ~ictirn porque se requiere la presenciJ de ATP (revisado en: (]uerrero y Arias. 
::oo 1) Fn general la apoptosi s es un mecanismo mediante el cual las células 
sistcmúticamente inactiYan. dl'sensamhlan y degradan sus componentes estructurales y 
funcionales. para completar su propio suicidio (Johnson et al., 1997). Al igual que el ciclo 
cel ul ar. la apoptosis estú predeterminada, puede ser activada intracelularmcnte a través de 
un programa genético delinido durante el desarrollo o extracelularmcnte por señales 
li sio ltigicas co!llo son citocinas y hormonas, así como también por seña les nocivas, por 
cjcmph compuestos \enobióticos. radiac ión. estrés oxidativo e hipoxia (revisado en: 
.lohnson et al. . 1997; Alberts e1 al.. 1998: Guerrero y Arias, 200 1). La respuesta de las 
células a la sc i'lal de muerte se ha relacionadL1 con su estado de proliferación. su posición en 
el ciclo celular y la expresión controlada de genes para promover, inhibir y efectuar el 
pnigrama de muerte (re' isado en: .lohnson el u/.. 1997) 

Proliferación celular 

Neoplasia Homcostasis Degeneración 

Apoptosis 
Fig. 2. Esquema que e_¡emplitlca como las alteraciones en el nivel normal de muerte celular (flechas claras e 

inkriurcs) o Je división celular (flechas obscuras y superiores) llevan a condiciones patológicas Tomado de 
Guerrero y Arias. 2001. 

Como se menciono anteriormente muchos millones de cé lulas del cuerpo humano 
entran en apoptosis, y en condiciones de homeostasis cada mitosis es compensada por un 
evento de apoptosis, es probable que todas las células del organi smo posean la capacidad 
intrínseca de activar el proceso apoptótico (Krocmcr et al. , 1998), lo cual sugiere que todas 
las estructuras y procesos requeridos para activar la vía están presentes de forma ubicua 
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( Weil el al.. 1996) y son necesarios para la sobre\ in:ncia tk l organismo. Aunque l:i 
apoptosis es un proceso normal obse rvado durante el desarrollo y la homeostasis cel ular. 
debe mantenerse una regulación rigurosa de los parámetros que la modulan para asegurar 
que ésta ocurra de forma apropiada. ya que la muerte ce lul ar programada excesiva o 
insuficiente (Fig. 2). causad ~1 por defectos en algún punto lk la vía. puede llevar a 
condiciones patológicas de desordenes prolifáati rns tales como el cáncer, y 
neurodegenerativos, como Alzheimer y enfermedad de Parkinson. entre otras (revisado en: 
Johnson et al.. 1997; Rehm el al. . 2002 ; Bortner el uf. . 2001 ). 

La apoptosis no es el linico mecani smo de muerte ce lular que puede ocurrir en los 
organismos. también pueden ocurrir otros eventos como la "necrosis .. . la cual se considera 
una muerte ce lular no fi siológ ica. ya que se desencadena en respuesta a daños severos. 
agudos y mJsi vos producidos en los tej idos. como anoxia abrupta. eli minación de nutri entes 
esenciales (como la glucosa). o por estímulos fisi coquímicos extremadamente tóxicos. 
como: calor. detergentes. bases fuerte s, etc. La necrosi s sucede en consecuencia a una caída 
abrupta y fuerte de la energía de la célula. Este proceso de muerte ce lular se caracteriza por 
hinchamiento celular. li sis de organelos, ausencia de alteraciones morfológicas 
características en el núcleo, finalmente, la pérdida de !J integridad de la membrana 
plasmática produciendo la liberación del contenido interno de la cé lula en el medio 
extracc lular (Fig.3 ). esto genera inflamación y respuesta inmune en el área afectada. 
(revisado en: Krocmer el al. , 1998 : () uerrero y Arias, :ZOO 1 ). 

NECROSIS 

Normal Hinchamiento reversible Hinchamiento irreversible Desintegración 

APOPTOSIS 
Membranas inlactas 

~~ 

©~r~ 
-~-------~~--'--C u"-'-erposapoptóhcos 

Normal Encogimiento celular Fragmentación Necrosis secundaria 

Fig. 3. Diferencias ent re necros is y apoptosis. Tomado de 1 lcndricks DW, 2002 . 

La apoptosis fue descrita en primer lugar por Kerr y co laboradores en 1972 como un 
grupo particular de transformaciones a nivel microscópico asociada con la muerte celular: 
el cese de comunicación de la cé lula con sus vecinas , encogimiento del citoplasma, 
condensación de la cromatina y fragmentación de la membrnna nuclear; todas estas 
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transformaciones son el resultado de los cambios biüquímicos que oc urren dentro de la 
cé lula a consecuencia de la inducción apoptótica (re\ isado en: Guerrero y Arias. 2001 . 

.l ohnson el al.. 1997). 
De acuerdo a los eventos asociados con la apcipto sis. esta se ha di\ idido en tres 

fa ses: decisión. ejecución y eliminación. En la fase de deci sión la célula ha recibido un 
estimulo potencialmente apoptótico que la lleva irrc\ ersiblementc al proceso de muerte. 
Durante la fase de ejecución se producen la mayor parte de los eventos bioquímicos y 
estructurales. característicos de lo. apoptosis. en el núcleo. el citoplasma. la membran;:i 
plasmática y en otros organelos involucrados. finalmente en Ja fase de eliminación. los 
remanentes celulares son fagocitados ya sea por las células <ldyacentcs o por fagocito s 
especializados . El tiempo de duración de la fase de decisión es extremadamente variable ya 
que se cree que depende del tipo de célula. del estimulo apoptót1co. del ciclo cdular y de la 
expresión de di !Cn::ntes moduladores de muerte celul:.ir: sin embargo se ha sugerido que una 
vez que se ha activado la fase de ejecución, el proceso ocurre nipidamente y es completado 
en pocas horas. independientemente del tipo celular y del estímulo apoptótico. por esto se 

cree que los eventos finales pudieran ocurrir a tran~s de una vía común (revisado en: 
.Johnson et u/. J 997) 

2. Regulación <le la muerte celular programada. 
La membrana plasmática está dotada de una multitud de receptores que rcconon:n 

las sciiales externas y transducen los mensajes promoviendo la generación de segundos 
mensajeros o una cascada de interacción de proteínas que desencadenan la activación de 
diferentes efectores. La transducción de seña les en la apoptosis es un mecanismo o 
programa de suicidio celular que involucra receptores. reguladores y efectores; puede ser 
inducida por una gran variedad de condiciones. sin embargo en algunos casos una misma 
sei'íal, generalmente estímulos tóxicos, 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 
eliminación, es decir se produce apoptosis; pero en estímulos extremadamente tóxicos el 
daño celular es masivo o a nivel tisular. cuando esto sucede ocurre la necrosis (revisado en: 
Guerrero y Arias, 2001). 

Ligandos de receptores de 
membrana p/asm<Ítica 

·TNF-a 
·fas 

Estrés 
· inanición 

· Especies reactivas de oxígeno 
· remoción de factores de 

· baja afinidad a NGF (p 75) crecimiento 
· glutamato (~A) / 

f;~\S2~~ 
~~0)»-~ 

/(~~·~ ~~ \. / 

llomeostasis de Ca2~ '-=~ Da1io al DIVA 
receptor de glucocorticoides · lu~ UV 

. p5_i 
· tapsigargina 
·ionomicina · e topos ido 

Fig.. 4. Esquema de la clasificación de los diferentes inductores de apoptosis. Tomado de Guerrero y Arias. 
2001. 
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De acuerdo a Guerrero y Anas (21J01 ). los diversos inductores ti c apoptosis se han 
tliv1tl1do en cuatro diferentes grupos (hg. 4) 
+ Ligandos de receptores de membrana plasmática : Se han relacionado a diferentes 

recep tores en la activación de la muerte celular programada. la familia del receptor del 
factor de necrosis tumoral o TNFR (TNF-R 1. Fas. DR3, DR4. y DR5) se caracteriza por 
tener regiones extracelulares ricas en c1steína, además que para su activación se 
tnmeri za y su mecani smo de transducción se basa en las interacciones proteína-proteína. 
Esto tem1ina activando las proteasas propias de la apoptosis conocidas corno caspasas. 

+ Daño al DNA: p53 es un supresor de tumores , activado normalmente por el daño al 
DNA. Generalmente la acción de p53 es bloquear el ciclo celular en la fase G I, pero 
también puede desencadenar apoptosis corno respuesta al dai1o ocasionado al DNA; la 
habilidad de p53 para producir ambos procesos reside en diferentes regiones de su 
secuenci a peptídica. 

+ Estrés : Se ha demostrado que la eliminación de factores de crecimiento o la privación de 
suero, inducen apoptosis, aunque este efec to depende de la fase del ciclo celular. Esto al 
parecer está ligado a la presencia de inhibidores de cinasas dependientes de ciclina 
(CKD) como p2 l y p 16. De la mi sma forma las especies reactivas de oxígeno (ERO) y 
el estrés oxidativo también pueden desencadenar muerte celular programada. 

+ Homeostasis de C a2
': E 1 C a2

+ es un segundo mensajero muy importante en u na gran 
vari edad de procesos fisiológicos , ex isten evidencias que sugieren que al producirse 
cambios en su concentración intracelular puede producirse apoptosis. Al parecer la 
apoptosis dependiente de Ca2

' es consecuencia de una elevación sostenida en el nivel de 
calcio del retículo endoplásmico la cual se puede deber al influjo continuo de este ion a 
través de la membrana plasmática. 

3. Principales moduladores de la muerte celular. 
Existen diversos reguladores de apoptosis de los cuales los más estudiados han sido 

los pertenecientes a la familia de proteínas de Bcl-2. La importancia de esta familia de 
proteínas se hizo evidente al descubrir que ced9, un gene inhibidor de muerte celular en el 
nemátodo Caenorhahditis e/egans , es un homólogo estructural y funcional de hc/-2; lo 
anterior sugiere que la muerte celular programada ha sido altamente conservada en la 
evolución desde los invertebrados hasta los mamíferos, sin embargo se ha demostrado que 
existen otras proteínas no relacionadas con la familia de bc/-2, que al parecer también 
intervienen como moduladores de apoptosis (Guerrero y Arias 2001 ). 

a) Proteínas de la familia Bcl-2: Esta familia de proteínas se ha dividido en dos grupos, 
agonistas y antagonistas. de acuerdo a su habilidad para favorecer o bloquear la apoptosis. 
• Dentro de los antagonistas, se encuentra Bel-2, que es una proteína de membrana de 25 

kDa localizada en la membrana externa de la mitocondria, la envoltura nuclear y el 
retículo endoplásmico, es capaz de retardar o bloquear la apoptosis, está considerada 
como proto-oncogen debido a que su expresión aumentada en células de linfoma 
humano produce un fuerte decremento en la tasa de apoptosis (revisado en: Guerrero y 
Arias, 2001 ); su capac idad antiapoptótica depende de su habilidad para dimerizarsc con 
Bax, ya que al unirse a ella neutrali za su efecto proapoptótico; sin embargo también se 
ha demostrado que Bcl-2 inhibe la liberación de factores apoptogénieos de la 
mitocondria. Se han descrito 14 homólogos de Bcl-2, de los cuales los siguientes son 
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antagonistas ele apoptosis : Bel-X¡ , Mcl - 1, Bel-\\' . /\l /1311 - 1, B!IRFI , Nr-13 y Ced 9 
(revisado en: Reed. 1997; Guerrero y Arias, 2001) 

• 1:3ax fue la primera proteína identifi cada como un agornsta de apoptosis. En reposo está 
libre en el citoplasma, en su fom1a acti\a es una proteína integral de membrana de 21 
kDa, similar a Bel-2; esta homología est<i detenrnnada en 4 regiones llamadas dominios 
BH. estos se encuentran en el siguiente orden del extremo amino al carboxilo-terminal: 
BH4, B H3, B HI y B H2. El dominio BH 1 es e rucia! en la acción antagonista de esta 
familia de proteínas, y el dominio BH3 se h::i asociado con el efecto ago nista. (revisado 
en: Guerrero y Arias, 2001 ). Se ha demostrado que mi embros de esta familia de 
proteínas producen canales iónicos no selectivos en las bicapas lipídicas ; al parecer una 
de las vías mediante las cuales Bax desencadena apop tosis en la cé lula esta relacionada 

co n la fomiación de poros med iante la inserc ión de sus a- hé li ces en la membrana 
ex tema mitocondrial; si n embargo, se sugiere que existe otra vía mediada por el dominio 
BH3. Otras proteínas agonistas de apoptosis son: Bcl-Xs. Bad, Bid, Bak y Bik. (revisado 
en Reed, 1997; Guerrero y Arias, 2001 ). 

b) Otros reguladores de apoptosís que no pertenecen a la familia de Bcl-2 · 

• Las proteínas inhibidoras de apoptosis IAPs. Esta familia de proteínas inhibe a las 
caspasas. Entre ellas se encuentra NA!P (proteína inhibidora de la apoptosis neuronal) 
que protege a 1 as n euronas de 1 a a poptosis, d eleciones en e 1 gen que codifica a e sta 
proteína se han relacionado con la muerte neuronal en la atro fia espinal muscular del 
tipo 1 (revisado en: Guerrero y Arias, 2001 ). 

4. Efectores de la apoptosis. IZT. 
La apoptosis se caracteriza por los cambios morfológicos espec íficos que ocurren en 

los diferentes organelos celulares involucrados en la muerte ce lular 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 ejecución de la 
apoptos is. Estas enzimas determinan la muerte de la célula, principalmente porque sus 
efectos son irreversibles. Algunos de los efectores de apoptosis son las proteasas y 
endonuc leasas (revisado en : Guerrero y Arias, 200 J ). 

a) Proteasas, Existen diferentes familias de proteasas in vo lucradas en la muerte celular. Se 
rev isaran los datos relacionados con las caspasas, las calpainas y Ja granzima B. 

• Caspasas. Ced-3, es una proteína esencial para la muerte celular en el nemátodo C. 
elegans, esta es similar a la enzima convertidora interleucina-1 ~ (ICE/caspasa l) de 
mamíferos, 1 a cual p ertenece a 1 as c aspasas, u na familia de p roteasas que se activan 
durante la apoptosis. Las caspasas son enzimas no lisosomales que tienen c1stcina en su 
sitio activo y requieren aspartato en el sitio PI, además de una secuencia específica de 
unos 4 aminoácidos. Por lo general se encuentran localizadas en el citoplasma como 
proenzimas de muy baja act ividad, que pueden ser activadas por fragmentación 
protcolítica específica de los residuos de aspartato o en algunos casos por autocatálisis 
(revisado en: Guerrero y Arias, 2001 ; Rehm et al., 2002). Solamente se ha identificado 
una caspasa para C. elgans, Ced-3; s in embargo se han identificado 14 caspasas para 
mamíferos, las cuales se han dividido en dos grupos: el primero conocido como 
caspasas iniciadoras, en el que se incluyen a la caspasa 2, 8, 9 y 1 O; y el segundo como 
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caspasas de CJecuc1ó11 que está co11lom1ado por la caspasa 3, 6 y 7. El corte especitico 
de di fc rentes tipos de proteínas conduce eventualmente a las características típicas Je la 

apoptosis . tales como el encogimiento del citoplasma y la fragmentación del DNA 
(revi sado en. Guerrero y Arias. 2001 ). 

• Calpaínas. Las calpainas también son tiol proteasas, pero dependientes de calcio y cada 
1soíonna tiene un sitio regulatorio y un sitio catalítico de 80 y 30 kDa respectivamente. 
Cada s itio rcgulatorio y catalit1co contiene dos sitios de unión a calcio tipo mano EF. Se 
sugi e re que su act1Yació11 comienza con un incremento del calcio intracelular, seguido 
J e la asociación de la calpaina a la membrana plasmática (revisado en: Dipolo, 1996; 
Thomberry et (J/.. l ')97). Se han involucrado en la activación por calcio de 

endopeptidasas neutras implicadas en modificaciones membranales y del citoesqueleto. 
Aunque el papel de las calpainas durante la apoptosis no ha sido fim1emente 
establecido. ex is ten evidencias que indican que pueden estar relacionadas con el 
proceso apoptótico: a) la pérdida en la regulación de la homeostasis de calcio es una 
característica clave en algunas células que sufren apoptosis, donde se ha demostrado 
que los flujos de Cae+ resultan en la activación de las calpainas; b) algunos substratos de 
las calpainas pertenecen a la familia de Bcl-2; c) los inhibidores de calpainas pueden 
inhibir la apoptosis en timocitos; d) en enfem1edades humanas caracterizadas por una 
inadec uada apoptos is, por ejemplo en algunos desordenes neurodegenerativos, se ha 
observado sobreacti vación de las calpainas. Se han propuesto diferentes substratos, 

relac ionados con e l proceso apoptótico, para estas proteasas, 2 de ellos son la a-fodrina 
y la proteína 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: 
Tho mberry et (J/. , 1997 ). 

• Granzima B. Los linfocitos citotó;.; icos (CLs) promueven la muerte apoptótica en otras 
células por dos mecanismos distintos, uno independiente de calcio relacionado con el 
receptor a Fas, el cual activa la cascada de caspasas vía la caspasa 8; el otro mecanismo 
es dependiente de calcio, utiliza un grupo de proteínas granulares (granzimas) que 
atacan a la célula blanco. La principal proteína granular involucrada en la apoptosis es 
la granz ima B o fragmentina 2 , la cual es la más abundante de las proteasas granulares y 
también la más efic ien te iniciadora de una respuesta apoptótica; es una proteasa 
dependiente de serina de 27 kDa que es sintetizada como proenzima en los Cls 
(revisado en: Thomberry et al., 1997). 

b) Endonucleasas. La fragmentación y condensación del núcleo y la degradación del DNA 

en multímeros de 200 pb son características de la apoptosis; estos cambios dependen de 
fomia muy importante de la activación de la caspasa 3 (revisado en: Guerrero y Arias, 
200 l ), ya que se ha relacionado a ésta con la activación de las proteínas que condensan la 
cromatina y liberan a las histonas nucleosomales (Wu et al., 2002); la fragmentación del 
núcleo está relacionada c 011 una proteína descrita recientemente, llamada Acinus, la cual 
induce la condensación de la cromatina después de que acinus es activada por la caspasa 3 
(Sabara et al., 1999). Recientemente se identificó a la endonucleasa relacionada con la 
degradación del DNA como una desoxiribonucleasa activada por caspasas o CAD (Enari et 
al., 1998), se sugiere que CAD/DFF-40 (easpase-activated DNase/DNA · fragmentation 
factor), al ser activada por la casapasa 3, induce la fragmentación oligonucleosomal del 
DNA (Sabara et al., 1999; Wu et al. , 2002). El dímero fomiado por CAD e ICAD 
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(inhibidor de CAD) está presente en el citoplasma con su acti,·idad reprimida (Fig.5). La 
caspasa 3 corta !CAD y esto termina con su capacidad inhibitoria. lo cual permite que CAD 
viaje al núcleo e inicie su ac ti vidad de DN /\sa. ( Wu et ul. 2002 ). 

Fig. 5. Diagrama de la acción de CAD en el núcleo de las células después de se r act ivado. Tomado de 
Hcndricks DW. 2002 . 

e) Otros efectores. 
Una reducción significati va del vo luml'.n celular. que produce el encogimiento del 
citoplasma. está asociada con la apoptosis Esta disminución 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 está provocado probablemente por la 
activación de canales de K+ y Cl" dependientes de calcio (revisado en: Guerrero y Arias, 
2001) 
Una de las características propias de la muerte celular programada es la remoción 
"silenciosa" de las células apoptóticas en el organismo. Alteraciones en las señales de la 
membrana plasmática de las células atraen a los fagocitos que engullen y eliminan a las 
células apoptóticas. Existen diferentes mecanismos de reconocimiento de las células blanco 
para los fagocitos, uno de estos es la ex ternalización de la fofatidilscrina. La fosfatidilserina 
(PS) es un fosfolípido cargado negativamente que normalmente se encuentra en la parte 
interna de la membrana plasmática, es decir está distribuido de forma asimétrica. Cuando se 
induce apoptosis, esta asimetría se pierde rápidamente por la externalización de la PS. Se 
han relacionado a diferentes proteínas como reguladoras de la pérdida de la asimetría en la 
distribución de la PS entre las cuales se cree que podrían participar las caspasas, proteínas 
del citoesqueleto (como la a-fodrina) y translocasas de fosfolípidos. Un receptor de 
membrana plasmática presente en los fagocitos reconoce a la PS de las células apoptóticas. 
Se ha sugerido que el receptor encargado de este reconocimiento es CD68 o macrosialina, 
aunque al parecer el receptor es só lo parte de una estructura más compleja que participa en 
el reconocimiento de las células apoptóticas o seniles (revisado en: Guerrero y Arias, 2001 ). 
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:".La !\1itorondria: organclo involucrado en el proceso de muntc celular pro~ramada. 
Cada célula poseé una gran cantidad de mitocondria s en el c itoplas ma . La 

millicondria (Fig . 6) es el principcil abastecedor de energía (J\TP) para las funciones 
ce lulares: está conformada por una dPblc membrana : ex terna e interna: la membrana 
externa posee proteínas tran sportadoras o porinas. las cuales forman canales en la bicapa 
lípidi ca. es permeable a mol écu las de un tamar1o de hasta 10.000 Da, las moléculas que 
pasan a través de élla entran al espac io intcrmembranal. pero muchas de éstas no pueden 
atra ,·esar la membrana interna ya que es impermeable a una gran parte de las moléculas. La 
membrana interna está altamente espec iali zada ya que conti ene una gran cantidad del 
fosfo lipido cardiolipina que le ayuda a mantenerse impermeable a los io nes: al interior de 
esta mem brana se encuentra la matri z mitocondrial. la cua l poseé un grupo de prote ínas 
altamente espec íficas. Las enz imas de la matri z incluyen a lgunas que rnetaboli zan e l 
pi nr,·ato y los ác idos grasos para producir ace til-CoJ\ y las que ox idan a la acc til-CoJ\ en el 
cic lo de Krebs: los principa les prod uctos finales de esta oxidación so n CO~. el cual es 
liberado de la célula. y e l NADH. el cual es la principal fuen te de electrones para el 
tran sporte a lo largo de la cadena respiratoria. Las enzimas de la cadena respiratoria están 
embeb idas en la membrana interna de la mitocondria, y éllas son esenc ia les para el proceso 
de fosfo rilación oxidativa, e l cual genera mucho del !\ TP de las cé lul as animales (revisado 
en /\lbcrts et al., 1998). 

r-.clt•1n.1 

Fig. 6. Estructura de la mitocondr ia . Tomado de Gónza lez-B illout. 

Este organelo es un punto clave en la inducción de apoptosis, en él convergen 
diferentes inductores para desencadenar muerte celular programada (Finkd, 2001 ) . ;\l 
inducirse apoptosis se producen en la mitocondria una seri e de cambios que son crucia les, 
uno de estos eventos, es la transición de la permeabilidad mitocondrial (PT), la cual 
consiste en la apertura de un gran poro formado por un grupo de proteínas (revisado en : 
Wood et al., 1998). Evidencias recientes sugieren que las proteínas de la familia de Bcl-2 
pueden regular el fenómeno de la PT, formando un megacanal locali zado en los sitios de 
contac to entre las membranas mitocond riales interna y externa cerca de donde ocurren 
procesos de transporte de proteínas y de iones (revisado en: Reed , 1997); por ejemplo , se 
sugiere que 13ax al ser acti vada (se ha relacionado su activación con una proteína semejante 
a las calpaínas, por una vía dependiente de calcio), se trasloca a la mitocondria formando 
cana les en su membrana (Wood et al., 1998). La inducc ión de Ja PT resulta en varios 
eventos potencialmente letales, los cuales incluyen: Ja di s ipación del gradiente 
elec troquímico y la subsecuente pérdida del proceso de fosfo rilación oxidativa, resultando 
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secundariamente en la generación de ERO. a causa d.: la interrupción en el flujo de la 
cadena de transporte de electrones por la liberación de l citucromo C: el vaciamiento del 
calcio de la mitocondria al citosol: y la liberación de las proteinas mitocondriales al 
citoplasma, entre las cuales se encuentran el citocromo C ~· una proteína ::ipoptogéni ca de 
aproximadamente 50 kDa llamada AIF (Apuptosis illducill~ factor). ambas normalmente 
residen en el espacio intermembranal de la mitocondria ( rC\ 1sado en : Recd. 1997). La PT 
produce la despolarización del potenci al de mcmbrana mitocondrial. que es un paso clave 
en el programa de muerte celular; una mokcula liberada del espacio intermembranal al 
citosoL el citocromo C, pareciera ser requerido para la activación de la caspasa 3, y así 
mismo para la iniciación de la fase de ejecución de la cascada apoptótica (Fig. 7). En 
resumen. el Bax activado se trasloca a la mitocondria formando canales en su membrana. 
produciendo una alteración en el potencial de membrana mitocondrial (PT), lo que ocasiona 
la liberación del citocromo C y la activación de la caspasa 3 (Wood l'/ U/.. 1998). 

Receptor de OUJeóe .celula 
Daño {elular . ~ 
~ - · $.QIQ,pr9t~as.B.H.J,. Caspaso-e BP;X, BAK~ _, ___ _.... 

-'1,, BID -.; 

Aper1llra de canales 

, 
I 

y 
AIF 

' ... 

' . 

BCL-2 cierra el canal 

"+"' 
Cyt e 

-J..-
S rne.c/Diab\o Apa.f-1 

l~Gasp~e-9 
IAP ""' -----i Caspase-3 

-J..-
- -.> Muerte ora o tosis 

Fig. 7. Esquema de la formación del canal en la milocondria. el cual causa la PT y la liberación de difercnlcs 
faclores apoplógenicos. Tornado de Reed. 1997; y Finkel, 2001 . 

6. La membrana plasmática. 
La membrana plasmática 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 
composición de la membrana plasmática (Fig. 8) es de lípidos y proteínas unidas mediante 
interacciones de enlaces no covalentes. Todas las moléculas lipídicas son anfipáticas, las 
más abundantes son los fosfolípidos, están arregladas en una bicapa de aproximadamente 5 
nm de espesor y conforman la estructura básica de la membrana formando una barrera 
relativamente impermeable al paso de moléculas so lubles en agua. Las proteínas se 
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encuentran embebidas d<:ntro de la membrana y llevan a cabo muchas funciones. entre ellas 
transriorte o 1«.:cerición de se íiaks ex ternas Las membranas son es tructuras asimétricas : la 
cornriosición lipídica y protéica ck sus caras interna y externa son diferentes. reflejando las 
di stintas funci,rnes re,i\11ad<1s por ambas suricr!icies (revisado en : /\lbens l'I al .. 1998) 

Debido a su interior hidrofóbico. la hicaria lipídica de una célula constituye una 
barrera altamenll: impermeable a la mayoría de las moléculas polares. Esta función de 
barrera es de una importancia crucial ya que permite a la célula mantener en su c1tosol 
cie rt os so lutos a concentraciones diferentes a las que están en el fluido extracclular. Las 
cé lulas han tenido que desarrollar sistemas para transportar específicamente moléculas 
hi Jrosl1 lubles :.i trnvés tk sus membr:.inas y así poder ingerir nutrientes. excretar productos 
residuales del metaboli smo y regular las concentraciones intracelulares de iones. 

glicoproteína 

glico1ípido 

c itoesqueleto 

Fig. 8. Es1ructura de la membrana plasmáiica. Tomado de Luengo L. 

El tr::msporte ele iones inorgánicos y de pequeñas moléc ul as orgánicas hidrosolublcs 
a través ele la bieapa lipídica se consigue mediante proteínas transmembranales 
especiali zadas, cada una de las cuales es responsable ele la transferencia ele una molécula o 
un ion específicos o afines. Existen dos clases ele proteínas que pueden mediar el transporte: 
a) Las proteínas transportadoras, también denominadas transportadores, carriers o 
permeasas; las cuales se unen al so luto específico que va ha ser transportado y sufren una 
serie de cambios conformacionales que permiten la transferencia del soluto a través de Ja 
membrana. Pueden acoplarse a una fuente de energía y catalizan un transporte activo. 
b) Los canales iónicos. son proteínas que no se unen al soluto, forman estrechos poros 
hidrofilicos altamente selectivos que atraviesan la bicapa lipídica, cuando estos poros están 
abiertos permiten el desplazamiento de iones inorgánicos específicos (principalmente Na+ , 
K+, Ca2+ o Cr) en favor de su gradiente electroquímico a través ele la membrana plasmática: 
no están acoplados a ninguna fuente energética. de forma que median un transporte pasivo 
("cuesta abajo .. ). 

La combinación ele una permeabilidad selectiva pasiva y un transporte activo genera 
grandes diferencias ele composición entre el citoplasma y el fluido ex tracelular, es decir, al 
generar diferencias de concentración iónica a través de la bicapa lipídica, las células son 
capaces de almacenar energía potencial en forma de gradientes electroquímicos, los cuales 
se utilizan para impulsar varios procesos de transporte (revisado en: Alberts et al. 1998). 
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a) Bomba de Na+ -K+. 
La concentración de K • intracelular es típicamente de 1 O a 20 'eces más alta que en 

el ex terior, mientras que ocurre lo contrario para el Na·. estas diferenc ias de concentración 
se mantienen mediante la bomba de Na--K- o Na--K - ATPasa. la cual actúa corno un 
transportador de intercambio, bombeando de forma acti\a Na" hacia el ex terior y K' hacia 
el interior (Fig. 9). El gradiente de Na' (ékbido a la bomba) regula el volumen celular a 
través de sus efectos osmóticos y también se utiliza para dirigir el transporte de azúcares y 
aminoác idos hacia el interior de la célula . Casi una tercera parte de toda la energía que 
consume una célula se utili za para impulsar esta bomba. Su estructu ra consiste en una gran 
subunidad catalítica con varios pases transmembranaks y. asociada a ella. una glicoproteina 
más pequeña de un solo pase transmembrana l. La subunidad catalíti ca tiene sitios de unión 
para Na+ y ATP en su cara citoplasmática y para K- en su superficie ex terna, durante su 
ciclo de bombeo se fosforila y 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 corri ente neta a través de la 
membrana tendiendo a crear un potencial eléctrico, con el interior negativo en relación al 
exterior. Sin embargo, este efecto de la bomba no contribuye más de un 10% al potencial de 
membrana. Desempeña su papel más importante en la regulación del vo lumen celular: 
contro la las concentraciones de solutos dentro de la célula. y por tanto regula las fuerza s 
osmóticas que pueden hacer que la célula se hinche o se retraiga (revisado en: Alberts et al , 
1998). 
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Fig,. 9. Esquema de la bomba de sodio-potasio y el gradiente que mantiene entre e l interior celular y el espacio 
externo. Tomado de Lucng,o L. 
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h) Canales de¡..: '. 
Los cana les 1ón1cos nl<is co111 unes, en la membran<J plasmáti ca de casi todas las células 
animales, son los perm eables al K · Un importante subconjun to de estos canales se abre 
incluso e n células no e st1mubdas ( en reposo) por 1 o que h ahitualrnente se 1 es d enomllla 
canales de fuga de K · Fstos canales son los responsables de que la membrana plasmática 
sea mucho 111as penneable ;i l K · que a e ualquier otro ion , por lo t;into, juegan un papel 
crí ti co en el mantenimiento del potencial de 111embrana (revi sado en: Albcrts et al., 1998) 

e) Potencial de membrana. 
La sa lida preferencial de los iones potasio con respecto al resto de los iones genera una 
diferenc ia de ca rga eléctrica, entre ambos lados de la membrana, que se conoce como 
potencial de membrana. típicamente negativo en el lado interno. Estas diferencias pueden 
produci rse tanto por un transporte activo electrogénico, como por di fus ión iónica pasiva. La 
Na' -K • A TPasa es la responsab le de 111antener una concentración intracelular alta de K• y 
baja de Na·. Este gradiente pennite que la apertura de los canales de K+ establezcan el 
potencial de membrana negativo . En la condición de estado es tacio nario, no hay flujo neto 
de corriente eléctrica a través de la membrana, esto define el potencial de reposo de la 
membrana. La ecuación de Nemst ex presa la condición de equilibrio de manera 
cuan titativa, utilizando el gradiente de K' , y pemiite calcular el potencia l de reposo teórico 
de la membrana si se considera que el movimiento del resto de los iones es despreciable y 
se conocen las concentraciones. La diferencia de potencial a través de la membrana 
plasmática de una célula animal en reposo varia por lo genera l entre -20 mV y -90 mV, 
dependiendo del organi smo y tipo ce lular. A pesar de que el grad iente de K+ siempre ti ene 
una influenc ia principal en este potencial , el gradiente de otros iones (y el efecto 
descquilibrantc de las bombas de iones) también tiene un efecto significativo: cuanto más 
pcnneable sea la membrana para un ion, mayor será 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 provocará un cambio en el potencial de 
membrana (revisado en : A lbcrts et al., 1998). 

d) Potencial de membrana y apoptosis. 
El mantenimiento de una concentración intracelular nomial de K+ y Na+ es 

fundamental para inhibir la ac tivac ión de las caspasas efectoras (caspasa-3) y la actividad 
apoptótica de las nucleasas. Uno de los primeros eventos asociados a la muerte celular es el 
movimiento de cationes monovalentes, una pérdida del K+ ocune durante el encogimiento 
del citoplasma, esto pem1ite el establecimiento de un medi o favorab le para la activación de 
caspasas y nucleasas. Primero ocune un desbalance iónico a través de la membrana 
plasmática, ya que el mantenimiento del gradiente de sodio/potasio es primordial para la 
homcostasis celular (este gradiente es generado principalmente por la Na +/K+ ATPasa de la 
membrana plasmática). Un rápido incremento del Na+ intracelular, e l cual se ha relacionado 
con la inhibición de la Na• /K+ ATPasa, ocune después del es tímulo apoptótico, esto 
conduce tamb ién a una despolari zación rápida de la membrana plasmática que precede a la 
pérdida del volumen celular. La despolari zación en 1 a m embrana p !asmática, ocasionada 
por el estímulo apoptótico, precede a la reducción de volumen cel ular, no es un evento 
transitorio y se mantiene durante todo el fenómeno de apoptosis (Bortner et al., 2001 ). 
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111. ANTECEDENTES 

Dentro de la familia de los reguladores de apoptosis se encuen tran las proteínas 4ue 
inhiben o evitan que suceda el fenómeno de muerte celular programada; un trabajo pionero, 
en cuanto a la relación entre los cambios del potenci al de membrana plasmática (PMPJ 
durante la apoptosis y los reguladores de apo ptosis, fue el de Gilbert y co ls ( 19% ), en el 
cua l determinaron que la sobreex presión de Bcl-2 en cé lulas H L60 y PW produce 
hipcrpolari zación del PMP y se ev it a la apoptosis inducida por ra yos X. Finalmente 
sugieren que la inhibición de la Na· -K ·-A TPasa ong1ne los cambios del PM P durante el 
fenóm eno apoptótico . De igual forn1a Wang y co ls ( 1999), encon traron que la 
sobreexpres ión de la proteína antiapoptótica Mcl-1 en células FDC-P 1 causa 
hiperpolari zac ión del PMP, en más de -JO mV, originada por la activación de canales de 
K' . Además, las células transfectadas fu eron resistentes a la muerte celular inducida por la 
radiacion UV. En los dos trabajos anteriores se detem1inó que un factor común en la 
resistencia de 1 as célul as a 1 a apoptosis es h iperpolari zación de 1 a membrana p !asmática 
inducida por las proteínas antiapoptóticas . 

En otros trabajos se analizó al efecto de los cambios en el contenido intracelular de 
Na' y K-, asoc iados con el encogimiento celular (Bortner el al., 1997) en cé lulas Jurkat y 
S49, ellos encontraron que es necesaria la disminución de estos iones durante el decremento 
del volumen celular, siendo la disminución del K+ intracelular un potenciador de muerte 
celular programada, ya que inhibiendo la salida de este ion se evitó la muerte celular. Ellos 
concluyeron que la salida de iones, primordialmente de K+, es necesari a y juega un papel 
central durante la apoptosis. Siguiendo esta línea los mismos investigadores, en el 2001 , (en 
células Jurkat) detenninaron que durante el fenómeno apoptótico (inducido por antiFas) se 
da un incremento inicia l en la concentración de Na+ intracelular asociado con la 
despolarización de la membrana plasmátic a previa a la pérdida del volumen celular, la cual 
sugieren se debe a la inhibición de la bomba de sod io y potasio . Adicionalmente, 
deten11inaro11 que las células HeLa también responden con despolarización de la membrana 
plasmática al inducirles apoptosis con antiFas, con lo cua l sugieren que la despolarización 
de la membrana plasmática , previa al encogimiento citoplasmático, se presenta en el 
proceso apoptótico en célul as linfoides y no linfoides . 

En investigaciones referentes al movimiento de iones intrace lulares y el 
encogimiento citoplasmático Maeno y co\s (2000), al inducir apoptosis con estaurosporina 
y TNF (factor de necrosis tumoral) en células HeLa, U937, PC12 y NG108-15, observaron 
que el proceso de "muerte celular programada" se inicia cuando las células sufren un 
encogimiento del citoplasma al que llamaron A VD (por sus siglas en inglés: apototic 
volume dccrease) el cual está acoplado a una actividad mayor de los canales de K+ y CI - . 
Concluyeron de esta manera ya que al añadir bloqueadores de estos canales, en 
combinación con los inductores de apoptosis como estaurosporina y TNF, el volumen 
celular no disminuyó; de igual forma \os signos morfológicos de la apoplosis fueron 
ampliamente prevenidos por dichos inhibidores de canales iónicos. Además observaron que 
después de 4 h de la indución apoptótica con estaurosporina o TNF, se libera el citocromo 
C de la mitocondria al citosol en células HeLa, la cual fue inhibida por los inhibidores de 
canales de cloro (DIDS, NPPB, phloretina) y también por los de potasio (Quinina, Ba2+). 

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 suero del medio de cultivo, 
detem1inaron que la activación de un canal catiónico no se lectivo, permeable al Ca2 ' y de 
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una co11duc1a 11c1a de 23 pS. est<.t re lacionado con la muerte CL' iula r provoc:ida por estos 
inductores . :\demás obse r\'a ron que la desro larización de la memb rana plasmática está 
estrechamente relaci onada con l;.i ch:vac ión del cj ' 1ntracclular. Arias .1 M (2000) , en su 
tesis de doctorado. encontró que 1111 anucucrpo antiBax interfería con el efecto 
dc.; spolari zante del canal de 23 pS, sugiriendo que Bax está rclac10nado con la 
despolarización del PMP de las cé lulas LNCaP 1nduc1da por concentraciones letales de 
ionornicina. 

Debido a la importancia de los flujos iónicos y de l probable papel del Ca2+ durante 
la apoptos is, estudiaremos el efec to de la cstaurosporina (a lca loide bac teri ano que actúa 
como un inhibidor no cspeci fico de cinasas y también como un excelente inductor de 
apop tosis) en el potenci al de membrana plasmática y la condensac ión de la cromatina 
nuc lear, utili zando corno modelo a las células HcLa (células epit el iales provenientes de 
cáncer cen·1couterii10) . 

IV. HIPOTESIS 

Considerando los trabajos citados anteriom1cnte con respecto al papel del potencial de 
membrana plasmática durante la apoptosis, en los cuales se muestra que con la 
sobreexprcs ión de antago ni stas de muerte e el u lar 1 as células no sufren a poptosis cuando 
están hipcrpolari zadas; y que la despolarización inicial de la membrana plasmática es 
requerida para que se de el evento de muer1e celular programada al utili zar diferentes 
inductores de apoptosis, donde dicha despo lari zación se atribu ye principalmente a la 
inhibición de la Na+ -K' -A TPasa ; noso tros sugerimos que la estaurosporina (un potente 
inhibidor de cinasas e inductor de apoptosis) provocará despolarización en la membrana 
plasmática de las células HeLa a causa de la inhibición de la bomba de sodio/potasio. 

18 



\. OBJETI\ OS 

GENERAL 

Detenninar el papel <le la caspasa 1 y 3, de la salida de K · y del Ca2 
• externo en la 

condensación nuclear al inducir la apoptosis con estaurosponna en células HeLa; además 
de establecer el papel que juega la Na· /K ·A TPasa en la despolarización inicial producida 

durante el estímulo apoptótico en células Hcla. 

PARTICULARES 

* Dctenninar condiciones de inducción de muerte celular con estaurosporina (STS). 

* Detern1inar el efecto de los mhibidores de caspasas Ac-YV AD-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 condensación de la cromatina al inducir 
apoptosis con estaurosporina en células He La. 

* Determinar si el Ca2
' externo tiene alguna relación con el proceso apoptótico en células 

HeLa, al inducirles muerte celular con estaurosporina. 

* Determinar el potencial de membrana plasmática (PMP) teórico en reposo de las células 
HeLa. 

* Establecer el efecto de la Na+ IK+ A TPasa en el PMP durante la apoptosis, utilizando la 
técnica <le espectrofluorometría del bisoxonol. 
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VI. METODOLOGÍA 

l. CULTIVO DE CÉLULAS HeLa 
Las cé lulas HeLa se mantuvi eron en cajas de cultivo de 60 x 15 mm con 4 mi de medio 
líquido DMEM (Dulbccos modificd cagle mcdium) adicionado con 5% de suero fetal 
bovino, 5% de suero de neonato bovino y 5620 U de antibiótico (penicilina-estreptomicina) 
por cada 100 mi de medio de cultivo, a una temperatura de 37ºC y en condiciones 
constantes de humedad y CO~ . La resiembra de células se llevó a cabo en una campana de 
llllJ O laminar y en campo estéril. Las células se lavaron con PBS (phosphate buffercd 
sal ine), se tripsin1zaron ( 1 mi de tri psi na 0.25% 1 :5 en PBS) durante 5 minutos, se añadió 1 
mi de medio de cultivo para detener la acción de la tripsina y despegar las células de la cap 
de petri, se colocó la suspensión en un tubo estéril para centrifuga y se centrifugó a 2,000 
rp rn (rotor SS-34) durante 5 minutos . Se decantó el sobrenadan te, resuspendicndo la pastilla 
en 1 mi de medio de cultivo, de este último se colocaron entre 100-300 µI en una caja de 
cu lti vo de 60 x 15 mm con 4 mi de medio de cultivo. 

2. INDUCCIÓN OE APOPTOSIS EN CÉLULAS HeLa. 
Se culti varo n las células en cajas <k 6 pozos, donde se colocaron previamente cubreobjetos 
estériles. Después de que las células crecieron sobre los cubreobjetos. se hi zo una curva de 
ti empo( efecto de la estaurosporina en la condensación del núcleo a diferentes tiempos) 
añadi endo STS a una concentración de 1 mM en DMSO (2 ~ti) , en un pozo con 2 mi de 
med io de cultivo, teniendo una concentración final ( cf) 1 µM de STS, se incubó durante 15, 
30, 60 y 180 minutos; posteriormente se fijaron las células agregando 2 mi de fom1aldehído 
al 1 O'Yo en so lución salina a cada u no de 1 os pozos sin retirar el medio el e cultivo, para 
después teiiirlas con el método de hematoxilina y eosina (H-E) para células en cultivo. 
Mediante el análisis de este curso temporal del efecto de la estaurosporinaen la 
condensac ión nuclear de las células Hela se determinó el tiempo óptimo de incubación. 

3. TRATAMIENTOS PH.EYIOS A LA INDUCCIÓN DE APOPTOSIS. 
Se cu ltivaron las células en cajas de 6 pozos donde se colocaron previamente cubreobjetos 
estériles. En pozos separados se añadieron las siguientes sustancias, incubándose durante 
una hora antes de la inducción de apoptosis con estaurosporina, siendo las concentraciones 
descritas la cf en el pozo : BAPTA 2 mM, TEA+ 10 mM, KCl 40 mM, Ac-YVAD-CHO 
1 O µM, Ac-DEVD-CHO 1 O ~tM ; después se indujo apotosis en las células con STS 1 ~tM 
durante 3 h, al término de este ti empo se fijaron las células con fonnaldehído al 10% en 
solución salina sin retirar el med io de cultivo, finalmente se hizo Ja tinción H-E. 
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4. TINCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA (11-E) PARA CÉL ULAS EN CULTIVO. 
Sin quitar de los pozos (aprox. 2rnl) e l medio de cultirn ni los cubreobj etos, se añadieron 2 
mi de fonnaldehído al l(J'~i;, en so lución salina (KCI 160 mM y hcpes 10 mM, ajustado a pH 
7.4). Después de 5 minutos, se reti ró la solución de los multipozos y se agregó 1 mi de 
tritón X- 100 al 0.1 % en so lució n sa lina durante 5 minutos . Se retiró e l detergente y se 
ai\adi ó 1 mi de hematox ilina de Mayer al O l 'Y., durante 10 m inutos. se reti ró e l colorante y 
se lavó con 2 mi de etano l a l 50%. Posteri ormente se adi cionó 1 mi de una so lució n acuosa 
de eosina a l 1 % durante 5 minutos, se retiró el co lorante, se lavó con 2 mi e tanol a l 50%. 
Finalmente se adi c ionó so luc ión sa lina a los cubreobjetos para su poste rior o bserv ac ió n al 
microscopio; el montaje se hi zo sobre portaobj etos con g li cerina-carbonatad a. Para la 
detenninación morfológica de las célul as apoptó tic as se analizaron las laminillas utilizando 
mi croscopia óptica a 400 aum entos. 

5. ANÁLISIS DE CÉLULAS TEÑIDAS CON H-E. 
Se hicieron 3 repeticiones (cada un a co rrespondiente a una lam inill a) por tratamiento; éstas 
se anali zaron tomando imágenes med iante mi croscop ia óp ti ca (Zeizz) a 400 aumentos, las 
cuales se di gita li zaron con una v ideocámara (H itac hi ) y una computadora. De las imágenes 
obtenidas se midió el área nuclear en un número aproxi mado de 90 célul as por tratamiento 
y repetic ión, con e l programa Jandcl S igma Sean Pro3 ( image mcasurement so ft ware). Se 

aplicó e 1 análisi s d e vari anza u ni fac torial ( ANOVA ) util izando a =O 05 y la prueba p ara 
diferencia de medias LSD, para determinar la existencia de diferencias s ignificativas entre 
cada uno de los tratami entos con respecto a los controles, tanto de célul as nomiales como 
de cé lulas apotóticas. Con el aná lis is de los datos obtenidos se de tenninó el efecto en la 
condensación de la cromatina nuc lear de los inhibidores de caspasas. así como también de 
los tratamientos con BAPT A, TEA y KCI. 

6. OBTENCIÓN DE SUSPE NSIÓN CELULAR 
Se culti varon células HcLa en 10 cajas de Petri de 60 x 15 mm, cuando estu vieron 
confluentes, las células se trips ini zaron añadiendo 1 mi de tripsi na 1 :4 en PBS por caja, 
durante 5 minutos a 37º C, posterionnente se agregó 1 mi de medio de cultivo y se 
despegaron las célul as de la caja, co locandose esta suspens ión, junto con la de todas las 
cajas en un tubo para centrífuga. Se centrifugó a 2000 rpm (rot or SS-34) durante 5 minutos, 
se descartó el sobrenadante y la pastilla se resuspendi ó en 1 mi de PBS. En un tubo 

ependorff se e o loe aron 75 ~ti d e P BS, 2 O ~ti de azul de t ripano y 5 ~ti de 1 as uspensión 
celular (dilución celular 1 :20), se mezclaron cuidadosamente y se colocaron 

aproximadamente 20 ~ti de esta en un Hemocitómetro para hacer el conteo de las células 
por mi , utilizando microscopi a ópti ca, además se detem1inó la viab ilidad celular mediante 
la exclusión del azul de tripano, ya que este colorante tifie de az ul a las células muertas. Al 
obtener e l número de células presentes en e l mi de suspensión, éste se ajusto a 3,000,000 de 
célul as por mililitro de PBS. La viabilidad celular fue aceptable con un mínimo de 95%. 
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7. DETERi\llNACIÓN DEL POTENCIAL DE MEMBRANA PLAS\liÜICA EN 
REPOSO. 
En una celda para espectrotluorometría se agregaron 1.8 mi de PBS, 1 ~ti de bisoxonol 
(DiSBa-C2(3)) 500 mM y un agitador, se colocó mmcdiatamente en el espcctrofluorómctro 
(LS50B Perkín Elmer) para in1c1ar la lectura de la tluorescencia del colorante (cada 
segundo) en una longitud de onda de excitación de 490 nm y de 530 nm de emisión; se 

tomaron 200 ~ti de la suspensión de 3xl0'' cel/ml y se añadieron a la celda (obteniendo una 
cf de células en la celda de 300,000/ml) registrándose la fluorescencia durante 2 minutos. 

Postenom1ente se agregaron 2 pi de lmtamina [ 100 mM] ( cf 100 ~tM) registrándose Jos 
cambios de fluorescencia (disminución asociada con hiperpolanzación) durante 1 minuto, 

se adicionaron 12.5 µI ele KCJ [4 M] (cf 25 mM) registrándose los cambios en la 
fluorescencia durante 1 minuto (aumento asociado a despolarización), se repitió la adición 

de KCI 4 veces más, finalmente se agregaron 2 pi de gramiciclina [ 1 mM] ( cf 1 ~tM) como 
control de despolarización y se continúo el registro durante otros 2 minutos (Fig. 1 O A). 
Los datos de los cambios en la fluorescencia se grafícaron utilizando el programa Sigma 
Plot, se calcularon los porcentajes de cambio de las lecturas para histamina y KCl; 
utilizando la ecuactón de Nemst ( V=[RT/zF] ln[C/C,] ) se detenninó el potencial ele 
membrana en reposo teórico ele las células HeLa. Tomando en consideración el caso de que 
sólo se encuentren abiertos canales de K- (Se utilizó una concentración intracelular de K+ 
de 150 mM). 

8. POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMÁTICA AL INDUCIR APOPTOSIS. 
En una celda para espectrofluorometría se agregaron 1.8 ml de PBS, 1 ~ti de bisoxonol 

(DiSBa-C2(3)) 500 µM y un agitador, se colocó inmediatamente en el espectrofluorómetro 
(LS50B Perkin Elmer) para iniciar la lectura de la fluorescencia del colorante (cada 
segundo) en u na longitud ele onda de exitación de 4 90 nm y de 5 30 n m ele emisión; se 

tomaron 200 µl ele la suspensión de 3x 106 cel/ml y se aiiadieron a la celda (obteniendo una 
cf de células en la celda de 300,000íml) registrándose la fluorescencia durante 2 minutos. 
En cubetas por separado y después ele haber llevado a cabo todos los pasos anteriores, se 

añadieron 2 µ1 ele ouabaina [100 mM] (cf 100 ~tM) y 2 µl de FCCP [2 mM] (cf 2 ~tM), 

haciendose el registro durante 1 minuto, posterior a esto se agregaron 2 µl de 

cstaurosporina [ 1 mM) (cf 1 ~tM), reg1strandose los cambios de fluorescencia durante 5 

minutos; finalmente se agregaron 2 µl de gramicidina [ 1 mM] ( cf 1 ~tM) como control de 
depolarización en las células haciendose el registro durante 2 minutos más (Fig. 1 O B). Los 
datos de los cambios en la fluorescencia se analizaron graficándolos con el programa excel 
y Sigma Plot. 

9. ANÁLISIS DE DATOS. 
En tocias las pruebas, tanto ele condensación nuclear como de potencial de membrana, se 
calcularon las medias, desviaciones estándar y errores estándar. Para determinar si los datos 
eran estadistícamente significativos se utilizó la de prueba ele análisis ele varianza 
(ANOV A) con una probabilidad para la hipótesis nula menor a 0.05%. En el caso de los 
elatos ele condensación nuclear, las pruebas para calcular el PMP teórico, los registros con 
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hi starnina \ los <latos a eswurosp,inna 1 minuto. el 1\ NOVA utilizado rue unifactorial. 
mient ras que para el resto de los estudios <le PMJ>. cnmo consecuencia <le un<J .. n .. diferent e 
en todos los experimentos. SL' utilizó el ANOV/\ de dos factores (c..:lulas 11 y O) con un~1 
muestra por grupo; tinalmen te se aplicó la prueba de LSD para direrenc ia de medias. en los 
casos en que fue necesario. En la figura 17 se utiliza la regres ión linea l para establecer la 
dependenc ia entre el potencial de membrana en reposo y la respuesta a estaurosporina al 
minuto de aplicada. 
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Fig. l O. A) Gratico que ejemplilica un re¡;is1ro complelo de los cambios en la fluorescencia del bisoxonol al 
ca lcular el polcncial de membrana en reposo de las cé lu las HcLa. 13) Grafico que ejemplilica un registro 

comple10 de los cambios en la fluorescencia de l bisoxonol al apl icar los diferentes pretra1amicntos y 
posteriormente la STS en las cé lulas He La. 

23 



Al 

VII. RES ULTADOS 

l. CURSO TEMPORAL DEL EFECTO DE LA ESTAL!ROSPORINA EN LA 
CONDENSACIÓN NUCLEAR DE LAS CÉLULAS HeLa. 
1. '. n el curso temporal del elec to de la estaurosponna (STS) 1 ~tM en el área nuclear de las 
cé lulas !-lela, se observó un encogimiento gradual del citoplasma de las células que 
depend ió del tiempo de exposic ión a 1 a S TS: a mayor tiempo de exposición.hubo un 
encogimi ento mayor (Fig.1 A). De igua l manera se dió una reducción en el área nuclear 
confom1e fue mayo r el ti empo de incubación con STS . di sminu ye ndo casi a la mitad de la 
superficie nuclear original después de 3 h de incubac ión (f ig. l l B ). A los l 80 minutos de 
haberse ap licado en algunas células se observó el nucleo fragmentado y una gran 
can tidad de \'ac uolas en lo poco que quedaba del citop lasma (F ig 11 A). El alca loide 
bacteriano STS fue efecti vo a la concentrac ión de 1 µM para prod uc ir apoptosis en 
células !-lela. desencadenándola en muy poco tiempo después de la exposición de la 
célu la a este tóxico, observándose efecto significativo desp ués de los 30 minutos 
(Análisis de \'arianza con tx=0.05 y prneba de LSD, para un experimento con 90 células 
por condición) 

Control 15 minul<lS 30 minutos 

""'·'"'. ,. 
\., 
~ 

60 minutos ISO minutos 

B) 900 l 
Fig. 11 . A) Células HeLa 

expues tJS J STS 1 ~<M durante 
diferent es ti empos , nótese como 
el ci toplasma se va rcduc1rndo y 
el núc leo se va condensando 
(Microscopia ópt ica 400 
aumentos). 13) Al inducir 
apoptos is en cé lulas !lela con 

STS 1 pM durante 15, 30. 60 y 
180 minutos. el área nuclear sufre 
reducr ió n. es decir a ma yor 
tiempo de expos ic ió n a STS 
mayor condensación de la 
croma tina nuclear (rFI, 90 
célu las. p, 0.05). 
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2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE CASPASAS EN LA CONDENSACIÓN 
NlJCLEAR INDUCIDA POR LA ESTAUROSPORINA. 
Se hicieron pruebas con los inhibidures de caspasas 1\ c-DEVD-CHO (inhibidor de la 
caspasa 3) y Ac-YV AD-CHO (inhibidor de la caspasa 1) a una concentración de 1 O ~tM 
como pretratamientos (n=2) durante 1 h. antes de inducir apoptosis Cl1n STS [ 1 µMl 
durante 3 h. Se observó un efecto parcial. pero muy pequeiio. de los inhibidores de 
caspasas sobre la disminución del án:a nuclear. es dec ir en la condensación de la 
cromatina. la cual fue más severa en las cél ulas expues1as solamente a STS (Fig.12). El 
efecto de inhibición parcial de la condensación nuclear fue mayor con /\c-YVAD-CHO 
que con Ac-DEVD-Cl-10, el análisi s de varianza (a=0.05) y la prueba LSD aplicados, 
revelaron que no existen diferencias significati\as .:ntre STS. STS_Ac-OEVD-CllO y 
STS_;\ c-YVAD-CllO, lo cual sugiere que las caspasas 1 y 3 no están in rn lucradas en la 
reducción del núcleo, la otra posihilidad es que otras caspasas sustituyan a las caspasas 
inhibidas . 

1600 
A 

1400 B 

1200 
A)OMSO 

B)STS 

Área n11clear 

Media (µm 2) ±Error. 

'E 1000 C) YVAD·STS 

2 D) DEVD-STS 
:;; 800 
" ü 
~ 

DMSO 911.3211 27.1852 

STS 1 µM 478.3944 13.1003 

YVAD 10 µM 964.7498 55.2833 
e 600 
"' "' YVAD 10 µM-STS 1 µM 576.3502 162.7683 

.:t 
DEVD 10 µM 913.9335 66.7035 400 

DEVD 10 µM·STS 1 µM 516.3198 59.7374 200 

Fig. 12 . A) Valores obten idos al medir el jrea o 
nuclear (en µm 2

) de las células HeLa después A 8 C D 
de 3 h de incubación con los inhibidores de caspasas y Jos inhibidores-STS. B) Gráfica de la disminución 
del área nuclear de células Hela prctratadas con inhibidores de caspasas al inducirles apoplosis 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 h'.CI EN LA CONDENSACIÓN NUCLEAR 
INDUCIUA CON ESTAUROSPORINA. 
En cuanto a los ensayos en los que se usaron BAPT A, TEA• y KCI (n=3) como 
tratamientos previos a la inducción de apoptosis con STS. también se observó efecto 
inhibitorio parcial en la condensación de la cromatina nuclear, es decir se notó menos 
reducción en el área de los núcleos de las células expuestas primeramente a estos 
compuestos que al aplicarles solamente STS durante 3 h (Fig.13). Se utilizó BAPTA 
(Quclante de Ca2+) a una concentración de 2 mM para disminuir la disposición del Ca2+ 
externo a la célula, considerando que el medio de cultivo contiene l .8 mM de CaC12 

(Cloruro de calcio), y determinar si éste regula de alguna manera la activación de la 
muerte celular programada inducida por STS en las células HeLa.Se utilizaron tanto el 
TE/\+ (Bloqueador de canales de K+) a una concentración de 1 O mM, y KCI (Alto potasio 
externo reduce la perdida interna de K · )a una concentración de 40 mM, para bloquear el 
flujo de este ion en la célula y también determinar si éste tiene alguna participación en el 
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proccso de apoptosis induc id ~ 1 por STS. En cuanto a la prueba t:s tadistica aplicada 

(an:ílis is de \arianza u~O ()) y prueba de l.SI) para dife renc ia de medias) los 
pretratamientos con B:\PT.i\. Bt\PTA-Y\11\D. TF1\ y KCL no presentaron diferencias 
significati\as con respecto al control dc D!\ISO. es decir las célu las expuestas a estos 
tra tamicnllls no mostraron nin gún efecto e\ idt:nte en el núcleo de las células HeLa. Las 
células expuestas a STS y prctrata rni entos-STS rueron diferentes con respecto al control 
DMSO. STS sola y STS-B:\PTA, no prescntaron diferencias significativas entre si, es 
decir que ..:1 efecto del B:\PTA en la conde nsación de la cromatina nuclear no es 
suticientc para inhibirla s ign ilicati\ amentc . Los tratamientos con TEA-STS , BAPTA
YV AD-STS y KCl-STS re\ ciaron dikrencias significativas con respecto a STS. en 
cuan to a la condensación de l::i cromatina nuclear. es decir tienen un efecto inhibitorio 
parc ial en la condensación de l núc leo producida por la STS, ya que también presentaron 
diferencias con respecto al contro l de DMSO. 
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Fig. 13 A) GrMica de la reducción del 
área nuclear de células HeLa al inducirles 
apoplos is con STS durante 3 h después 
de los pretratamientos con TEA , KCI , 
BAPT A, !3A PT A-YV AD, los controles 
de cada pretra1arniento no se muestran ya 
que no tuvieron diferencias significalivas 
con respcc10 al DMSO. B) Valores 
obtenidos al medir el área nuclear (~un 2 ) 
de las células HeLa después de 3 h de 
incubación con TEA, KCL !3APT A, 
BAPT A-YV AD solos y con STS. (n=3, 
p, o 05) 
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.t. EXPERIMENTOS DE POTENCIAL DE MEMBRANA PLASM.ÁTICA 
lJTILIZAl\DO ESPECTROFLllOROMETHIA DEL BISOXONOL. 
Para hacer los experimcntL1s de potencial de membrana (PMP) y sus cambios al inducir 
apoptosis con STS. se utili zl\ bisoxonul ( DiSBa-C:( _1) ). un anión lipofil ico tluorescente que 
indica cambios en el PMP. esta molecula al entrar ~1 la célula incrementa su fluorescencia y 
si la célula no recibe estirnulos que alteren su plitencial. está fluorescencia se mantiene 
constante: si hay algún estímulo que lo despolarize la tluorescencia aumenta. si se 
hipcrpolariza el PMP. la fluorescencia disminu~ e Se hicicron 16 cxperimentos con 
diferentes ensayos en cada uno. estos lüt:ron sqxirados para su análisis de acuerdo a la 
respuesta a STS después de un minuto de registro : experimentos con respuesta 
despolarizante a STS se les llamó células D y pruebas con respuesta hiperpolarizante a STS 
se ks llamó cé lulas 11 (datos mostrados posteriormente) . 

5. POTENCIAL DE MEMBRANA PLASM.Á TJCA EN REPOSO (TEÓRICO). 
Con respecto a las pruebas para determinar el PMP en reposo de las células He La se utilizó 
hi stamina para hiperpolar izar a las células y aumentar su conductancia al K'. el cual se fue 
incrementando gradualmente (Fig . 14 !\). Mediante la ecuación de Nernst ( V=[RT/zF] 
ln[Co/Ci] ) se calculó el valor teórico del PMP, suponiendo una concentración intracelular 
de K+ de 150 mM (Fig. 14 B). Sin embargo, tanto las células O como las células H, no 
presentaron diferencias significati vas entre si en respuesta a la hi stamina y a las adiciones 
sucesivas de l\.Cl , es decir. ambas tüeron iguales en cuanto a su capacidad de aumentar su 
conductancia al K+ ex terno . El potencial de membrana en reposo de las cé lulas D (-50 mV ) 

y H (-54 m V) no fueron di fe rentes estad ísticamente ( Fi g. 14 C) . A concentraciones altas de 
K+ las células HeLa se comportan como un electrodo de K+, bajo estas circunstancias el 
porcentaje específico de la variación de la fluorescencia fu e de 0.83%/mV que está muy 
cercano al valor reportado de 1 %/m V (Brauner el uf . l 984 ). 
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Fig. 14. /\) Regislro de los cambios en e l po1cnc1al de membrana al aumentar la conductancia de las células 
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6. CAMBIOS EN EL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMA TICA AL INDUCIR 
APOPTOSIS CO'.'i ESTAUROSPORINA. 
;\! inducir apopt<1sis con STS 1 pM (n=l6). se observó que ésta prn\oca dos respuestas 
distintas d..:spués de 1 minuto de ser aplicada. una hiperpolarizante y Lltra d..:spolarizante 
(Fig.15). los datos obtenidos de los experimentos. se dividieron Lk acuerdo a su respuesta 
inicial a la STS y se sometieron a un análisis de varianza unifactorial (crc0.05). del cual se 
encontraron diferencias significativas, razón por la cual se decidió separar a las células en 
dos grupos distintos. células 1-1 y células D. Por lo tanto se obs..:r\·aron dos respuestas 
diferentes después de un minuto de incubación con STS. Las cdulas D ( n~8 ). o 
despolarizantcs a STS después de un minuto de registro. presentaron una despolarización 
del potencial de membrana de 2.4 7 ± O. 72 %. y a los 5 minutos de 11.85 ± 1.66 %. (Fig. 15 
;\y C). Las células H (n=8). o hiperpolarizantcs. presentaron un cambio en el PM de -3.3% 
.i 1.23 % al minuto de registro y a los 5 minutos de 0.64 ± 3.51 % (Fig.15 By D). 
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Fig. 15. A) Respuesta a STS de las células D (n=S, P< 0.05). B) Respuesta a STS de las células H (n=8, P< 
0.05). C) Rcgislro de la respuesta producida por STS en las células D y después gramicidina (círculos) y por 
gramicidina sola (cuadros). D) Rcgislro de la respuesta producida por STS en las células H y después 
gramicidina (circulos) y por gramicidina sola (cuadros). 
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El esradístico ap li cado a las n::spuesras a STS a los :' minu tos ..:n las cé lu las H y D, también 
ev idenció diferenc ias signi lica1ivas enlre ambas . Sin embargo se observa que la tendencia 
de las células Des de una franc a ck spolari zación: en cam bio en las cé lulas H la respuesta es 
mucho más vari able ya que se obtu ,· ieron resp uestas h1perpolari za ntes y despolarizantes a 
los 5 minutos. lo cual prod u1 l> un error esranJar gr~in de (F1g. 15 B). sin embargo , ya que 
todas las cé lulas expuestas a STS presentaron apoptusis. es pmbable que las células 11 a 
ti empos mayores también prese nten despolarizacit1n. aunque nosorros no registramos en 
una ventana de tiempo mayo r de 5 minu1ns . 

7. RESPUESTA A GRAM ICIDI NA V ESTALJROSPORI NA. 
La gramicid ina es una mok cula bac teriana que for ma poros o canales catiónicos en las 
membranas (rcvisJdo rn : Latorrc y i\l vare1. 1996) . se utili zó a unJ concentrnción de 1 pM 
como respuesta despo lari zante contro l después de apli car los trn tamientos respecti vos en 
todos y cada uno de los registros de los expcrnnentos efec tuados (ejemplo: Fig. 15 C y D) . 
En cuanto a la despolari zación producida por gramicidina so la (Fig. 16), ésta fue de 58.58 
±3.98 % para las células D (1Y8 ) y de 47. 1 ± 3. 55 °/o para las células H (n=5), de igual 
forma ambas respuestas mostraron diferencias en el análi sis de varianza apl icado. En 
cuanto a la respuesta despolari zante 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), igualmen te presentaron 
diferencias sign ificati vas entre si y con las respuestas a gramicidina sola para cada caso; es 
decir las células que fueron más despolari zadas por gramicid ina sola fueron las D, a su vez 
también las cé lu las a las que se les aplicó gramicid ina so la (D y H) despolarizaron más que 
las cé lulas a las que se les adm ini stro STS-gramicidina (D y H), lo que ev idencia un 
pequeño efecto inhibitorio ck la STS en la despolarizac ión producida por gramicidina (Fig. 
15 C y D). 
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8. REGRESIÓN Of LA RESPUESTA A fSTAUROSPORINA \1 µMI 1 MINUTO Y 
EL POTENCIAL DE :\IEJ\IBRANA PLASMÁTICA. 
También se h110 una regresión lin ea l para determinar si la respues ta a STS al minuto de 
registro y el potencial de membrana calculado con la ecuación de Nernst para cada uno de 
los expenmcntos se relacionaban entre si. Para las células D se obtuvo una pendiente de -
0.1203 y una ordenada al origen de -3.245%. con un coeficiente de correlación de -0.848; el 
cruce con el eje X ocurre aproximadamente a -27 mV (Fig. 17, cuadros) Para las células H 
se determino una pendiente de O. 1 •)()4 y una orden<Jda <Jl origen de 7.035, con un coeficiente 
de correlación de ().(1083 ; el cruce con el eje X se da en <lproximadamcnte -37 mV (Fig. 17, 
círculos) . 
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Fig. 17 Gráfico de la regresión aplicada las células D y H, en la respuesta a STS ( I ')y el PMP (n=7). 

9. EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA BOMBA DE Na+-K+ CON OUABAÍNA EN 
EL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMÁTICA AL INDUCIR APOPTOSIS 
CON EST AROSPORINA. 
La ouabaína es un inhibidor específico de la bomba de sodio-potasio ya que compite con el 
K ' en su sitio de unión en el lado externo de la membrana plasmática (Alberts et al., 1998). 
Estudios recientes sugieren que la inhibición de la Na+ -K + ATPasa tiene un papel crítico en 
la despolarización inicial de la membran¡¡ plasmática asociada con el proceso apoptótico 
(Bortner et al., 2001). En primer lugar se hicieron registros del efecto de la ouabaína 100 

pM en el PMP de las células HeLa, estos evidenciaron una respuesta dcspolarizante, 
después de un minuto de regi stro, el porcentaje de cambio en el PMP fue de 4.02 ± l .32 % 
para las células D (n=5). y de 3.48 ±0.98 % en las células H (n=6), para esta misma 
condición a los 5 minutos los cambios en el PMP fueron de 2.3 ± 0.63% para las células O 
(n ~3) y 5.4% para las células H (n=2), el estadístico aplicado a estas condiciones no mostró 
diferencias significativas entre 1 ad espolarización producida en ambos tipos celulares, ni 
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tampoco entre tiempos. lo cual quiere decir qt11.: la despolarización producida por la 
ouabaína. fue igual para b s células H y U (Fíg. l 8 ). Aunque la t.:rnkncia fue que las células 
l I continuaron tkspolari1;mdose mientras que en las D disminuyó el erecto. IJ efecto d.: la 
gramicidina en las células l leLa. después de la aplic ac ión de la ouabaína. fue de 46 .2 ± 
10.37 % para las células D (n=5) y de 22.14 :r: 8...1-1 % (wó) en las cé lulas H (datos m1 
mostrados , v.:r :.ipéndicc). 
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Fig. 18 i\) Respuesta a ouabaina en diferentes ti empos en las ce lulas D ( 1 min n=5, 5 min n=3; P< 0.05). B) 
Respuesta a ouabaína 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 ouabaína en las celulas D y H. nótese que este electo de tiene una amplitud mayor 
en las cé lulas H. 

Se hicieron registros del efecto de la STS al aplicar antes ouabaína durante un minuto. Los 
cambios en el PMP un minuto después de la aplicación de la STS fueron de 6.12 ± 3.63 % 
para las cé lulas D (n=4), y de -2.82 ± 2.41 % en las células H (n=5), para esta misma 
condición a los 5 minutos los cambios en el PMP fueron de 16.67 ± 3.77 % para las cé lulas 
D (n=4) y -0. 7 ± 4.45 % (n=5) para las células H (fig. 19 A y B), el estadístico aplicado a 
estas condiciones reveló diferencias significativas entre los cambios producidos en el PMP 
en ambos tipos celulares, ya que las células D tendieron a despolari zar a la membrana 
plasmática y las células H hiperpolarizaron , después de la adición de la STS. sin embargo 
en las célu las 1-1 hubo semejanza en los efectos producidos al minuto y a los cinco minutos, 
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contrario a lo sucedido con las células !) que si tm iernn di!Crencias en cuanto ::i l tiempo. Ln 
lo referente ::i la comparac ión de estos tratami entos con los de STS so la. en el análi s is de 
\ arianza tampoco evidenciaron diferencias significati vas con respec to a és ta . es decir la 
ouabaína no inhibe el electo prnducido por· la STS en e l PMP. 
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Fig. 19 A) Respuesta a ouabaína-STS a difcre111 es tiempos en las células D (n=4, P< 0 .05). B) Respuesta a 
ouabaina-STS a diferentes tiempos en las células H (n=5, I'< 0.05). C) Registro de la respuesta producida p0r 
ouabaina 1 min y STS en las cé lulas D y H, nótese que el efecto de la STS después de la aplicación de la 
ouabaina mantiene el mismo patrón que el rcgi slro de la STS sola para cada grupo de células. 

Al comparar la respuesta a ouabaína sola y STS sola. en las células D no hubo dikrenci¡¡s 
significativas al minuto de aplicación, pero s i a Jos 5 minutos, es dec ir Ja STS sola 
despolari za más el PMP que la inhibición de la bomba de Na+-K+ a este tiempo; en las 
células 11 , hubo diferencias significativas al minuto de aplicación, ya que la ouabaína 
despolari za y la STS hiperpolariza, sin embargo aunque ta STS presenta una tendencia a 
despolari zar el PM después del primer minuto , a los cinco minutos s iguen presentando 
diferenci as estos dos tratamientos. 

10. EFECTO DEL FCCP EN EL PM AL INDUCIR APOPTOSIS CON STS. 
El FCC P ( carbonilcianida ¡Hriíluoromctoxifenilhidrazona) es un pote nte desacoplan te 
mitocondri al que inhibe la fosforilaci ón ox idativa por la disipación del gradiente de 
protones a través de la membrana interna mítocondrial y como resultado bloquea la síntesis 
de ATP, además de sus efectos en Ja mitoco ndria , este compuesto también afecta el 
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potencial de membrana plasm~ítica y las corrientes 1t1n1cas a tra\·és de ella (re\ 1sado en· 
Park i:t al.. 2002). Se aplicó este compuesto a una concentración de 2 r1M y se hicieron 
registros de su efecto en el PMP de las células l leLa. estos evidenciaron una n~spuesta 
despolarizante, después de un minuto de registro. el porcentaje de cambio en el PMP fue de 
2.78 ± 3.20 % para las células D (n=5). y de 3.9:1 ='• 1.09 °1

0 en las células!! (n=5): para esta 
misma condición a los 5 minutos los cambios <:n el Pl\IP fueron de -646 ± 2.44 % para las 
células O (n=3) y 1.15 ± 1.55 % para las células!! (n=:1). ffig. :10 :\y H). El estadístico 
aplicado a estas condiciones no mostró diferencias significativas entre los dos grupos 
celulares al minuto de aplicación. en cuanto a ltlS 5 minutos reveló diferencias entre ambos 
grupos, en lo referente a la repuesta al minuto y a los 5 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 tiempos. Las células H se 
despolarizaron después de la aplicación del FCCP y esta despolarización 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 aplicación del FCCP, fue de 38.6 ± 3. 79 % para las células O y 
de 37.7 ± 4.93 % en las células 11 (datos no mostrados. \er apéndice). 
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Fig.20 A) Respuesta a FCCP a diferentes tiempos en las células D ( 1 min n~S, 5 min 1i=3; P< 0.05). B) 
Respuesta a FCCP a diferentes tiemros en las células H ( 1 min n~s, 5 min 11~2: P< (JOS). C) Registro de la 
respuesta producida por FCCP en las células D y H. 
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SL· hi c1crnn reg istros lk l electo de IJ Sl S al apl icar antes FCC P durante un minuto. l.os 
cambios en el PMP después de la ap licac ión de la SlS fu eron de 9.5 J: 9. 1 ') % para las 
celu las [) (n=2 ). y de 5.54 ± 1.17 % en las células 1 ! ( n ~ 5 ) . para esta mi sma condic ión a los 
5 minutos los cambios en el PM P fueron de 12.3 ± 2.54 % para las células O (n=2J y 6.86 ± 
2. 57 'Yo para las células H (n=5). (Fi g. 11 .1\ y l3) ]] estadísti co aplicado a estas condiciones 
no reve ló difrrencias significativas entre los cambios producidos en el PMP en ambos tipos 
ce lulares a ningún tiempo : en otras palabras el efecto que ti ene en las célul as O y H aplicar 
FCC P antes de la STS es una despo larizac ión en el PMP (F ig. 2 \ C) . 
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Fig. 2 1 A) Respuesta a FCCP-STS a di ferentes ti empos en las células D (n; 2, P< 0.05). B) Respuesta a FCC P
STS a dife rentes tiempos en las cé lulas H (<F 5. Pe 0.05) C) Registro de Ja respuesta rroducida por FCC P 
l min y STS en las células D y H, nótese que el efecto de la STS después de la aplicación Jcl FCCP es 
despolari zantc en ambos grupns de células. 

En lo referente a la comparación de estos tratamientos con los de STS sola. en el análi sis de 
vari anza evidenciaron diferencias significativas con respecto a ésta durante el primer 
minuto de re gistro. es decir el FCCP aumenta el e fecto despolarizante en las células O y 
elimina el efecto hiperpolarizante de las células H, ambos producido por la STS sola en el 
PMP. igualúndolo con la despolari zac ión de las células Da los 5 minutos de aplicación de 
la STS sola, y manteniendo este efecto has ta los 5 minutos de la respuesta de FCCP-STS. 
Se compararon también con los tratami entos de FCCP so lo y de igual forma fu eron 
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Jiferentt.:s con respecto a ellos. ya que el FCCP solo manti ene una tenJenci a a la 
hiperpolari zac ión Jespués del minuto de apli cación contrario a lo sucedido con las células a 
las que se k ap li co FCCP-STS. 
Se hicieron registros del efecto de la STS al aplicar antes FCCP durante 7 min utos (n=3) y 
estos correspondieron solamente a células del grupo D. Los cambios en el PMP después de 
Ja aplicat:ión del FCCP al primer minuto fueron de 1.1 ± 1.34 %. de -6 ±2.24 % a los 5 
minutos y a los 7 de. 7.8 ± l .85 %. después, al añadir la STS durante 7minutos los cambios 
en el potencia l de membrana plasmútica fueron los sigu ientes. al minuto · 7 ± 2.32 %. de -
2.43 ± 2.01 % a los 5 minutos y a los 7 de -1.9 ± 2.16 % (hg. 22 A y B). 
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Fig. 22 i\) Respuesta a FCCP 7 min y STS en las células D (n=3, P< 0.05). B) Registro de la respuesta 
producida por FCCP 7 min y STS 7 min en las célu las D, nótese que el e fecto de la STS después de la 
aplicación de l FCCI' es despolarízante, aún cuando no alcanza la despolarización alcanzada por la STS so la. 

En lo referente a estos datos se observó el mismo patrón de hiperpolarizac ión para el FCCP, 
hasta los siete minutos, en cuanto a STS, ésta mostró un efecto <lcspolarizantc con respec to 
al potencia l alcanzado con el FCCP, sin embargo no alcanzó los niveles de despo larización 
contro les para la STS en las células D. 
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VIII. DISCUSIÓN 

Al hacer el curso temporal del L'kc10 Je la STS en la condensación nuclear de las 
células HeLa, se consideró la concentración de 1 rtM. la cual fue suficiente para producir 
las e aractcrísticas típicas de 1 a a poptosis ( Kcrr e 1 u l.. 1 972 ) e 11 células He La. El tiempo 
óptimo para observar los efectos de ésta sobre las células fue ele 3 h debido a que en este 
lapso de tiempo se observaron claramente las características morfológicas de la apoptosis 
producidas por la activación ele la fase de ejecución (encogimiento del citoplasma y 
condensación nuclear) . Sin embargo. hubo efectos significativos de la STS, en la 
condensación del núcleo a partir ele los 30 minutos. Por otro lado la curva de condensación 
nuclear sugi ere que el núcleo podría seguir reduciendo su tamaño después de las 3 h, sin 
embargo no tenemos ningún dato para con lirrnarlo. En reportes recientes se detcrrninó que 
en la apoptos1s inducida por 50 niVl de STS en células HeLa se produce liberación del 
citocromo C al citosol (Taíani el u/.. 200 1 ), igualmente en otros trabaJOS. donde emplearon 
3 ftM de STS, la activación de la caspasa 3 se da a partir de las 4 h ele incubación (Rchm el 

u/. 2002), y además la liberac ión del citocromo c de la mitoconclria, indispensable para la 
activación ele la caspasa 3, ocurre después de 3 h de exposición a la STS (Dli[)mann et al., 
2003). 

En reportes recientes se ha relacionado a la caspasa 3, una proteasa ejecutora de la 
cascada apoptót 1ca, con la activación de las proteínas encargadas de la condensación de la 
cromatina n uclcar y la 1iberac iónde1 as h istonas n ucl eosomalcs durante este proceso de 
muerte celular (Wu et al .. 2002; Sabara et al. 1999), y a la caspasa 1 con la activación de la 
apoptosis por una vía dependiente de ca lcio (Wood et 11/., 1998). Contrario a lo reportado 
por Kobayachi y cols. (2000), para células HcLa, no obtuvimos efecto inhibitorio de la 
apoptosis por parte del Ac-DEV D-CHO (inhibidor de la caspasa 3 ). Tampoco el Ac
YV 1\D-CHO (inhibidor de la caspasa 1) detuvo la reducción del área nuclear. Este 
inhibidor se había relacionado con el bloqueo de una proteasa dependiente de calcio similar 
a la calpaina, la cual probablemente tenga que ver con una vía en la que se necesite Ca2

+ 

para desencadenar la apoptosis (Wood el o/ . 1998). En resumen, al utilizar los inhibidores 
de caspasas Ac-DEVD-CHO y Ac- YV AD-CHO [ l O ~tM], no obtuvimos una disminución 
significativa en la condensación nuclear provocada por la STS (después de tres horas de 
incubación) en células HeLa. Una posible explicación al efecto nulo de este inhibidor es 
que la activación de la caspasa 3 tal vez sea en un tiempo mayor al que nosotros utilizamos 
durante la inducción de apoptosis ya que en un estudio reciente se reporta actividad de la 
caspasa 3 después de 4 horas de incubación con STS e igualmente posterior a la liberación 
del citocrorno C (Düpmann et al .. 2003). En el caso del inhibidor de la caspasa 1, su falta 
de efecto tal vez se deba a que no par1icipa en la muerte celular inducida por STS [ l ~1M J 
en las células HcLa. 

Para dctenninar el efecto del Ca2
' ex terno durante la inducción ele apoptosis se 

utilizó Bapta (quelante de Ca2+) a una concentración de 2 mM , basándonos en la 
concentración de calcio que contenía el medio ele cultivo, para disminuir In disposición de 
este catión a las células sin llevarlas a la muerte. La importancia de estos experimentos se 
debe a que se reportó un canal pern1eable al calcio durante la inducción de apoptosis con 
ionomicina en las células LNCaP (Gutiérrez et al., 1999). En los tratamientos en los que se 
aplicó el quelante de calcio se esperaba obtener u na reducc ión de la condensación de la 
cromatina nuclear, lo que nos indicaria la participación fundamental del calcio externo en el 
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proceso de apoptosis inducida por STS en células H\". La, sin embargo. no se obtuvo efecto 
significativo por parte de éste sobre la reducción del núcleo. Aún no está claro el papel del 
Ca2

' en Ja apoptosis inducida por STS ; ya que la ausencia de este catión no disminu yó el 
efecto de la STS, sin embargo. la combinación de Ac -YV AD-CHO y BAPT A. sí tuvo un 
efecto protector estadísticamente significativo, por lo cual no podemos descartar la 
intervención del Ca" en este fenómeno. 

Las condiciones TEA ' 1 O rnM y KCI 40 ml\l se uti !izaron basándonos en algunos 
reportes de que la salida o pérdida de K · intracelular es crítica para desencadenar la fase de 
ejecución de la apoptosis en células de linfoma inducida por antiFas (Bo11ner el al.. 1997). 
Al probar estas condiciones como tratamientos preYios a la inducción de apoptosis con 
STS, ambos presentaron una mhibición signi ficatiYa de la reducción de la cromatina 
inducida por la STS. la cual fue mayor en el tratamiento con TEA+ -STS, el TEA' actúa 
como un bloqueador de canales de K' , es decir evita la salida de este ion de la célula. La 
presencia del TEA· produjo una inhibición parcial de la condensación de la cromatina 
nuclear durante el proceso apoptótico, lo cual sugiere que se encienden canales que 
permiten la salida del potasio intracelular para favorecer la activación de las caspasas de 
e1ecución o de algún otro efector que participe en el proceso, ya que la salida de iones 
intracelulares (pnncip;ilmente Na+ y K+) produce cambios en el pH intracelular con lo cual 
se establece un medio favorable para la acción de caspasas y nuc!easas (Bortner el al .. 
200 l ): además en estudios con células HeLa, al inducir apoptosis con STS, se observó una 
elevación en el pH intracelular para la activación de la apoptosis (Tafani et al., 2002) . De 
igual forn1a al elevar la concentración de potasio externo, se evita que éste salga de la 
célula, ya que se cambia el gradiente de concentración de este catión y se evita así su salida. 
En las pruebas con alto potasio (KCI) se obtuvo una inhibición parcial de la reducción del 
área nuclear, 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 • intracelular durante la fase de ejecución de la 
apoptosis inducida por STS [ 1 µM] en células He La, la cual se ha sugerido, depende de la 
activación de las caspasas de ejecución, de las cuales se ha propuesto que es la caspasa 3 
quien activa a las proteasas encargadas de la condensación de la cromatina y la liberación 
de las histonas nucleosomales (Wu el al.. 2002); sin embargo, la ausencia de resultados de 
inhibición de la reducción nuclear con el inhibidor de la caspasa 3 después de tres h de 
exposición a la STS, y considerando los antecedentes que demuestran la participación de 
esta caspasa en la a poptosis inducida por STS en células He La (Kobayashi el al. , 2000; 
Dü~mann el al., 2003), no podemos asegurar que ésta no participe en el proceso apoptótico. 
lo que podemos sugerir es que la caspasa no se haya activado durante las primeras 3 h de 
exposición a este tóxico, y que los cambios que observamos en el núcleo y el resto de la 
morfología celular se deban a la activación de algún otro efector relacionado con el proceso 
de muerte celular programada. 

El potencial de membrana teórico de las células HeLa en reposo se ubica entre -54 y 
-50 rn V, de acuerdo a los datos obtenidos mediante la ecuación de Nemst, éste se encuentra 
muy cercano al calculado por Dall'Asta y cols (1997) utilizando la misma ecuación y el 
mismo colorante fluorescente en diferentes tipos de celulares adheridos a las cámaras 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 conductaneia al K + externo al hiperpolari zarse con histamina 100 ftM era el 
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mi smo; plH lo tanto, co nsídcramos estos ensayos como un control que demuestra la 
víahi lidad de las células durante los experimentos, ya que la hista1111na es un estímulo 
fisiológico que induce la activación de canales de potas io ac tivados por Ca! · , Jo cual 
ex plica su efecto hipcrpolari zant e (Sauve et al., 1987), esto nos indica que las células se 
encuentran funcionando normalmente (hay pocos canales de K + abiertos, la bomba de 
sodi o-potasio está activa y la [Ca2

' ], es baja). Al ohtener resultados similares en la curva 
co n hi stanrn1a-KCI en todas las pruebas consideramos al es tado de las células como 
aceptable e idéntico en todos los experimentos. Además con es tos ensayos determinamos la 
variac ió n especí fica de la flu orescencia del bisoxonol por mV (aprox. 0.83%), la cual 
resultó estar mu y cercana a Ja reportada de J'}j, por mY (Brauncr el al., 1984). Lo anterior 
sug iere que el indicador del potencial de membrana estaba fun cio nando correctamente, aún 

c uando se usaron diferentes concentrac iones (! pM , 500 nM , 250 nM y 125 nM) en Ja 
so lu ción de 300.000 células I mi. 

De acuerdo a report es reci entes (Bortner el al. , 2001 ), al inducir apoptosis en las 
cél ulas He La. uno de Jos eventos iniciales es Ja despolari zación de la membrana plasmática; 
Ja cual, sugieren estos autores, se debe a Ja inhibición de Ja Na· -K +A TPasa. En nuestros 

ensayos decidimos probar que Ja STS [ 1 pM] despolarizaba la membrana plasmática para 
induci r apoptosis en las célul as HeLa, ya que no se habían report ado el efecto de este 

inductor en este tipo de células , sin embargo un reporte mu y reciente (Dü0mann el al .. 
2003) presentó resultados re lac ionados con lo que nosotros buscábamos. Estos autores 
encontraron que Ja despo lari zac ión de Ja membrana plasmática ( 1 O m V) en las células 
He La. se da a los 30 minutos de que la STS indujo la sa lida del citocromo C de Ja 
rnil ocondri<J , depende de Ja despo lari zación de la membrana de la mitocondria y de Ja 
act ivac ió n de las caspasas efectoras. Nuestros datos muestran un efecto inmediato de la 

STS [ 1 pM] en el PMP. después de 1 minuto de registro, dond e se encontraron 2 respuestas 
diferent es en las células HeLa, un a despolarizantc de 2.47 ±0.72 % y otra hiperpolarizantc -
3.3 ± 1.2J '%, esto no se esperaba ya que se utilizó el mismo lote celular y las condiciones 
en que se cultivaron las células fueron idénticas en todos los experimentos No está claro el 

porqu é de esta diferencia en Ja respuesta a STS [! pM], sin embargo, podemos suponer que 
tal vez se deba a una mayor expresión de canales de K+ o de una mayor cantidad de 
A TPasas de Na+ -K+, en las células H respecto de las células D. Esta diferencia en la 
respucsla inicial (despolari zante o hipcrpolarizante) no se vio reflejada en la muerte celular 
programada, ya que las células tratadas con STS durante 3 h presentaron una morfologí a 
característica de Ja apoptosis en todos los ensayos realizados. por lo tanto en estos ensayos 
no podemos separar a las células en grupos diferentes de respu esta a STS. En los registros 
con STS, a los 5 minutos observamos que ambos grupos celul ares (H y D) aún presentan 
diferencias significativas entre sí, la tendencia de las células O es a a lcanzar cierto nivel de 

despolarización, con Jo anterior podemos afinnar que la STS 1 pM produce un efecto 
despol ari zantc inicial muy temprano en el PMP de las células He la, pertenecientes al 
grupo D; en cuanto al efecto en el PM P de las células H a los 5 minutos estas presentaron 
una gran variabilidad, tanto respues tas despolarizantes co mo hiperpolarizantes en este 
tiempo , por esto no podemos establecer e l resultado final de la estaurosporina en el PMP de 

este grupo celular. Considerando ambas respuestas a STS [ l pM] , tanto al minuto de 
aplicació n como a los cinco minutos, observamos cambios mu y tempranos en el PMP al 
inducir a poptosis con S TS, 1 oc ual no habías ido reportado con a nt erioridad , ya que Jos 

datos de Dü0mann, y cols (2003) muestran despolarización en Ja membrana plasmática de 
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IZT. 
las células HeLa inducid a por la STS 3 µM varias horas después, la cual depende tanto de 
la despolarización de la mitocondria como de la activac ión de las easpasas efectoras . 
La conductancia de una me mb rana está directamente relacionada con la cantidad de 

canak s iónicos abiertos en un tiempo dado. El impacto de un canal iónico en el PMP es 
función de su potencial de invers ión (o potencial de equilibrio ) y también del número de 
canales abiertos, es decir de la conductancia de la membrana. Po r lo tanto si un canal se 
abre y tiene un potencial de in versión diferente al de los canales ya abiertos entonces el 
PM P se moverá en el sentido del potencial de inversión de l canal rec ién abierto , es dec ir 
tenderá a alcanzar el potencial de equilibrio del canal (despolari zando o hiperpolari zando el 
PMP de la célula). Sin e mbargo, e 1 impacto en e 1 P\>1P será fun ción de cuantos e anales 
estén abiertos en el momento en que se abre la conductancia en cuestión. Nuestros datos 
sugieren q uc la S TS a u menta 1 a c onductancia del a m embrana p !asmática d e 1 as cé lulas 
HeLa (H y D), ya que las cé lulas tratadas con STS inhi bieron parci al mente el efec to 
producido por la gramicidina en el PMP, que es una molécul a que fo rma canales catiónicos. 
La conductancia que induce la STS debería tener un potencial de inversión menor a la 
inducida por la gramicidma, puesto que la adición de gramicidina produjo, aún después de 
la STS, la despolarización de la membrana. Los resultados obtenidos sugieren que la 
conductancia abierta por la STS ti ene un potencial de inversión cercano a -30 mV (Fi g. 17). 
Es importante resallar que aún cuando en ambos grupos celulares (H y O) se observó un 
aumento en la conduc\ancia 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 e 1 ni ve l d e d espolari zac ión producida e n 1 as células D , e on 1 o c ual podernos 
suponer que las células H tenían una conductancia mayor probablemente a potasio, que las 
cé lulas D. 

Para confirmar que la inhi bición de la bomba de sodio-potasio era la causante de la 
despolari zación inicial en el proceso apoptótico, utili zamos ouabaína [ l 00 µM], un 
inhibidor selectivo de la bomba de Na+-K+, previo a la aplicac ión de STS [1 ~tM]. Corno era 
de esperarse la ouabaína despolari zó el PMP tanto de las células H corno de las D, tanto al 
minuto, como a los cinco minutos de registro; por lo tanto, la respuesta a ouabaína fue 
similar en ambos grupos de células. Lo cual nos indica que efec ti vamente este inhibidor de 
la bomba tu vo efecto, puesto que al parar a Ja bomba que es un elemento hiperpolarizante 
debe obtenerse despolarización. Sin embargo, aunque no hubo diferencias significati vas 
entre las respuestas en las células H y D, al parecer la inhi bición de la Na+ _K' A TPasa, 
ti ene un impacto más important e en las células H. Además, aparentemente el PMP se 
inclina a alcanzar nuevamente el PMP inicial en las células D, mientras que en las células H 
ti ende a aumentar la despolari zac ión y mantenerla, alej ándose del valor del PMP inicial. 
Aunque estas desigualdades re fl ejan las diferencias entre las células D y H, no hubo 
di fe rencias significativas según las pruebas estadísticas aplicadas, por lo cual no debemos 
conjeturar más acerca de las posibles explicaciones. Al comparar los dalos de 
despolari zación de la ouabaína 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 ouabaína. En las pruebas en las que se utili zó ouabaína [1 00 
¡tM] (un minuto) y STS [l µM] (5 minutos) juntas, se obtu vo el efecto despolarizante 
inicial de la ouabaína en ambos grupos celulares, lo cual apoya la idea de que el efecto de la 
STS es diferente al de la ouabaína probablemente porque STS induj o la apertura de un 
canal catiónico. De acuerdo a las sugerencias de Bortncr y co ls (2001) y Dü0mann y cols 

39 



(2003), la despolarización producida durante la apotos1s es debida principalmente a la 
degradación de la bomb~i de Na· -K'. con lo cual al inh1b1r a ésta con ouahaina se debería de 
bloquear el efecto despolarizante por el estimulo apoptótico; sin embargo al a11adir la STS 

[ l ~Ll'v1], ésta presentó la misma respuesta que mostró cuando se aplicó en ausencia de 
ouahaína. en las células D despolarizó (1 y 5 minutos) y en las células 1-1 hiperpolarizó al 
primer minuto y a los cinco m111utos despolarizó; tomando en cuenta estos resultados en los 
cuales no se muestra inhibición de la respuesta a STS. en ningún grupo de células, al inhibir 
previamente a la Na+ -K · ATPasa, sugerimos que el efecto inicial dcspolarizante de la STS 

l ~1 M en el PMP de las células !-lela es independiente de la inhibición de la bomba de 
sodio-potasio, con lo cual suponemos que tal vez la degradación de la Na+ -K' A TPasa sea 
una consecuencia de toda la cascada apoptótica y no el origen de la despolarización inicial 

de la membrana plasmática, ya que Bortncr y cols (2001) y Dü~mann y cols (2003 ), 
reportan la degradación de las 2 diferentes subunidades a varias horas después de añadido 
el estimulo apoptótico. 

En estudios en los que se ha probado el efecto del FCCP en el PMP de di fercntes 
tipos celulares, se ha observado que este compuesto puede producir respuestas 
hiperpolarizantes (en neuronas de hipocampo) debidas a un incremento en la conductancia 
a K+ (Murai et al, 1997); o despolarizantes causadas por la eliminación de una 
conductancia a K+ (Buckler et al, 1998) y la generación de otra corriente no identificada, 
que en astrocitos se propuso se deba a la apertura de canales de CJ (Junthberg et al, 1997) y 
en las células endoteliales de aorta bovina (BAECs) a corrientes iónicas generadas por el 
movimiento de protones y de Na+ (Park et al, 2002). En cuanto a nuestros resultados del 

efecto del FCCP [ 2µM]ene1PMPde1 as células He Las e o btuvó u na despolarización 
inicial al minuto de aplicación en ambos grupos celulares (O y H). con una segunda fase al 
minuto de haber agregado el FCCP, la cual fue de hiperpolarización en las células D y 
despolarizantc sostenida con una ligera tendencia a la hiperpolarización en las células H. 
Al obtener estos resultados después de la aplicación del FCCP, sugerimos que 
efectivamente este compuesto altera las corrientes iónicas en la membrana plasmática de las 
células, como proponen los autores antes mencionados. Además si aceptamos que el 
bisoxonol es un colorante exclusivo para medir el potencial de membrana plasmática, esto 
nos sugiere que el efecto del FCCP en la fluorescencia del bisoxonol no se debe a cambios 
en el potencial de membrana mitocondrial que es el efecto principal del FCCP. Al comparar 
el efecto provocado por la STS y el FCCP, encontrarnos diferencias ya que la aplicación del 
FCCP en las células D produjo una despolarización mayor al minuto de aplicación que la 
STS, y mantuvo la respuesta alcanzada por la STS a los 5 minutos de aplicación; es decir, 
el FCCP en este grupo de células presentó un efecto muy parecido al de la STS, ya que 
después del minuto de registro al a!ladir STS se inhibió el efecto hiperpolarizante del 
FCCP; en las células H el efecto fue distinto y a que la aplicación previa ( 1 minuto) del 
FCCP inhibió el efecto hiperpolarizante inicial de la STS, es decir solamente se observó 
despolarización tanto al minuto como a los 5 minutos, ya que la despolarización provocada 
por el FCCP al minuto de aplicación fue mantenida después de la aplicación de la STS. Es 
probable que el efecto despolarizante provocado por el 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 células H, tal 
vez se deba a corrientes iónicas similares, sin embargo al inhibir el FCCP el efecto 
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hiperpolarizante de la STS, esto nos sugiere que esta respuesta requiere de una mitocondria 
intacta. 

Nosotros pensamos que la h1pcrpolamación producida por el FCCP en las células D 
se debe a que se están abriendo canales de potasio sensibles al ATP esto provocado por la 
reducción de los niveles del A TP como consecuencia del desacoplamiento de la 
mitocondria inducido por el FCCP; estos canales tienen la característica de que al ser 
fosforilados por la PKC aumentan su actividad (Light el al. 2000). La STS es un excelente 
111hibidor de la PKC (aunque no es selectivo) por lo que esto podría explicar el efecto de la 
STS que evita la hiperpolarización tardía inducida por el FCCP; es decir, una vez instalada 
la conductancia sensible al A TP (hiperpolanzante tardía) entonces la aplicación de STS 
produce una conductancia despolarizantc que se ve parcialmente contrarrestada por la 
conductancia a potasio sensible al A TP. 

IX. CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos con los ensayos de potencial de membrana 

plasmática y de condensación de la cromatina nuclear al inducir apoptosis con [ l pM] de 
STS en las células HeLa concluimos los siguientes puntos: 

A) La STS a una concentración de l µM, después de 3 h de incubación, induce 
apoptosis y algunas de sus características morfológicas de la fase de ejecución: 
encogimiento del citoplasma y condensación de la cromatina nuclear. 

B) El efecto en la condensación del núcleo, después de 3 h de incubación con STS [ 1 
pM], no parece depender de la activación de la caspasa 3, ni de la caspasa 1. 

C) El calcio extraeelular aparentemente no es necesario para la condensación del 
núcleo durante la fase de ejecución de la apoptosis. 

D) La salida de K+ pareciera ser un requisito durante la fase de ejecución y la 
condensación de la cromatina nuclear producida por la STS. 

E) Al minuto de aplicación, la STS [ 1 µM J puede causar dos efectos opuestos en el 
PMP de las células HeLa, uno hiperpolarizante y uno despolarizante. El efecto 
hipcrpolarizante podría requerir de una mitocondria funcional y a que el FCCP lo 
inhibe. 

F) La STS [ 1 pM] inhibe parcialmente el efecto de la gramicidina [ l µM] en el PMP, 
lo cual sugiere que la STS activa una conductancia no selectiva con un potencial de 
inversión cercano a -2 7 m V. 

G) La STS [ 1 ~1M] 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 despolarización a este tiempo. Dicha despolarización no se bloqueo por la 
inhibición de la bomba de sodio-potasio con ouabaína, por lo cual descartamos que 
la inhibición de la bomba sea la razón de la despolarización observada en este 
trabajo. 

H) El efecto de la STS es similar al despolarizante producido por el FCCP [2 ~1M] (al 
minuto de registro), el cual se ha sugerido se debe a movimientos de protones y de 
Na+ en la membrana plasmática, por lo cual es posible que la STS active 
conductancias similares a las del FCCP. 
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X. Al'Él\DICE 

lfrsultatfos completos rc·li:rentes a las pruebas de potencial de 1rn:mhr¡rna plasmática. en las 
di krentes condiciones a las que se sometieron a las células ! le La: todos los valores se 
muestran corno porcenta¡e de !luorescencia con respecto al basal que adquieren las células 
l kLa sin aplicarles ningún tratamiento. 

Resultados para la curva de Histamina-KCI. 

Tratamiento Células D (% F). Tratamiento Células H (% F) . 

Media ±Error Media ± Error 

Histamina 100 µM 1min .9 0257 0.8652 Histamina 100 µM 1 min ·6.9842 1.1364 

KCI 25 mM 1min 10214 1.1654 KCI 25 mM 1min 2.1286 0.7669 

KCI 25 mM 1min 7.25 1.7354 KCI 25 mM 1min 9.0571 1.7557 

KCI 25 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 µM 2min 53.3128 2.1264 Gramicidina 1 µM 2min 52.9786 6.9741 

A B 
Fig 23 Tablas que muestran los resultados en la curva de histamina y KCI, tanto para las células D (AJ, como 
para las células 11 (llL el número Je experimentos fue de n=7, para ambos grupos celulares. 

Resultados al aplicar STS [l µMJ. 

Tratamiento Células O (% F) . Tratamiento Células H (% F). 
Media ± Error Media ±Error 

STS 1 µM 1min 2.4725 0.7217 STS 1 µM 1min -3.3 1.2354 

STS 1 µM 5min 11.8525 1.6629 STS 1µM5min 0.6387 3.5086 

Gramicidina 1 µM 2min 46.1814 3.8621 Gramicidina 1 µM 2min 33.6075 7.4054 

A B 
Fig. 24 Tablas que muestran las respuestas a STS [1 pM], tanto para las células D (/\),como para las células 
H (B); el n(rmero de experimentos fue de n~s, para ambos grupos celulares. 

Respuesta a Gramicidina [l µM). 

Tratamiento Células D (% F) . T ratarniento Células H (% F) . 
Media ±Error Media ±Error 

Gramicidina 1 µM 2 min 58.5475 1 3.9827 Grarnicidina 1 pM 2rnin 47.1 1 3.5547 

A B 
Fig. 25. Tablas que muestran la respuestas a gramicidina [I pM\. tanto para las células D (A), como para las 
células H (B); el número de experimentos corresponde a 11=8 para las células D y n=S en las células H. 
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Resultados al aplicar Ouabaína ¡¡oo µMj. 

Tratamiento Células D (% F) . Tratamiento Células H (% F). 

Media ±Error. Media ±Error. 

Ouabaina 100 µM 1min (n=5) 4.022 1.3208 Ouabaina 100 µM 1min (n=6) 3 4833 0.9844 

Ouabaina 100 µM 5min (n=3) 2.3 0.6285 Ouabaina 100 µM Smin (n=2) 5.4 2 

Ouabaina 100 µM 7min (n=3) 2.26 0.7184 Ouabaina 100 µM 7min (n=2) 6.425 1.3250 

Gramicidina 1 µM 2min (n=5) 44.1 3.4455 Gramicidina 1 µM 2min (n=6) 38.937 3.7463 

A B 
Fig. 26. Tablas que muestran la resruesta a ouabJina [ lOO ~lM]. 1<11110 para las células D (A). como para las 
células H (B); el número de experimentos correspondiente a cada cund1ción se incluye en las tablas. 

Resultados al aplicar Ouabaína 1100 µM 1 y STS 11 µM). 

Tratamiento Células O (% F) . Tratamiento Células H (% F) . 
Media ±Error Media ±Error 

Ouabaina 100 µM 1 min 5.35 2.1876 Ouabaina 100 µM 1min 2.822 0.7016 

STS 1 µM 1min 6.125 3.6349 STS 1 µM 1min -2.82 2.4105 

STS 1µM5min 16.675 3.7676 STS 1 µM 5min -0.7 4.4497 

Gramicidina 1 µM 2min 46.2 10.3670 Gramicidina 1 µM 2min 22.14 8.4386 

A B 
Fig 27. Tablas que muestran Ja respuesta a ouabaína [ 100 ,,M) y STS [ 1 ,,M J. tanto para las células D (A), 
como para las células H (B); el número de experimentos corrcs¡iondiente a las células Des n=4 y n=S para las 
células 1-1 

Resultados al aplicar FCCP 12 µM¡. 

Tratamiento Células D (% F). Tratamiento Células H (% F). 

Media ±Error Media ±Error 

FCCP 100 µM 1min (n=5) 2.78 3.2034 FCCP 100 µM 1min (n=5) 3.92 1.0922 

FCCP 100 µM 5min (n=3) -6.4666 2.4404 FCCP 100 µM 5min (n=2) 1.15 1.5500 

FCCP 100 µM 7min (n=3) -9.1333 2.3250 FCCP 100 µM 7min (n=2) 0.8 2.1000 

Gramicidina 1 µM 2min (n=5) 38.6 3.7954 Gramicidina 1 µM 2min (n=5) 37.7 4.9313 

A B 
Fig. 28. Tablas que muestran la respuesta a FCCP [2 pM], tanto para las células D (A), como para las células 
H (11); el número de experimentos correspondiente a cada condición se muestra en las tablas. 
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Resultados al aplicar FCCP 12 µ1\11ySTS11 µMj . 

Tratamiento Células H (% F). Tratamiento Células D (% F). 

Media ±Error Media ±Error 

FCCP 100 µM 1min 4.88 0.9399 FCCP 100 µM 1 min 7.3 8.0610 

STS 1 µM 1min 5.54 1.2691 STS 1 µM 1min 9.5 9.1924 

STS 1µM5min 6.86 2.5677 STS 1 µM 5min 12 .3 2.5456 

Gramicidina 1 µM 2min 41 .83 5.9193 Gramicidina 1 µM 2min 40.5 16 .8998 

A B 
Fig. 29. Tablas que muestran la respuesta a ITCP 12 ~1M] y STS ! 1 .L1M]. 1an10 rílía las células D (A). como 
para las cé lulas H (B): el número de experi mentos correspondiente a las c~ lul as Des n=2: y n=5 para las 
cé lul"s H. 

Resultados al aplicar FCCP 12 µJ\11 durante 7 ruin y STS 11 µMJ durante 7min. 

Trata miento Células D (% F) 

Media ±Error 

FCCP 100 µM 1min 1.10666 1.3418 

FCCP 100 µM 5min -6 2.2483 

FCCP 100 µM 7min -7.8 1.8534 

STS 1µM1min .7 2.3270 

STS 1µM5min -2.43 1.4199 

STS 1µM7min -1.9 1.5313 

Gramicidina 1 µM 2min 49.6833 3.9014 

Fig. 30. Tabla que muestra la respuesta a FCCP 12 ~1M] y STS [ 1 µM] , solamente para las células D, el 
nlimcro de experimentos corresponde a n~ 3 . 
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