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RESUMEN.

El crecimiento de las células Hela se inhibid cuando se expusieron a la
dexametasona a diferentes concentraciones. Asi también se inhibié la apoptosis
inducida por cisplatino de manera dependiente al tiempo de pre-tratamiento con este
glucocorticoide sintético a todas las concentraciones usadas. Esta inhibicion del
proceso apoptotico no se correlaciond con alguna modificacion en los cambios
inducidos por el cisplatino en las proteinas pro-apoptéticas Bak, Bcl-xS y Bid. Sin
embargo si se correlaciond con cambios en la expresién de una isoforma de la
proteina pro-apoptdtica Bax. Los cambios observados en las proteinas anti-
apoptdticas analizadas Bd-2, Bcl-xL y Bag no se relacionaron con la actividad
protectora de la DEX. Al analizar la integridad de la mitocondria se demostré que la
DEX protege parciaimente a este organelo de los dafios producidos por el cisplatino,

pero no causa cambios en la expresion del citocromo c.



INTRODUCCION.

APOPTOSIS.

La apoptosis 0 muerte celular programada es un proceso indispensable en el
desarrollo animal y la homeostasis adulta (Porter AG, 1999), funciona eliminando
células no deseadas, este programa de autodestruccién mantiene el balance en las
distintas poblaciones celulares {Dole y cols., 1995).

En la primera mitad del siglo XX quienes investigaron el desarrollo embrionario
se percataron de que la muerte celular no era, como se habia pensado, forzosamente
dafiina para el organismo; en los afios cincuenta se demostrd que ciertos organismos
pluricelulares alcanzaban su morfologia final seleccionando determinadas células vy
luego eliminandolas {Duke y cols., 1997). En 1972 Kerr y cols. sefialaron que las
caracteristicas morfoldgicas de la muerte celular ocurrida de manera natural durante
el desarrollo embrionario, la regeneracién hepatica y el balance entre proliferacion y
muerte en sistemas experimentales con roedores son diferentes a las que presenta la
muerte que ocurre como resultado de patologias ¢ intoxicacion. Fue entonces cuando
se acufio el término apoptosis para distinguir este fenomeno comparado con el

Apoptosis vs necrosis.

suicidio a nivel celular de la necrosis (Gémez y Zentella, 1997).
Los procesos que ocurren durante la apoptesis son muy distintos a los que

acompanan a la muerte por necrosis{Tabla 1), (Green y Reed ,1998).

Tabla 1, Comparacion de caracteristicas bioquimicas y macromoleculares entre la muerte celular por
necrosis y por apoptosis {Tomado de Kerr y cols., 1991}

NECROSIS

APOPTOSIS

L& participacion celular es pasiva, no hay control
enético de por medio.

La participacion celular es activa, controlada por un
programa genético.

Fl volumen celular aumenta

El volumen celular se reduce en un 25% - 50%.

F| DNA se fragmenta de manera irregular, el patrén
ks de barrido.

La fragmentacién internucleosomal, patrén de
escalera {180 pb o miitiplos).

a cromatina nuclear muestra una condensacion
axa y su localizacidn es difusa.

La cromatina nuclear se condensa de manera
compacta con marginacién nuclear.

Los organulos se hinchan y tienden a fusionarse con
os lisosomas.

Los organulos permanecen integros y no se
fusionan con lisosomas.

| citoesqueleto se desorganiza.

El citoesqueleto conserva su estructura.

fosfolipidos y se pierde la integridad.

El citoplasma se vierte al espacio intersticial. El citoplasma se conserva en los cuerpos
apoptoticos.
La membrana celular conserva la asimetria de|Aparicidn de fosfatidilserina en la  lamina

extracelular de 1a membrana plasmaética y se
conserva la impermeabilidad.

La activacion de proteasas es inespecifica.

La activacidn de proteasas es especifica de 1a familia
de las caspasas.

Reaccién inflamatoria.

Reaccion inflamatoria ausente.




Se reconocen dos fases durante el proceso de muerte celular por apoptosis:
una de latencia y otra de ejecucidn, la fase latente comienza con el estimulo pro-
apoptdtico, las células se observan morfolégicamente normales adn cuando los
mecanismos intracelutares involucrados en la activacidn de proteinas asociadas a la
ejecucion ya estén activados; esta fase concluye en un estado celular denominado
"de compromiso" que se asocia con afteraciones mitocondriales, después del cual la
muerte celular es ineludible (Samejima y cols., 1998). En la fase de ejecucidn se
reduce e! volumen celular, la cromatina se condensa y forma cumulos densos
adosados a la membrana nuclear, ésta se invagina y el nucleo se fragmenta dando
lugar a estructuras membranosas con cantidades variables de cromatina.
Analogamente la membrana celular sufre invaginaciones que terminan por
fragmentar a la célula formando vesiculas denominadas cuerpos apoptoticos que
contienen organelos intactos; los cuerpos apoptdticos #7 wio son rapidamente
fagocitados por células vecinas, para que esto suceda las células apoptéticas sufren
cambios en la permeabilidad y composicidn de la membrana plasmatica, la
fosfatidilserina cambia su ubicacién hacia Ia cara externa de la membrana celular,
ésto permite a los receptores especificos y a los antigenos del sistema de
histocompatibilidad mayor reconocer a los cuerpos apoptéticos {Kerr y cols., 1991).
Una de ias consecuencias fisiologicas de la apoptosis es que no se libera material
intracelular al medio intersticial, ademds este proceso estd restringido a células
individuales y nunca resulta en la muerte de células vecinas en las que no se haya
activado el programa de muerte (Duke, 1992). Otro aspecto importante que tiene
lugar en la muerte por apoptosis es el corte al DNA; se puede advertir al someter el
DNA a una separacion por electroforesis, un patrén de bandas caracteristico llamado
"escalera" que muestra los fragmentos de DNA multiplos de 180 bases, este ntimero
corresponde a la longitud de DNA que se enrclla alrededor de cada nucleosoma
(Vaux, 1993; Peitsch y cols., 1994), este corte es realizado por endonucieasas
especificas que tienen acceso a las regiones internucleosomales del DNA (Peitsch y
cols., 1994). Recientemente se ha identificado a la enzima responsable del
rompimiento del DNA durante el proceso apoptético, se trata de la DNAsa CAD la cual
es activada por la caspasa 3 (Counis, 2000).

Genes involucrados en la apoptosis.

Los estudios con el nematodo Caenorhabditis elegance demostraron que la
muerte apoptdtica estd controlada por la expresion de algunos genes (Ellis y cols.,
1991). Entre los genes relacionados con el proceso apoptético identificados en
estudios con nematodos se identificé a ced-? que induce el programa de muerte, asi
mismo se observd que el papel de ceg-9 es el de inhibir tal proceso, La
caracterizacion de la estructura vy funcion de los productos de estos genes permitio
identificar a los genes homdlogos en células de mamiferos; las proteinas homdiogas
CED-3 se agruparon en una familia de proteasas denominadas caspasas, evidencia
experimental sugiere que la sefal apoptdtica activa primero a las caspasas iniciadoras
en la fase latente y éstas a su vez a las efectoras responsables de la fase ejecutora y




de los cambios morfoldgicos caracteristicos de la apoptosis (Kim y cols., 1997). Las
proteinas homdlogas a CED-9 constituyen la familia de Bcl-2.

FAMILIA BCL-2.

Bci-2 fue el primer miembro descrito de la familia de proteinas Bcl-2 (Gross y
cols., 1999), éste se identificd inicialmente como un gen asociado al desarrollo de
leucemias granulociticas de células B, de donde deriva su nombre (B-ceil leukemia
gene 2) (Gomez y Zentella, 1997). La familia de Bel-2 esta compuesta por varios
miembros -al menos 16- que se dividen en proteinas pro-apoptdticas y anti-
apoptoticas (Adams y Cory, 1998). Entre los inhibidores apoptéticos de esta familia
estan: Bcl-2 proteina de 24-26 KDa, se localiza en el interior mitocondrial; Bcl-xL es
una de las dos variantes del gen &c-x- se localiza en el citosol asociado con la
mitocondria pesa aproximadamente 30 KDa; Bag de 24.5 KDa no tiene una
homologia considerable con Bcl-2, sin embargo la coexpresion de ambas proteinas
incrementan la proteccidn frente a la apoptosis. Algunos de los miembros pro-
apoptéticos son: Bak una proteina de 23 KDa induce muerte expresandose en varios
tipos celulares; cuando Bax de 21 KDa se expresa pobremente en células de cancer,
contribuye a la progresion de (a displasia, Bcl-xS es otra de las variantes de Bcl-x, su
peso es menor que el de Bcl-xL aproximadamente de 25 KDa.

La proporcion existente en una célula de estos dos subgrupos ayuda a
determinar la susceptibilidad de las células a una sefial de muerte (Oltvai y cols.,
1993). Varios miembros pro-apoptdticos de la familia se localizan en compartimentos
subcelulares aislados en el citosol o citoesqueleto. En ausencia de una sefial de
muerte, los miembros anti-apoptéticos son generalmente proteinas integrales de
membrana encontradas en la mitocondria, el reticulo endoplasmico o la membrana
nuclear (Hockenbery y cols., 1990; Krajewsky y cols., 1993; Nguyen y cols., 1993; De
Jong y cols., 1994; Zhu y cols., 1996;).

Dimerizacién,

Los miembros proteinicos de esta familia forman homodimeros vy
heterodimeros, lo que sugiere una competencia neutralizante entre estas proteinas
(Tabla 2) (Gross y cols., 1999) por ejemplo: la sobrexpresion de la proteina Bax
promueve la muerte al interferir con la formacion de homodimeros Bcl-2 al competir y
formar en su lugar heterodimeros Bcl-2=Bax (Gomez y Zentella, 1997) se ha
propuesto que la capacidad protectora de Bd-2 se sustenta en formar homodimeros,
versiones carentes de dominioc de homodimerizacién no tienen capacidad anti-
apoptatica.
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Tabla 2. Proteinas de la familia Bcl-2 y sus interacciones al dimerizar (Tomada de Hacker y Vaux,
1995).

Miembro Homodimerizaciéon {Heterodimerizacion
Bel-2 Muy estable Bax {muy estable)
Bak {estable)
Bcl-xq Estable Bax (muy estable)
Bak (muy estable)
Bel-xs Estable Bel-2 (estable)
Bdl-x, (estable)
Bax Muy estable Bcl-2 (muy estable)
Bak | Muy estable Bcl-2 (estable)

Dominios conservados de homologia Bcl-2 (BH),

Los miembros de esta familia poseen hasta cuatro dominios conservados de la
homologia 4¢-2 (BH) designados: BH1, BH2, BH3 y BH4 ademds de un dominio
transmembranal (Fig. 1) éste Ultimo sirve a las proteinas que lo poseen para anclarse
a las membranas que los sustentan (Adams y Cory, 1998; Kelekar y cols., 1998;
Reed, 1998). Muchos de los miembros anti-apoptéticos muestran secuencias
conservadas de los 4 dominios y pueden convertirse en promotoras de muerte si
pierden el dominio BH4 (Cheng y cols., 1997). Los miembros pro-apoptoticos
frecuentemente no poseen la secuencia de BH4 (Yuan y cols., 1999; De la Coste vy
cols., 1999). BH4 sirve a Bcl-2 y a Bcl-x; para heterodimerizar con Bag. Los dominios
BHi y BH2 estan involucrados en la formacion de homodimeros de Bcl-2 y estan
presentes en todos los antagonistas de muerte (Kroemer, 1997; Reed, 1997), estos
dominios son indispensables para las interacciones con miembros pro-apoptdticos
(Sedlak y cols., 1995). Los miembros pro-apoptSticos Bak y Bax tienen también
intactos los dominios BH1 Y BH2 (Chittenden y cols., 1995; Zha y cols., 1996) Estos
dos Gltimos miembros pro-apoptdticos son multifuncionales; por un lado causan
muerte celular actuando como canales en la mitocondria, ésta permiten el paso de
iones y por otro fado heterodimerizando con miembros anti-apoptéticos mediante su
dominio BH3 (Minn y cols., 1996; Kelekar y Thompson, 1998).

) Bcl-2
Il 14 BH3 B EEX ™ [
L I KN EN KRN
e BH3 ™ [
j 513 B
L Bid
Fig. 1. Homologias de la familia B¢l-2 y sus dominigs transmembranales (TM). Solo Bl-2 y Bel-x,
presentan los cuatro domintos, todos los miembros pro-apoptéticos carecen del dominio BH4 y Bad v

Bid presentan la homologia mas débil por sélo haber conservado el dominio BH3. (Tomado de Kelekar
y Thompson, 1998).




Bcl-2 y mitocondria.

La mitocondria juega un papel muy importante en la apoptosis, varios eventos
clave de la muerte celular programada convergen en este organelo, como la
liberacidn de activadores de caspasas (citocromo ¢) u otros activadores apoptoticos
como AIF (Factor inductor de apoptosis) que acttia como activador directo de las
DNAsas nucleares (Susin y cols., 1999); la formacion del megaporo; la pérdida de
potencial transmembranal y [a participacién de las proteinas de la familia Bcl-2. Por
ésto es considerada como un punto de regulacion v de compromiso para el proceso
apoptético (Green y Reed, 1998). Una vez iniciada la apoptosis, pero antes de que
inicien los cambios en el nicleo, las mitocondrias se ven afectadas en su potencial de
membrana. Este colapso se asocia con la aparicidn de transicién de poro (PT); una
vez que ha cambiado la permeabilidad de la membrana mitocondrial, la entrada de
agua es masiva hacia la matriz mitocondrial. Debido a que la membrana interna de fa
mitocondria posee una gran extensidn superficial, el volumen de la mitocondria
puede aumentar mucho sin que esta se rompa, a diferencia de la membrana externa
la cual eventualmente se rompe liberando citocromo ¢ y AIF (Petit, 1998). Una vez
fiberado de la mitocondria el citocromo ¢ se liga a Apaf-1 y también sale de la
mitocondria, ambos se unen mediante un dominio de reclutamiento a caspasas, Este
complejo es capaz de activar a la pro-caspasa 9 y posteriormente a fa caspasa
ejecutora 3 (U y cols., 1997). Se ha propuesto que Bcl-2 inhibe la formacién de PT
(Susin y cols., 1999). También se sabe que la mitocondria contiene una proteina
llamada AIF que se libera cuando el potencial de membrana se colapsa, ésto afecta
directamente al nticleo produciendo condensacién en la cromatina y fragmentacion
internuclecsomal, cuando Bcl-2 se sobre expresa en la cara externa de la membrana
mitocondrfal impide la liberacion de AIF. Bcl-2 no altera la formacion de AIF ni
protege a la célula de este factor; todo parece indicar que Bcl-2 protege de apoptosis
favoreciendo la retencion de AIF en la mitocondria (Susin y cols., 1996). El principal
mecanismo de accidn descrito para la familia de proteinas Bal-2 es el de modificar la
permeabilidad de la membrana. Se ha comprobado que Bcl-2 es capaz de regular la
salida del citocromo ¢ de la mitocondria (Okuno y cols.,, 1998) y asi evitar la
activacién de la caspasa 3. Bax forma poros, esto aitera el potencial de membrana.
También la proteina pro-apoptotica Bid si se une a mitocondria induce la liberacién
del citocromo ¢ (Perkins y cols., 1998).

VIAS DE SENALIZACION APOPTOTICA.

Se han establecido tres vias de sefalizacién apoptética: 1a primera es debido a
la interaccién de receptores de membrana con sus respectivos ligandos, 10s cuales a
través de moléculas adaptadoras reclutan y activan caspasas. La segunda es iniciada
por diversos estimulos apoptdticos y es regulada por la familia de Bcl-2 lo que
finalmente provoca la salida del citocromo ¢ de la mitocondria y la consiguiente
cascada de caspasas. La tercera via es iniciada por dafio en el DNA y finaliza con la
activacion de las caspasas, ésta (ltima no se ha caracterizado muy bien (Dragovicht,
1998).




CISPLATINO (Cis-diaminodicloroplatino II).

Este compuesto metalico inorganico (Fig. 2) hallado en 1965 por Rosenberg y
cols. es un potente electrdfilo que reacciona con cualquier nucledfilo, como los grupos
sulfhidrilo en proteinas y grupos nucleofilicos en acidos nucleicos (Rosenberg y cols.,
1965)

Fig. 2. Representacion molecular del Cisplatino (Tomado de Veldsquez, 1998).

Mecanismo de accion.

Bl mecanismo de accion de esta droga estd basado en su interaccion y
consecuente produccidn de lesiones en el DNA gendmico; se ha demostrado que
existe una correlacién directa entre la citotoxicidad y la magnitud del dafio al DNA.
Las lesiones en el DNA consisten en aductos intra e intercatenarios (Fig. 3)
principalmente entre guaninas y adeninas- guaninas {Fichtinger-Shepman y cols.,
1985).

NH3

NH3

ADUCTO INTERCATERARIO ADUCTO INTRACATENARID

Fig. 3. Representacidn esquemdtica de los 2 tipos de aductos formados por cisplatino en el DNA
(Tomadeo de Fichtinger-Shepman v cols., 1985).

Se han propuesto diferentes mecanismos de accion para este compuesto
antineoplasico: 1) La inhibicidn de la sintesis de DNA, impidiendo asi el crecimiento
celular; 2) inhibicion de sintesis de RNA imposibilitando la sintesis de proteinas
indispensables para la vida celular y 3) la induccion de muerte celular por apoptosis
(Maldonado y cols., 1995). También se han descritc fenomenos celulares provocados
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por esta droga, cuya participacion podria tener importancia en la determinacion de la
sensibilidad y resistencia del farmaco tal como la participacién de los mecanismos de
reparacion del DNA (Meléndez v cols., 1998).

Cisplatino y apoptosis.

El cisplatino como otros farmacos antineoplasicos induce apoptosis de manera
dependiente a la concentracion y al tiempo de exposicion de la droga (Maldonado y
cols., 1995). Se ha reportado que el cisplatino induce arresto de la célula en la fase
G2 del ciclo, previo a la induccidén de muerte celular (Sorenson y cols., 1990); sin
embargo concentraciones mayores son capaces de inducir muerte celular,
independientemente de la fase del ciclo en que se encuentre la célula y sin la
existencia de un arresto previo. A partir del dafio scbre el genoma, uno o varios
sensores de dafio como Ia proteina ATM (proteina supresora de tumores mutada en
el sindrome de ataxia telangiectasia) comunican, mediante interacciones proteina-
proteina la presencia de dafio a las proteinas efectoras tales como p53, que a su vez
amplifican la respuesta a una diversidad de proteinas efectoras (Baskaran y cols.,
1997). Este farmaco tiene particular impartancia en el tratamiento de pacientes con
carcinoma de ovario y testiculo (Higby y cols., 1974; Young y ccls., 1979). Se ha
reportado que las células Hela pueden ser inducidas hacia el proceso apoptético
como resultado a tratamiento con cisplatino después de 18 horas de exposicidn a la
droga (Maldonado y cols.,, 1995; Meléndez-Zajgla vy cols., 1996;Velasguez y cols.,
1998).

CELULAS Hela.

La linea celular Hela fue la primera estirpe epiteloide y aneuploide derivada de
un tejido humano y mantenida por un cultivo celular seriado. fue aislada por Gey y
cols. en 1951, proveniente de carcinoma anaplasico de cérvix uterino de una mujer
de 31 afios flamada Henrietta Lack. Desde entonces las células Hela son un cultivo
muy utilizado en numerosos laboratorios del mundo, en especial en estudios de
oncologia experimental. Su relativa facilidad para ser cultivada en monocapa en
condiciones de laboratoric y su morfologia, son aspectos que han motivado la
utilizacién de esta linea celular como un modelo para estudiar la apoptosis. En las
células Hela el ciclo de division se lleva a cabo aproximadamente cada 20 h (Nelson-
Rees y cols.,, 1980). También se ha reportado que las células Hela contienen
receptores especificos de gran afinidad para CGH correspondientes a 20,000 por
célula (Cidlowski v Cidlowski, 1981).

GLUCOCORTICOIDES

En la corteza de la glandula suprarrenal se sintetizan distintas moléculas
esteroides, pero solo unas cuantas tienen actividad bioldgica, entre estas se
encuentran los glucocorticoides. Las hormonas glucocorticoides (CGH) derivan del
pregnano de 21 atomos de carbono (Fig. 4) (Pasqualine, 1973).
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Fig. 4. Estructura del pregnano, precursor de los glucocorticoides.

La sintesis de CGH se inicia cuando las células toman colesterol circulante, una
vez en sangre la mayor parte de la produccion se unen a una proteina llamada
globulina de union a corticosteroides (CBG) (Thompson, 1974) la cual funciona como
proteina trasportadora (Barden y cols., 1977), proceso que esquiva el problema de la
solubilidad. La hormona atraviesa la membrana plasmatica y encuentra receptores en
el citosol o en el ndcleo de la célula blanco (Granner y Hargrove, 1983).

Mecanismo de accién.

Una vez en el interior de la celula las CGH se unen a una proteina receptora
especifica y forma el complejo glucocorticoide-receptor (GR), el complejo sufre
cambios fisicoquimicos vy es transformado a un estado afin al DNA, a este proceso se
le #lama activacién {(Moudgil y cols., 1986). Posteriormente viene una relocalizacion
del GR hacia el nicleo donde interactda con los elementos que responden a
glucocorticoides (ERG) ubicados en el DNA, lo cual se traduce como estimulo o
inhibicion de la expresidn de genes especificos sensibles a la hormona (Granner y
Hargrove, 1983).

Dexametasona.

Existen compuestos sintéticos con actividad CGH, en ocasiones la actividad
bicldgica de estas maléculas esta aumentada, por efemplo la presencia de un dtomo
de fllior en el carbono 9 y la metilacién en el carbono 16 en ef caso de la DEX. Estos
compuestos se unen debilmente a las proteinas plasmaticas y por eso circulan como
hormonas libres y activas ademas de ser mas estables, tienen una vida media mas
larga y mayor afinidad por los receptores citoplasmaticos (Calandra y cols., 1995).
También fa llamada 9 alfa fluoro 16 alfa metilprednisolona es el glucocorticoide mas
estable ademas de ser muy usado en clinica como antiemético en la nausea inducida
por la quimioterapia,




ANTECEDENTES.

Aunque los primeros reportes atribuyeron a la DEX un efecto de inductor de
apoptosis principalmente en el sistema inmune, ahora se sabe que puede tener una
accion contraria, ésto es, inhibe el proceso apoptotico.

El primer reporte en el cual se demuestra que la DEX tienen una actividad
anti-apoptotica fue en 1997. D Adamio y cols. reportaron que la DEX protege fas
celulas T de apoptosis inducida con antiCD3. A partir de entonces existen varios
trabajos que vinculan la proteccién a quimioterapia con un pretratamiento con DEX
en diversas células de cancer (Carollo, 1998; Nauman, 1998). Actualmente se sabe
que los glucocorticoides son capaces de inhibir la apoptosis en células de hepatoma
de rata, células neuroepiteliales (Kawamura y cols., 1998) y linfocitos. (Riccardi y
cols., 1999).

Se ha vinculado esta capacidad de proteccidn con la regulacién de la
expresion de las proteinas anti-apoptdticas Bel-2 y Bal-xL (Yamamoto y cols., 1998,
Huang y Cidlowski., 1999, Gorman y cols., 2000, Kobzdij y cols., 2000). Asi también
con la inhibicion del cambio en ef potencial de membrana mitocondrial frecuente
durante la apoptosis. (Evans-Storms y Cidlowsky 2000).

La via exacta por la cual este glucocorticoide sintético inhibe |a apoptosis se
desconoce.,
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JUSTIFICACION.

Muchas drogas antineopldsicas ejercen su accion induciendo apoptosis en
células de cancer, sin embargo algunos pacientes presentan resistencia a éstas. Esto
puede deberse a gue poseen algin (0s) mecanismo (s) de inhibicién apoptética. El
cisplatino induce apoptosis en células de cancer cervicouterino y se sabe que ia DEX
regula este proceso, por o tanto es de gran interés entender a nivel molecular los
eventos involucrados en este efecto. Ademas va que el cisplatino es un farmaco
utilizado en clinica estos estudios pueden colaborar a proponer nuevos esquemas de

tratamiento, sobre todo en pacientes que presentan resistencia al cisplatino.
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HIPOTESIS.

La DEX contrarresta el proceso apoptdtico inducido por cisplatino en células
Hela y en este efecto intervienen miembros anti-apoptdticos de la familia de
proteinas Bcl-2; asi como algunos pro-apoptéticos inhibiendo la proteccién frente a la

apoptosis.




12

OBJETIVOS GENERALES.

1) Determinar si la DEX inhibe el proceso apoptdtico inducido por cisplatino en las

células Hela.

2) Determinar si en la inhibicion de la apoptosis por DEX intervienen algunos

miembros de la familia de proteinas Bcl-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Determinar si la DEX inhibe el proceso apoptético inducido por cisplating en las

células Hela, de manera dosis-tiempo dependiente.

2) Determinar si en la inhibicion de la apoptosis inducida por cisplatino en células
Hela por DEX, intervienen algunos de los miembros anti-apoptdticos de la familia
Bcl-2: Bel-2, Bcl-xLy Bag

3) Determinar si algunos de los miembros pro-apoptéticos de la familia Bel-2: Bax,
Bak, Bid, y Bcl-xS afectan negativamente la inhibicion de la apoptosis inducida por

cisplatino en células HelLa por DEX.
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MATERJALES Y METODOS,

Cultivo celular.

Las células Hela se crecieron en medio DMEM con 10% de suero fetal bovino
{SFB)y se incubaron a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de CO2 se cultivaron
a baja densidad (25%).

Tratamientos.

A) Se realizd el siguiente experimento para analizar el efecto de diferentes
concentraciones de DEX en la proteccién frente a ia apoptosis. En cajas de 24 pozos
se sembraron 30,000 células Hela con 500 pl de DMEM con SFBfpozo. Se aplicaron
los siguientes tratamientos por triplicado: Testigo; celulas pretratadas durante 24 h
solo con DEX (1x10° M), (1x10® M) y (1x1077 M); células mas cisplatino 40 uM por 18
h. células mas cisplatino 40 pM por 18 h. pretratadas 24 h con DEX (1x107 M), (1x10°
¢ M)y (1x107M).

B) Se realizd otro experimento para encontrar el tiempo de exposicién a DEX que
ofrece mayor proteccién con los siguientes tratamientos: Testigo; Células pretratadas
sélo con DEX (1x10°° M) por 24 h; células mas cisplatino 40 pM por 18 horas y DEX
(1x10°° M) sin pretratamiento, con pretratamiento de 3, 6, 12y 24 h.

Viabilidad celular.

Trascurrido el tiempo de exposicion al estimulo se retird el medio y se
fijaron fas célutas con etanol fric af 70% a -20°C durante 10 min. Se retiré el alcohol
y se dejaron secar a temperatura ambiente. Se adicionaron 300 pl de cristal violeta
1X durante 5 min, se lavaron los pozos por inmersidn en agua v las cajas se secaron
a temperatura ambiente. Se adicionaron 300 pl de acido acético al 33% a cada pozo,
se tomaron alicuotas de 100 pi y se determind la absorbancia a 570 nm en un lector
de ELISA. Se calculd el porcentaje de viabilidad y de desviacion estandar para cada
concentracion tomando como 100% a las células testigo.

Tincién nuclear con bromuro de etidio,

Se sembraron 50,000 células Hela en cajas de cultivo- portaobjetos. Los
estimulos que se aplicaron fueron: Testigo; DEX (1x10™ M) 24 h; Cisplatino 40 pM 18
h y pretratamiento con DEX {1x10"° M) 24 h, con cisplatino 40 UM 18 h. Finalizados
los tiempos de exposicidn las células se fijaron en etanol al 70% durante 10 min a -
20 °C. Se lavaron con PBS 1X y después se incubaron con RNAsa (10 pl/ml). durante
2 h a 37°C. Se lavaron con PBS 1X y se les agregd BrEt (10pul/ml). Después de S min
se enjuagaron con PBS 1X y se montaron con una mezcla 1:1 glicerol-PBS 1X. Se
observaron al microscopio de fluorescencia, se contaren en distintos campos tanto
celulas normales como apoptéticas. Se tomaron fotografias en pelicula blanco vy negro
plus X pam Kodak.
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Preparacién de extractos celulares {proteinas totales).
Se sembraron en 4 cajas de cultivo de 75 cm? 500,000 células en 10 ml de

DMEM con SFB al 10%. Se aplicaron los tratamientos: testigo; DEX (1x10 M) 24 h.
cisplatino 40 uM 18 h y pretratamiento con DEX (1x10™ M) 24 h con cisplatino 40 pM
18 horas. Completados los tiempos se elimind el medio de cada caja y se enjuagd con
PBS 1X, con un raspador se rasparon los fondos de las cajas para obtener las células.
Se centrifugaron 1as muestras en la nanofuga. Se descartd el sobrenadante y se
cbtuvo un botdn celular al cual se le agregd 300 pl de solucion de lisis de Laemmii.
Se resuspendieron las células lisadas con una jeringa de insulina con la finalidad de
fragmentar su DNA, las muestras se centrifugaron a 78,200 g durante 30 min a 4°C.
El sobrenadante, se hirvid vy se agregaron 50 pl de Beta mercapto, los extractos se
guardaren a -20°C para posteriormente usarse en la técnica de Western blot,

Preparacién de extractos citosélicos.

Se sembraron en 4 cajas petri de 75 ¢cm® 500,000 células en 10 ml de DMEM
con SFB al 10%. Se aplicaron los tratamientos: testigo; DEX (1x10° M) 24 h,
cisplatino 40 uM 18 h y pretratamiento con DEX (1x10° M) 24 h con cisplatino 40 pM
18 horas. Completados los tiempos se elimind el medio de cada caja y se enjuagd con
PBS 1X, con una espatula se rasparon los fondos de las cajas para obtener las
células. Se centrifugaron las muestras en la nanofuga. Se descarté el sobrenadante y
se obtuvo un botén celular al cual se lisé con Tris 10 mM, EDTA 1 uM, KCl 25 mM y
agarosa 250 M. Se resuspendieron las células lisadas con una jeringa de insulina con
la finalidad de fragmentar su DNA, parte de las muestras se centrifugaron a 3,000 g
durante 5 min para abtener extractos mitocondriales. Otra parte de las muestras se
centrifugd a 10,000g durante 10 min, otra parte se centrifugd a 100,000 g durante 1
h para obtener el extracto de membranas ligeras. El sobrenadante, se hirvid vy se
agregaron 50 pl de Beta-mercapto, los extractos se guardaron a -20°C para
cuantificar la concentracion de proteina mediante el experimento de Bradford ,

Experimento de Bradford.
Se realizé una curva patrén con la proteina albimina (tmg/mi} (Tabla 3):

Tabla 3. Volimenes empleados para la elaberacidn de una curva patrdn de diferentes
concentraciones de albimina.

ALBUMINA [ H,0 (ul) BRADFORD(uI) VOLUMEN TOTAL(u!)
1 99 300 500
5 95 400 500
10 90 400 500
15 85 400 500

Las muestras de alblimina colocan en celdas para su lectura. Se leyeron a 595 nm
en un espectrofotdmetro, por medio de un programa de computo los resultados se
emplearon para ajustar la ecuacion de una recta.
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Se tomaron 5 pl de cada condicién: testigo; DEX (1x107° M) 24 h, cisplatino 40 uM
18 h y pretratamiento con DEX (1x10 M) 24 h con cisplatino 40 pM 18 hy se
agregaron 95 pl de agua y 400 pl de Bradford se incubd la reaccién durante 5 min
Las muestras se leyeron a 535 nm en un espectrofotémetro para interpolar los datos
en la ecuacion de la curva patron y obtener las concentraciones.

Una vez igualadas las concentraciones a 10 ug de proteina por muestra se
separaran en una electroforesis.

Analisis de proteinas por Western blot.

Las proteinas de los extractos celulares se cuantificaron usando el método
de Bradford. En geles de poliacrilamida desnaturalizantes (12%) se separaron 10 g
de proteina total Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocefulosa en una
camara de transferencia semi-seca (BIO RAD). Las membranas se bloquearon con
leche descremada y se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla 4)
correspondientes a Bcl-2, Bak, Bax, Bad, Bid, Bag, Bcl-x, Bcl-xs durante toda una
noche a 4°C. Las membranas se lavaron con PBS 1X una h y se incubaron con los
anticuerpos secundarios (Tabla 4) correspondientes durante 2 h, Se lavaron con TBS
1X.El anticuerpo unido se detectd usando quimicluminiscencia (Baehinger Manheim)
con peliculas AR X-Omat Kodak.

Tabla 4. Concentraciones de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la inmunodeteccion
por Western blot.

Anticuerpo Concentracién Anticuerpo Concentracion
Primario inicial Secundario final
Bcl-2 10ul/mi Monoclonal 1pg/mi
Calbiochem Oncogen

Bak 10ul/mi Monaoclonal 1pg/ml
Calbiochem Oncogen

Bax 10ul/m! Monoclonal 1pg/mi
Calbicchem Oncogen

Bcl-x. y Bel-xs 10ui/mi Palyclonal 1pgfiml
Calbiochem Oncogen

Bid Sulfmi Goat Polyclonal | 1ug/ml
Santa Cruz

Bag Splfml Goat Polyclonal |1pg/mi
Calbiochem Oncogen

Inmunochistoguimica.

Las células Hela se sembraron en cajas de cultivo-portaobjetos bajo las
condiciones iniciales anteriores. Los estimulos que se aplicaron fueron:; Testigo, DEX
(1x105 M) 24 h, cisplatino 40 uM 18 h, pretratamiento con DEX (1x10° M) 24 h, con
cisplatino 40 M 18 h. Las células se fijaron con metancl- acetona al 50% durante 10
min a —20 °C. Se favaron con PBS albimina al 3% y se les agregd una gota de
peréxido de hidrégeno v se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 5 min.
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Se lavaron con PBS albimina Se agregd el anticuerpo primario a una concentracion
de 0.5 pIf50 pl de PBS-alblmina durante 30 min en una cdmara humeda a 37°C. Se
lavd con PBS y se puso una gota en cada celda de anticuerpo secundario unido a
biotina y se mantuvo a 37°C durante 15 min. Se lavé con PBS y se agregd una gota
de estreptavidina-peroxidasa, se incubd a temperatura ambiente 15 min. Se
mezclaron perdxido mas diaminobenzidina y se incubd por 5 min. Se pard la reaccién

con agua cuando tomd coloracion parda y se lavé con agua y se montd con glicerol-
PBS 1:1 para observar al microscopio éptico.
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RESULTADOS.
EFECTO DE DEX Y CISPLATINO SOBRE LA VIABILIDAD EN CELULAS Hela,

Con el fin de analizar el efecto de ia DEX sobre la viabilidad, se expusieron
células Hela cultivadas en medio a distintas concentraciones de esta CGH sintética
(DEX 1X107 M, DEX 1X10'® M y DEX 1X10® M) durante 24 h, se fijaron y se midio la
viabilidad utilizando cristal vicleta a una longitud de onda de 570 nm, en la Fig. 5
podemos observar que las células presentaron disminucién en su viabilidad y/o en su
crecimiento, la mayor disminucidn de la viabilidad se presento a una concentracién de
1x10-7 M y fue aproximadamente del 20 % y de acuerdo con la Anova de una via
realizada (f=9.6; /A40.001) se encontraron resultados indicandonos que la DEX inhibe
el crecimiento celular,
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Fig. 5. Curva de viabilidad, se utilizaron células Hela tratadas 24 h con distintas
concentraciones de DEX: {(1x10°° M), (1x10°% M} y {1x107 M) 24 h comparados con el testigo. Donde
Testigo (C), DEX 1X10° M (DEX5), DEX 1X10°¢ M {DEX6) DEX 1X107 M (DEX7), los distintos
tratamientos se grafican en X y los porcentajes de viabilidad en Y. Valores cormespondientes a cuatro
experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican las diferencias significativas entre los
tratamientos indicados con una /& 0.05 prueba poast /10c LSD.

A continuacion se comparé la viabilidad de las células testigo con las células
expuestas con cisplatino (40 uM) vy con las células expuestas tanto a cisplatino (40
KM) tanto con un pretratamiento por 24 horas con DEX a diferentes concentraciones
(1X107 M, 1X10® M y 1X10° M) (Fig. 6). Se observé una disminucion en la viabilidad
celular de més del 50% con la aplicacidn de cisplatino, como se esperaba, ya que
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esta droga antinegplasica produce apoptosis. Cuando se aplicaron pretratamientos de
24 h de DEX la pérdida de viabilidad producida por el cisplatino fue menor alcanzando
la mayor proteccion frente a la apoptosis a una concentracidn de DEX 1X10° M. de
DEX. De acuerdo a la prueba de Anova de una via (f=62.56; /~<0.001) estos
resultados fueron significativos indicandonos que existe un efecto protector de la DEX
frente a la apoptosis inducida por cisplatino segun su concentracién. Por esta razon,
la concentracidn de DEX 1X10™ M fue usada en el resto de los experimentos.
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Fig. 6. Curva de viabifidad, se utilizaron células Hela tratadas con cisplatino 40 uM durante 18
h y pretratadas 24 h con distintas concentraciones de DEX: (1x10°° M), (1x10° M) y (1x107 M)
comparados con células Hela tratadas seclo con cisplatino por 18 h; Donde cisplatino(CIS),
cisplatino/DEX 1X10* M (CIS/DEXS), cisplating/DEX 1X10° M (CIS/DEX6) cisplatino/ DEX 1X107 M
(CIS/DEX7?)}, los distintos tratamientos se grafican en X y los porcentajes de viabilidad en Y. Valores
correspondientes a cuatro experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican las diferencias
significativas entre los tratamientos indicados con una A 0.05 prueba post AocLSD.

El siguiente experimento consistié en el andlisis de la viabilidad de células Hela
con diferentes tiempos de tratamiento de DEX(0, 6, 12 y 24 h) y su posterior
exposicién al cisplatino 40 M (Fig. 7), se compard cada tratamiento con células
expuestas solo a cisplatino. De acuerdo a la prueba de Anova de una via (f=20.83;
P< 0.001) estos resultados fueron significativos indicandonos el efecto de proteccién
que ejerce la DEX frente a la apoptosis es dependiente del tiempo de pretratamiento
y s hace mayor mientras mas horas dura dicho pretratamiento.
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Fig. 7. Curva de viabilidad, se utilizaron células Hela tratadas con cisplatino 40 pM durante 18
h y pretratadas con DEX 1x10 M a distintos tiempos {0, 3, 6, 12, 24 h) camparados con céiulas Hela
testigo; Donde displatino(C1S), cisplatino/DEX pretratamiento Oh (CIS/DEX0)), displating/DEX
pretratamiento 3h (CIS/DEX3) , cisplatino/DEX pretratamiente 6h (CIS/DEX6) , displating/DEX
pretratamiento 12h (CIS/DEX12) , cisplatino/DEX pretratamiento 24h (CIS/DEX24) vy testigo (C) ; los
distintos tratamientos se grafican en X y los porcentajes de viabilidad en Y. Valores carrespondientes a
cuatro experimentos realizados por triplicado. Los asteriscos indican las diferenclas significativas entre
los tratamientos indicados con una A< 0.05 prueba post AocLSD.

Ya que se ha demostrado que la perdida de viabilidad provocada por cisplatino
se debe a la induccion del proceso apoptético, decidimos analizar a nivel morfoldgico
si la inhibicién de esta pérdida de viabilidad ejercida por la DEX 1X10-5 se debfa a
una inhibicién de la apoptosis.

ANALISIS NUCLEAR
Se realizd el analisis morfologico de los nicleos de células Hela sin tratamiento
y con los diferentes tratamientos (DEX 1X10° M, CIS 40 pM y CIS 40 pM /DEX 1X107°
M) mediante la tincién nuclear con BrEt, se contaron 400 nicleos por tratamiento
para cuantificar los nicleos apoptéticos y los normales (Tabla 5).
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Tabla 5. Porcentaje de nlicleos sangs y apoptéticos con distintos tratamientos

TRATAMIENTO %NUCLEQS SANOS % NUCLEOS APQPTOTICOS
Testigo 100 0

DEX 96 4

CIS 55 45

DEX/CIS 83 17

En la Fig. 8 se muestran las fotos de los nicleos tefiidos con BrEt de células
testigo y con los diferentes tratamientos (DEX 1X10° M, CIS 40 pM, CIS 40 uM /DEX
1X10° M.). Se observd que en células testigo los ndcleos estan intactos (Fig. 8a), en
las células tratadas con cisplatino 40 UM se observaron caracteristicas propias de la
apoptosis tales como la morfologia nuclear de condensacién y fragmentacion del DNA
(Fig. 8b). Cuando se da un tratamiento con DEX 1X10° M anterior a la aplicacién de
cisplatino 40 UM la cantidad de nucleos condensados y fragmentados es mucho
menor (Fig. 8c). En el caso de las células tratadas con DEX 1X10® M hay una
disminucién en la poblacidn celular pero los niicleos no estan fragmentados (Fig, 8d).

Fig. 8. Tincion con BrEt de nucleos de células Hela, a) nucleos de células Hela sin tratamiento, b)
nicleos de células Hels tratadas con cisplatino 40 puM durante 18 h las flechas sefialan unos nicleos
apoptdticos, ¢) niicleos de células Hela tratadas con cisplatino 40 pM durante 18 h y pretratadas
durante 24 h con DEX 1x10° M, la flecha sefiala un nicleo apoptdtico, d) nicleos de células Hela
tratadas durante 24 h con DEX 1x10% M.
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ANALISIS DE LOS NIVELES PROTEICOS DE MIEMBROS
DE LA FAMILIA BCL-2

Se analizaron algunas de las proteinas de la familia Bel-2 involucradas en el
proceso apoptotico. Por medio de Western blot se midi la expresign de Bcl-2, Bel-xL,
Bag, Bak, Bax, Bid, Bcl-xS en células Hela. Donde Testigo (C), DEX 1X10° M (DEX),
cisplatino 40 uM (CIS) y cisplatino 40 UM y pretratamiento de 24 h de DEX 1X10™ M-,
(CIS/DEX).

Como se muestra en la Fig. 9 los niveles de Bcl-2 se mantuvieron iguales al
pretratar células Hela con DEX, aumentaron ligeramente con CIS. Las células
tratadas con ambos farmacos mostraron un nivel comparable con el presentado por
las células testigo.

Cuando se analizé el nivel de expresion de otro miembro de la familia Bcl-2
con actividad anti-apoptdtica se encontrd, como se muestra en la Fig. 10 que Bcl-xL
aumento ligeramente tanto con el pretratamiento de DEX como con el tratamiento
con CIS, pero disminuyd la expresién cuando se combinaron ambas drogas.

Los niveles de Bag se muestran en la Fig. 11, Con respecto a la expresion de
esta proteina pro-apoptética en las célufas control los otros 3 tratamientos tienen la
misma densidad de banda. Se analizo la distribuciéon de esta proteina por
inmunchistoguimica y tampoco se encontrd algin cambio (dato no mostrado).

En la Fig. 12 se observa que la expresion de la proteina pro-apoptotica Bak se
mantiene al mismo nivel en el caso de las células testigo y las tratadas con DEX, en
los tratamientos con CIS y CIS/DEX las células expresaron niveles mas altos de esta
proteina.

Se analizé también la proteina Bax, en la Fig. 13 se aprecia que la isoforma w
mantiene su expresion con DEX si bien disminuye con el tratamiento de CIS. Con el
tratamiento de CIS/DEX el doble bandeo desaparece.

Como se muestra en la Fig. 14 la proteina pro-apoptética Bel-xS no se detectd
en las células testigo ni en las expuestas a DEX si bien con CIS y CIS/DEX si se
expresa.

Cuando se analizé el nivel de expresion de otro miembro pro-apoptético de la
familia Bcl-2 se encontrd como se muestra en la Fig. 15 que Bid se mantiene igual
tanto en las células testigo como en las tratadas con DEX, y se activa por corte al
tratar células con CIS y CIS/DEX.
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Fig 9 Ensayo de Western blot para la proteina Bel-2,
extractos de proteinas totales de células Hela.
Donde testigo (C), expuestas a DEX 1X10 M (DEX),
expuestas a cisplatino 40 pM (CIS} y expuestas a
cisplatino 40 uM y pretratadas 24 h con DEX 1X10°
(CIS/DEX). Imagen representativa
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Fig 10 Ensayo de Western blot para la proteina Bel-
xL, extractos de proteinas totales de células Hela.
Donde testigo {C), expuestas a DEX 1X10°° M (DEX),
expuestas a cisplatino 40 pM (CIS) y expuestas a
cisplatino 40 pM y pretratadas 24 h con DEX 1X10°°
{CIS/DEX). Imagen representativa
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Fig 11 Ensayo de Western blot para la proteina Bag,
extractos de proteinas totales de células Hela.
Dande testigo {C), expuestas a DEX 1X10°° M {DEX),
expuestas a cisplatino 40 pM (CIS) y expuestas a
cisplatino 40 pM y pretratadas 24 h con DEX 1X10°%
{CIS/DEX). Imagen representativa
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Pro-apoptoticos
BAK
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Fig 12 Ensayo de Western blot para la proteina Bak,
extractos de proteinas totales de células Hela,
Donde testigo (C), expuestas a DEX 1X10° M (DEX),
expuestas a dsplatino 40 uM (CIS) y expuestas a
cisplating 40 pM y pretratadas 24 h con DEX 1X10°%
(CIS/DEX). Imagen representativa
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Fig 13 Ensayo de Western blot para la proteina Bax,
extractos de proteinas totales de células Hela.
Donde testigo (C), expuestas a DEX 1%10°* M (DEX),
expuestas a cisplatino 40 pM (CIS) y expuestas a
cisplating 40 pM y pretratadas 24 h con DEX 1X10°°
{CIS/DEX). Imagen representativa
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Fig 14 Ensayo de Western blot para la proteina Bdl-
xS, extractos de proteinas totales de células Hela.
Dande testigo (C), expuestas a DEX 1X10 M {DEX),
expuestas a cispiatino 40 pM (CIS) y expuestas a
cisplatine 40 pM y pretratadas 24 h con DEX 1X10°
{CIS/DEX}). Imagen representativa
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Fig 15 Ensayo de Western blot para la proteina Bel-
XS, extractos de proteinas totales de células Hela.
Donde testigo (C), expuestas a DEX 1X10'5 M {DEX),
expuestas a cisplatino 40 pM (CIS) y expuestas a
cisplatino 40 pM y pretratadas 24 h con DEX 1X10%
(CIS/CEX). Imagen representativa
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Se realizé también un Western blot para detectar los niveles de citocromo ¢
citosdlicos en células Hela tratadas, como se puede apreciar en las células Hela
tratadas con cisplatino la cantidad de citocromo ¢ citopldsmico aumenta, ya que la
mitocondria esta dafiada y con DEX o DEX mas cisplatino la cantidad es menor lo cual
sugiere que ta DEX tiene un efecto protector en la mitocondria(Fig. 16).

CITOCROMOC

- e @
C DEX CIS CIS/
DEX

Fig 16 Ensayo de Western blot para la proteina,
citocrome ¢, extractos citosdlicos de células Hela,
Donde testigp (C), expuestas a DEX 1X107° M
{DEX), expuestas a cisplating 40 pM (CIS) y
expuestas a cisplatino 40 uM y pretratadas 24 h
can DEX 1X10°3 (CIS/DEX). Imagen representativa

Tomando como referencia el control, los cambios en los niveles proteicos de
los miembros analizados de la familia Bcl-2 se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6, Niveles de expresion de algunos de los miembros de la familia Bd-2 con distintos tratamientos: DEX
1105 M (DEX), cisplatino 40 uM (CIS) y displating 40 pM con pretratamiento de 24 h con DEX 1X10° (CIS/DEX)
con respecto al testigo.

Prot/Trat DEX CIs CIS/DEX
Bcl-2 Disminuye Aumenta Aumenta
Bcl-Xl Aumenta Aumenta Aumenta
Bag Iqual Igual Igual
Bak Igual Aumenta Aumenta
. Igual, desaparece
Bax Igual Aumenta, isoforma isoforma
Bcl-xS No expresa Se expresa Se expresa
Bid Igual Se activa por corte | Se activa por corte
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DISCUSION,

En este estudio se analizo el efecto de la DEX en la apoptosis inducida por
cisplatino y el papel regulador de la familia Bcl-2 en este proceso.

Los qlucocorticoides son de uso frecuente en clinica por su actividad
antinflamatoria y antiemética, se les ha asociado como inductores de la apoptosis
sobre todo en células del sistema inmune tal como es €l caso de los linfocitos (Amos
y cols., 1998). Si bien en otros tipos celulares como los hepatocitos de rata estas
hormonas tienen el efecto contrario, es decir, inhiben ia apoptosis (Yamamoto y cols
1998), Las CGH han sido asociados tante a la regulacién de la proliferacién de varios
tipos celulares como a la inhibicidn del crecimiento. La adicién de DEX a fibroblastos
humanos produce un aumento en su proliferacion (Li y cols, 1998) En contraste, en
células de carcinoma de pulmédn los glucocorticoides inhiben el crecimiento (Nagy y
cols., 1998; Honma y cols., 1999).

En nuestro caso encontramos que la DEX inhibid el crecimiento de células
Hela v a su vez tuvo efecto protector contra la apoptosis inducida por el
antineoplasico cisplatino. Esto coincide con algunos hallazgos en la literatura donde
se menciona que en algunas necplasias como los gliomas humanos la DEX produce
resistencia a antineoplasicos, posiblemente inhibiendo la apoptosis {Rieger y cols.,
1999; Haarman y cols, 1999). Esta inhibicion fue dependiente del tiempo de
pretratamiento y la concentracidon de DEX, en los experimentos de viabilidad se
determind que la proteccion frente a la apoptosis que confiere la DEX fue mas
efectiva en la mayor concentracién probada (1X10°M) y con el mayor tiempo de
exposicion (24 h), lo que coincide con el trabajo de Gorman y cols.(2000) quienes
trabajaron con linfocitos.

Por otra parte en el andlisis morfologico del tratamiento con BrEt se
observaron los efectos duales de la DEX, tanto de inhibicién de la apoptosis como
de inhibicién de la proliferacion celular pues el conteo celular reporté un menor
numero celular respecto al control, pero a su vez se aprecid la proteccion que
otorgd el pretratamiento con DEX frente a la apoptosis inducida por cisplatino al
notarse un menor nGmero de ndcleos condensados y fragmentados. En otras lineas
de cancer se ha encontrado que la DEX tiene este efecto protector contra la
apoptosis: en células de gliomas y PC13 (Carcllo y cols., 1998; Nauman y cols.,
1998) en células de hepatoma de rata (Yamamoto y cols., 1998).

El mecanismo exacto por el cual los CGH modulan la apoptosis es desconocido
actualmente.

Existen en la literatura diversos datos que sugieren la importancia de proteinas
de la famitia Bcl-2 en fa modulacion de la apoptosis por glucocorticoides. En algunos
sistemas en los cuales ta DEX causa apoptosis, ésta es inhibida si se sobre-expresa
Bcl-2 (Benson y cols., 1998) (Ivanov y Nikolic-Zugic, 1998) (Brunet y cols., 1998). Su
efecto inhibidor de apoptosis ha sido estudiado y se ha sugerido que la DEX bloquea
el potencial de membrana mitocondrial ( Evans-Storms y Cidlowski, 2000).

Otros autores han sugerido que los niveles de Bcl-2 son criticos en la
sensibilidad de las células a la DEX. Los datos obtenidos por Huang y cols. en 1999
trabajando con linfocitos muestran que la expresion de Bcl-2 puede cambiar la
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sensibilidad de una célula a las CGH, asi en células T humanas con bajos niveles de
Bcl-2 la DEX induce apoptosis si bien en células con altos niveles de Bel-2 la DEX
tiene un papel protector para la apoptosis (Huang, 1999) {(Montani y cols, 1959). En
nuestro sistema las célufas Hela estan consideradas como células que expresan poco
Bcl-2 sin embargo la DEX tiene un efecto protector contra la apoptosis lo cual no
apoya los trabajos de estos 2 autores. Lo cual sugiere que no en todas las células los
niveles de Bcl-2 determinan si [a DEX produce o inhibe la apoptosis. En las células
Hela expuestas a DEX solo la expresion de la proteina Bel-2 disminuyé ligeramente,
posiblemente esto se deba a la disminucidn en la proliferacion de esta linea celular ya
gue Bcl-2 ha sido también relacionado con la proliferacion celular de algunas lineas
de cancer,

Los trabajos de Yamamoto y cols, (1998) y Gorman y cols. (2000} vinculan los
tratamientos con DEX con un incremento drastico en la expresion de la proteina Bcl-
Xl, un miembro anti-apoptético, en células de hepatoma de rata y células de glioma
respectivamente (Yamamoto y cols, 1998; Gorman y cols., 2000) lo cual podria evitar
la liberacidon del citocromo ¢ de la mitocondria y de la subsecuente a activacion de
caspasas. Si bien Hafid Medhed y cols, (1999) demostraron que la DEX impide la
induccion de Bcl-xL causada por DMSO {dimetil sulféxido) en células de mieloma.

En las proteinas con actividad anti-apoptdtica analizadas Bcl-2 y Bd-x_
encontramos cambios pero estos no se asocian con el efecto protector de la DEX en
el proceso apoptético .Los resultados esperades eran un aumento en la expresién de
los miembros anti-apoptoticos cuande las células Hela se pretrataban con DEX, sin
embargo os niveles de ambas proteinas disminuyeron con el pretratamiento con DEX
., con cisplatino los niveles aumentaron y este cambio no se vio afectado con el
tratamiento cisplatino/ DEX.

Al analizar también la expresidn otra proteina de la familia de Bd-2 con
actividad anti-apoptética, encontramos que la proteina Bag no interviene en este
proceso apoptético ya que los niveles basales encontrados en células testigo no se
modificaron con la exposicion a cisplatino, DEX o a ambos.

Se encontrd que Bel-xS, Bak, y Bid, todas proteinas pro-apoptdticas intervienen
en el proceso apoptético inducido por cisplatino. Permanecen activas o sobre
expresadas en células pretratadas con DEX y expuestas posteriormente a cisplatino.
Lo cual sugiere que este glucocorticoide sintético esta actuando corriente arriba de
estas proteinas, Si fuese de otra manera los niveles de los miembros pro-apoptoticos
disminuirian cuando las células Hela son pretratado con DEX y aumentarian al ser
expuestas solo a cisplatino.

Se encontro que en los casos de Bak y Bcl-xS aumentaron sus niveles en
células expuestas a cisplatino y estos niveles se mantuvieron en las células expuestas
a DEX mas cisplatino.

En el caso de la proteina Bid detectamos una proteina de 35 KDa en células
testigo. En las células tratadas con cisplatino o cisplatino/DEX detectamos ademas de
la proteina de 35 KDa la proteina activada de 25 KDa.

Encontramos que la proteccion de la DEX del proceso apoptdtico inducido por
cisplatino se asocia a cambios en la expresion de la proteina pro-apoptética Bax. En
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células testigo con el anticuerpo usado para la deteccion de la proteina Bax se
.detectaron 3 isoformas: una de 24 KDa (aifa), otra de 16 KDa y otra de 15 KDa. Con
el tratamiento de DEX solo se detecto la isoforma alfa. Y en células tratadas con
cisplatino detectamos una disminucion en la isoforma alfa y fa aparicién de una banda
de 21 KDa. La deteccion de esta isoforma se asocid con el proceso apoptdtico
inducido por cispiatino, 1a expresion de esta isoforma fue reprimida por la DEX, por lo
cual puede ser un blanco importante en la proteccion de la apoptosis por este
glucocorticoide sintético.

Ya que la familia de Bcl-2 esta muy relacionada con €l papel de la mitocondria
durante la apoptosis y que encontramos diferencias en |a expresion de la proteina
Bax fue importante hacer el andlisis de la expresion del citocromo ¢, Se encontrd que
la DEX protege parcialmente el dafio de la mitocondria causada por el cisplatino ya
que la cantidad de citdsolico fue menor en células tratadas con DEX mas cispiatino
que aquellas expuestas solo al cisplatino, Esta proteccion puede estar asociada a los
cambios en la proteina Bax y/o a un efecto directo de la DEX sobre {a mitocondria ya
que Scheller y cols (2000) ha descrito que la mitocondria de las células Heta
presentan receptores para glucocorticoides sin embargo no se sabe si estos regulan
la expresion de algin gen. Este es el primer trabajo en el cual se demuestra que
estas 4 proteinas de la familia Bcl-2 con actividad pro-apoptética se modifican
durante el proceso apoptotico inducido por cisplatino y que interesantemente el
efecto protector de la DEX esta asociado con un cambio en la expresion de una
isoforma de la proteina Bax.
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CONCLUSIONES.

La DEX por si misma inhibid el crecimiento en células Hela.

La DEX protegid a las células Hela del proceso apoptotico inducido por el
farmaco cisplatino de una manera dosis dependiente.

La DEX protegid a las células Hela de la apoptosis de una manera tiempo
dependiente.

Los miembros anti-apoptéticos analizados (Bcl-2, Bel-xL ¥ Bag) no intervinieron
en la proteccién de la apoptosis mediada por DEX.

Los miembros pro-apoptdticos analizados {Bcl-xS, Bak, y Bid) intervienen en e
proceso apoptético inducido por cisplatino, pero no intervienen en la
proteccion de la apoptosis por DEX.

La proteina pro-apoptética Bax posee una isoforma que se activa por cisplatino
y es reprimida por la DEX.
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FE DE ERRATAS

En la pagina 17 dice:

"A continuacion se compard la viabilidad de las células testigo con las células expuestas con
cisplatino (40 pM) y con las células expuestas tanto a cisplatino (40 pM) tanto con un
pretratamiento por 24 horas con DEX a diferentes concentraciones...”

Debe decir:

"A continuacion se comparo la viabilidad de las células expuestas 18 h a cisplatino (40 pM) con
las células expuestas tanto a cisplatino (40 uM) como a un pretratamiento por 24 horas con
DEX a diferentes concentraciones...”

En fa pagina 21 dice:
"...los niveles de Bel-2 se mantuvieron iguales al pretratar células Hela con DEX..."

Debe decir:
"...los niveles de Bc!l-2 disminuyeron al pretratar células Hela con DEX..."

En la pagina 23 dice:

Prot/Trat DEX CIS CIS/DEX

Bcl-2 Disminuye Aumenta Aumenta

Bcl-X! Aumenta Aumenta Aumenta

Bag Igual Igual Igual

Bak Igual Aumenta Aumenta

Bax Igual Aumenta, isoforma Igual, desaparece isoforma
Bcl-xS No expresa Se expresa Se expresa

Bid Igual Se activa por corte Se activa por corte
Debe decir:

Prot/Trat DEX ClIS CIS/DEX

Bdl-2 Disminuye Aumenta Igual

Bcl-xL Aumenta Aumenta Disminuye

Bag Igual Igqual Igual

Bak Igual Aumenta Aumenta

Bax Igual Aparece isoforma Desaparece isoforma
Bcl-xS No expresa Se expresa Se expresa

Bid Igual Se activa por corte Se activa por corte
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