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RESUMEN

El ciclo celular eucarionte posee una maquinaria capaz de interrumpir la progresion de la
division celular a partir de un sistema de sefiales denominado “Punto de Monitoreo
Mitético” (PMM), el cual es activado cuando se presentan defectos en la unién entre
microtubulos y cinetocoro. La exposicion a ciertas drogas anti mitéticas provoca alteraciones
en la dinamica del citoesqueleto de microtubulos y por lo tanto, la detenciéon en mitosis
(«arresto mitdtico») por tiempo indefinido. Por tal motivo, la division celular es considerada un
importante blanco terapéutico para el tratamiento contra el cancer. El paclitaxel (PTX) es una
droga anti microtubulos que impide la salida de la mitosis. Como resultado de la accién del
PTX la célula puede morir en mitosis 0 escapar del arresto a través de un fendbmeno llamado
mitotic slippage. Las células que se liberan de mitosis son detenidas en G1, pueden progresar
a través del ciclo celular o morir por apoptosis en interfase. Ademas, se sabe que el PTX
provoca dafio al DNA y toxicidad en las células que se liberaron del arresto mitdtico. Por otra
parte, nuestro grupo ha demostrado que durante el mitotic slippage, las células sufren
cambios drasticos en la membrana plasmatica similares a los observados en un intento fallido
de citocinesis, debido a que el PTX puede promover la formacion de surcos citocinéticos (SC)
a través de la interaccion de los microtubulos con la membrana plasmatica. Nosotros nos
preguntamos si dichos movimientos de la membrana durante el mitotic slippage se deben a la
formacion de los SC y que si estos son los causantes del dafio al DNA y la toxicidad
observados posteriormente.

El objetivo de este trabajo fue determinar la relacion entre la formacion de SC vy la toxicidad en
células HCT116 tratadas con PTX que fueron liberadas de un arresto mitético prolongado.
Nuestra hipoétesis propone que el paclitaxel favorece la formacién de SC hacia el final de la
mitosis prolongada, provocando dafio al DNA vy, por lo tanto, un aumento en la toxicidad en las
células HCT116.

Como modelo de estudio se utilizé la linea celular HCT116, la cual se sincronizé con timidina y
se tratd con PTX solo o en combinaciéon con agentes anticitocinéticos en los tiempos
establecidos. Primeramente, se obtuvo la concentracion minima efectiva de los agentes
anticitocinéticos a través de ensayos de dosis-respuesta utilizando 3 parametros: el indice de
células binucleadas, efecto citotdxico e indice de células poliploides. Las concentraciones
minimas efectivas para inhibir la citocinesis con un menor efecto téxico y un porcentaje mayor
de células viables fueron 2 ug/ml de citocalasina B (CB) y 50 uM de blebistatina (BBT).
Posteriormente, se analizé el indice mitético en las condiciones en las que fueron tratadas las
células a través de microscopia foténica y citometria de flujo, en donde se observd el mismo
indice mitético para los tres tratamientos analizados. Esto sugiere que el tratamiento de PTX en
combinacién con los farmacos anticitocinéticos no induce variaciones en el tiempo de arresto
y salida de la mitosis respecto al tratamiento exclusivo con PTX. Adicionalmente, se evalud el
dano al DNA inducido con PTX y PTX en combinacién con CB y BBT posterior a la salida del
arresto mitético mediante ensayos con gamma H2A.X a través de citometria de flujo. Esto
mostrd un incremento gradual en el dafio al DNA en células tratadas Unicamente con PTX
posterior a la salida del arresto mitético. En contraste, se observé un decremento en el dafio al
DNA después de la salida del arresto mitotico con el tratamiento de PTX en combinacion con
CB y BBT. Esto podria implicar que el dafio al DNA generado, posterior al arresto mitético, es
atribuido a la induccion de los SC generados por PTX. Contrariamente, la disminucion del
dafno al DNA se asocia a la inhibicion de los SC durante el tratamiento con CB y BBT en
combinaciéon con PTX. Posteriormente, se evalud el efecto citotoxico por citometria de flujo
mediante el andlisis de la poblacién Sub G1. Aqui, se observo un incremento en el dafio al
DNA después del mitotic slippage en células tratadas con PTX, respecto al observado en el
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tratamiento de PTX en conjunto con CB y BBT y un aumento en el porcentaje de células
muertas posterior a la salida del arresto mitético con PTX. Esto sugiere que el efecto citotéxico
observado en el tratamiento exclusivamente con PTX después de la salida del arresto mitético
se asocia con el dafio al DNA y por ende a la induccién de SC. El caso contrario fue
observado en el tratamiento de PTX en combinacioén con las drogas anticitocinéticas,
adquiriendo menor porcentaje de células muertas. Asi mismo, se evalud la capacidad del PTX
para inhibir la citocinesis de células HCT116 en tiempo real a través de microscopia en time-
lapse y observando de manera directa una disminucion en la formacion de SC en células
individuales tratadas con PTX con CB y BBT, y un aumento total de células con SC durante el
tratamiento exclusivo con PTX. Por tal razén, la induccion de SC con PTX promueve el dafio al
DNA y favorece la muerte en células que han salido del arresto mitético.

Los datos obtenidos durante el presente trabajo determinaron que el dafio al DNA y el efecto
citotéxico son generados por la induccion de SC en células HCT116 expuestas a PTX
posterior a la salida del arresto mitético, confirmando la presencia de un mecanismo
alternativo de toxicidad en una fraccion de la poblacion celular.
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ANTECEDENTES

La célula es considerada la unidad basica, funcional y estructural de todos los seres
vivos; entidad que le otorga continuidad a la vida. Una actividad esencial de la célula es
la reproduccion, y la vida depende de la destreza de una sola célula para dividirse.
Todos los seres vivos, desde una bacteria hasta un mamifero son producto de la
constante ronda de crecimiento, division y diferenciacion que se ha mantenido
conservada en el tiempo a través de varios millones de anos sobre el planeta tierra’2.

Desde el momento en que Rudolf Virchow proclamara el famoso “Omnis Cellula ex
Cellula” (una célula deriva de otra célula preexistente), el desafio ha sido comprender y
explicar como la célula se duplica y transmite su informacion genética a la siguiente
generacion, un proceso denominado Ciclo Celular 4.

1. CICLO CELULAR EUCARIONTE.

El ciclo celular es considerado una secuencia de periodos discretos, donde una célula
duplica el contenido genético y posteriormente lo divide en dos células hijas totalmente
independientes; un principio organizador que distingue células procariontes y
eucariontes 5. En procariontes, el crecimiento y la duplicacion del DNA ocurren durante
todo el ciclo celular y los cromosomas duplicados son distribuidos a las células hijas en
asociacion con la membrana plasmatica. En eucariontes, el ciclo celular es mas
complejo y se organiza en cuatro periodos. La progresion entre los periodos del ciclo
celular eucarionte es controlada por una maquinaria reguladora que no solo coordina los
diferentes eventos, sino también asocia el ciclo celular con sefiales extracelulares que
controlan la proliferacion de la célula 8. Aunque ciertas caracteristicas del ciclo celular no
se repiten de organismo a organismo, hay propiedades que son generales a lo largo del
ciclo en células eucariontes 2 3.

Figura No. 1. Las cuatro fases del ciclo celular eucarionte. En la mayoria de las células, las
fases Gap separan a los principales eventos del ciclo celular; fase de sintesis (azul) y fase M
(verde). La fase G1 (rosa) se ubica entre la fase M y la fase S, mientras que G2 ( ) se
localiza entre la fase S y M.
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La mayoria de las células eucariontes coordinan la sintesis de DNA y la segregacion de
los cromosomas para generar una cuidadosa replica de si mismas. Esos eventos son
confinados a periodos denominados sintesis (S) y mitosis (M) °. En células de mamifero,
la separacion temporal de la sintesis de DNA y mitosis permite la existencia de fases
intermedias; Gap 1 (G1) y Gap 2 (G2) que dividen a los dos principales eventos del ciclo
celular©. La fase G1 delimita el final de la fase My el inicio de la fase S; mientras que, Go
separa el fin de la fase Sy el comienzo de la fase M 2.

Un ciclo completo de proliferacion en eucariontes tradicionalmente implica una
progresion secuencial a través de las fases Gi, S, G2 y M ° (Figura No. 1). Las fases G1,
S y G2 son nombradas en conjunto interfase, el periodo méas largo del ciclo celular y
donde ocurre la duplicacion del DNA y el crecimiento celular 2 46,

Las fases G1 y Gz proporcionan el tiempo necesario para que la célula monitoree el
ambiente interno y externo, asegurando que las condiciones sean adecuadas antes de
comprometer la entrada a las fases S y M respectivamente 2. La fase G1 también es un
importante periodo de regulacién, dado que la mayoria de las células pueden
comprometerse en progresar a través del ciclo celular si las condiciones extracelulares
son favorables. Si las condiciones extracelulares son desfavorables, la célula retrasa el
progreso por G+ e incluso entra a un estado de quiescencia conocido como Go, hasta
que las condiciones externas sean nuevamente favorables 2 7. Durante la fase Go, la
célula prepara los componentes necesarios para la division celular y resguarda la
integridad del genoma mediante el “Punto de monitoreo de replicacion”, una maquinaria
molecular que detiene el progreso del ciclo celular en respuesta al dafio del DNA (e.g
radiacion ionizante) antes de progresar por fase M °.

Durante la fase S del ciclo celular, las moléculas de DNA en cada cromosoma son
duplicadas cuidadosamente y empaquetadas por una variedad de componentes
protéicos, incluyendo histonas, condensinas y proteinas reguladoras involucradas en el
control de la expresion génica. Al final de la fase S, cada cromosoma replicado consta
de un par de cromatidas hermanas unidas entre si por complejos multiprotéicos
denominados cohesinas 2 0.

1.1. DIVISION CELULAR.
Posterior al periodo de sintesis de DNA y al transito de G1 y G2 durante interfase, el
segundo evento del ciclo celular es la fase M, que comprende dos procesos importantes:
division nuclear (mitosis) y division del citoplasma (citocinesis) 7 2.

1.1.1.MiToSIs
La division nuclear es un breve periodo donde los cromosomas condensados son
equitativamente segregados en dos nucleos hijos. En animales, la mitosis es mediada
por un aparato bipolar en forma de huso que estd ensamblado en el citoplasma a
manera de fibras radiales, conocidas como “asteres”. Estos asteres se constituyen en
asociacion con los centrosomas, principales centros organizadores de microtubulos
ubicados en polos opuestos de la célula en division 315, Estudios en células mitéticas
demostraron que cada cromosoma posee dos estructuras denominadas cinetocoros,
ubicadas en lados opuestos del cromosoma, sobre una regiéon de cromatina
especializada nombrada centromero 4161719, Esta plataforma (centrémero y cinetocoro)
permite la union directa de los cromosomas a los microtubulos en su respectivo polo.
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Una vez que todos los cromosomas se han unido a los microtubulos, las cromatidas
hermanas son irreversiblemente separadas asegurando que cada célula hija hereda una
copia idéntica del genoma progenitor 18.

La primera persona en observar la mitosis en detalle fue el anatomista aleman, Walther
Flemming (1882) cuyo conocimiento sobre la composicion de los cromosomas era
escaso. No obstante, en la actualidad se sabe que los cromosomas son estructuras
organizadas de DNA, proteina y RNA que cambian dramaticamente de forma durante la
division celular y bajo diferentes condiciones fisiolégicas 913,

Histéricamente, la division del nucleo se ha dividido en cinco fases; profase,
prometafase, metafase, anafase y telofase, definidas por la estructura de los
cromosomas y la posicion de los mismos - Ademas de una maquinaria molecular que
coordina la correcta transicion a través de las etapas de la mitosis, denominada Punto de
Monitoreo Mitético (PMM) y la cual seré detallado en la siguiente seccion (Figura No. 2).

1. En la profase, los cromosomas inician la condensacion dentro de una envoltura
nuclear intacta y los centrosomas replicados comienzan a separarse. Asimismo,
los centrosomas se someten a un proceso denominado maduracion vy
desempefian un papel importante en la formacion del huso mitético, y en el
nucleamiento de microtUbulos para la construccion del mismo 211,

2. Posteriormente, la prometafase comienza con la disgregacion de la envoltura
nuclear, que le permite a los microtubulos del huso mitdético unirse a los
cinetocoros. Cuando los microtubulos que emanan de ambos polos del huso se
han unido exitosamente a los cromosomas (via los cinetocoros), estos son

desplazados a la region central de la célula, formando asi, la placa metafésica '
2,11

3. Durante la metafase todos los cromosomas logran alinearse en el ecuador de la
célula. La actividad de algunos reguladores moleculares termina, y la activacion
del "Complejo Promotor de la Anafase (APC/C del inglés Anaphase Promoting
Complex/Cyclosome) comienza. La accion de la E3 ubiquitin-ligasa APC/C
conduce a la degradacion de varias proteinas, entre las cuales destacan ciclina B
y securina, involucradas en la salida de la mitosis y la pérdida de cohesion entre
las cromatidas hermanas respectivamente 2 1. 12,

4. En la anafase, las cromatidas hermanas se separan de manera sincronizada
hacia los polos opuestos de la célula, mediante el acortamiento
(despolimerizacién) de microtubulos y degradacion de los complejos cohesina
(Anafase A). Posteriormente, los polos del huso se alejan impulsados por la
separacion de los centrosomas con asistencia de microtubulos interpolares
(Anafase B) 111,

5. Finalmente, en la telofase la envoltura nuclear se reconstituye alrededor de ambas
masas de cromosomas cercanas a cada polo del huso, y la cromatina comienza a
descondensarse para formar un par de nudcleos repartidos en las préoximas
células hijas 4 11,
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Por otro lado, la mitosis también puede dividirse en dos principales eventos gobernados por
componentes moleculares del sistema de control del ciclo celular. El primero de ellos consiste
en un incremento en la actividad del complejo proteico ciclina B-Cdk1 (principal regulador de
la mitosis) y otras cinasas (Aurora B, Plk1, Mps1 etc.) que fosforilan una amplia variedad de
sustratos, y suscitan asi el progreso a través de mitosis temprana (profase, prometafase y
metafase). El segundo evento comienza con la ubiquitinacion y degradacién de securina y
ciclina B por APC/C, favoreciendo la separacion de las cromatidas hermanas, desemsable del
huso mitético y el desenlace de la mitosis tardia (anafase y telofase), el cual se abordara con
mayor detalle en la siguiente seccion 2.

PROFASE PROMETAFASE METAFASE ANAFASE TELOFASE

7 Dy /
Ciclina B /y

APC/CCde20

Securina

Abundancia

\ 4

MITOSIS

Figura No. 2. La mitosis. Caricaturas y fotografias que ilustran las distintas fases de la mitosis en
células eucariontes: microtubulos (verde) y cromatina (rojo); 1) Profase, 2) Prometafase, 3) Metafase,
4) Anafase y 5) Telofase. Asi como también los principales eventos moleculares ocurridos durante la
mitosis: Degradacion de ciclina B (barra roja), degradaciéon de securina (barra gris) y aumento en la
actividad de APC/C Cdc20 (barra azul). Imaaen modificada de Alberts B. et al. “The Cell”. 2017.

1.1.1.1.PUNTO DE MONITOREO MITOTICO.

El cinetocoro es un conjunto de complejos multi-proteicos involucrados en el reclutamiento de
los microtubulos del huso mitético. En ciertos casos, cuando los microtdbulos son reclutados a
un solo cinetocoro del cromosoma se denomina unién monotélica. Esta situacion es comudn
durante el inicio de la mitosis y corregida antes del inicio de la anafase. En ocasiones, el
cinetocoro de un cromosoma puede interactuar con microtibulos que emanan de polos
diferentes; tal unién se nombra merotélica. Por otra parte, cuando ambos cinetocoros del
mismo cromosoma pueden unirse a microtubulos que surgen del mismo centrosoma se
designa como sintélica. Dichas uniones aberrantes poseen mecanismos de correccion que
promueven el desensamblaje de los microtubulos y como resultado la presencia de
cinetocoros «libres» (unién monotélica) . Un solo cinetocoro «libre» puede generar sefial
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suficiente para bloquear la progresion del ciclo celular hasta que los microtibulos de ambos
polos se encuentren unidos adecuadamente a su respectivo cinetocoro (unidn anfitélica/
biorentacion). Dicha sefial es liberada por el Punto de Monitoreo Mitético (PMM, por sus siglas
en inglés), un mecanismo de vigilancia ubicado temporalmente en la transicion metafase/
anafase, encargado de supervisar la correcta union de los microtubulos del huso mitético a los
cromosomas y la tension entre las cromatidas hermanas. Cuando tal unién no es corregida, el
PMM evita el inicio de la anafase a través de un complejo efector denominado el Complejo del
Punto de Monitoreo Midtico (CPMM, por sus siglas en inglés).>. 52. 59

De esta manera el PMM se divide en dos niveles de regulacion: el primero e€s de manera
indirecta y consiste en la regulacion de la tensidon entre las crométidas hermanas para generar
uniones monotélicas y el segundo consiste en el reclutamiento del MCC al cinetocoro para
impedir el progreso de la mitosis (Figura No. 3).

El proceso por el cual la célula monitorea la tension entre las crométidas hermanas se da
principalmente con aurora B. Aurora B es una proteina cinasa localizada en la region interna
del centrémero durante la mitosis temprana. Este componente posee un gradiente de
actividad que emana desde la region interna del centrémero hasta alcanzar la region interna y
externa del cinetocoro (red CCAN, KMN 'y componentes de la corona del cinetocoro). Cuando
se generan uniones sintélicas y merotélicas, la tensiébn generada entre las cromatidas
hermanas es irregular y la separacion entre las regiones del cinetecoro y centrbmero son
minimas, por tal motivo aurora B y su gradiente de actividad son capaces de «alcanzar» a
ciertos sustratos y favorecer y/o inhibir su actividad. Entre los sustratos se encuentra MCAK 'y
el sub-complejo Ndc80, componentes importantes en la despolimerizacion y desensamblado
de microtubulos respectivamente, capaces de generar uniones monotélicas. En contraste,
cuando los microtubulos se unen correctamente a los cinetocoros, comienza la atraccion de
las cromatidas hermanas a sus respectivos polos. La tensiéon generada entre las regiones del
cinetocoro y el centrobmero comienzan a incrementar, hasta distar una de la otra. Este
fenémeno trae como consecuencia la inactivacion de aurora B, imposibilitandola para activar
a los elementos desestabilizadores de microtibulos y favorecer la segregacion de las
cromatidas hermanas 6. 7. 18.59, 51,52,

Por otra parte, el mecanismo de tension de aurora B permite el ensamblado del MCC. EI MCC
es un complejo efector compuesto de cuatro subunidades protéicas: Mad2, BubR1, Bub3 y
Cdc20. El ensamblado del MCC se da a partir del reclutamiento independiente de sus
subunidades en los cinetocoros «libres». Cuando Bub3, BubR1 y Mad2 se han ensamblado;
éste ultimo secuestra a Cdc20, un cofactor importante para APC/C durante la mitosis tardia.
Dicho secuestro impide la unién de Cdc20 a APC/C y por tal motivo inhibe la ubiquitinizacion y
degradacion de proteinas importantes hacia el final de la mitosis. Entre los cuales se hallan
ciclina B y securina, proteinas involucradas en el progreso a través de la mitosis. No obstante,
cuando los microtibulos comienzan a unirse al cinetocoro «libre», éstos eliminan a los
componentes del MCC a través de desmantelamiento (“stripping”). Esta eliminacion impide
que el MCC se ensamble al cinetocoro y APC/C sea activado a través de Cdc20. La activacion
del APC/CCde20 implica la degradacion de varias proteinas importantes durante el ciclo celular
de las cuales destacan: securina, proteina importante en la inhibicion de la proteasa separasa.
Esta proteasa se encarga de degradar las cohesinas que mantienen a las cromatidas
hermanas unidas, favoreciendo asi la segregacion de las mismas. Por otra parte, APC/C
también degrada a ciclina B y por lo tanto inactiva a Cdk1; regulador maestro en la maquinaria
del ciclo celular y salida de la mitosis'6. 17. 18,59,
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1.1.2. CITOCINESIS.

El Ultimo paso del ciclo celular finaliza con la citocinesis; proceso por el cual dos células hijas
son separadas posterior a la segregacion de sus cromosomas 20-21. 22, En células animales, la
citocinesis normalmente comienza poco tiempo después del inicio de anafase y representa
uno de los cambios mas dramaticos en el aspecto de la célula que requiere una compleja
reorganizacion del citoesqueleto 22 23, Dicha reorganizacion inicia por la inactivacion de la
proteina cinasa Cdk1 y activacion del complejo E3 de ubiquitin-ligasa, APC/C.

La progresion de la citocinesis en células animales esta constituida de cuatro principales
eventos: 1) Ensamblaje del huso central, 2) Especificacion del plano de division y ensamblaje
del anillo contractil, 3) Formacion del surco de citocinesis y 4) Abscision (escision) (Figura No.
4).

1. La citocinesis comienza después del inicio de la anafase a causa del declive en la
actividad de Cdk1, que a su vez conduce a la reorganizacién del huso mitético y
posteriormente al ensamblaje del huso central. EI huso central es un conjunto de
microtubulos interpolares con orientacion antiparalela que se traslapan en el ecuador de la
célula ayudando a orquestar eventos criticos durante la citocinesis 20. 21, 22, 24, Esta
estructura se origina en gran medida por cuatro componentes protéicos clave que ejercen
distintas funciones en la formaciéon del huso central: 1) PRC1; una proteina (homodimero)
asociada a microtubulos (MAP) y activada por la adicion de un grupo fosfato por Cdk1,
permite el correcto alineamiento de los microtubulos antiparalelos en la region central de
la célula 20. 23,38, 2) Kif4A; una proteina motora tipo cinesina capaz de controlar el tamafio
del huso central suprimiendo la dinamica de los microtubulos antiparalelos y transportando
a PRC1 sobre la region central del huso 24 25, 3) Centralspindilina; heterotetramero
compuesto de dimeros de MKLP1 y CYK-3 se asocian a microtibulos antiparalelos
mediante la cinesina Kif23, favoreciendo el enriquecimiento del complejo en la region
central. 4) El complejo pasajero cromosémico (CPC); a través de la subunidad catalitica
Aurora B, fosforregula componentes importantes del huso central que participan en el
ensamblaje del mismo 26. 27,

2. En células animales, el plano de divisién es definido por la difusion de sefiales entre el
huso y la corteza celular durante anafase temprana. Estudios genéticos vy de
micromanipulacion han establecido que el huso envia dos sefiales a la corteza celular, la
primera se origina a partir del huso central y una segunda deriva de los asteres del huso
mitético 20. 28,29, | g sefal del huso central se origina mediante la activacion de RhoA, una
proteina con actividad de GTPasa que es regulada por Factores de Intercambio de
Nucledtidos-Guanina (GEF, por sus siglas en inglés) y Proteinas Activadoras de GTPasas
(GAP, por sus siglas en inglés), dichos componentes se hallan distribuidos en el ecuador
de la célula e impulsan el ensamblaje del anillo contractil 20. 30, Por otra parte, los
microtubulos en contacto directo con la membrana celular proporcionan una segunda
“sefial de posicionamiento”. Los “microtubulos polares” son altamente dinamicos, no
obstante, un subgrupo de ellos se extiende a través de los cromosomas mitéticos
formando interacciones estables con la membrana celular en el sitio de division (ecuador
de la célula). Contrariamente a los “microtibulos dinamicos” que ayudan a suprimir la
formacion de surcos en polos de la célula 20.31.32,
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Posterior a la especificacion del plano de division, la célula ensambla una red de
filamentos asociada a la membrana, permitiendo la contraccion e ingresion de la misma en
Su region ecuatorial. La red de filamentos es conocida como anillo contractil o de
actinomiosina y su ensamblaje depende de una variedad de componentes estructurales y
enzimaticos. Como ya se habia mencionado en el parrafo anterior; el primer paso requiere
que los microtubulos (asteres) se encuentren distribuidos apropiadamente y RhoA sea
activado. Una vez activado, RhoA promueve el ensamblaje del anillo de actomiosina por
dos principales eventos: 1) Estimula la nucleacion de los filamentos de actina a través de
las forminas y 2) Promueve la actividad de la miosina Il por activacion de la cinasa ROCK y
citron-K, que a su vez, fosforilan a Ser19/Thr18 activando la cadena ligera de miosina
(MLC, por sus siglas en inglés) 20.30. 33, RhoA, actina y miosina Il son concentrados en el
ecuador de la célula a través de un tercer componente estructural conocido como anillina,
una proteina de andamiaje que forma parte del anillo contractil y que asocia la membrana
celular con sefiales del huso central. La organizacion y funciéon del anillo contractil también
involucra el ensamblaje de otros componentes, como filamentos de septina y fosfolipidos
especificos 20 34.35,36,37,

Posterior a su ensamblaje, la contraccion del anillo de actomiosina provoca la invaginacion
de la membrana plasmatica en la region ecuatorial de la célula, permitiendo la formaciéon
de un surco citocinético. El modelo clasico, «Modelo del anillo contractil» propone que la
acumulacion de actina y miosina Il en el ecuador de la célula conduce a la formacion de
«filamentos contractiles» (semejante al mecanismo generador de fuerza en los sarcomeros
del musculo), y de ésta manera, generar el deslizamiento de miosina Il sobre los filamentos
de actina, analogo a un “corddén de bolsa” 20 39 40, Varios modelos combinan la fuerza
contractil sobre la region central y la relajacion en los polos para explicar por qué las
células se alargan en los extremos y al mismo tiempo merman en el ecuador durante la
citocinesis. Como ya se ha sefialado, el modelo clasico explica unicamente la formacion
de surcos en la region central de la célula, comprendiendo a miosina Il, actina y factores
reguladores bajo el control de la GTPasa RhoA como una sefial originada a partir de un
grupo de microtubulos ubicados en el ecuador de la célula 43, Por otra parte, modelos
alternativos como el «modelo de relajacion astral/polar» y el «modelo de estimulacion
ecuatorial» describen a los microtubulos astrales capaces de estabilizar la dinamica de la
membrana en la region polar y establecer interacciones estables con la misma en la region
central de la célula, asi como también, inhibir la actividad de RhoA en las regiones polares
y controlar la dinamica del anillo contractil 41. 42,43, No obstante, el progreso para entender
la maquinaria molecular, el exacto arreglo espacial y el mecanismo que genera la fuerza
del anillo contractil asi como la formacion del surco citocinético sigue siendo poco
entendido hasta la el dia de hoy 20. 39,

Finalmente, la separacion de dos células hijas requiere de la ruptura de la membrana,
proceso denominado absicion (escision). Esta separacion depende del desensamblaje y
remocion de estructuras citoplasmaticas que conectan a ambas células, incluyendo
componentes del anillo contractil (e. g filamentos de actina) y del huso central (e. g.
microtubulos) 4°. No obstante, durante el inicio de esta fase, la progresiva compactacion
del anillo de actomiosina forma un puente intercelular (/CB, por sus siglas en ingles) que
conecta a las dos células hijas. Al mismo tiempo, la compactaciéon de los microtubulos del
huso central forman una estructura denominada «cuerpo medio», una plataforma de
microtubulos necesaria para el apropiado reclutamiento y organizacion de proteinas que
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regulan el evento final de la citocinesis 22 46, Posteriormente, el ICB se somete a una
extensa remodelacion en la arquitectura y composicion de la membrana plasmatica a
través de vesiculas denominadas endosomas, encargadas de la liberacion de
componentes protéicos requeridos para inducir la despolimerizacion de los filamentos de
actina (e. g. Fosfatasa OCRL) e inhibir la actividad de la GTPasa Rho (e. g. Inhibidor
pP50RhoGAP), generando como resultado un surco secundario en el ICB y estableciendo el
sitio de escision de la membrana 46 47. 48, Por otra parte, los endosomas también
contribuyen al proceso de escision a través del reclutamiento del complejo ESCRT Il
(endosomal sorting complex required for transport Ill) y algunos componentes cataliticos
(e. g. Spastina, VPS4, CPC etc.) coordinando asi, la deformacion y escision de la
membrana durante la abscision 20. 22, 46, 48, 49, 50

En resumen, la division celular es el proceso por el cual una célula origina dos células hijas
genéticamente idénticas. Cada cromosoma es replicado antes del comienzo de la mitosis y
ambas células hijas reciben exactamente una copia de cada cromosoma. Esta compleja serie
de eventos ha sido dividida en dos procesos: la mitosis, en el cual los cromosomas son
separados y transportados a extremos opuestos de la célula vy la citocinesis, en donde la
célula se divide fisicamente para formar dos células hijas independientes. La preservacion de
la integridad genética requiere que la célula se divida solamente después de asegurar la
segregacion de los cromosomas. Alteraciones en tiempos criticos de la division celular
conduce a pérdidas y ganancias de cromosomas completos, una condicién conocida como
aneuploidia y asociada a enfermedades como el cancer 6. 57

Anillo contractil.

Figura No. 4. La citocinesis. Caricaturas y fotografias ilustran diferentes estados de la citocinesis:
microtubulos (verde), anillina (rojo); A) Los cromosomas son alineados en la placa metaféasica gracias
a los microtubulos del huso. B) El ensamblaje del huso central se da a partir de la interaccion de los
microtubulos interpolares. C) Se sefiala el plano de division y el ensamblaje del anillo contractil.
Ademas, llevar a cabo la formacion del surco de citocinesis. D) Finalmente, se compacta el huso
central para dar origen al cuerpo medio y guiar la abscision. Imagen modificada de D’Avino, P. et al.
“Cvtokinesis in Animal Cells”. 2015.
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2. DROGAS ANTIMITOTICAS Y SU IMPORTANCIA EN EL ESTUDIO DE LA DIVISION
CELULAR

El cancer se refiere a un grupo de enfermedades de crecimiento anormal causada por una
alta capacidad adaptativa de las células tumorales sobre un nicho especifico. Como
resultado, las células cancerosas poseen elevadas tasas de proliferacion e invasion mediante
un ciclo celular hiperactivo y por lo tanto, incontables rondas de division celular. Por esta
misma razoén, la division celular es considerada un excepcional blanco terapéutico para el
tratamiento contra el cancer, siendo una fase del ciclo celular importante en el mantenimiento
y distribucion del genoma. Como consecuencia, la capacidad replicativa de la célula puede
interrumpirse al exponerse a ciertos agentes quimicos o fisicos durante la fase M del ciclo
celular 1. %2, Dentro de los agentes quimicos, las drogas antimitéticas forman parte del
régimen de quimioterapia para tratar muchos tipos de cancer (Tabla No.1). Particularmente,
existe un grupo de agentes antimitéticos dedicados a perturbar la dinamica de los
microtubulos del huso, impidiendo satisfacer el Punto de Monitoreo Mitético (PMM o SAC, por
sus siglas en inglés), un sistema molecular ubicado temporalmente en mitosis y encargado de
monitorear la correcta uniéon de los microtubulos y cinetocoros y, por ende, el progreso a
través del ciclo celular 93,54, 95,

A Microtibulo B

e

Heterodimero

B a

< Sitio de union a
@ é - .

Sitio de. union
colchicina

epotilonas

8 nm [ . Sitio de unién a

Sitio de unién
vinca

Region transversal de un
microtubulo

Molécula de
paclitaxel

Figura No. 5. Los agentes antimicrotibulos se unen directamente a tubulina. A) Distribucion
de a (verde) y B (azul) tubulina, y su asociacion en un polimero denominado microtubulo. B) Las
drogas antimicrotubulos poseen diferentes sitios de union sobre el heterodimero de a y B-tubulina.
C) Interaccion del paclitaxel (rojo) en la region interna de los microtubulos del huso mitdtico.
Imagen modificada de DeVita V. et al. “Cancer: Principles & Practice of Oncology”, 2014.

2.1. DROGAS ANTI MICROTUBULOS
Las drogas anti microtibulos o agentes de union a tubulina (TBAs, por sus siglas en inglés)
son farmacos quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento contra el cancer 8 59 60, Estos
agentes se unen a heterodimeros de a y B-tubulina, componente dindmico y estructural de los
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microtubulos y principal constituyente del citoesqueleto. Los microtubulos tienen un papel
clave en ciertos eventos importantes, por ejemplo: motilidad, trafico intracelular y division
celular. Interferir con la dinamica de los microtibulos durante la divisién celular genera
uniones inestables e impide la union entre los microtubulos y los cinetocoros, esto resulta en la
activacion del PMM; mecanismo encargado de detener a las célula en mitosis por tiempo
indefinido hasta corregir los errores relacionados con la dinamica del huso mitético. Dicha
detencion durante mitosis se denomina «arresto mitotico» y puede prolongarse en la
presencia de tales drogas promoviendo asi la muerte celular. Informacién sobre la respuesta
celular con agentes anti microtubulos sera detallado en las siguientes secciones %8 60,

Las drogas que actuan sobre los microtubulos pueden estar divididas en dos principales
grupos de acuerdo a su mecanismo de accion; como agentes que desestabilizan
microtubulos (MDA’s, por sus siglas en inglés) o agentes que estabilizan microtubulos (MSA's,
por sus siglas en inglés). Dentro de las drogas desestabilizadoras de microtubulos se
encuentran la colchicina y los vinca alcaloides, siendo estos Uultimos, introducidos en la
década de 1970 para el tratamiento de leucemias, y en asociacion con otros farmacos para
tratar un amplio rango de canceres. En contraste, la colchicina no contribuye al tratamiento
contra algun tipo de neoplasia 60. 61,

Los MDAs inhiben la polimerizacion de microtubulos cuando se presentan en altas
concentraciones y la mayoria de estos agentes interactian con uno de los dos dominios de
unién a tubulina; ya sea el «dominio vinca» o0 el «dominio colchicina». Los agentes que se
unen al «dominio vinca» incluyen a los vinca alcaloides (vinblastina, vincristina y vinorelbina),
criptoficinas y dolastatinas, obstaculizando la unién de dos heterodimeros de a y B-tubulina y
el ensamblado de los microtdbulos a través de la interaccion en sus extremos positivos. Por
otra parte, los agentes que se unen al «dominio colchicina» incluyen propiamente a colchicina
y sus analogos (podofilotoxina, combrestatina, 2-metoxioestradiol, esteganacinas y curacinas),
uniéndose a heterodimeros solubles de tubulina, y de esta manera impedir la polimerizacion
del citoesqueleto de microtubulos.

Finalmente, los MSAs conforman un grupo de agentes que estabilizan a los polimeros de
tubulina evitando la despolimerizacion de los mismos. Dentro de este grupo se incluyen a los
taxanos, epotilonas, ixabepilones, laumalidalide, peloruside A y dictiostatina. La mayoria de
los agentes estabilizadores de microtubulos se unen al «dominio taxano» sobre B-tubulina, el
cual esta localizado en la superficie interna de los microtubulos (Figura No. 5). No obstante, el
grupo de los laumalidalides y peloruside A, son considerados en interactuar sobre un nuevo
dominio en B-tubulina 60 - 66,

2.2. TAXANOS.

Los taxanos fueron los primeros agentes estabilizadores de microtlbulos identificados en su
clase. Estos compuestos son comunmente usados en el tratamiento de varios tumores solidos
66,67, |Los taxanos son dipertenos (terpenos de 20 carbonos) producidos a partir de arboles de
coniferas del género Taxus y como su nombre lo sugiere, se derivaron de fuentes naturales y
posteriormente producidos de manera semisintetica (Tabla No. 2) 68, Los taxanos clasicos
como; el paclitaxel y docetaxel, asi como los més recientes; cabazitaxel y paclitaxel unido a
nanoparticulas de albumina (Nab-paclitaxel) son catalogadas como drogas mayormente
usadas en el tratamiento contra varios tipos de cancer (Tabla No. 1; Tabla No. 2) 67,
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Tabla No. 1: Uso de agentes que afectan el uso mitético en quimioterapia.

Farmaco

Tipo de céancer

12 linea

22 linea

3?linea

Vincristina

Linforna Hodking

Linforna no Hodking

Tumor neuroectodérmico primitivo

Vinblastina

Tumor de células germinales de testiculo

Vinorelbine

Céancer de mama metastasico

Cancer de ovario recurrente

Cancer de pulmon (tratamiento adyuvante)

Paclitaxel

Cancer de mama (tratamiento adyuvante y
neoadyuvante)

Cancer de mama metastéasico

Cancer gastrico avanzado

Céancer de cabeza y cuello (tratamiento
neoadyuvante)

Céancer de pulmoén enfermedad metastasica

Cancer de pulmon (tratamiento adyuvante)

Cancer de testiculo platino resistente

Céancer de cérvix metastasico

Angiosarcoma

Docetaxel

Céancer de mama (tratamiento adyuvante y
neoadyuvante)

Céancer de mama enfermedad metastasica

Céancer de prostata hormono refractario

Céancer de cabeza y cuello (tratamiento
adyuvante y neoadyuvante)

Cancer gastrico enfermedad avanzada

Cancer de ovario recurrente
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Tabla No. 2: Principales compuestos de la familia de los taxanos, caracteristicas generales y
estructura quimica.

Nombre del ., Estructura
. Descripcion L
farmaco guimica

Principal taxano y un agente anticanceroso
de amplio espectro. Actualmente usado en
Paclitaxel el tratamiento de carcinoma de ovario y
(Taxol®) mama; es también efectivo en el
tratamiento de canceres de pulmon,
cabezay cuello, vejiga y eséfago 67. 71 72

—
Segundo taxano detectado y sintetizado a \/ © %g o "L o
partir del precursor inactivo 10- Aoy JLO,_}:( 7 7"
Docetaxel desacetilbaccatina lll, siendo mas soluble "o H\?éﬁ , )’H
en agua y mas potente comparado con el N0 Oir"
paclitaxel 67 (j 0

Tercer componente en su clase,
cabazitaxel (Jextana®), es un taxano
semisintético y seleccionado en pruebas

Cabizataxel clinicas debido a su nula afinidad a
(Jextana®) bombas dependientes de ATP
relacionadas a la resistencia de farmacos
(MDR) y su alta citotoxicidad in vitro
comparada con paclitaxel y docetaxel 67. 69

Forma soluble del paclitaxel asociada a
nanoparticulas de albumina (Nab-

Nab- paclitaxel) que resulta en el mejoramiento
Paclitaxel de la farmacocinética y farmacodinamica
(Abraxane®) del paclitaxel, neutralizando la

hidrofobicidad heredada por la familia de
los taxanos 67

2.2.1. PACLITAXEL (TAXOL ®).

El paclitaxel (mejor conocido como Taxol®) es el primer miembro de la familia de los taxanos
en ser usado en la quimioterapia contra el cancer y el primer compuesto de esta clase.
Descubierto aproximadamente 50 afios atras como parte de un programa del [nstituto
Nacional del Cancer de los Estados Unidos (NCI) en el que extractos de miles de plantas
fueron analizados para determinar alguna actividad anticancerosa 67. 70, Monroe E. Wall y
Mansukh C. Wani en el afio 1967 aislaron un extracto crudo de la corteza de Taxus del pacifico
(Taxus brevifolia), ubicado en el antiguo bosque del Noroeste del pacifico. Esto permitio
impulsar estudios preclinicos sobre la actividad citotoxica del paclitaxel contra varios tumores
malignos (Tabla No. 2) 7. 72, Finalmente, el paclitaxel fue aprobado formalmente por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) en el afno 1992 para el tratamiento contra el cancer de ovario. Dado a su efecto
farmacoldgico el paclitaxel logré desarrollarse de manera inmediata en la investigacion clinica
gue se conoce hasta la fecha ¢4,
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El mecanismo de accion del paclitaxel fue inicialmente definido por Horwitz S. y Schiff P. en
1979 75, demostrando que este agente puede unirse a la superficie interna de los
microtubulos, en un sitio especifico sobre B-tubulina (dominio de unién a taxanos) 76. Por otra
parte, investigadores observaron que cuando las células son tratadas con agentes
antimitoticos como el paclitaxel, el nimero de células mitdticas incrementa dramaticamente
con el tiempo, teniendo dificultades para satisfacer el PMM y posteriormente la division celular
59.73, Esto se debe a que el paclitaxel altera la constante tasa de disociacion de tubulina en
ambos extremos del polimero, estabilizando el polimero y suprimiendo procesos importantes
en la dinamica y formacion del citoesqueleto de microtibulos 77. En consecuencia, se
interrumpe la dinamica del huso mitético impidiendo la formacion de uniones estables entre
cinetocoro y cromosomas, favoreciendo las sefiales que emergen del cinetocoro y que son
capaces de ensamblar al MCC, el cual difunde diferentes sefiales para ser comunicadas a la
maquinaria del ciclo celular, obstaculizando asi, el progreso a través de la fase M tardia
(segregacion de los cromosomas) y favoreciendo el arresto durante la mitosis.

3. DESTINO CELULAR INDUCIDO POR PACLITAXEL.
3.1. ARRESTO MITOTICO.

La activacion de la Cinasa dependiente de ciclina 1 (Cdk1) por ciclina B provoca que las
células entren a mitosis. En una metafase habitual, la activacion del PMM mantiene los niveles
altos de ciclina B como resultado de la inhibicion del APC/C, una E3 ubiquitin-ligasa
encargada de «marcar» a ciclina B para su degradacion a través del proteosoma. La
degradacion de ciclina B es interrumpida por la actividad del PMM hasta el momento en que
los cromosomas se encuentren correctamente alineados (biorientados). Sin embargo, en la
ausencia de dicho estado, los cinetocoros libres reclutan y activan a proteinas del MCC
(Mad2, Bub3, y BubR1), posibilitando el ensamblado de un uUnico complejo capaz de
secuestrar a Cdc20, y por lo tanto inhibir a APC/C; manteniendo constantes los niveles de
ciclina B y el arresto en metafase/anafase °° 54 78, Por otro lado, cuando todos los microtubulos
se han unido apropiadamente a los cinetocoros; Mad2, Bub3, y BubR1 ya no son requeridos
en el cinetocoro y Cdc20 es liberado para activar a APC/C, conduciendo a la degradacion de
ciclina By el inicio de la anafase 9.

En contraste, cuando la célula entra a mitosis en presencia del paclitaxel, los cinetocoros
nunca son capaces de formar uniones apropiadas con los microtubulos del huso. Esto resulta
en la activacion permanente del SAC, activacion constitutiva del complejo Cdk1-Ciclina B y
consecuentemente un arresto mitético prolongado ©°.

3.1.1.MUERTE CELULAR DURANTE LA MITOSIS.
Se ha establecido que en células tratadas con paclitaxel, el arresto persiste hasta que la
célula muere o escapa de la mitosis (Figura No. 6) °°. Dicho de otra manera, el arresto
prolongado durante mitosis esta vinculado a la muerte celular inducida por paclitaxel (y a
otras drogas antimitéticas) 74. No obstante, el proceso detallado por el cual esta droga mata a
las células hasta ahora no es del todo claro. A pesar de ello se han descrito varios factores
gue pueden inducir muerte celular durante un arresto mitético prolongado 79 0. Algunos
estudios han destacado una via de muerte celular por apoptosis que involucra a la proteina

Mcl-1 (miembro de la familia Bcl-2 de proteinas anti-apoptéticas) como el factor determinante
52,80
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Mcl-1 al igual que los miembros anti-apoptoticos de su familia, interacciona con proteinas pro-
apoptoticas (e. g. Bak, Noxa y Bim) ¢1. 101, De esta manera, Mcl-1 previene la permeabilizacion
(formacion de poros) de la membrana mitocondrial y por ende, evita la liberacién de factores
mitocondriales (e. g. citocromo ¢) involucrados en la activacion de la via de muerte celular por
apoptosis. A diferencia de la expresion constante de Bcl-2 durante el ciclo celular, la expresion
de Mcl-1 incrementa durante el arresto mitdtico 82 59, Esto le permite a la célula inhibir la
apoptosis, adquirir tiempo necesario para corregir errores y direccionarse a un destino celular
en particular. No obstante, los niveles de Mcl-1 durante el arresto mitético son breves y
disminuyen gradualmente a medida que la proteina cinasa p38, Cinasa Jun N-terminal (JNK),
Caseina Cinasa Il (CKIl) y Cdk1 fosforilan a Mcl-1, favoreciendo su interaccion con FBW?7, un
componente de union al complejo de E3 Ubiquitin-Ligasa SCF, encargado de ubiquitinizar a
Mcl-1 para finalmente llevarlo a su degradacion a través del proteosoma. Por otra parte, si los
niveles de Mcl-1 no son lo suficientemente bajos para inhibir a Bak durante el arresto mitético,
la apoptosis sera efectuada antes de que la célula pueda escapar de mitosis 52 €0. 81

Figura No. 6. Destinos celulares inducidos con paclitaxel. a) Ciclo celular, b) La célula es arrestada
en mitosis a través del tratamiento con paclitaxel. ¢) La célula muere por apoptosis durante el arresto
mitoético prolongado. d) La célula escapa del arresto mitético prolongado (mitotic slippage) e inicia
nuevamente al ciclo celular e) Células expuesta a bajas concentraciones de paclitaxel entran a
interfase acompariadas de varias rondas de sintesis del material genético. f) Las células expuestas a
bajas concentraciones de paclitaxel son arrestadas en la fase G1 por la proteina p53. g) Las células
que salen del arresto mitético mueren en el subsecuente ciclo celular por una respuesta de dafio al
DNA dependiente de la proteina p53.
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3.2.“EscAPE DE MiTosIsS” (MITOTIC SLIPPAGE).
Por otra parte, la salida de la mitosis después de un arresto prolongado es un fendémeno
recientemente caracterizado que involucra la competencia con la maquinaria de apoptosis
(ver “Cancer Cells Display Profound Intra and Interline variation following prolonged exposure
to Antimitotic Drugs” por Gascoigne K.y Taylor S.) 54,

Durante una mitosis normal, el final es orquestado por la degradacion de ciclina B y la
inactivacion de Cdk1. Entre los principales factores que favorecen la salida de mitosis se
encuentra APC/CCde20  cuya actividad es responsable de controlar los niveles de ciclina B
cada que el PMM permanece inactivo. A pesar de ello, el PMM no arresta a la célula en
mitosis de manera incesante, por lo cual la célula puede salir de mitosis sin requerir de la
actividad de APC/CCdc20, Dicho de otra manera, aunque APC/CCde20 sea inactivado por el PMM
durante el arresto mitodtico, los niveles de ciclina B paulatinamente descienden hasta superar
un umbral requerido para mantener a la célula en mitosis; en consecuencia, la célula se
«libera» 0 «escapa» en un proceso conocido como “Mitotic Slippage” 2. 78. 3,

Tan pronto como la célula se haya liberado del arresto mitético, numerosos resultados se han
sido descritos: algunos estudios demuestran que un determinado numero de células entran
nuevamente al ciclo celular y se someten a constantes rondas de division celular; son
arrestadas en fase G1 del ciclo celular; o mueren por apoptosis en interfase 54 78, 84,

3.2.1.PROGRESION A TRAVES DEL CicLO CELULAR.
La salida del arresto mitético inducido por paclitaxel es considerada un evento anormal que
ocurre en la ausencia de anafase y citocinesis. Las células entran a interfase, que involucra
reformacion de la membrana nuclear, descondensacion de la cromatina en numerosos
nucleos (multinucleacion) y fragmentacion del DNA, ademas de células con un contenido de
DNA tetraploide (> 4N). A pesar de los eventos tan drasticos que experimentan las células, se
ha determinado que en bajas concentraciones de paclitaxel (10 nM), las lineas celulares de
carcinoma de colon (HCT116), ovario (A2780) y leucemia (K572) salen del arresto mitético y

entran a interfase seguido de varias rondas de sintesis del material genético (Figura No. 6e) &>
87

3.2.2. ARRESTO EN INTERFASE.
El tratamiento con paclitaxel en bajas concentraciones (3 - 12 nM) causa la detencién del ciclo
celular en la fase G1 (Figura No. 6f), tales células detenidas en Gy no son multinucleadas, sino
mononucleadas. Por tal motivo, las células que salen del arresto mitético se dividen de forma
anormal generando mas de dos células interfasicas con contenido genético sub-Gy (< 2N).
Aunque dicha poblacion representa células muertas, las células en sub Gi evaluadas
mediante TUNEL (ensayo para medir muerte celular) demostraron ausencia de células
muertas. Este hecho indica que la detencién del ciclo celular durante G1 se efectia después
del arresto mitético, dado que las bajas concentraciones de paclitaxel al igual que las

concentraciones «estandar» alteran la dinamica de la mitosis, aunque no de la misma manera
86 86

Por otro lado, durante el arresto mitético transitorio (0.5 - 4 h) causado por bajas
concentraciones de paclitaxel, la transcripcion es inhibida y los niveles de p53 incrementan y
se estabilizan. Curiosamente, dicha acumulacién de p53 se muestra acompafiada de la
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proteina p21 (CKI importante en la detencién de la fase G+) durante el arresto mitético; hecho
no observable en células tratadas con altas concentraciones de paclitaxel (25 - 100 nM), en
donde solo se manifiestan los niveles de p53 sin p21. Por esta razodn, el arresto mitético
transitorio resulta en el arresto en Gy del segundo o incluso tercer ciclo celular, demostrando
que hasta 4 h de arresto en mitosis es suficiente para favorecer el arresto en G1 dependiente
de p53 86,87,

Figura No. 7. Mecanismo clasico de citotoxicidad inducido por paclitaxel. Durante un arresto
mitético prolongado los niveles de Mcl-1 (factor anti apoptotico) disminuyen gradualmente,
favoreciendo el aumento en la actividad de Bak (factor anti apoptdtico) y promoviendo la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial y la apoptosis.

3.2.3.MUERTE DURANTE INTERFASE.
La apoptosis inducida con paclitaxel ocurre durante el arresto mitdtico o posterior a una salida
de mitosis anormal (mitotic slippage). Si bien, los diferentes farmacos antimitéticos inducen un
grado muy parecido de muerte celular durante el arresto mitético, su capacidad para causar
apoptosis después del mitotic slippage parece ser muy variable. 8. 9,

Se ha reconocido al paclitaxel como un farmaco capaz de favorecer la muerte celular después
del mitotic slippage (Figura No. 6g), promoviendo la formacion de células multinucleadas con
importante dafio al DNA, y consecuentemente una respuesta asincrénica durante apoptosis
dependiente de p53 88,

4. MECANISMO DE TOXICIDAD GENERADO POR EL PACLITAXEL.
El paclitaxel ejerce un efecto citotoxico dual a través de dos mecanismos distintos vy
dependientes; el primero de ellos ocurre durante la mitosis, el cual serd nombrado como
«mecanismo clasico», mientras que el segundo se da en células interfasicas que han
escapado del arresto mitético y denominado «mecanismo alternativo». Ambos procesos
favorecen la apoptosis a partir de la regulacion de genes implicados en la muerte celular a
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través de la induccion de una respuesta de dafno al DNA en células que se han liberado del
arresto mitético €.

4.1. MECANISMO CLASICO.
Como ya se ha revisado en la seccién 3.1.1. del presente trabajo. El mecanismo clasico de
toxicidad engloba una serie de procesos moleculares que tienen como resultado la muerte
celular durante la detencion mitética. No obstante, el mecanismo detallado y los factores
involucrados no han sido del todo estudiados.

Existen estudios que sefialan algunos factores implicados en la muerte durante la mitosis;
Wertz |. et al. (2011) y Chu R. et al. (2012) definieron un mecanismo molecular que involucra la
degradacion de Mcl-1 y la activacion de la apoptosis como la principal maquinaria de muerte
celular durante el arresto mitético (Figura No. 7) 8081, Por otra parte, Yan V. W et al. (2007)
describieron que células humanas HCT116 tratadas con drogas antimitéticas adquirieron dano
al DNA durante el arresto mitético. No obstante, dicho dafo al DNA no recluta componentes
involucrados en la respuesta de dafio al DNA (DDR, por sus siglas en inglés) durante el
arresto mitotico, sino, el reclutamiento ocurre cuando las células se encuentran temporalmente
localizadas en el siguiente ciclo celular. Asi mismo, la respuesta a la apoptosis en relaciéon con
el dafio al DNA durante mitosis es escaso, con un 99% de células viables después de varias
horas de tratamiento 0. De esta manera, el dafo observado mediante y H2A.X durante la
mitosis No parece estar relacionado al dafio convencional estudiado durante el mecanismo
alternativo de toxicidad 88. 90,

4.2. MECANISMO ALTERNATIVO.

Comparado con el mecanismo clasico, el mecanismo alternativo de toxicidad sigue siendo
poco comprendido. A pesar de ello, estudios previos comparan probables mecanismos
moleculares y celulares por los cuales el paclitaxel genera muerte celular después del arresto
mitético. Shi J. et al. (2014) identificd la formacion de pequefios nucleos como un proceso
caracteristico de células que escaparon del arresto mitético después del tratamiento con
paclitaxel. La formacion de dicho fenotipo es probablemente causada por la formacion de
células multipolares; en donde cada polo atrae un conjunto de DNA hacia su respectivo
extremo de la célula durante el arresto mitético. En consecuencia, el ensamblado de la
envoltura nuclear y la condensacion de la cromatina en células después del mitotic slippage
genera células multinucleadas con evidente dafio al DNA y una respuesta apoptdtica
dependiente de p53. No obstante, este hallazgo no ha sido del todo comprobado 8. Por otro
lado, existe un mecanismo adicional por el cual se presenta un efecto citotoxico en células
postmitéticas; de acuerdo a estudios previos de Orth D. et al. (2008) y Shi J. et al. (2014) la
activacion parcial de caspasas y de la DNasa activada por caspasas (CAD, por sus siglas en
ingles) genera dafo al DNA y muerte celular dependiente de p53 en células tratadas con
paclitaxel 8889,

En un trabajo previo de nuestro grupo ( ver Andonegui M. A. et al. (2016)) se observé que tan
pronto la célula escapa de mitosis en la presencia de paclitaxel, comienza un «intento fallido
de citocinesis»; el cual resulta ser mas enérgico que el «membrane blebbing» durante la
apoptosis, de acuerdo a las observaciones en células individuales realizadas a través de
microscopia por time-lapse °2. Por otra parte, Sahannon, K. et al. (2005) elucidaron en elucidar
un mecanismo desconocido del paclitaxel durante la citocinesis; el paclitaxel promueve la
estabilizacion de los microtubulos asociados a la corteza celular, dicho evento posiciona la
formacion de algunos surcos citocinéticos, aunque algunos mantienen un numero anormal de
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invaginacion o se encuentran mal posicionados antes que la célula salga del arresto mitético.
No obstante, todas las invaginaciones de la membrana coinciden con los microtubulos
asociados a la corteza celular, confirmando que los microtubulos estabilizados con paclitaxel
pueden especificar la formacion del surco citocinético en el sitio en el que hacen contacto con
la corteza celular =2,

Referido a lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo caracterizar un mecanismo
alternativo de toxicidad generado por paclitaxel (Figura No. 8a). Por tal motivo, se hipotetizd
que la induccion de las contracciones en la membrana plasmatica observadas por Andonegui
M. A. et al. (2016) son una consecuencia del fenémeno descrito por Sahannon, K. et al. (2005)
en células tratadas con paclitaxel (Figura No. 8b), el cual es la causa del dafio al DNA y
citotoxicidad por un mecanismo diferente a la muerte durante la mitosis.

Figura No. 8. Mecanismos alternativos de citotoxicidad inducidos por paclitaxel. a). Shi J. et al.
2014 describe la formacion de “clusters” de DNA debido a que cada polo de la célula atrae un
ndmero determinado de cromosomas posterior al tratamiento con paclitaxel. b) EI mecanismo
alternativo de toxicidad; describe que la induccién de surcos por el paclitaxel a lo largo de toda la
corteza celular es el principal factor que favorece el dafio al DNA y en consecuencia, la muerte
celular en interfase.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El paclitaxel es un agente ampliamente utilizado en quimioterapia con el objetivo de erradicar
células cancerosas en pacientes que poseen dicha enfermedad. Es un compuesto capaz de
estabilizar la polimerizacion de microtubulos del huso y en consecuencia, arrestar a las células
en mitosis durante largos periodos hasta morir o bien, escapar de mitosis («mitotic slippage»)
hacia un destino todavia no descrito con exactitud. Los factores que controlan la duracion de
mitosis, asi como también los que influyen en el destino de una mitosis prolongada han sido
una materia de amplio estudio. Adicionalmente, se ha caracterizado en ciertas células la
habilidad para escapar del arresto mitético inducido por paclitaxel, exhibiendo a nivel de
membrana un fendmeno que nosotros denominamos como un «intento fallido de citocinesis»
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debido a la capacidad del paclitaxel para estabilizar la unién entre microtubulos y membrana
plasmatica, promoviendo asi, la formacién de dichos surcos considerados por nuestro
grupo;un fendbmeno con potencial para generar dafio al DNA y toxicidad. Sin embargo, los
procesos que pueden contribuir a un mecanismo diferente de toxicidad generado por el
paclitaxel posterior a la salida del arresto mitético se mantienen poco entendidos. Es por ello
necesario estudiar y caracterizar dicho evento celular no solo in vitro, sino también in vivoy a
nivel individual dentro de una poblacion celular. Esto es importante, ya que no existe
informacion ni reportes previos acerca del mecanismo alternativo de toxicidad, el cual podria
estar siendo enmascarado por la heterogeneidad en la respuesta al paclitaxel que hay en una
poblacion total de células tumorales.

Previamente se menciond este nuevo mecanismo como un «mecanismo alternativo de
toxicidad», sin embargo, ¢Podria participar como un mecanismo complementario en adicion a
otros procesos desencadenados después del arresto mitético? o jEs exclusivamente un
mecanismo independiente que contribuye a la muerte de cierto porcentaje de la poblacion
celular después del arresto mitético?

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La formacion de surcos citocinéticos durante el arresto mitético prolongado con paclitaxel
favorece el aumento en su toxicidad sobre células HCT1167

HIPOTESIS

El paclitaxel favorece la formacion de surcos citocinéticos hacia el final de la mitosis
prolongada, lo cual provoca dano al DNA vy, por lo tanto, contribuye a su toxicidad sobre
células HCT116.

OBJETIVO GENERAL

% Determinar la relacion entre la formacion de surcos citocinéticos, el dafo al DNA 'y la
toxicidad mediada por paclitaxel en células que se liberaron de una mitosis prolongada.

OBJETIVOS PARTICULARES

] Establecer un modelo de estudio in vitro que permita examinar la formacion e inhibicion
de surcos citocinéticos (SC) en células tratadas con paclitaxel.

[ Evaluar dafio al DNA ocasionado por el paclitaxel posterior a la formacion e inhibicion
de surcos citocinéticos.

@ Determinar el porcentaje de células muertas por paclitaxel posterior a la formacion e
inhibicion de surcos citocinéticos.
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METODOS

1. LiNEA CELULAR Y CONDICIONES DE CULTIVO CELULAR

En el presente trabajo se estableci6 como modelo de estudio la linea celular de
adenocarcinoma de colon humano (HCT116) obtenida de ATCC (American Type Culture
Collection), ya que tiene un PMM eficiente y los niveles de proteina p53 funcional, permitiendo
detener a las células durante mitosis y desencadenar una respuesta de citotoxicidad. La linea
celular HCT116 fue mantenida en medio McCoy’s 5A (GIBCO) suplementado con 10% de
Suero Fetal Bovino (GIBCO) sin antibidtico. Las células se mantuvieron incubadas a 37°C en
una atmdsfera humidificada con 5% de CO2. Durante los experimentos se utilizé una cabina
de flujo laminar nivel de seguridad A2 y un rango limite de pase celular 3 — 25.

2. SINCRONIZACION CELULAR

La linea celular HCT116 fue sincronizada en la fase G1/S del ciclo celular mediante un
bloqueo con timidina (ver anexo: especificacion de soluciones y reactivos y protocolos en
extenso) para homogenizar la respuesta inducida por algun farmaco en particular. Cuando el
cultivo celular alcanzé una confluencia del 50-60%, las células fueron lavadas con
amortiguador de sales de fosfatos 1X (PBS) en dos ocasiones, y finalmente tratadas con
timidina 2 mM diluida en medio McCoy’s A5 a 37°C por 18 h. (ver anexo: protocolos en
extenso)

3. TRATAMIENTO CON FARMACOS
Al término de las 18 h de sincronizacion, se retird el medio McCoy’s A5 con timidina y se lavé
en dos ocasiones con PBS 1X. Finalmente, se adicionaron tres tratamientos de manera
independiente (ver anexo: especificacion de soluciones y reactivos).

3.1.Paclitaxel (100 nM) para inducir la formacién de surcos citocinéticos posterior
a la salida del arresto mitdtico.

3.2.Paclitaxel (100 nM) + citocalasina B (CB) para inhibir la formacion de surcos
durante citocinesis a través de la despolimerizacion de filamentos de actina.

3.3.Paclitaxel (100 nM) + blebistatina (BBT) para inhibir la formacién de surcos
durante citocinesis a través de la inactivacion de la miosina Il.

Todos los farmacos fueron diluidos en medio McCoy A5 en los tiempos indicados en el
presente trabajo (ver anexo: protocolos en extenso).

4. CUANTIFICACION CELULAR POR MICROSCOPIA FOTONICA

4.1.INDICE MITOTICO (IM), DE CELULAS BINUCLEADAS (IBN) Y DE CELULAS POLIPLOIDES (IPP)
Al finalizar el tiempo de incubacion, el farmaco se retird del cultivo celular y se lavo una vez
con PBS 1X. En seguida se adiciond solucion hipoténica (ver anexo: especificacion de
soluciones y reactivos) durante 20 minutos a 37°C y las células fueron recolectadas de manera
mecanica con ayuda de una espatula y prefijadas adicionando solucién fijadora fria. Se
centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos, se decantdé el sobrenadante y el boton se
resuspendié en un ml de solucion fijadora. Esta suspension fue almacenada a -20°C por 20
minutos. Posteriormente se adiciond un ml de solucioén fijadora (ver anexo: especificacion de
soluciones y reactivos) y 40 pul de suspension celular se colocaron en el adaptador de la
centrifuga (Rotofix 32A, Hettich), las células se adhirieron a una laminilla cargada
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positivamente (Superfrost plus, Fisher scientific) con centrifugacion de 600 rpm por 1 minuto.
La laminilla fue secada al aire y sumergida por 4 minutos en un vaso coplin que contenia una
solucion de eosina (Milipore, solucion 2 Microscopy Hemacolor®), fue lavada ligeramente en
agua destilada, sumergida en azul de metileno (Milipore, solucién 3 Microscopy Hemacolor®)
por 10 segundos y finalmente lavada con agua destilada.

Las células fueron observadas y cuantificadas a través de laminillas mediante un microscopio
fotonico (LEICA, ZEISS) con un objetivo 40X en campo claro. Se contaron al menos 1000
células por laminilla y se registré la coordenada inicial y final de la cuantificaciéon en un
experimento por triplicado. El indice mitético (IM), indice de células binucleadas (I1Bn) e indice
de células poliploides (IPp) se obtuvo a partir de la siguiente férmula:

- Células M, Bn o Pp
Indice = x100
Células totales

M: Mitéticas, Bn: Binucleadas y/o Pp: poliploides.

5. CITOMETRIA DE FLUJO
5.1. ANALISIS DE LA POBLACION DE CELULAS SUB-G+1 Y POLIPLOIDES

El analisis de la poblacion sub-G1 y de células poliploides se llevd a cabo mediante la
cuantificacion del contenido de DNA tefiido con yoduro de propidio (IP), siguiendo las
condiciones establecidas a continuacion (ver anexo: Protocolos en extenso). Al finalizar el
tiempo de tratamiento, las células fueron lavadas con PBS 1X, tripsinizadas durante 5 minutos
a 37°C y neutralizadas con un volumen duplicado de medio McCoy 5A respecto a la tripsina
agregada. A continuacion, las células fueron centrifugadas a 1200 rpom por 5 minutos, se
decanto el sobrenadante y resuspendid el botdn de células en PBS 1X, este proceso se repitio
una vez mas. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, se
decantd el PBS 1X, se resuspendio el botdn de células en etanol al 70% frio y se almacenaron
a -20°C por lo menos 24 h. Para realizar las lecturas en el citobmetro de flujo, el botén de
células fue lavado en dos ocasiones con PBS IX y resuspendido en solucién de tinciéon con
yoduro de propidio (IP) (ver anexo: especificacion de soluciones y reactivos). Finalmente, las
células fueron incubadas en bafio maria (ThermoFisher Scientific) a 37°C por 2 h en total
oscuridad. La lectura de las muestras se realiz6 en un citometro de flujo FACS CANTO I
(Becton Dickinson), con el software FACSDIVA (Becton Dickinson) version 6.1.3 y se
capturaron los datos cuantitativos.

5.2. INMUNODETECCION DE YH2A . X
El analisis de dafio al DNA se realizd por citometria de flujo mediante un anticuerpo anti-
Phospho-Histone H2A. X (Ser139). Un ensayo basado en la deteccion de los niveles de histona
H2A.X fosforilada (Ser139) utilizando un anticuerpo monoclonal acoplado a Alexa® 488 vy
siguiendo las condiciones establecidas a continuacion (ver anexo: Protocolos en extenso).

Después de haber transcurrido el tiempo de tratamiento, se removié el medio de cultivo y se
lavaron las células en dos ocasiones con un volumen tres veces mayor de PBS 1X respecto al
volumen de medio McCoy’s 5A agregado. Se despegaron las células con tratamiento de
tripsina a 37°C por 5 minutos y se neutralizdé con un volumen duplicado de medio McCoy'’s 5A.
Las células se lavaron en dos ocasiones con PBS 1X y posteriormente fueron fijadas con
metanol frio durante 10 minutos a -20°C . Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se
centrifugaron a 1200 rom y permeabilizaron con acetona fria durante 1 minuto a -20°C. En
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seguida, se lavaron en dos ocasiones con PBS 1X y almacenaron a 4°C durante 24 h.
Posteriormente, las células fueron incubadas con 5 pl de anti-Phospho-Histone H2A.X (Ser139)
conjugado con Alexa® 488 (Biolegend) para cada muestra, y un control negativo ratéon IgG
conjugado a Alexa® 488 (Biolegend) en una solucién de BSA 1% (ver anexo: especificacion
de soluciones y reactivos) durante 40 minutos en un rotador (DAIGGER) en total oscuridad.
Finalmente, las células se lavaron con PBS 1X, suspendieron en FACS flow y se trasladaron a
tubos de citometria FACS CANTO Il (Becton Dickinson). Los datos cuantitativos se capturaron
a través del programa FACS DIVA versién 6. 1. 3.

5.3.INMUNODETECCION DE LA HISTONA H3S10PH
El indice mitdtico se llevd a cabo mediante inmunodeteccion de la histona H3 fosforilada en la
serina 10 (phH3S10), una marca post traduccional y especifica de células mitdticas. Se utilizd
un anticuerpo monoclonal de raton acoplado al fluorocromo Alexa® 488 (Cell signalling)
siguiendo las condiciones establecidas a continuacion (ver anexo: Protocolos en extenso).

Después de haber transcurrido el tiempo de tratamiento, se removié el medio de cultivo y se
lavaron las células en dos ocasiones con un volumen mayor de PBS 1X respecto al volumen
de medio de cultivo agregado. Se despegaron las células con tratamiento de tripsina-EDTA a
37°C por 5 minutos y se neutraliz6 con un volumen duplicado de medio McCoy’s 5A. Se
centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos vy fijaron con metanol frio durante 10 minutos a
-20°C. Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se centrifugaron a 1200 rpm vy
permeabilizaron con acetona fria durante 1 minuto a -20°C. En seguida, se lavaron en dos
ocasiones con PBS 1X y almacenaron a 4°C durante 24 h. Posteriormente, las células fueron
incubadas con anti-phospho Histone 3 (Serina 10) conjugada con Alexa® 488 (Cell signalling)
a una concentracion de 1:100 en solucion de BSA 1% (ver anexo: especificacion de
soluciones y reactivos) durante 40 minutos en un rotador (DAIGGER) en total oscuridad.
Finalmente, las células se lavaron en con PBS 1X, suspendieron en FACS flow y se
trasladaron a tubos de citometria FACS CANTO Il (Becton Dickinson), donde los datos
cuantitativos se capturaron a través del programa FACS DIVA version 6. 1. 3.

6. VIDEO POR MICROSCOPIA EN TIME-LAPSE

Para poder analizar la dinamica y formacion de surcos citocinéticos durante la salida del
arresto mitético en células HCT116 in vivo, se siguieron las siguientes condiciones: (ver anexo:
Protocolos en extenso). Se sembrd una cantidad de células HCT116 minima (2.500 células)
para obtener una confluencia del 30% después de 2 a 3 dias de tratamiento. Las células
fueron sembradas en una camara POC-R2 (PECON® ). Las células fueron sincronizadas con
timidina 2 mM vy tratadas en la misma camara. Posterior al tratamiento, las células fueron
fotografiadas cada 10 min durante 48 h a través de un objetivo DIC (Differential Interference
Contrast) de inmersién 40X en un microscopio Zeiss AxioVert 200 Motorized (Carl Zeiss) con la
finalidad de definir la dinamica en la membrana celular. Finalmente, las células individuales
fueron analizadas a partir del software AxioScan .Z1y ZEN Lite (Carl Zeiss).
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RESULTADOS

1. OBTENCION DE LA DosIs MiNIMA EFECTIVA DE CITOCALASINA B Y BLEBISTATINA

Para definir la concentracion minima efectiva que se utilizé en los siguientes experimentos,
primero se establecié como modelo de estudio la linea celular humana HCT116 de carcinoma
colorectal, dado que posee dos caracteristicas relevantes; 7) tiene un punto de monitoreo
eficiente (PMM) que nos permite arrestar a las células en mitosis durante periodos
prolongados hasta inducir una salida forzada del arresto mitético que incluye movimientos
evidentes en la membrana celular, y 2) mantiene los niveles protéicos de p53 estables y
funcionales, posibilitdndonos analizar una respuesta citotoxica en células tratadas con varios
farmacos.

Para determinar la dosis minima efectiva se seleccionaron un par de farmacos con
mecanismos de accion particulares para inhibir la citocinesis y/o el «intento fallido de
citocinesis» comentado anteriormente (Figura No. 9). El primer farmaco fue citocalasina B
(CB), el cual evita la polimerizacion de los filamentos de actina y la formacion del anillo de
actinomiosina. El segundo fue blebistatina (BBT), que inhibe la actividad de la ATPasa de
miosina Il y evita el ensamblaje y contraccion del anillo contractil durante la citocinesis. La
dosis minima efectiva para cada farmaco fue determinada de acuerdo a tres parametros:
porcentaje de células binucleadas, efecto citotdxico del farmaco y fraccion de células
poliploides.

Figura No. 9: Drogas anti citocinesis utilizadas en el modelo de estudio del presente trabajo. Del lado
izquierdo se observa la estructura quimica de la blebistatina (BBT). En el lado derecho se aprecia la estructura
quimica de la citocalasina B.

1.1. CoNTEO DE CELULAS BINUCLEADAS
Para determinar la dosis minima efectiva de CB y BBT que genera un mayor porcentaje de
células binucleadas es decir, células en las que el farmaco inhibio la citocinesis a pesar de la
segregacion del material genético, se realizé una curva dosis-respuesta en donde la dosis se
tomé en cuenta de acuerdo al porcentaje de células binucleadas obtenida tras 24 h de
tratamiento con el farmaco (Figura No. 10A y 11A). El conteo de células binucleadas se llevé a
cabo a través de un microscopio foténico (Figura No. 10B y 11B).

El porcentaje de células binucleadas cuantificadas posterior al tratamiento con CB durante 24
h poseen diferencias estadisticamente significativas respecto a control. En contraste, 0.5 ug/
ml no resulta ser estadisticamente significativo en comparacién al control (células HCT116
tratadas con DMSQO:PBS). Por otro lado, el porcentaje de células binucleadas analizadas
después del tratamiento de 24 h con BBT es significativo a partir de 25 pM. No obstante, 5y
10 uM no poseen significancia estadistica respecto a su control y fueron descartados del
estudio al igual que 0.5 pg/ml de CB.
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Figura No. 10: Ensayo dosis-respuesta con citocalasina B (CB), en relacién con el porcentaje de células
HCT116 binucleadas. (A) Cuando las células son tratadas con citocalasina B en las concentraciones sefialadas en
la grafica de barras (region inferior), muestran un incremento significativo en el porcentaje de células binucleadas a
partir de 1 pug/ml respecto al control (DMSO:PBS). En contraste, 0.5 pg/ml incrementa ligeramente el porcentaje de
células binucleadas pero no demuestra alguna diferencia significativa respecto al control. (B) Fotografias
representativas demuestran la identificacion de células binucleadas ( p.) Y mononucleadas ( que se llevo a cabo
mediante tincién con eosina y azul de metileno, mientras la cuantificacion se efectud a través del analisis con
microscopio fotonico. Los experimentos se realizaron por triplicado y la significancia estadistica se determiné por
analisis de varianza de una sola via (ANOVA, p<0.0001) y andlisis de comparacion multiple de Dunnett (****,
p<O.OOO1).A)
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Figura No. 11: Ensayo dosis-respuesta con blebistatina (BBT), en relacion con el porcentaje de células
HCT116 binucleadas. (A) Las células tratadas con blebistatina a las concentraciones sefialadas en la grafica de
barras (region inferior) determina que 25, 50 y 100 uM poseen un incremento significativo en el porcentaje de
células binucleadas respecto al control (DMSO:PBS). En oposicién con 5y 10 uM, en donde se demuestra un
ligero incremento que no representa diferencias estadisticamente significativas. (B) Fotografias representativas
demuestran el reconocimiento de células binucleadasa(») y mononucleadastb ), el cual se llevd a cabo mediante
tincion con eosina y azul de metileno, mientras la cuantificacion se efectud a través del andlisis con microscopio
fotonico. Los experimentos se realizaron por triplicado y la significancia estadistica se determind por analisis de
varianza de una sola via (ANOVA, p< 0.0001) y anélisis de comparacion multiple de Dunnett (****, p< 0.0001).

Pagina 32 de 75



Figura No. 12: Ensayo dosis-respuesta con citocalasina B (CB) y blebistatina (BBT), en relacién con el
porcentaje de células HCT116 muertas (poblacién SubGi). Células HCT116 tratadas con CB (A) y BBT (B) en las
concentraciones sefialadas de acuerdo a los gréficos de barras (region inferior). (A) Durante el tratamiento con CB
por 24 h se observa un incremento significativo en la fraccién de células muertas a 4 y 8 ug/ml. En contraste, en 0.5, 1
y 2 yg/ml aumenta ligeramente la poblacion subG+1 pero no representa significancia estadistica en relacion al control.
Los experimentos se realizaron por triplicado y la significancia estadistica se determiné por anélisis de varianza de
una sola via (ANOVA, p= 0.0019) y analisis de comparacion multiple de Dunnett (Ctl vs 4 ug/ml **, p= 0.0031 y Ctl vs 8
hgg/ml **, p=0.0036) (B) Durante el tratamiento con BBT por 24 h, se observa un aumento importante vy
estadisticamente significativo en 100 pM en relacion al control. No obstante, el resto de las concentraciones
incrementaron el nimero de células muertas de manera sutil sin alguna diferencia estadistica respecto al control. Los
experimentos se realizaron por triplicado y la significancia estadistica se determind por andlisis de varianza de una
sola via (ANOVA, p=0.0013) y anélisis de comparacion multiple de Dunnett (***, p=0.0008)
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Figura No. 13: Ensayo dosis-respuesta con citocalasina B (CB) en relacién al porcentaje de células poliploides a
través del andlisis de microscopia foténicay citometria de flujo. Células HCT116 fueron tratadas con CB durante 24
h en las concentraciones sefialadas en la parte inferior de las graficas de barra y a un costado de las fotografias. (A)
Posterior al tratamiento con CB se observa un incremento estadisticamente representativo de células poliploides en 1y
2 pg/ml respecto al control. No obstante, la diferencia entre ambas concentraciones también fue significativo, siendo 2
pg/ml la concentracion con mayor numero de células con poliploidia. Los experimentos se realizaron por triplicado. y la
significancia estadistica se determiné por andlisis de varianza de una sola via (ANOVA, p=0.0002) y prueba de
comparacion multiple de Dunnett (¥, p=0.0197) (B) Fotografias representativas demuestran el reconocimiento de células
poliploides( p), binucleadas () y mononucleadas (p) tratadas con CB a distintas concentraciones durante 24 h. La
tincion se llevd a cabo con eosina y azul de metileno y la cuantificacion se efectud a través del analisis con microscopio
fotonico. (C) Después del tratamiento con CB, se observa un aumento del niumero de células poliploides en 1y 2 ug/ml.
Ambas concentraciones tienen significancia estadistica con su control y también entre ellas mismas, siendo 2ug/ml la
concentracion con mayor porcentaje de poliploidia. Los experimentos se realizaron por triplicado. y la significancia
estadistica se determind por andlisis de varianza de una sola via (ANOVA, p< 0.0001) y prueba de comparacion
multiple de Dunnett (**, p=0.0013).
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Figura No. 14: Ensayo dosis-respuesta con blebistatina (BBT) en relacién al porcentaje de células
poliploides a través del analisis de microscopia foténica y citometria de flujo. Células HCT116 fueron
tratadas con BBT durante 24 h a las concentraciones sefialadas en la grafica de barras (parte inferior). (A)
Después del tratamiento con BBT se observa un aumento considerable de células poliploides en 25 y 50 uM.
Dichas concentraciones demuestran ser estadisticamente significativas entre si. Sin embargo, fue 50 uM cuya
concentracion generd un porcentaje mayor de células poliploides. Los experimentos se realizaron por triplicado y
la significancia estadistica se determind por andlisis de varianza de una sola via (ANOVA, p< 0.0001 ) y analisis
de comparacion multiple de Dunnett (****, p< 0.0001) (B) Fotografias representativas demuestran el
reconocimiento de células poliploides ( P ), binucleadas ( B> ) y mononucleadas () tratadas con BBT a
distintas concentraciones durante 24 h. La tincion se realizdé con eosina y azul de metileno y la cuantificacion se
efectud a través del andlisis con microscopio foténico (C) Posterior al tratamiento con BBT, se contempla un
porcentaje estadisticamente diferente de poliploidia en 25 y 50 uM respecto a su control, y también entre ambas
concentraciones. No obstante, 50 pM fue la concentracion que presenta mayor porcentaje de células poliploides.
Los experimentos se realizaron por triplicado y la significancia estadistica se determiné por andlisis de varianza
de una sola via (ANOVA, p= 0.0002) y analisis de comparacion multiple de Dunnett (*, p=0.0478)
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1.2. EFECTO CITOTOXICO
La linea celular HCT116 fue expuesta a las mismas concentraciones de CB y BBT utilizadas
en la secciéon anterior (seccion 1.1) por 24 h. Posteriormente se midid la fraccion de células
muertas mediante citometria de flujo. El porcentaje de células muertas se estimo a través del
analisis de la poblacion SubG+, un indicador de material genético fragmentado (fendbmeno
ocurrido en células con muerte celular por apoptosis) (Figura No. 12 Ay B).

El porcentaje de células en subG+ después del tratamiento con CB aumenta ligeramente en
0.5, 1y 2 ug/ml sin alcanzar significancia estadistica respecto al control. No obstante, en 4y 8
hug/ml observamos una fraccién de células muertas estadisticamente mayor y por lo tanto,
dichas concentraciones no fueron consideradas para el presente estudio. Por otra parte, el
tratamiento con BBT demuestra dnicamente a 100 uM un incremento significativo en el
porcentaje de células SubGy respecto al control. En contraste, 5, 10, 25 y 50 uM solo se tiene
un sutil aumento en la poblacion de células muertas que no es estadisticamente significativo
respecto al control.

Estos hallazgos sugieren que 4 y 8 ug/ml de citocalasina B y 100 pM de blebistatina no son
concentraciones ideales para el presente estudio debido a su efecto citotdxico y por lo tanto,
también fueron descartadas; recordemos que 5, 10 uM de BBT y 0.5 ug/ml de CB ya habian
sido descartadas anteriormente.

1.3. CONTEO DE CELULAS POLIPLOIDES
La fraccion de células HCT116 con poliploidia representa el porcentaje de células que
inhibieron satisfactoriamente el proceso de citocinesis, continuaron dividiendose y por tal
motivo fueron viables hasta el momento del andlisis. Dicha fraccion se estimé a partir de la
cuantificacion por microscopia foténica de células >2 ndcleos y por citometria de flujo
analizando la poblacion de células con contenido de DNA >4N, posterior al tratamiento con
CBy BBT durante 24 h.

En la linea celular HCT116 tratada con CB en las concentraciones utilizadas en la seccion 1.1
y 1.2 incrementd la fraccion de células poliploides de manera significativa en 1y 2 pg/ml
respecto al control. Por otra parte, existe una diferencia estadisticamente significativa entre
ambas concentraciones, siendo 2 pg/ml la concentracion con mayor nimero de células
poliploides (Figura No. 13 A y B; Figura suplementaria No. 3). Adicionalmente, el andlisis a
través de citometria de flujo demostré un comportamiento similar al observado en microscopia
foténica; siendo 2 pg/ml la concentracion con mayor fraccion de células poliploides y la dosis
efectiva minima utilizada para todos los experimentos subsecuentes (Figura No. 13 C; Figura
suplementaria No. 3), dado que 0.5 pg/ml no generd suficientes células binucleadas, 4 y 8 pg/
ml promueven demasiada toxicidad y 1 pg/ml no induce un porcentaje alto de células
poliploides respecto a 2 pg/ml.

En células tratadas con BBT utilizadas en la seccion 1.1y 1.2, aumento la fraccidon celular con
poliploidia de manera significativa en 25 y 50 uM respecto a su control. Dichas
concentraciones son estadisticamente diferentes entre si, siendo 50 pM la concentracion con
mayor porcentaje de células poliploides (Figura No.14 A y B). Ademaés, a través del andlisis
con citometria de flujo se corroboraron los resultados obtenidos por microscopia foténica, en
donde 50 pM es la concentracion con mayor porcentaje de células poliploides (Figura No.14
C; Figura suplementaria No. 4). Recordemos que 5y 10 uM no producen suficientes células
binucleadas, 100 uM genera demasiada citotoxicidad y 25 uM mantiene un porcentaje de
células con poliploidia bajo respecto a 50 pM. Por tal razén 50 pM de BBT fue la
concentracion seleccionada para los subsecuentes experimentos.
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Estos hallazgos demuestran que 2 pg/ml de CB y 50 uM de BBT son las concentraciones
idoneas para tratar de evitar la formacion de surcos citocinéticos durante la salida del arresto
mitético inducido por paclitaxel.

indice mitético de células HCT116 a las 12 horas de
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Figura No. 15: La dindmica del arresto mitdtico inducido con paclitaxel no se ve afectada al incluir
citocalasina B (2ug/ml) y blebistatina (50uM) en adicion al paclitaxel. (A) Las células HCT116 fueron
expuestas a tres tratamientos diferentes; paclitaxel, paclitaxel + CB y paclitaxel + BBT y analizadas cada 3
h durante 1 dia. El indice mitético posee un comportamiento similar en los tres tratamientos utilizados a
través del tiempo (dinamica del arresto mitético). (B) A las 12 h de tratamiento se observé un punto maximo
de células mitdticos, dicho punto se analizé mediante citometria de flujo evaluando el porcentaje de células
positivas para phH3S10, una marca de células mitdticas. La diferencia en el porcentaje de células mitéticas
obtenido no fue estadisticamente significativo entre los tres tratamientos analizados. (C) Fotografias
representativas demuestran el reconocimiento de células mitéticas en las condiciones sefaladas. La tincién
se realizd con eosina y azul de metileno y la cuantificacion se efectud a través del analisis con microscopio
fotonico. Se realizd un solo experimento para (A) y (C); triplicado de (B) y la significancia estadistica se
determind mediante analisis de varianza de una sola via (ANOVA, p=0.4087) y analisis de comparacion
multiple de Dunnett (PTX vs PTX + CB, p= 0.3269 y PTX vs PTX + BBT, p=0.8268).
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2. Los TRATAMIENTO DE PACLITAXEL (100 nM) coN CITOCALASINA B (2 pg/ml) 0 BLEBISTATINA
(50 uM) No ALTERAN LA DINAMICA DEL ARRESTO MITOTICO

Una vez obtenida la concentracion minima efectiva de CB y BBT, se prosiguié a examinar la

dinamica del arresto mitético inducido por paclitaxel 100 nM. La dosis minima del paclitaxel en

la cual se obtiene un porcentaje mayor de células mitéticas fue revisada en Andonegui-

Elguera et al. 2016y corroborada en nuestros subsecuentes experimentos.

La linea celular HCT116 fue expuesta a tres tratamiento distintos con sus respectivos controles
en los tiempo sefalados en la figura No. 15 A y B. Durante el tratamiento con paclitaxel (100
nM), la poblacion celular comienza a aumentar considerablemente el indice de células
mitdticas hasta alcanzar un maximo (81.59%) a las 12 h de tratamiento. Posteriormente (15 h),
se observa una caida prominente del indice mitético, hasta llegar a menos de una décima
parte de la poblacion total (7%) a las 24 h de tratamiento.

A lo largo del tratamiento con paclitaxel + CB (2 pg/ml) y paclitaxel + BBT (50 uM) se observa
un comportamiento de células mitéticas muy parecido al observado en el tratamiento
Unicamente con paclitaxel en donde, el maximo indice mitético se alcanzé de igual manera a
las 12 h de tratamiento (paclitaxel + CB: 77.29% vy paclitaxel + BBT. 64.56%). Dichos
tratamientos fueron respaldados con sus respectivos controles; CB (2 pg/ml) y BBT (50 uM),
los cuales poseen un comportamiento similar al control sin farmaco (DMSO:PBS) (Figura No.
15 A). Este ensayo se llevd a cabo con una sola replica biolégica, por tal motivo no se
determinaron las diferencias estadisticamente significativas entre los picos de células
mitéticas a las 12 h de tratamiento. No obstante, para determinar la existencia de tal diferencia
estadistica, se prosiguié a medir la fraccion de células mitéticas marcadas con la histona H3
fosforilada en la serina 10 (phH3S10), una marca particular de células en mitosis. Dicha
lectura se realizd a través de citometria de flujo, y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en paclitaxel + CB (67.4%) y paclitaxel + BBT (71.2%) respecto
a paclitaxel (72.9%) en el indice de células positivas para phH3S10 (mitosis) durante las 12 h
de tratamiento (Figura No. 15 B: Figura suplementaria No. 5).

Este hallazgo demuestra que no existe adelanto o retraso temporal en el indice mitético y por
lo tanto, los tratamientos posteriores con paclitaxel que incluyen a CB (2 ug/ml) y BBT (50 uM)
pueden analizarse de la misma manera que el tratamiento con Unicamente paclitaxel (100 nM)
sin generar variables que puedan afectar el andlisis de nuestro estudio.

3. CELULAS TRATADAS CON PACLITAXEL + CB 0 BBT POSEEN NIVELES BAJOS DE DARO AL DNA
RESPECTO AL GENERADO EN CELULAS TRATADAS UNICAMENTE CON PACLITAXEL

La linea celular HCT116 fue tratada con paclitaxel, paclitaxel + CB (2 ug/ml) y paclitaxel + BBT

(50 pM). La fraccion de células con dafio al DNA se evalu¢ a través de inmunotincion con un

marcador de respuesta de dafio al DNA (DDR) denominado yH2A.X, dicho marcador fue

evaluado en células durante mitosis (12 h) y posterior a la salida del arresto mitético temprano

(14 y 16 h) y tardio (18 h) por citometria de flujo (Figura No. 16).

El tratamiento con paclitaxel (100 nM) durante 12 h produjo dafio al DNA en un porcentaje
minimo de la poblacion total. En contraste, durante 18 h de tratamiento con paclitaxel el
porcentaje de células positivas incremento en casi la mitad de la poblacion total.
Evidentemente, la diferencia en el porcentaje de células con dafio a las 12 y 18 h fue
estadisticamente significativa. Por otra parte, el tratamiento con paclitaxel + CB y BBT durante
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12, 14, 16 y 18 h generd un numero menor de células positivas con dafio al DNA en relacion al
tratamiento Unico con paclitaxel (Figura No. 16).

Este hecho sugiere que el porcentaje de células con dafo al DNA posterior al tratamiento con
paclitaxel (100 nM) + CB (2 ug/ml) o paclitaxel (100 nM) + BBT (50 uM) disminuye de forma
notable en células HCT116 que han escapado del arresto mitdtico (14, 16 y 18 h) y por lo
tanto, se ha inhibido la induccion de movimientos evidentes en la membrana plasmatica y asi
evitar la formacion de células con dafio al DNA.

Figura No. 16: Andlisis del dafio al DNA con yH2A.X en células HCT116 tratadas con paclitaxel y
paclitaxel en combinacion con CB o BBT posterior a la salida del arresto mitético: Células HCT116
fueron expuestas a tres tratamientos diferentes; paclitaxel (100 nM), paclitaxel (100 nM) + CB (2ug/ml) y
paclitaxel (100 nM) + BBT (50uM) a la salida del arresto mitético. El porcentaje de células con dafio al
DNA a través de yH2A.X demostré que antes de la salida del arresto mitético (12 h) no hay presencia
de dafio significativo en ninguna poblaciéon de células expuestas a algun tratamiento en particular, por
lo cual el poco porcentaje de dafio al DNA se atribuye al reducido numero de células que han
«escapado» del arresto mitético e inducido la formacién de surcos citocinéticos. Por otro lado, la
poblacion de células expuestas a paclitaxel incrementd en gran medida el porcentaje de dafio al DNA
posterior a las 12 h de tratamiento (14, 16 y 18 h). En contraste, el tratamiento de PTX + CB y PTX +
BBT en los mismos tiempos de exposicion redujo el dafio al DNA respecto al tratamiento con
Unicamente PTX.
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4. CELULAS TRATADAS CON PACLITAXEL + CB 0 BBT MANTIENEN UN EFECTO TOXICO MINIMO EN
RELACION A LAS CELULAS TRATADAS UNICAMENTE CON PACLITAXEL

Posterior al analisis del dafio al DNA, se prosigui¢ a determinar una asociacion con el efecto

citotoxico generado con paclitaxel, paclitaxel + CB (2 pg/ml) o BBT (50 uM) durante 24 h de

tratamiento, asegurando que la mayoria de las células hayan escapado del arresto mitético y

adquirido dafio al DNA. Dicho efecto citotdxico se evalud a partir del andlisis de la fraccion de

células SubG+ (células muertas) mediante citometria de flujo.

Al término del tratamiento con paclitaxel se observd un incremento de células en subGy
notoriamente significativo respecto al control y a los tratamientos de paclitaxel + CB y
paclitaxel + BBT. Por otra parte, el tratamiento de paclitaxel + CB y BBT demostré un ligero
pero significativo aumento en el porcentaje de células en SubG+ en comparacion al control. No
obstante, la diferencia entre el control y el tratamiento con paclitaxel representd una diferencia
estadisticamente significativa. Este hallazgo sugiere que el elevado efecto citotoxico del
paclitaxel en células HCT116 es inhibido a través de la adicién de CB (2 ug/ml) y BBT (50 uM)
(Figura No. 17), dada la capacidad de CB y BBT de inhibir la formacién de surcos
citocinéticos. Por otro lado, no existe una diferencia significativa entre los tratamientos de
paclitaxel en combinacion con CB y BBT, y por tal motivo ambos farmacos anticitocinéticos
tienen el potencial de mantener el efecto citotéxico del paclitaxel en niveles minimos.

Figura No. 17: Analisis del efecto citotéxico del DNA en células HCT116 tratadas con paclitaxel y paclitaxel en
combinacién con CB o BBT durante 24 h. Células HCT116 fueron expuestas a tres tratamientos diferentes con
paclitaxel en combinacion con CB (2 ug/ml) y BBT (50 pM) durante 24 h. El tratamiento con Unicamente paclitaxel
demostré un aumento predominante del efecto citotéxico, demostrando diferencias estadisticamente significativas
respecto al control. Por otra parte, el tratamiento con paclitaxel + CB y BBT demostré un ligero incremento en el
porcentaje de células SubG1. El porcentaje en ambos tratamiento resulta significativo respecto al control y evidente en
comparacion al tratamiento con paclitaxel. Por otra parte ambos tratamientos no no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre si. Los experimentos se realizaron por triplicado y la significancia estadistica se
determind por andlisis de varianza de una sola via (ANOVA, p< 0.0001) y analisis de comparacion multiple de Dunnett

(*, p=0.0331. **, p=0.0038. PTX vs PTX + CB *** p< 0.0001. PTX vs PTX + BBT *** p< 0.0001. y ns, p=0.3244)
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Figura No. 18: Andlisis por microscopia en time-lapse de la formacién de surcos citocinéticos.
Células HCT116 fueron expuestas a tres tratamientos diferentes con paclitaxel en combinacion con
CB (2 pg/ml) y BBT (50 uM) durante 48 h. (A) Microscopia en time-lapse demuestra en la parte
superior de la figura la entrada a mitosis, arresto mitético y formaciéon de surcos citocinéticos
(recuadro azul) posterior a la salida del arresto mitético en células HCT116 tratadas con paclitaxel.
Por otro lado, en la region intermedia e inferior de la figura se observan células tratadas con paclitaxel
en combinacion con CB ( ) y BBT (recuadro gris), en donde no se percibe la
induccion de surcos citocinéticos posterior a la salida del arresto mitético. (B) El tratamiento con
paclitaxel genera un porcentaje total (100%) de células con induccién de surcos citocinéticos
posterior a la salida del arresto mitético. Por otro lado, el tratamiento de paclitaxel en combinacién con
CB y BBT muestra un incremento en la formacion de surcos citocinéticos del 79 y 93%
respectivamente. (C) El «diagrama dicotémico del destino celular» representa un porcentaje dado de
células (n), las cuales se desplazan a través de procesos celulares destacados de acuerdo a los
videos por microscopia en time-lapse analizados durante el tratamiento.

5. INHIBICION DE MOVIMIENTOS EN LA MEMBRANA PLASMATICA (SURCOS CITOCINETICOS) EN
CELULAS HCT116 POSTERIOR A LA SALIDA DEL ARRESTO MITOTICO EN TIEMPO REAL

Las células HCT116 fueron seguidas en tiempo real con la finalidad de analizar el

comportamiento de la membrana celular de acuerdo a cada tratamiento. Las células fueron

tratadas con paclitaxel (100 nM), paclitaxel (100 nM)+ CB (2 pg/ml) o BBT (50 uM) y seguidas

de manera individual por microscopia en time-lapse durante 48 h de tratamiento (Figura No.

18 A).

El 100% de las células HCT116 tratadas con paclitaxel (100 nM) presenta induccion de
movimientos en la membrana celular (surcos citocinéticos) después de la salida del arresto
mitético. Por otro lado, los tratamiento con paclitaxel en combinacion con CB y BBT
demostraron una disminucién en la induccién de surcos citocinéticos posterior a la salida de
mitosis en un 79 y 93% respectivamente, permitiendo inhibir la induccion de surcos
citocinéticos en la presencia de CB y BBT en un alto porcentaje de células HCT116 (Figura
No. 18 B).

Analisis del video por microscopia en time-lapse permitié establecer «el destino celular» de
cada célula tratada con paclitaxel y paclitaxel en combinacién con CB y BBT posterior al
conteo celular. El analisis fue resumido a través de un «diagrama dicotémico del destino
celular» (Figura 18 C), el cual incluye los eventos celulares mas relevantes durante el
tratamiento en células HCT116.

El porcentaje de células HCT116 que lograron entrar a mitosis permanecié elevado para
cualquiera de los tres tratamientos. Posteriormente, la mayoria de las células salieron del
arresto mitético con un porcentaje equivalente en todos los tratamientos utilizados. Sin
embargo, solo en el tratamiento con paclitaxel se indujo la formacién de surcos citocinéticos
en todas las células. En contraste, la formacion de surcos citocinéticos en células tratadas con
paclitaxel + CB o BBT disminuyd respecto al tratamiento con Unicamente paclitaxel. De tal
modo, el analisis permitié determinar que la mayoria de las células tratadas con paclitaxel en
combinacién con CB o BBT no favorece un efecto téxico importante respecto a las células
tratadas Unicamente con paclitaxel, siendo este Udltimo tratamiento capaz de inducir un
porcentaje muy amplio de células muertas durante el tratamiento.

Por tal motivo, el modelo de estudio establecido desde el inicio del presente trabajo, nos
permitid esclarecer de manera individual el efecto citotoxico generado por el paclitaxel en
células HCT116, cuando éstas comienzan a generar movimientos en la membrana después
del arresto mitotico.
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DISCUSION

1. LA DINAMICA DEL ARRESTO MITOTICO EN RESPUESTA A LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS
“ESTADISTICAMENTE” FAVORECE AL MODELO DE ESTUDIO

El presente trabajo reveld y corrobord datos obtenidos por Andonegui-Elguera MA et al. 2016
52, referentes a la dinamica del arresto mitético en células HCT116 durante el tratamiento
exclusivo con paclitaxel y en combinacion con agentes anticitocinéticos. Los agentes
anticitocinéticos se seleccionaron de acuerdo a su mecanismo de accién. Por una parte,
citocalasina B (CB) 21, 56 evita la polimerizacion de los filamentos de actina y la formacion del
anillo contractil, mientras que blebistatina (BBT) 56, 44 impide la actividad ATPasa de las
cadenas de miosina I, y por lo tanto, la contraccion del anillo de actinomiosina. Ambos
farmacos evitan la formacion de movimientos en la membrana plasmatica posterior a la salida
del arresto mitético en células tratadas con paclitaxel. Tal fendmeno fue descrito por
Andonegui-Elguera MA et al. 2016 52y Rieder C. et al. 2009 2 como un «intento fallido de
citocinesis», el cual no posee ninguna asociacion con la muerte celular durante la mitosis.

La dinamica del arresto mitdtico reveld un comportamiento invariable para los tres tratamientos
utilizados. Dicho de otra manera, no prevalece un cambio en la dinamica del arresto mitético y
en el porcentaje de células mitdticas durante el tratamiento con paclitaxel y paclitaxel en
combinaciéon con CB y BBT (Figura No. 15 A 'y C). Para corroborar que el modelo de estudio
fuese eficaz en los ensayos posteriores, se analizé el cambio temporal del indice mitotico; el
analisis demostré ausencia en el desplazamiento temporal del pico de células mitéticas para
cada uno de los tratamientos utilizados y ademas, no prevalecieron diferencias
estadisticamente significativas entre los indices mitéticos examinados a las 12 h de
tratamiento. Estos datos confirmaron que la poblacion de células HCT116 no presenta
cambios temporales, pero si un porcentaje similar de células mitéticas entre los tres
tratamientos utilizados (Figura No. 14 A, B). Por tal motivo, 12 - 24 h es catalogado el periodo
necesario para analizar la salida del arresto mitdtico, dado que a las 12 h se obtuvo el
porcentaje mas alto de células mitdticas y a las 24 h el minimo observado para todos los
tratamientos realizados, sugiriendo que la poblacion de células HCT116 tarda 12 h (0 - 12 h)
en alcanzar el maximo porcentaje de células en mitosis y 12 h (12 - 24 h) en escapar del
arresto mitético; equiparable a los datos obtenidos por Andonegui-Elguera et al. 2016 durante
el tratamiento exclusivamente con paclitaxel 52.

Por otra parte, el anélisis de células individuales por microscopia en time-lapse, mostré que el
porcentaje de células que alcanzan la mitosis en un tiempo dado para los tres tratamientos es
irregular y contradictorio respecto al observado en citometria de flujo y microscopia foténica
(Tabla suplementaria No. 1, 2 y 3; Figura No. 14 A, B). No obstante, una explicaciéon a dicho
fendémeno radica en el nimero de células analizadas para cada ensayo. El numero de células
en citometria de flujo y microscopia foténica fue de 10,000 y 1000 respectivamente, a
diferencia del realizado por microscopia en time-lapse, el cual fue de 20-25 células por
tratamiento. Este hecho nos permite explicar que no necesariamente el comportamiento de
una pequefa muestra tiene que manifestarse de la misma manera al observado en la
poblacion; pero si representar un valor dentro del conjunto de datos obtenidos a partir de la
poblacién total, ya que es un dato que contribuye a la distribucion normal del indice mitético y
a la salida del arresto mitético en nuestro modelo de estudio.
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2. “ENERGICAS ACCIONES; ENERGICAS CONSECUENCIAS": EL DANO AL DNA ES GENERADO A
TRAVES DE MOVIMIENTOS DE LA MEMBRANA PLASMATICA INDUCIDOS POR PACLITAXEL

Ha sido ampliamente establecido que el dafio al DNA (por ejemplo, ruptura del DNA de doble
hebra o acumulacion de DNA de una sola hebra) activa una respuesta de dafio al DNA (DDR,
por sus siglas en inglés). La ruptura del DNA de doble hebra es un fenédmeno citotéxico
inmediatamente detectado por proteinas sensores del DDR, tal como la variante de la histona
H2A fosforilada en la Ser-139 también conocida como yH2A.X 94, Por tal motivo, los focos de
yH2A.X son considerados una marca caracteristica de la respuesta de dafio al DNA, y de
amplio uso en la investigacion basica.

La induccion de dano al DNA después de la salida del arresto mitético es un atractivo
candidato para originar efectos citotoxicos en nuestro modelo de estudio 9. Por tal motivo,
nuestros resultados sugieren que el dafio al DNA observado en células HCT116 posterior a la
salida del arresto mitdtico (12 - 18 h), ocurre a través de la induccion de movimientos de la
membrana plasmatica («intento fallido de citocinesis») generados por el paclitaxel. Por otra
parte, Quignon F. et al. en el 2007 9 apoyan nuestra hipotesis, describiendo una relacion
positiva entre el aumento de células con dafo al DNA y el nimero de células que salen del
arresto mitdtico a partir del tratamiento con drogas antimicrotubulos. Adicionalmente,
Kaufmann SH. et al. en el 2001 99, encontraron en células que salen del arresto mitético focos
de reparacion del DNA que preceden a la muerte celular por apoptosis. Estos hechos
contradicen un estudio realizado por Yan V. W et al. (2007), donde proponen que la induccion
de dafio al DNA ocurre durante el arresto mitético en células HCT116 tratadas con drogas anti
microtubulos. No obstante, el dafio al DNA adquirido durante el arresto en mitosis no posee un
efecto citotdoxico importante, dado que el reclutamiento de proteinas del DDR vy la induccién en
la expresion de genes pro-apoptoticos no sucede hasta el momento en el que la célula es
liberada del arresto mitético y localizada en fase Gs.

En el presente trabajo se utilizaron dos farmacos anti citocinesis; CB y BBT, con el objetivo de
evitar la formacion de dichos movimientos posterior al arresto mitético. Como se esperaba, CB
y BBT redujeron el porcentaje de células con «intento fallido de citocinesis» y por ende, el
porcentaje de células positivas para yH2A.X (Figura 18 A, B; Figura No, 16). Estos datos
parecen indicar que el dafio al DNA posterior a la salida del arresto mitético es inducido de
manera mecanica a través de los movimientos en la membrana plasmatica. Dicho proceso ha
sido fundamentado por Denais CM et al. en el 2017 95 demostrando que la deformacion de la
membrana plasmatica y ruptura de la envoltura nuclear genera células multinucleadas con
dafio al DNA 9. No obstante, Shi J. et al. (2014)88 hacen mencidn a que todas las células que
salen del arresto mitético inducido por paclitaxel presentan multinucleacion con dafio al DNA;
consecuencia de un mecanismo dependiente del tiempo de tratamiento todavia desconocido.
Ademas, Shi J. et al. (2014) resaltan que las células tratadas con paclitaxel generan multiples
polos y éstos se encargan de atraer un nimero dado de cromosomas a su respectivo extremo
de la célula, generando rupturas del material genético y células multinucleadas; resultado de
la condensacion del material genético 8. Adicionalmente, Waver B. %y Zasadil LM et al. en el
2014 97, analizaron la presencia de células multipolares durante el tratamiento con paclitaxel, y
observaron que las células intentan segregar el material genético en tres, cuatro o hasta cinco
direcciones diferentes («intento fallido de citocinesis»). Por otra parte, los surcos citocinéticos
usualmente fallan en completar la citocinesis y en la mayoria de los casos, las divisiones
producen tres, dos o0 en ocasiones una célula (informaciéon apoyada por el presente trabajo).
Estos reportes permiten especular acerca de un proceso compartido;, en donde la
multipolaridad de las células tratadas con paclitaxel es un requisito indispensable para inducir
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movimientos en la membrana plasmatica y tales movimientos son los causantes del dafo al
DNA.

Por otra parte, Orth D. et al. (2008) 89 sugieren que el dafio al DNA se debe principalmente a
una activacion parcial de las caspasas en células tratadas con paclitaxel y no a un
mecanismo fisico como lo proponemos en el presente trabajo 89. Sin embargo, nuestros
resultados indican todo lo contrario; el dafo al DNA y la muerte celular incrementan de
manera gradual después de las 12 h de tratamiento con paclitaxel y disminuyen al inhibir la
formacion del anillo contractil con CB y BBT, lo cual implica que la activacion de las caspasas
no es la principal consecuencia del dafio al DNA generado en células HCT116. Por lo tanto, es
interesante definir y caracterizar si el dafio al DNA observado en nuestro trabajo ocurre en
complemento al descrito por Orth D. et al. (2008) 8° mediante la inhibicion de la actividad de
las caspasas después de las 12 h de tratamiento con paclitaxel y paclitaxel en combinacion
con CB Y BBT.

3. EFECTO TOxico CAUSADO POR LA FORMACION DE SURCOS EN LA MEMBRANA PLASMATICA EN
CELULAS HCT116 TRATADAS CON PACLITAXEL

El paclitaxel ha sido de amplio uso en la quimioterapia debido a su gran capacidad para
generar efectos citotdoxicos en células cancerosas. No obstante, el mecanismo por el cual
promueve dicho efecto no ha sido del todo claro. Algunos autores proponen que la habilidad
del paclitaxel para unirse directamente a los microtubulos del huso y matar a las células
tumorales es una consecuencia del arresto mitdtico que produce 51 8. A pesar de ello,
nuestros resultados suguieren la existencia de un mecanismo alternativo causado por la
formacion de surcos citocinéticos posteriores a la salida del arresto en mitosis (Figura No. 16),
y no a la duracion del arresto mitético per se.

La muerte celular posterior al tratamiento con paclitaxel ocurrié en la mitad de la poblacion de
la linea celular HCT116 . En contraste, el tratamiento de paclitaxel en combinacién con CB vy
BBT causd un porcentaje menor de células muertas respecto al observado exclusivamente
con paclitaxel. Este hallazgo nos permitié inferir que la formacién de movimientos en la
membrana después del arresto mitético es consecuencia del efecto citotoxico en células
HCT116. Por lo cual, seria importante definir y observar el citoesqueleto de tubulina, miosina
y actina a través de proteinas quiméricas fluorescentes en tiempo real con células HCT116
gue exhiben movimientos de la membrana posterior al arresto mitético. De esta manera,
podriamos inferir si el movimiento es dependiente o independiente del citoesqueleto, ya que
como lo sugiere Canman J.C. et al. 2000 44 y Rieder C.L. et al. 2006 3, el tratamiento de
agentes desestabilizadores de microtubulos como el nocodazol, promueve la induccion de
movimientos enérgicos de la membrana plasmatica en ausencia de microtubulos, pero no
excluye que dichos movimientos dependan del citoesqueleto de actina y miosina Il. Por otra
parte, es importante determinar la localizacion de actina y miosina Il en los surcos
citocinéticos; ya que son componentes importantes del anillo contractil en generar la fuerza de
contraccion para contraer la membrana plasmatica y originar los surcos durante citocinesis.

Como ya se ha discutido anteriormente, la induccién de los surcos después del arresto
mitético en células HCT116 tratadas con paclitaxel genera un gran porcentaje de células
muertas. Estos datos ya han sido sustentados en un estudio realizado por Horwits S. et al.
2003 100, en donde demuestra que células A549 que han salido del arresto mitético («Mitotic
slippage») producen un aumento en la ruptura de la proteina PARP, una marca caracteristica
de células en apoptosis. En contraste, las células mitéticas A549 inducidas por paclitaxel no
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muestran dicha marca, lo cual sugiere que la salida del arresto mitético pero no el arresto
mitético per se, es responsable de la muerte celular por apoptosis inducida en
concentraciones nanomolares de paclitaxel (100 nM). No obstante, descifrar el mecanismo de
muerte celular para la linea celular HCT116 no fue un objetivo prioritario para el presente
trabajo. Por tal motivo, es importante especificar el tipo de muerte celular que este mecanismo
de toxicidad puede llevar a cabo en la mitad de la poblacién de células HCT116 (Figura No.
16).

4. VARIACION CELULAR EN TIEMPO REAL: HETEROGENEIDAD EN LA RESPUESTA A LOS DISTINTO
TRATAMIENTOS CON PACLITAXEL MEDIANTE MICROSCOPIA DE TIME-LAPSE

El andlisis de células HCT116 individuales mostré un perfil heterogéneo del destino celular.
Algunas células sufren apoptosis durante mitosis, mientras que otras permanecen en interfase
0 mueren, se mantienen arrestadas en mitosis o escapan de la misma y finalmente mueren
durante mitosis («mecanismo clasico») o interfase del siguiente ciclo celular («mecanismo
alternativo») (Figura 18 C). Todos estos eventos han sido identificado por Gascoigne Ky Taylor
S en el 2008, argumentando que el destino celular es estocéastico y genéticamente
indeterminado y por lo tanto tiene que estudiarse a nivel individual; proponiendo vias o
mecanismos que permitan explicar el comportamiento molecular de un destino celular en
particular. Por tal motivo, es importante homogeneizar la poblacién de células HCT116
tratadas con paclitaxel y asi, promover su salida del arresto mitético y permitir la induccion del
mecanismo alternativo de toxicidad. Dicho de otra manera, al inhibir la actividad de Cdk1
cuando el porcentaje mas alto de células HCT116 ha alcanzado la mitosis y de esta manera
liberarlas de mitosis para entrar a G1 del subsecuente ciclo celular, evitando de esta manera la
muerte celular durante mitosis («mecanismo clasico de toxicidad») y favoreciendo el
mecanismo de toxicidad alternativo en la poblacion de células HCT116 a evaluar.

5. UN MECANISMO ALTERNATIVO DE TOXICIDAD EN CONSTRUCCION...

Como es evidente, para que exista un «mecanismo alternativo de toxicidad» tiene que haber
un mecanismo clasico de toxicidad. El mecanismo candnico se lleva a cabo en la mayoria de
las células tratadas con casi cualquier agente capaz de alterar la dinamica del huso mitdtico.
Dicho de otra manera, ocurre cuando la célula es arrestada en mitosis. De acuerdo a Craig, R.
et al. (2002) 82, el arresto prolongado durante mitosis incita a la célula a generar sefiales anti
apoptoticas (sefales de sobrevivencia) hasta corregir los errores generados por las drogas a
las cuales se encuentra expuesta. No obstante, cuando el tiempo transcurre y los errores no
son corregidos, los componentes anti-apoptoéticos son degradados, permitiendo a los agentes
pro-apoptoéticos (sefiales de muerte) activar la muerte celular durante el arresto mitético, tal
fendémeno es considerado por nuestro grupo como el «Mecanismo clasico de toxicidad».

Uno de los fendmenos mas relevantes en el presente estudio fue la caracterizacion de una de
las «piezas» faltantes en el mecanismo alternativo de toxicidad. Dicho mecanismo solo ocurre
en células tratadas con paclitaxel, ya que como lo sugieren Shi J., et al. (2014) 88 el paclitaxel
resulta ser consistentemente mas citotdxico posterior a la salida del arresto mitdético que
cualquier otra droga. Cuando células HCT116 son expuestas a paclitaxel , estas son
arrestadas en mitosis hasta escapar por un mecanismo caracterizado por Brito, D. y Rieder, C.
en el 2006, denominado «Mitotic slippage». Dicho fendbmeno ocurre cuando los niveles de
ciclina B caen por debajo de un umbral, de tal manera que la proteina Cdk1 carece de
actividad catalitica para llevar a cabo funciones importantes durante mitosis y por lo tanto, la
célula es liberada del arresto mitético 54 78, Posterior al arresto mitético nuestro grupo
caracterizd lo que parece ser «la Ultima pieza» del mecanismo alternativo de toxicidad. En
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donde, se observaron movimientos de la membrana plasmatica en la mayoria de las células
HCT116 tratadas con pacltaxel (100 nM), los cuales fueron catalogados como un «intento
fallido de citocinesis» o inducciéon de surcos citocinéticos. Dicho evento fue crucial para
ulteriormente asociarlo con el dafio al DNA y muerte celular inducida por paclitaxel.
Adicionalmente, se identificé por microscopia en time-lapse la formacién de movimientos en la
membrana plasmatica y se confirmd la ausencia de surcos citocinéticos en células tratadas
con paclitaxel en combinacion con CB y BBT de acuerdo a nuestro modelo de estudio. Por tal
motivo, se determind que la induccién de surcos citocinéticos coincide en tiempo con la
generacion de dafio al DNA y muerte celular (Figura 18 A, B), y que este fendbmeno puede ser
totalmente dependiente del citoesqueleto de actina y miosina como en el caso de una
citocinesis normal. Para ello es importante seguir los componentes del citoesqueleto de actina
y miosina con una marca fluorescente por microscopia en time-lapse,

Finalmente, es importante resaltar que Shi J. et al. (2014) 88 describié una consecuencia (dafo
al DNA) posterior a la salida del arresto mitético durante el tratamiento con paclitaxel apoyada
por nuestro trabajo. No obstante, el mecanismo por el cual ocurre dicha consecuencia no ha
sido descrito y por tal motivo, es interesante establecer un mecanismo que explique la
induccion de dafio al DNA y por ende, la muerte celular durante el tratamiento con paclitaxel.
Por otra parte, la investigacion de Shannon, K. et al. 2005 32 asevera que los movimientos en la
membrana inducidos a través del tratamiento con paclitaxel ocurren directamente por el
farmaco, dado a la habilidad del paclitaxel para generar uniones estables entre los
microtubulos y la membrana plasmatica. No obstante, seria relevante determinar que las
uniones entre microtubulos y la membrana después de la salida del arresto mitético favorecen
el reclutamiento de componentes del anillo contractil que a su vez, promueven la induccion de
surcos citocinéticos (SC) y la fragmentacion de la cromatina en pequefios nucleos con dafio al
DNA, y asi convencer a los lectores sobre la existencia de un «mecanismo alternativo de
foxicidad»

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos durante el presente trabajo determinaron que:

1. El uso de drogas anticitocinéticas no altera la dinamica temporal del indice mitético en
células HCT116 tratadas con paclitaxel.

2. La formacion de surcos citocinéticos en células HCT116 tratadas con paclitaxel se
asocia con la formacion de dafio en el DNA.

3. El efecto citotdxico inducido por paclitaxel se relaciona a la formacién de surcos
citocinéticos posterior a la salida del arresto mitético en células HCT116

4. El «mecanismo alternativo de toxicidad» es un fendmeno que se manifiesta en una
fraccion de células HCT116 expuestas a paclitaxel.
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ABREVIATURAS

APC/C

ATP

CAD

Cdk1

CKII

CPC

CYK3

DNA

ESCRT
1l

FBW7

FDA

GWYGZ

GAP

GEF

ICB

JNK

Complejo Promotor de la Anafase/
Ciclosona (Anaphase-Promoting
Complex).

Adenosina trifosfato (Adenosine
triphosphate)

DNAasa activada por Caspasas
(Caspase-activated DNase)

Cinasa dependiente de ciclina 1
(Cyclin-dependent kinase 1)

Casein Kinase |l

Complejo Pasajero Cromosoémico
(Chromosomal Passenger Complex)

Cytokinesis Protein 3
Acido desoxirribonucleico

(Deoxyribonucleic acid)

Complejo de clasificacion Endosomal
Requerido para Transporte
(Endosomal sorting complex required
for transport)

F-box/WD repeat-containing protein 7

Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos
(U. S. Food and Drug Administration)

Fase Gap 1y Fase Gap 2

Proteina activadora de GTPasa
(GTPase-activating protein)

Factor de intercambio de nucleotidos
de Guanina (Guanine nucleotide
exchange factors)

Puente Intracelular (Intracelullar
Bridge)

c-Jun N-terminal kinase

Kif4A

MAP

MCC

MDA

MKLP1

MKLP2

MLC

Mps1

MSA

NCI

Plk4

PRCH

RNA

ROCK

SAC

SCF

Kinesin-like protein 4A

Proteina Cinasa Asociadas a
Microtubulos (Microtubule
Associated Protein Kinase)

Complejo de Punto de Monitoreo
Mitético (Mitotic Checkpoint
Complex)

Agente desestabilizador de
microtUbulos (Microtubule-
Destabilizing Agents)

Mitotic Kinesin-Like Protein 1
Mitotic Kinesin-Like Protein 2

Cadena Ligera de Miosina (Myosin
Light Chain)

Monopolar Spindle 1

Agente estabilizador de
microtubulos (Microtubule -
stabilizing Agent)

Instituto Nacional de Cancer de los
Estados Unidos (U. S. National
Cancer Institute)

Polo-Like Kinase 4

Protein Regulator of cytokinesis 1
Acido Ribonucleico (Ribonucleic
acid)

Proteina Cinasa Asociada a Rho
(Rho-Associated Protein Kinase)

Punto de Monitoreo Mitético
(Spindle Assembly Checkpoint)

Complejo que contiene F-box, Skp,
Cullina.
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Agente de Unién a Tubulina (Tubulin

Kif23 Kinesin-like protein 23 TBA Binding Agent)

UNIDADES DE MEDICION

1o microgramos nM nanomolar
mL mililitro uM micromolar
L litro g. gramos
M molar hr(s) hora (s).

mM milimolar min. minutos

. revoluciones por
°C Grados centigrados ~ rpm P

minuto
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ANEXO

1. ESPECIFICACIONES DE REACTIVOS Y SOLUCIONES.

1.1.REACTIVOS.

Tabla No. 5: Lista de anticuerpos usados durante el presente

trabajo.
Anticuerpo(s) Compaiiia Nimero de catalogo
Anti-phospo H3
Serina 10 - Alexa® Cell Signalling 3465
488
Anti-fosfo-H2A.X
conjugado- Alexa® Biolegend
488
Anti-IgG de ratén
conjugado -Alexa® Biolegend
488

Tabla No. 6: Lista de sales utilizadas durante el presente trabajo.

Sales Compafiia Numero de catalogo
NaCl J. T. Baker 3624-01
KCI J. T. Baker 3040-01
Na2HPO4 J. T. Baker 4062-01
KH2PO4 J. T. Baker 3246-01
HEPES J. T. Baker 4018-01
EGTA Sigma-Aldrich E-4378
BSA SIGMA, life science A3059
Citrato de sodio HYCEL 40551
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Tabla No. 7: Lista de farmacos utilizados durante el

presente proyecto

Farmaco(s) Compafiia Numgro de
catédlogo
Paclitaxel/Taxol Sigma-Aldrich T7191
Citocalasina B Abcam ab143482
Timidina e T1895
Science
Blebistatina Abcam ab120425
Tabla No. 8: Lista de sustancias toxicas/corrosivas utilizadas en el presente
trabaio
Sustancia(s) téxicas o . Ndmero de
. Compaifiia .
corrosivas catalogo
Metanol J. K. Baker 9070-03
Acido acético Milipore 101830
Dimetil sulfoxido (DMSO) ATCC®
Yoduro de Propidio (IP) Sigma-Aldrich 287075

Tabla No. 9: Lista de soluciones especializadas utilizadas en el presente trabajo.

Hemacolor®

Solucidn(es) especializadas: Compafiia Num,ero de
catélogo
McCoy’s 5% GIBCO 26600080
Suero Fetal Bovino GIBCO 26140079
Tripsina-EDTA GIBCO 12604
BD FACSFlow™ Beckton Dickinson 342003
RNasa (10 mg/ml) Thermo Scientific ENO0531
Reactivo rojo, Microscopy .
Hemacolor® Milipore 111661/2
Reactivo azul, Microscopy Milipore 111661/3
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1.2. SOLUCIONES
Amortiguador de sales de fosfatos 1X: Se afadieron las sales a un vaso de precipitados
adecuado con el volumen de de solucién a preparar. De acuerdo a la tabla de cantidades
mostrada a continuacion:

Reactivos 500 ml 1000 ml
NaCl 137 mM 49 89
KCl 2.7 mM 100 mg 200 mg
Na2HPO4 10 mM 0.72g 144 g
KH2PO4 2 mM 120 mg 240 mg

Se ajusto el pH a 7.4 y aford la solucion con agua destilada (dH20) al volumen final requerido
(500 ml o 1000 ml). Finalmente, se esterilizd en autoclave a 120 psi durante 20 minutos.

Solucion de timidina: La timidina fue pesada (40 mq) y disuelta en PBS 1X (825 ul) a 37°C por
5 minutos para una concentracion de 200 mM. En seguida la solucion se filtrd utilizando filtros
(pirinolas) de 0.25 um de diametro. Finalmente, se diluyd 1:100 en medio de cultivo McCoy'’s
5a para la obtenciéon de una concentracion final de 2 mM.

Solucion de paclitaxel/taxol®: El paclitaxel fue disuelto en una solucion de DMSO-PBS 1:10
para obtener una concentracion de 100 uM. Posteriormente, dicha concentracion fue diluida
1:000 en medio de cultivo McCoy’s 5a para alcanzar una concentracion final de 100 nM, la
cual se utilizé para tratar a la linea celular HCT116.

Solucion de citocalasina B: La citocalasina B fue disuelta en una solucion de DMSO-PBS a
una concentracion final de 800 mg/ml, con dicha concentracién se realizaron diluciones
seriadas 1:1 de; 400, 200, 100 y 50 mg/ml. Finalmente, las soluciones con las concentraciones
sefialadas fueron diluidas 1:100 en medio de cultivo McCoy’'s 5 para la obtencién de
concentraciones finales de 8, 4, 2, 1 y 0.5 mg/ml.

Solucion de blebistatina: La blebistatina fue diluida 1:1000 directamente en medio de cultivo
McCoy’s 5a para obtener concentraciones finales de 100, 50, 25, 10y 5 uM.

Solucion hipotdnica: Se afiadieron las sales a un vaso de precipitados adecuado con el
volumen de de solucion a preparar. De acuerdo a la tabla de cantidades mostrada a
continuacion:

Reactivos 500 ml 1000 ml

HEPES 10 mM 249 48g
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EGTA 260 nM 0.1g 02g

KCl 40 mM 159 3g

Se ajusto el pH a 7.4 y afor6 la solucion con agua destilada (dH20) al volumen final requerido
(500 ml o 1000 ml).

Solucion Fijadora: La solucién se prepard a partir de una dilucion 3:1 de metanol y acido
acético respectivamente. Finalmente, se incubd a -20°C 24 h antes de su uso.

Solucion de BSA 1%: La solucion se preparé a partir de la dilucion de 0.5 g de BSA en 50 ml
de PBS 1X. Posteriormente se almacend a 4°C.

Solucion de citrato de sodio 2.2%: La solucidon se prepar6 a partir de la dilucion de 6.6 g de
citrato de sodio en 300 ml de agua miliQ. Se ajusto el pH a 7.4 y almacen¢ a 4°C.

Solucion de tincion con yoduro de propidio (IP): Esta solucién se preparé a partir de RNasa a
una concentracion de 10 mg/ml y yoduro de propidio (IP) a 1 mg/ml en solucién de citratos
2.2% en un volumen final de 500 pl por cada muestra.

2. PROTOCOLOS EN EXTENSO.
2.1.SINCRONIZACION CELULAR:
1. Se peso la timidina en un tubo Eppendorf (2 ml) con aproximadamente 40 mg.
2. Fue diluida en 825 pl de PBS 1X para obtener una concentracion final de 200 mM de
timidina .

iRecuerdal: El calculo siempre se realiza con base en la cantidad de timidina pesada.
iRecuerdal: Los calculos se realizaron en base a la cantidad (gramos) y el peso molecular de
la timidina (242.24 umas), para obtener el numero de moles (n), al dividir los gramos entre el
peso molecular.

0.04 g / 242.25 g/mol = 0.000165 moles.

Posteriormente se despejé la férmula de la molaridad, en donde ya se conoce la molaridad
(0.1) y el nUmero de moles (0.000165):

0.000165/0.2 =0.0008255 L 0 852 pl

Finalmente, se agregaron 825 pul de PBS 1X en un tubo de 2 ml con los 40 mg de timidina para
obtener una solucién de 200 mM de timidina

3. Se calent6 en Termoblock a 37 °C hasta que la timidina fue disuelta completamente.
4. Finalmente se filtrd la solucién mediante la ayuda de un filtro y una jeringa de 5 ml con
embolo en un tubo eppenderof de 1.6 ml

iRecuerdal: El filtrado se realizd6 dentro de la campana de cultivo celular.

5. Posteriormente se diluyd en 1:100 de medio de cultivo para obtener una concentracion
final de 2 mM de timidina.
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wn =

Por ultimo, se cambi6 el medio de las células por medio McCoy 5.A con timidina y se
incubd a 37°C durante 18 h.

2.2. TRATAMIENTOS:
2.2.1. TRATAMIENTO CON PACLITAXEL.

Se retird el medio McCoy 5.A del tratamiento con timidina.
Las células fueron lavadas en dos ocasiones con PBS 1X
El paclitaxel fue diluido en una solucion de PBS:DMSO vy posteriormente en medio
McCoy’s 5.A
Las células HCT116 se les adiciond medio de cultivo con paclitaxel (100 nM) en
incluyendo un grupo control el cual solo posee solucion de DMSO:PBS.
Se incubaron a 37°C y se obtuvieron muestras para las diferentes técnicas en los
tiempos sefialados (Tabla No. 3)

Tabla No. 3: Condiciones de tratamiento con paclitaxel

Tratamiento con Paclitaxel Tiempo de evaluacion
Tipo de experimento Concentraciona | O 3| 6| 9| 12| 15| 18| 21| 24| 48
utilizar
Arresto mitético y t!nC|onIcop Paclitaxel: 100
eosina y azul de metileno (indice aM )
mitético)
Arresto mitético e inmunotincion
con anti-phospho Histone 3 Paclitaxel: 100
(Serina 10)-Alexa® 48* nM M Il g ¢i®|°|° ¢
(Citometria de flujo)
Células con dafio al DNA Paclitaxel: 100
mediante yH2A.X (Citometria de M ' ) ) ) ) )
flujo)
Poblaciéon Sub G1 (Citometria de Paclitaxel: 100 elolelololo!lele o
flujo) nM
Microscopia de time-lapse Pacht:i])'(\jlz 100 o|o(0o|0o| 0 0| 0|0 o
® Sin tiempo requerido. Con tiempo requerido

1.
2.

* No fue necesario sincronizar el cultivo celular mediante bloqueo con timidina 2 mM.

2.2.2. TRATAMIENTO CON PACLITAXEL + CITOCALASINA B
Se retird el medio McCoy 5.A del tratamiento con timidina.
Las células fueron lavadas en dos ocasiones con PBS 1X
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3. El paclitaxel y la citocalasina B fueron diluidos en una soluciéon de PBS:DMSO vy
posteriormente en medio McCoy’s 5.A
4. Las células HCT116 se les adiciond medio de cultivo con paclitaxel (100 nM) en
incluyendo un grupo control el cual solo posee solucién de DMSO:PBS o solamente

citocalasina B.

5. Se incubaron a 37°C y se obtuvieron muestras para las diferentes técnicas en los
tiempos sefialados (Tabla No. 4)

Tabla No. 4: Condiciones de tratamiento con paclitaxel y citocalasina B

Tratamiento con paclitaxel y citocalasina B Tiempo de evaluacién
Tipo de experimento Concentracion a 6| 9| 12 15| 18| 21| 24| 48
utilizar
Concentracion minima . . _
e e , Citocalasina B: 8,
efectiva™ (indice de células 42 1y 0.5 ug/ml o(o|o0o (0|0 o )
binucleadas y poliploides) e 1Y P9 HG
Arresto mitético y tincién con Citocalasina B: 2
eosina y azul de metileno pug/mly 2 pg/ml + °®
(indice mitético) paclitaxel 100 nM
Arresto mitético e inmunotincion . . )
. . Citocalasina B: 2
con anti-phospho Histone 3 mly 2 ug/mi + ole oelololeol e
(Serina 10)-Alexa® 48** ugclitaiel ‘jgo iy
(Citometria de flujo) P
Células con dafo al DNA Citocalasina B: 2
mediante yH2A.X (Citometria ug/ml + paclitaxel ) ) ) )
de flujo) 100 nM
Poblacion Sub G1 'y poblacion CitocalasinaB: 2y
de células poliploides 4 pg/ml + paclitaxel o oo | 0o o o )
(Citometria de flujo) 100 nM
CitocalasinaB: 2y
Microscopia de time-lapse 4 pug/ml + paclitaxel oo 0o (0|0 |0 o
100 nM

® sin tiempo requerido.
** No fue necesario sincronizar el cultivo celular mediante bloqueo con timidina 2 mM.

2.2.3. TRATAMIENTO CON PACLITAXEL + BLEBISTATINA.

wn =

Se retird el medio McCoy 5.A del tratamiento con timidina.
Las células fueron lavadas en dos ocasiones con PBS 1X
El paclitaxel fue diluido en una solucion de PBS:DMSO vy posteriormente en medio

Con tiempo requerido

McCoy’s 5.A, mientras que la blebistatina fue diluida directamente en le medio de

cultivo.
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4. Las células HCT116 se les adiciond medio de cultivo con paclitaxel (100 nM) en
incluyendo un grupo control el cual solo posee solucion de DMSO:PBS.

5. Se incubaron a 37°C y se obtuvieron muestras para las diferentes técnicas en los
tiempos sefalados (Tabla No. 5)

Tabla No. 5: Condiciones de tratamiento con paclitaxel y blebistatina

Tratamiento con paclitaxel y blebistatina Tiempo de evaluacion
Tipo de experimento Concentracién a 0 3 6| 9| 12| 15| 18| 21| 24| 48
utilizar
Concentracion minima Blebistatina 100,
efectiva*™* (indice de células o|o|o|0o|0o (0|0 |0 )
. ST 50, 25, 10y 5 uM
binucleadas y poliploides)
Arresto mitético y tincion con Blebistatina 50 uM
eosina y azul de metileno y 50 uM + o
(indice mitético) paclitaxel 100 nM
Arresto mitético e
inmunotinciéon con anti- Blebistatina 50 uM
phospho Histone 3 (Serina 10)- y 50 UM + e|o|o|eo oo |0 | o )
Alexa® 48*** (Citometria de paclitaxel 100 nM
flujo)
Células con dafio al DNA Blebistatina 50
mediante yH2A X (Citometria UM + paclitaxel ° ° ° o o
de flujo) 100 nM
Poblacién Sub G1 y poblacion | Blebistatina: 100 y
de células poliploides 50uyM + paclitaxel (e (o (oo | ® |®| @ | ® )
(Citometria de flujo) 100 nM
Microscopia de time lapse Blebistatina: 100 y
50yM +paclitaxel (@ |o|o |0 | o |0 | o | @ | @ )
100 nM
® Sin tiempo requerido. Con tiempo requerido

*** No fue necesario sincronizar el cultivo celular mediante bloqueo con timidina 2 mM.

2.3. INDICE MITOTICO (IM), DE CELULAS BINUCLEADAS
(IBN) Y DE CELULAS PoLIPLOIDES (IPP).
Se retird el medio de cultivo que con el farmaco y se lavé una vez con PBS 1X.
Se agreg6 solucion hipotoénica durante 20 minutos a 37°C.
Las células fueron recolectadas en un tubo falcon de 15 ml con ayuda de un scrapper,
ejerciendo presion sobre la superficie del contenedor para poder despegar las células
adheridas.

ok~ w
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10.

Posteriormente las células fueron prefijadas en una proporcion de 1 de solucion fijadora
respecto a 5 de solucion hipotonica y resuspendidas en varias ocasiones hasta disgregar
la mayor cantidad de células.

Las células fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos.

El sobrenadante se decantd y el tubo falcon se dejé invertido sobre una sanita durante 2
minutos para eliminar la mayor cantidad de sobrenadante.

El botén de células fue resuspendido en 1 ml de solucion fijadora y se almacend a -20°C
por 20 minutos.

Las células se mantuvieron en solucion de fijacion por al menos 24 h a -20°C antes de la
tincion.

Recuerda: Es recomendable dejar mas de 24 h de incubacion con solucion de fijacion para
evitar alteraciones en el procedimiento de tincion.

11.

12.
13.

14.

15.

Transcurridas las 24 h, las células fueron centrifugadas a 600 rpm por 1 minuto sobre
laminillas cargadas positivamente (Superfrost plus, Fisher scientific), en donde fue
agregado 1 ml de solucién fijadora con 40 ul de suspension celular sobre adaptadores de
la centrifuga (Rotofix 32A, Hettich).

Posteriormente la laminilla fue secada al aire durante 15 minutos.

Fueron sumergidas por 4 minutos en un vaso coplin que contenfa solucion de eosina y
lavada en agua destilada.

Las células fueron sumergidas es azul de metileno durante 10 segundos , lavadas con
agua destilada y secadas al aire durante 10 minutos.

Las laminillas fueron colocadas sobre la platina del microscopio y se registraron las
coordenadas de inicio y final de la cuantificacion a partir de un microscopio invertido
(LEICA, ZEISS) con objetivo 40 X en campo claro.

Recuerda: La cuantificacion se realizé trazando la misma ruta sobre todas las laminillas,
seleccionando campos al azar, y contando todas las células observadas en el campo sin
importar si la cantidad de células resultantes es mayor a 1000.

14.

El porcentaje de células mitdticas, binucleadas o poliploides se obtuvo a partir de la

siguiente formula:

—— Células M, Bn o Pp
Indice = x100
Células totales

M: mitdtica(s), Bn: Binucleada(s) o Pp: Poliploide(s)

2.4. ANALISIS DE LA PoBLACION DE CELULAS SuB-G1 v
PoLIPLOIDES.

El analisis de la poblacion sub-G1 y de células poliploides se llevd a cabo mediante la
cuantificacion del contenido de DNA tefiido con yoduro de propidio (IP), siguiendo las
condiciones establecidas a continuacion:

1.

Las células fueron lavadas en una ocasion con PBS 1X.
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2. Tripsinizadas durante 5 minutos a 37°C y neutralizadas con un volumen duplicado de
medio McCoy 5A respecto a la tripsina agregada.

Recuerda: Neutralizar la actividad de la tripsina con medio McCoy 5.A no es un proceso

importante y por tal motivo se puede evitar, sin embargo, es importante no dejar células con

tripsina por mas de 5 minutos cuando se requiere evaluar proteinas de membrana.

3. Las células fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos

4. Se decanto el sobrenadante y resuspendi6 el botén de células con PBS 1X, este proceso
se repitid una vez mas.

5. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos

6. El sobrenadante se decanté y el tubo falcon se dejo invertido sobre una sanita durante 2
minutos para eliminar la mayor cantidad de sobrenadante.

7. se resuspendid el boton de células en etanol al 70% frio y se almacend a -20°C por lo
menos 24 h.

Recuerda: Es recomendable dejar mas de 24 h de incubacion con etanol al 70%, antes de su

andlisis por citometria de flujo.

8. El pellet de células fue lavado en dos ocasiones con PBS IX y resuspendido en solucion de
tincién con yoduro de propidio (IP) (ver anexo: especificacion de soluciones y reactivos).

9. Finalmente, las células fueron incubadas en bafio maria (ThermoFisher Scientific) a 37°C
por 2 h en total oscuridad.

10. La lectura de las muestras se realizdé con ayuda de un citometro de flujo FACS CANTO Il
(Becton Dickinson), con el software FACSDIVA (Becton Dickinson) version 6.1.3 se
capturaron los datos cuantitativos.

2.5. INMUNODETECCION DE YH2A.X
El analisis de dafio al DNA se realizé por citometria de flujo mediante un anticuerpo anti-
Phospho-Histone H2A. X (Ser139). Un ensayo basado en la deteccion de los niveles de histona
H2A.X fosforilada (Ser139) utilizando un anticuerpo monoclonal acoplado a Alexa® 488 vy
siguiendo las condiciones establecidas a continuacion:

1. Se removi6 el medio de cultivo y se lavaron las células en dos ocasiones con un volumen
tres veces mayor de PBS 1X respecto al volumen de medio McCoy’s 5A agregado.

2. Se despegaron las células con tratamiento de tripsina-EDTA a 37°C por 5 minutos y se
neutralizdé con un volumen duplicado de medio McCoy’s 5A.

Recuerda: Neutralizar la actividad de la tripsina con medio McCoy 5.A no es un proceso
importante y por tal motivo se puede evitar, sin embargo, es importante no dejar células con
tripsina por mas de 5 minutos cuando se requiere evaluar proteinas de membrana.

3. Las células se lavaron en dos ocasiones con PBS 1X.

4. Posteriormente fueron fijadas en 500 ul de metanol frio durante 10 minutos a -20°C.

5. Transcurrido el tiempo de incubacion, las células se centrifugaron a 1200 rpm vy
permeabilizaron en 500 ul de acetona fria durante 1 minuto a -20°C.

En seguida, se lavaron en dos ocasiones con PBS 1X y almacenaron a 4°C durante 24 h.
Posteriormente, las células fueron incubadas con 5 pl de anti-Phospho-Histone H2A.X
(Ser139) conjugado con Alexa® 488 (Biolegend) para cada muestra, y un control negativo
mouse |gG conjugado a Alexa® 488 (Biolegend) en una solucion de BSA 1% (ver anexo:
especificacion de soluciones y reactivos) durante 40 minutos en un rotador (DAIGGER) en
total oscuridad.

N
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Recuerda: Las tubos fueron cubierto totalmente con papel aluminio para evitar la entrada de
luz y evitar asi la baja sefial de los fluorocromos asociados al anticuerpo.

8. Las células se lavaron en una ocasiéon con 500 ul de PBS 1X.

9. Se suspendieron en 250 ul de FACS flow y trasladaron en tubos de citometria FACS
CANTO Il (Becton Dickinson), donde los datos cuantitativos se capturaron a través del
programa FACS DIVA version 6. 1. 3.

Recuerda: Si el numero de células es muy bajo, el volumen de FACS flow puede ser menor a
los 250 pl establecidos, y de esta manera incrementar la concentracion de celulas en una
solucién, ademas de acelerar la lectura en citometria de flujo.

2.6. INMUNODETECCION DE H3S10PH
El andlisis de la dinamica del arresto mitético se llevd a cabo mediante inmunodeteccion de la
histona H3 fosforilada en la serina 10 (phH3S10), una marca post traduccional y especifica de
células mitdticas. Se utilizé un anticuerpo monoclonal de ratén acoplado al fluorocromo
Alexa® 488 (Cell signalling) siguiendo las condiciones establecidas a continuacion:

1. Se removi6 el medio de cultivo y se lavaron las células en dos ocasiones con un volumen
mayor de PBS 1X respecto al volumen de medio de cultivo agregado.

2. Se despegaron las células con tratamiento de tripsina-EDTA a 37°C por 5 minutos y se
neutralizé con un volumen duplicado de medio McCoy'’s 5A.

Recuerda: Neutralizar la actividad de la tripsina con medio McCoy 5.A no es un proceso
importante y por tal motivo se puede evitar, sin embargo, es importante no dejar células con
tripsina por mas de 5 minutos cuando se requiere evaluar proteinas de membrana.

3. Posteriormente se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos

4. Se fijaron en 500 pl de metanol frio durante 10 minutos a -20°C.

5. Las células se centrifugaron a 1200 rpm y permeabilizaron en 500 ul de acetona fria
durante 1 minuto a -20°C.

Se lavaron en dos ocasiones con PBS 1X 'y almacenaron a 4°C durante 24 h.
Posteriormente, las células fueron incubadas con anti-phospho Histone 3 (Serina 10)
conjugada con Alexa® 488 (Cell signalling) a una concentraciéon de 1:100 en solucion de
BSA 1% (ver anexo: especificacion de soluciones y reactivos) durante 40 minutos en un
rotador (DAIGGER) en total oscuridad.

N

Recuerda: Las tubos fueron cubierto totalmente con papel aluminio para evitar la entrada de
luz y evitar asi la baja sefial de los fluorocromos asociados al anticuerpo.

8. Las células fueron lavadas en una ocasion con 500 pl de PBS 1X.

9. Se suspendieron en 250 pl de FACS flow y trasladaron en tubos de citometria FACS
CANTO Il (Becton Dickinson), donde los datos cuantitativos se capturaron a través del
programa FACS DIVA version 6. 1. 3.

Recuerda: Si el numero de células es muy bajo, el volumen de FACS flow puede ser menor a

los 250 pl establecidos, y de esta manera incrementar la concentracion de celulas en una

solucioén, ademas de acelerar la lectura en citometria de flujo.
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2.7. VIDEO POR MICROSCOPIA EN TIME-LAPSE.
Para poder analizar la dinamica y formacion de surcos citocinéticos durante la salida del
arresto mitético en células HCT116 in vivo, se siguieron las siguientes condiciones:

1. Se prendi6 el software, hardware y se establecieron las condiciones de incubacién 5 h
antes de la toma de capturas.

2. Laincubadora del microscopio invertido asi como también la camara interna se llevaron a
37°C durante 5 h. La llave del CO:z se llevo a una presion de 1.5 bares y fue conectada a
través de un difusor sumergido en agua MiIiliQ.

Recuerda: Preparar las condiciones 5 h previas al time- lapse permite la expansion de los
metales como platina y bases de soporte, de esta manera se evita la perdida de planos
focales cuando se lleva a cabo el time-lapse.

3. Se sembrd una cantidad de células HCT116 minima (2.500 células) para obtener una
confluencia del 30% después de 2 - 3 dias de tratamiento.

Recuerda: Las células fueron sembradas en una camara especial, POC-R2 (PECON® ).

3. Las células fueron sincronizadas y tratadas en la misma camara.

4. Durante el tratamiento, las células fueron fotografiadas cada 10 min. por 48 h. a través de
un objetivo DIC (differential interference contrast) de inmersion 40X en un microscopio
Zeiss AxioVert 200 Motorized (Carl Zeiss) con la finalidad de definir la dinamica en la
membrana celular.

5. Finalmente, las células individuales fueron analizadas a partir del software AxioScan .Z1y
ZEN Lite (Carl Zeiss).
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3. FIGURAS SUPLEMENTARIAS.
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Figura suplementaria No. 5: Porcentaje de células arrestadas en mitosis por paclitaxel
(paclitaxel), y paclitaxel en combinacion con citocalasina B (CB) y blebistatina (BBT) a través de
citometria de flujo. Células HCT116 tratadas durante 24 h con paclitaxel (100 nM) y paclitaxel (100
nM) con CB (2 pug/ml) o BBT (50 uM) e inmunotefidas con phH3S10. (A) Histograma muestra la
fraccion de células positivas para phH3S10 (mitéticas) del lado derecho del histograma, posterior al
tratamiento Unicamente con Paclitaxel (azul). (B) Histograma muestra la fraccion de células positivas
para phH3S10 (mitdticas) del lado derecho del histograma, posterior al tratamiento Unicamente con
Paclitaxel en combinacion de CB ( ). (C) Histograma muestra la fraccion de células positivas
para phH3S10 (mitéticas) del lado derecho del histograma, posterior al tratamiento con Paclitaxel en
conjunto con BBT (gris).
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Figura suplementaria No. 6: Analisis de muerte celular por paclitaxel, y paclitaxel en combinacién con
citocalasina B y blebistatina mediante citometria de flujo. Células HCT116 fueron tratadas con Paclitaxel, y
Paclitaxel en combinaciéon con CB (2 pg/ml) o BBT (50 uM) durante 24 h. Se observa un amplio aumento en la
fraccion de células SubG+ posterior al tratamiento con Paclitaxel. No obstante, en Paclitaxel + CB y Paclitaxel +
BBT se aprecia un aumento leve en el porcentaje de células muertas. El porcentaje de células muertas se
cuantificd en una zona particular del histograma denominada regién SubG+ < 2N (region izquierda del histograma).
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Tabla No. 12: Tratamiento de células HCT116 con paclitaxel (100nM)

2 Si (4)

8 Si(4.3) 9.53

4 Si (5.15) 8.35

5 Si(4.5) 10.5

6 Si (4.66) 9

7 Si (2.83) 10.67

8 Si(5) 12.33

10 Si (5.83) 7

11 Si (4) Muere durante mitosis (8.5)

12 Muerte durante interfase (4.16)

13 Muerte durante interfase (7.66)

14 Si(4.16) 18.67

15 Si (3) 10.83

16 Si (5.16) 3.84

17 Si (6) 7.66

18 Si (5.16) 14

19 - Muere en interfase (23)

20 Si (3.66) 20 No

21 Si (4.5) 19.33 No
PROMEDIO 4.22 hrs. 11.16 hrs. 15.69 hrs. 31.13 hrs.

Pagina 72 de 75



Tabla No. 11: Tratamiento de células HCT116 con paclitaxel (100 nM) + citocalasina B (2 pg/ml)

1 Si (7.5) 2.66
2 Si (9.33) 2
3 Si (6.66) 4.84
4 Si (7.66)
5 Si (7.66) 11.84
6 Si (8) Se mantuvo en mitosis hasta el final del video
7 Si (8.16) Muere durante la mitosis (14.33)
8 Si (7.83) Se mantuvo en mitosis hasta el final del video
9 Si (8.5) Se mantuvo en mitosis hasta el final del video
10 Si (7.66) Muere durante la mitosis (9.5)
11 Si (6.83) 6.67 No
12 Si (8.66) 5.7 No

I- Muere en interfase (11)
14 Si (6.5) Muere durante la mitosis (15.5)
15 Si (6.16) 1217 No
16 Si (7) 12.16 No
17 Si (6.5) Muere durante la mitosis (14.66)
18 Si (7.33) Muere durante la mitosis (11)
19 Si (6.5) 14.83 No
20 Si (6.66) Muere durante la mitosis (11.5)
21 Si (5.83) 12.03 No
22 Si (6.66) 11.2 No
23 Si (6.16) 1417 No
24 Si (6) Muere durante la mitosis (8.5)
25 Si (6.33) 10.17 No
26 Si (6.33) Muere durante la mitosis (21.66)

PROMEDIO 7.21 hrs. 9.2 hrs. No: 15.65 hrs. ; Si: 19.745 hrs. 12.5 hrs.

Pagina 73 de 75




Tabla No. 10: Tratamiento de células HCT116 con paclitaxel (100nM) + blebistatina (50uM)

1 Si (12.16) 8.17
2 Si (12.16) 3.67
3 Si(9,16) Se mantiene arrestada en mitosis durante todo el video
4 Si (12.16) 6.34 No
5 Si (13.16) 2.84 No
6 - Se mantiene en interfase durante todo el video
7 Si (8.16) 9.17
8 Si (9.33) 10
9 Si (9.33) 13
10 Si (9.33) 5.17
11 Se mantiene arrestada en interfase durante todo el video
12 Muere durante interfase (25.5)
13 Si (12.66 8
14 Muere durante interfase (24.66)
5 Muere durante interfase (12.16)
17 Si (10.16) Se mantiene arrestada en mitosis durante todo el video
18 Si(10.16) Muere durante la mitosis (20)
19 Si(11) 3.5
20 Si (12.66) 4.5
21 Si (10) Se mantiene arrestada en mitosis durante todo el video
22 Si (9.83) 8.45
23 SiND*
24 Si (9.16) 3.6
PROMEDIO | 10.67 hrs 6.04 hrs No:15.88 hrs/si:20.33hrs | 7 3113
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