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Abreviaturas

ABREVIATURAS

A (V) Anexina V (del inglés Annexin V)
CcoO, Dioxido de carbono
CoCl, Cloruro de cobalto

DCF-DA Diclorofluoresceina diacetato (del inglés dichlorofluorescein diace-

tate

DMEM Medio Eagle modificado por Dulbecco (del ingles Dulbecco’s Mo-
dified Eagle Medium)

DMSO Dimetilsulféxido

HIF-1a Factor inducible por hipoxia 1 alfa (del inglés hypoxia inducible

factor 1-alpha

HRP Peroxidasa de rabano (del inglés horseradish peroxidase)

IP Yoduro de propidio

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

MTT Bromuro de 4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio

NOS Sintasa de 6xido nitrico (del inglés nitric oxide synthase)

ODDD Dominio de degradacion dependiente de oxigeno (del inglés oxy-

gen dependent degradation domain)

pS3 Proteina supresora de tumores p53

PBS Buffer salino de fosfatos (del inglés phosphate saline buffer)

PC12 Células del feocromocitoma de rata

pVHL Proteina supresora de tumores von Hippel-Lindau

ROS Especies reactivas de oxigeno (del inglés reactive oxygen
species)

SDS-PAGE Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida (del inglés

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)



TAD Dominio de transactivacion del HIF-1a (del inglés transactivation
domain)

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial (del inglés vascular en-
dothelial growth factor)



Resumen

RESUMEN

Actualmente existe una gran cantidad de estudios que evallan el efecto
protector de moléculas o compuestos ante eventos que involucran la disminucion
de las concentraciones normales de oxigeno. Estos estudios se desarrollan en
modelos in vivo e in vitro generados con la finalidad de reproducir el dafo que
ocasiona la hipoxia o la anoxia en los organismos vivos asi como evaluar

compuestos que tengan un efecto neuroprotector.

Los modelos in vitro ofrecen ciertas ventajas al disefio experimental por la
obtencién de resultados mas directos y reproducibles en la mayoria de los casos,
pero también presentan diversas desventajas que los descartan como primera
opcion de andlisis. Dentro de los modelos de hipoxia in vitro, los modelos de
hipoxia quimica inducen una sefalizacién que simula el déficit de oxigeno en
cultivos celulares principalmente mediante el uso de agentes o0 reactivos
quimicos en concentraciones toxicas para la célula. En estos modelos pueden
medirse diversos marcadores que comprueban el dafio provocado por hipoxia en

las células, como la respuesta génica y la viabilidad celular, entre otras.

En este proyecto se utilizO un modelo in vitro de hipoxia quimica en
células del feocromocitoma de rata (PC12). Con base en los resultados de
publicaciones anteriores se utilizé al cloruro de cobalto (CoCl,) para simular el
evento hipoxico en las células a través de la estabilizacion del factor inducible
por hipoxia (HIF-1a), uno de los principales reguladores de la homeostasis de

oxigeno en las células.
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Se utilizaron dos diferentes concentraciones de CoCl, (0.5 y 1.0 mM) a
diferentes tiempos de incubacion (24 y 48 h) en las células. Se midi6 la viabilidad
celular por reduccién de bromuro de 4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) a formazan, los niveles de HIF-1a activo por inmuno-deteccion y western
blot y la fragmentacién del ADN por patron de escalera. Se evaluaron también
los niveles de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por
fluorescencia con diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) y finalmente se midi6
la muerte celular por tincion con yoduro de propidio (IP) asi como una tincion

diferencial entre muerte por apoptosis y necrosis con anexina V/IP.

Se observo un incremento en los niveles de HIF-1a activo con 0.15, 0.5 y
1.0 mM de CoCl, a 24 y 48 h. La viabilidad celular se reduce considerablemente
a medida que aumenta la concentracién de CoCl, y el tiempo de incubaciéon. No
fue posible observar la fragmentacion del ADN bajo ningun tratamiento de CoCl,.
Los niveles de ROS intracelulares se incrementaron durante la cinética evaluada
(10 min) a 0.5 y 1.0 mM de CoCl,. La inducciéon de muerte celular fue evidente
para 0.5y 1.0 mM a 24 y 48 h de tratamiento y fue posible diferenciar el tipo de
muerte celular ocurriendo ésta mayoritariamente por apoptosis con 0.5y 1.0 mM

a 24y 48 h de incubacion.

Se logro establecer un modelo simulador del evento hipoxico in vitro en el
cual se consiguié medir diferentes marcadores de dafio celular, desencadenados
por el tratamiento con CoCl, como son: reduccién en la viabilidad celular,
estabilizacion del HIF-1a y su actividad transcripcional, generacion de ROS, dafio

al ADN y muerte celular.
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Introduccion

. INTRODUCCION

Hipoxia celular

El oxigeno juega un papel fundamental en los seres vivos aerobios ya
gue participa en procesos bioquimicos que permiten que la célula sobreviva y
lleve a cabo sus funciones. El oxigeno es el combustible para la maquinaria
celular, ademas es forma parte del sustrato de enzimas como las
monooxigenasas, las hidroxilasas y la superéxido dismutasa y es el aceptor final
de electrones de la cadena respiratoria.

Una de las principales consecuencias de la pérdida en la homeostasis del
oxigeno recae en la obtencion de energia en las células. La oxidacion de una
molécula de glucosa en CO, y agua en condiciones aerobicas, proporciona
suficiente energia, equivalente a 38 moléculas de ATP. Una disminucién en la
produccién de esta molécula de alta energia produce alteraciones en numerosas
vias metabdlicas como la glucdlisis y funciones homeostaticas celulares,
promueve la acumulacion de lactato y disminucion en el pH intracelular, que
llevan al desarrollo de ciclos biol6gicos anormales y muerte celular. Si la presion
parcial de oxigeno se altera, se produce una disminucion en la sintesis de
proteinas por ejemplo la piruvato deshidrogenasa, despolarizacion membranal e
interferencia con el funcionamiento de las bombas i6nicas responsables de la
homeostasis de sodio y potasio en la célula. El resultado final es inflamacion
celular y pérdida de la integridad de la membrana plasmatica (Narita et al., 2009).

La hipoxia es una reduccion en la presion parcial de oxigeno en sangre,
células y tejidos de un organismo, alterando su funcion (Narita et al., 2009). En el

interior de las células los eventos hipoxicos son muy frecuentes y se deben a una
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gran cantidad de sucesos como fallas energéticas, alteraciones al
funcionamiento alveolar y fallas de intercambio gaseoso, fallas en el
funcionamiento y metabolismo mitocondrial, competitividad de otro gas con el
oxigeno y algunas patologias como la diabetes (Aguilera et al.,2009).

En términos generales una disminucion del aporte normal de oxigeno en
las células desencadena una serie de eventos excitotdxicos principalmente por
glutamato y aspartato, eventos oxidativos por la generacion de ROS,
inflamatorios por una induccién excesiva de respuesta inmune y apoptoéticos que
se extrapolan hasta dafo tisular y dafio generalizado al organismo (revisado en
Aguilera et al., 2009).

Los eventos hipoxicos desatan una serie compleja de procesos

fisiol6gicos como son:

a) Excitotoxicidad y falla energética: la mayoria de las células requieren un
alto consumo de oxigeno para obtener energia en forma de ATP por el
proceso de fosforilacion oxidativa. En la hipoxia hay una disminucion en la
sintesis de ATP, lo que inhibe la accién de las ATPasas de Na* y K* y por lo
tanto las membranas celulares se despolarizan debido a una pérdida en el
potencial basal. Como consecuencia, se pierde la homeostasis de diversos
iones como el K*, el Na* y principalmente el Ca?*. Esto genera una liberacion
excesiva de aminodcidos excitadores al espacio extracelular. Por otro lado,
Su recaptura esta impedida por ser un proceso dependiente de energia, lo
gue provoca una acumulacion de glutamato en el espacio extracelular, la
activacion de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) y metabotropicos a
glutamato generando una sobrecarga de Ca?* y edema celular. El incremento
de Ca®, por su parte, desata diversas cascadas de sefializacién como la
activacion de enzimas proteoliticas que degradan proteinas de citoesqueleto

como actina y espectrina, la activacion de fosfolipasa A, y ciclooxigenasa
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b)

(que inducen a la formacion de ROS). También se genera el 6xido nitrico,
sintetizado por una enzima calcio dependiente conocida como sintasa de
oxido nitrico (NOS), que reacciona posteriormente con un atomo de anién
superéxido para formar peroxinitrito, promoviendo un fuerte dafio celular
(Agani et al., 2000; Dirnagl et al., 1999).

La mitocondria es la principal fuente de ROS cuando ocurre un evento
hipdéxico. Esto inicia cuando se aceleran las reacciones enzimaticas como el
metabolismo oxidativo del acido araquidénico y la producciéon de anion
superéxido proveniente de la cadena respiratoria, entre otras (Margaill et al.,
2005). La mitocondria es afectada a nivel de membrana, como consecuencia
de la pérdida de la funcién de las proteinas que la componen, provocando
gue desarrollen poros e incremente notablemente su permeabilidad. Esto
genera una disminucién en la produccion de ATP, una produccion masiva de
ROS vy liberacion de citocromo C para promover la muerte por apoptosis
(Agani et al., 2000). La falla energética total y la consiguiente ruptura de la
homeostasis idnica intracelular son seguidas por muerte celular desatada por

mecanismos como: protedlisis, lipdlisis y desagregacion de microtubulos.

Inflamacién y respuesta inmunolégica: la activacion de segundos
mensajeros, la generacion de ROS, asi como la regulacion génica
desencadenan la expresion de numerosos genes pro-inflamatorios por medio
de la induccion de factores de transcripcion como NF-kB (de nuclear factor
kB), HIF-1a, IRF-1 (de interferon regulatory factor-1) y STAT3. Algunos
mediadores de inflamacion, como el factor activador de plaquetas, el factor
de necrosis tumoral alfa y la interleucina 1-B, son producidos en el interior de
las células hipdxicas y como consecuencia se induce la expresion de
moléculas de adhesion en la superficie celular incluyendo ICAM-1 (de
intercellular adhesion molecule 1), P-selectinas y E-selectinas (Dirnagl et al.,

1999; Ziello et al.,, 2007). Estas moléculas de respuesta inflamatoria
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d)

interacttan con elementos y células del sistema inmune mayormente
macrofagos, monocitos y neutrofilos para contrarrestar el dafio hipoxico. Esta
etapa ocurre de manera inmediata in vitro tras la generacién de ROS (Ziello
et al., 2007).

Apoptosis y muerte celular: las células dafiadas por un evento hipoxico, y
gue estan comprometidas por la excitotoxicidad, la generaciéon abundante de
ROS, la acumulacién de Ca*, el dafio a la mitocondria y al ADN, pueden
morir por apoptosis 0 necrosis (Dirnagl et al., 1999). La respuesta celular a
hipoxia juega un papel central en la regulacion de procesos biol6gicos como
la apoptosis, modulandose la expresion de genes que codifican para
caspasas, asi como genes que suprimen o promueven la muerte celular y se
expresan en altos niveles cuando la célula se encuentra en hipoxia.

Las caspasas 1 y 3 son las que juegan un papel central en el control de la
apoptosis. La via apoptética mediada por caspasas esta asociada a la
liberacion del citocromo C de la mitocondria, al activar al complejo
apoptosémico APAF-1 + caspasa 9 en presencia de ATP, la formacion de
este complejo activa la caspasa 3. Adicionalmente, al disminuirse el pH
intracelular causado por la aceleracion en las vias metabdlicas, provoca una
acidosis por acumulacién de lactato que desencadena apoptosis (Luo et al.,
2006).

Regulacidon génica: existe una gran variedad de respuestas de regulacion
génica que actuan ante un cuadro de hipoxia en las células. Este tipo de
respuestas son las mas estudiadas en la investigacion del dafio hipoxico.

Una de ellas que involucra la activacién o supresion de genes esta dada por
la accion de p53. En respuesta a hipoxia, p53 puede inducir un arresto al
ciclo celular y/o muerte celular por apoptosis. A su vez actua como factor de

transcripcion encendiendo diversos genes de respuesta ante el efecto de la

15



disminucion de oxigeno como EPO (gen de eritropoyetina), VEGF (de
vascular endotelial growth factor) y GLUT-1 (de glucose transporter 1). Existe
evidencia experimental de la presencia de factores transcripcionales claves
en la regulacion génica que responden especificamente a cambios en los
niveles de oxigeno (Zagorska y Dulak, 2004). Estos factores llamados HIF se
encuentran en todas las células de mamiferos (Lisy y Peet, 2008; Osada-Oka
et al., 2010; Pappalardi et al., 2011; Zagorska y Dulak, 2004) (Fig. 1).

Terminal
@\NMDA postsinaptica
Mltocondna
Falla energética y Apoptosis
despolarizacion de \
la membrana Despolarizacion
y edema Radicales
|(,a | __, GluiAsp — C libres
.E AMPAmumo [ [Ca™ NOS
Regulacion
fosfohpasas génica
Te’mif"i! nucleasas
presinaptica
i CCDhV proteasas Degradacmn de Dafie al ADN
la membrana anola
Mediadores Radicales ADONOSiS
inflamatorios libres \
Dafio mnocondnal

Fig.1.- Principales eventos intracelulares en hipoxia que comprenden excitotoxicidad
por glutamato, falla en la homeostasis de calcio, inflamacién, dafio mitocondrial, apoptosis y/o
necrosis, dafio al DNA y regulacion en el programa de expresion génica. Modificado de
Camacho et al. (2006).

Hipoxia quimica

El término de hipoxia quimica se refiere a la simulacion de la respuesta
celular ante los efectos de un evento hipéxico en modelos experimentales in vivo
e in vitro. Una de estas representaciones se basa en el uso de compuestos

qguimicos que inducen cascadas de sefializacion semejantes a las que ocurren
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en un sistema vivo. Estos agentes actian como inhibidores o moduladores
enzimaticos, modificando las vias de sefalizacion o modulando la expresion de
genes de respuesta ante una deteccion baja de niveles de oxigeno. Los modelos
de hipoxia quimica mas utilizados son in vitro, y emplean como inductores de la
respuesta hipoxica compuestos metalicos como el cloruro de cobalto, de niquel y
de cobre, que actian como moduladores enzimaticos al bloquear el sitio
catalitico de las enzimas que se encargan de la regulacion de la subunidad alfa
de HIF-1a que forma parte del heterodimero transcripcional que es el principal
controlador de la respuesta generalizada a hipoxia (Bergueron et al., 2000;
Bracken et al., 2006; Kallio et al., 1997).

HIF como factor fundamental en eventos de hipoxia

La respuesta celular a la hipoxia es un proceso que juega un papel
central en diversas enfermedades cardiovasculares, cancer, infartos y derrames
cerebrales. Al interior de las células, este proceso esta coordinado por factores
de transcripcion que son sensibles a los cambios en las concentraciones de
oxigeno y que inducen modificaciones en los patrones de expresion génica
celular (Cabanillas, 2008). Esta respuesta génica ante el proceso de hipoxia
puede esquematizarse en tres sistemas: a) de deteccién o de sensor de oxigeno,
b) de regulacion, mediante el control de la expresidon de una amplia serie de
genes, y c) efector multiple, que incluye no solo expresion de genes, sino
también diversos cambios funcionales, que van desde la estimulacién de
moléculas vasodilatadoras hasta las variaciones en la afinidad de la hemoglobina

por el oxigeno (Caramelo et al., 2006).

El factor que juega el papel principal en la deteccion de los niveles de
oxigeno y el que ha sido mayormente estudiado y descrito es el HIF. Este factor

de transcripcion fue descrito por Semenza y colaboradores (1995) y se activa
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especificamente durante la hipoxia. Los demdas factores de transcripcion
involucrados en este tipo de respuestas carecen de esta especificidad.

El HIF regula directamente la transcripcion de mas de 70 genes
involucrados en procesos celulares que actian disminuyendo la dependencia y
el consumo de oxigeno celular e incrementando la eficiencia del transporte del
mismo a las células cuando se presenta un evento hipéxico. Dentro de los genes
regulados por HIF se encuentran aquellos que participan en procesos como
angiogénesis, transporte de oxigeno, metabolismo de hierro, glucdlisis, absorcion
y recaptura de glucosa, sefalizacion de factores de crecimiento, apoptosis,

invasion y metastasis entre otros (Bardos y Ashcroft, 2005).

Estructura y regulacion de HIF

El HIF-1 es un heterodimero compuesto por dos subunidades, HIF-1a y
HIF-18 con pesos moleculares aparentes de 120-130 kDa y 91-94 kDa en
humano, respectivamente. Ambas subunidades son homadlogas en sus extremos
amino al contener un dominio bHLH (de basic helix-loop-helix) y un dominio PAS
(Per-Arnt-Sim) que estan involucrados en la dimerizacién y en la union al ADN.
La subunidad alfa es regulada directamente por las condiciones de oxigeno
intracelular, mientras que la subunidad 8 es constitutiva e idéntica al ARNT (de
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). El extremo COOH-terminal de la
subunidad alfa contiene dos dominios de transactivacion (TAD) y uno de
degradacion dependiente de oxigeno (ODDD), siendo éstos los responsables de

las funciones transactivadora y reguladora de este factor (Caramelo et al., 2006).

Existen tres paralogos de la subunidad alfa, conocidos como: HIF-1q,
HIF-2a y HIF-3a. Solo las isoformas 1 y 2 tienen actividad transcripcional
eficiente en la regulacién génica, particularmente el HIF-1a (Vengellur et al.,

2004). Hasta ahora no se ha determinado la funcion de HIF-3a como un factor
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transcripcional activo. Sin embargo, se ha descrito que un producto de splicing
alternativo (ARN) de HIF-3a es capaz de ejercer una actividad transcripcional
inhibitoria ante la respuesta de hipoxia, provocando que el dominio PAS se
convierta en una proteina inhibitoria descrita como IPAS (de Inhibitory PAS
domain protein) (Lisy y Peet, 2008), regulando negativamente a HIF.

La subunidad 1a de HIF es una proteina de 826 aminoacidos (~120 kDa)
y su regulacion esta dada con base en los niveles de oxigeno disponibles en la
célula. En condiciones normoxicas, las subunidades a son rapidamente
degradadas via proteasomal. La degradacion se lleva a cabo por un mecanismo
qgue involucra la hidroxilacion del HIF-1a por enzimas prolil-hidroxilasas (PHD1,
PHD2 y PHD3) y una asparagin-hidroxilasa (FIH, de Factor inhibiting HIF)
dependientes de oxigeno (Berra, et al., 2003; Bruick y McKnight, 2001; Hirsila et
al., 2004). Las prolinas 402 y 564, asi como la asparagina 803 localizadas en el
ODDD de HIF-1a se hidroxilan en respuesta a niveles normales de oxigeno
molecular en las células. La hidroxilacion de las prolinas destinan al HIF-1a a ser
reconocido por la proteina von Hippel Lindau (pVHL), una proteina con actividad
de E3-ubicuitin-ligasa, que coloca ubicuitinas a HIF-1la marcandola para
degradacion proteasomal. Por otro lado, la hidroxilacion del residuo de
asparagina por el FIH, previene la union del HIF-1a/8 al coactivador

transcripcional p300/CBP inhibiendo su actividad de factor de transcripcion.
La importancia de la reaccion de hidroxilacion en los residuos, radica en

que la pVHL sélo reconoce a HIF-1a cuando las prolinas 402 y 564 se

encuentran hidroxiladas (Fig. 2).
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Fig. 2.- Representacion del HIF-1a, donde se observan las regiones de hidroxilacién de

la proteina en las prolinas 402 y 564, y en la asparagina 803. Donde las regiones son NODDD,
amino terminal del dominio desPAS (ODDD), CODDD la region carbono terminal del mismo y

CAD la carbono terminal de la proteina. Modificado de Pappalardi et al. (2011).

Bajo condiciones hipdxicas la accion de las hidroxilasas se inhibe y el
HIF-1a se estabiliza, se transloca al nucleo para formar el heterodimero con HIF-
1B, se une a los HRE (del inglés hypoxia response element) en el ADN (region
promotora) y regula la expresion de genes (Bardds y Ashcroft, 2005; Correia y
Moreira, 2010). Las secuencias HRE poseen dos o mas regiones de
reconocimiento al HIF-1qa, llamadas HBS (de HIF Binding Sites). La unién de HIF-
1a al promotor aumenta por la presencia de dos o mas sitios HRE préximos entre
si (Cabanillas, 2008). La secuencia consenso de ADN para la unién de HIF-1a
5-(A/IG)CGTG-3", es comun para muchos genes regulados positivamente por
concentraciones bajas de oxigeno (Semenza et al., 1996). Una vez que HIF-1a/
reconoce a la secuencia consenso, el HIF-18 recluta los coactivadores
necesarios para la actividad transcripcional en el CAD del HIF-1. Los cofactores
transcripcionales p300/CBP, hsp90 y c-JUN funcionan como factores de anclaje
y permiten la union de otros factores transcripcionales al heterodimero para
montar la respuesta. El complejo p300/CBP interactia con el CAD del HIF-1a a
través de su dominio CH1 (de cysteine-histidine-rich) (Gu et al., 2001) y retne los
coactivadores accesorios, como las histona-acetiltransferasas SRC-1, TIF-2 y el
factor redox Ref-1 (Ema et al., 1999) (Figs. 3y 4).
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Fig. 3.- Representacion de las subunidades a y B del HIF-1. Se observan las regiones
de reconocimiento y union al ADN (HRE) y los dominios principales de cada subunidad.
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Fig. 4.- Representacion de la regulacion del HIF-1, en condiciones de normoxia donde
es degradado por el proteasoma (izquierda). Regulacién del HIF-1 en condiciones de hipoxia o
inactivacion de las prolilhidroxilasas y su actividad transcripcional (derecha). Modificado de
Correia y Moreira. (2010).
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Prolil-hidroxilasas (PHDs)

Las isoenzimas PHDs forman parte de la subfamilia de las dioxigenasas,
proteinas conservadas a lo largo de la evolucion. Las PHDs utilizan oxigeno y 2-
oxoglutarato como co-sustratos, y son dependientes de a-cetoglutarato (a-KG).
Sus cofactores son el hierro y el ascorbato. La reaccidén que llevan a cabo es una
descarboxilacion desacoplada del 2-oxoglutarato en la posicion 4 de las prolinas
402 y 564 del HIF-1a, localizadas en el ODDD (Pappalardi et al.,, 2011). La
reaccion ocurre en presencia de hierro, oxigeno y acido ascorbico. Los productos
de reaccion que se forman son el acido succinico y el CO,. Para las PHDs, el
sustrato primario es el HIF-1a (Huang et al., 2002; Metzen et al, 2003; Pappalardi
et al., 2011; Villar et al., 2007). Las PHDs que hidroxilan al HIF-1a son tres y se
denominan PHD1, PHD2 y PHD3. Eventos como la hipoxia, la disminucion en la
disponibilidad del hierro y el incremento en la tasa de oxidacién del ascorbato por
estrés oxidante, ocasionan que las PHDs pierdan su funciéon de hidroxilacion al
HIF-1a (Vengellur et al., 2004). Las tres isoformas de las PHDs pueden actuar
sobre el HIF-1a, sin embargo se ha observado que la isoforma 2 es la mas
efectiva al hidroxilar de forma mas eficiente a la prolina 402. La especificidad de
la reaccion de hidroxilacion que llevan a cabo las diferentes isoformas de las
PHDs sobre el HIF-1a se basa en sus niveles de expresion (PHDs), el estado

hipdxico y el tipo de célula (Hirsila et al., 2004).

Modelos de hipoxia in vitro.

Para estudiar los procesos que se desatan por un evento hipoxico en
células y tejidos, se han desarrollado una gran cantidad de modelos que
representan o simulan dichos efectos. Estos son de dos tipos: in vivo e in vitro. El
principal objetivo de estos modelos, es encontrar nuevas opciones de tratamiento

y terapias que sean efectivas para dirigirlas a pacientes con patologias que van
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desde los eventos hipoxicos hasta infartos cerebrales causados por cuadros
isquémicos.

Dentro de las ventajas de utilizar modelos in vivo para eventos de hipoxia,
se encuentra la similitud fisiolégica y anatdomica entre los animales de
experimentacion y el ser humano. Por lo anterior, los resultados obtenidos en
estos modelos seran mas confiables para extrapolarlos y aplicarlos en
tratamientos clinicos. Otras ventajas son el poder medir las alteraciones
conductuales en el animal como respuesta al tratamiento, asi como la posibilidad
de llevar a cabo el analisis histoldgico en los tejidos integros. Los modelos in vivo
también tienen desventajas, como el control de un mayor nimero de variables
simultaneas (Traystman, 2003), la necesidad de una mayor cantidad de personal
capacitado para realizar los procedimientos, la variabilidad entre individuos, el
tiempo para la obtencién de resultados y se consideran métodos invasivos.

Es por eso que a la par de esos modelos se han desarrollado los modelos
in vitro que utilizan como base los cultivos celulares y/o tejidos extraidos de
animales. Existen varios modelos de hipoxia que utilizan diversos linajes
celulares, cultivos primarios de neuronas o células gliales de corteza, hipocampo,
cerebelo o hipotalamo (regiones que se encuentran en las zonas mas afectadas
por el dafio hipoxico) (Fang et al., 2008). Existen modelos donde las lineas
celulares no solo pertenecen a linajes cerebrales sino que la gama de cultivos ya
se ha abierto hacia otras lineas que pertenecen a tejidos medulares, tumorales o
de comunicacion que se localizan en el Sistema Nervioso Periférico y musculo
esquelético, asi como células embrionarias y células troncales que se utilizan en

estadios semidiferenciados o totalmente diferenciados hacia células neuronales.

Se encuentran diversas ventajas al utilizar modelos in vitro para estudiar
eventos de hipoxia: se puede tener un mejor control de algunas variables como
la temperatura de incubacién y la presion, el tiempo para la obtencion de

resultados es generalmente corto y son métodos menos invasivos.
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Los modelos in vitro para estudios de hipoxia se pueden dividir en: (1)
aguellos modelos que se caracterizan por cultivar a las células en condiciones
hipéxicas, es decir en camaras de CO, o simplemente incubarlas con una
concentracion de oxigeno por debajo del 20% y (2) los que emplean agentes
guimicos que generan vias de sefalizacion similares a las que se desencadenan

cuando la concentracion de oxigeno es baja en el medio intracelular.

Modelos de hipoxia quimica

Los modelos de hipoxia quimica se utilizan frecuentemente in vitro para
obtener una mayor eficiencia y reproducibilidad en los resultados. Existen varias
formas de simular una respuesta ante un cuadro hipéxico con agentes quimicos.
Actualmente se han utilizado inhibidores de la cadena respiratoria, inhibidores
enzimaticos que inhiben la funcion de las PHDs, inhibidores de proteasoma y
compuestos que estabilizan al HIF-1a.

Entre estos compuestos, los mas empleados son la deferoxamina, la
mimosina, la o-fenantrolina y la yodo-cloro-hidroxiquinolina que actian como
quelantes de Fe®', el cual funciona como cofactor en el sitio catalitico de las
PHDs. Se usan también algunos iones metalicos, los cuales se cree sustituyen al
hierro en el sitio catalitico de las PHDs. También hay inhibidores especificos de
las isoformas de las PHDs, en particular el fumarato, el oxaloacetato, el citrato y
el succinato que actuan sobre la PHD1 al interactuar con el sitio catalitico de
ésta, sustituyendo al ascorbato; o inhibidores especificos de FIH como el
piruvato. Otros compuestos como la baicaleina que son utilizados en los
modelos, son de caracter antioxidante. Este compuesto inhibe la accion de la
PHD2 y suprime la hidroxilacién de la asparagina 803 del HIF-1a en cultivos
tisulares (revisado en Aguilera et al., 2009; Hewitson et al., 2007; To y Huang,
2005).
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Dentro de los mecanismos mencionados, uno de los mas empleados para
generar hipoxia quimica es la estabilizacion de HIF-1a con el uso de compuestos
metalicos con la finalidad de desatar una respuesta génica similar a la generada
por la disminucion de oxigeno.

Existen varios compuestos metalicos que se utilizan como simuladores de
hipoxia quimica como el cobalto, el niquel (Salnikow et al., 1999), el zinc, el
cromo (VI) (Kaczmareck et al., 2007), el arsénico (lll) y (V), el vanadio (V) y en
menor intensidad el cobre (Il) (Kaczmareck et al., 2009). Su mecanismo de
accion no es totalmente conocido y puede deberse a la estabilizacion del HIF-1a
al unirse fuertemente a su ODDD en el dominio PAS (Hirsila et al., 2005), la
inhibicién de la reaccion de hidroxilacion de la subunidad alfa sustituyendo al
hierro en las PHDs o disminuyendo la disponibilidad del ascorbato que controla
la transicién del hierro en sus estados de oxidacién y lo mantiene como Fe?",
evitando asi la degradacion de HIF-1a ya que el hierro oxidado no puede unirse
al sitio catalitico de las PHDs (Vengellur et al., 2004). Se ha observado que el
metal mas eficiente para generar la sefializacion por hipoxia es el cobalto al
estabilizar la subunidad alfa del HIF y aparentemente, bloqueando con mayor
afinidad y eficiencia el sitio activo de las PHDs. La respuesta génica ante hipoxia
regulada por el HIF y que ha sido evaluada tras el uso del cobalto involucra
genes relacionados con la eritropoyesis, la angiogénesis y el transporte de
glucosa entre otros (Li et al., 2006). Dentro de la simulacion de la sefializacion
por hipoxia también se ha visto que el cobalto induce muerte celular
mayoritariamente por apoptosis al incrementar la generacibn de ROS

intracelulares principalmente (Jung et al., 2007).

El CoCl, como generador de hipoxia quimica

La generacién de condiciones semejantes a la hipoxia en células tratadas

con iones metalicos, particularmente cobalto, se describié por primera vez por
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Bunn y colaboradores en 1988 (revisado en Goldberg et al.,, 1988), quienes
encontraron un notable incremento en los niveles de EPO un gen altamente
regulado por HIF y sobreexpresado en eventos de hipoxia.

El cobalto puede mimetizar la sefalizacién por hipoxia por diversos
mecanismos, existen tres hipotesis sobre como estabiliza la subunidad alfa del
HIF:

La primera hipotesis propone un mecanismo por el cual el cobalto se une
fuertemente al dominio PAS del HIF-1a en diversos sitios de la secuencia en la
region N-terminal, implicada en la union de la subunidad con el HRE. Esta unién
permite la ubicuitinacién de la subunidad alfa, pero la hace resistente a la
degradacion via proteasomal, provocando la acumulacion de la subunidad y su
estabilizacion. Dicha hipotesis implica una modulacion pVHL-independiente y
representa una de las formas de la regulacion del HIF-1a, consiguiendo que se
transloque al nucleo y ejerza su accion transcripcional (Kanaya y Kamitani,
2003).

La segunda hipdtesis plantea que el cobalto (y en general, los iones
metdlicos divalentes) sustituye al hierro en el sitio catalitico de las PHDs. Dentro
de este apartado existen dos mecanismos reportados: a) la hipétesis del
reemplazo, donde la semejanza quimica entre los iones Fe?" y Co*" permite el
ensamblaje del cobalto en el sitio activo de las PHDs inhibiendo la hidroxilacién
de las prolinas y como consecuencia se estabiliza el HIF-1a (Davidson et al.,
2006; Schotfield y Ratcliffe, 2004, Epstein et al., 2001) y b) la hipotesis de la
oxidacion del hierro a Fe®* por la presencia del cobalto. Esta hip6tesis se basa en
que el acido ascorbico es necesario para mantener reducido al hierro en las
prolil-hidroxilasas. El cobalto oxida al acido ascorbico directa, catalitica o
indirectamente a través de la generacién de ROS vy el hierro oxidado ya no puede
funcionar como cofactor de las PHDs. En ambas hipotesis la accion de las PHDs

es considerablemente inhibida (Kaczmareck et al., 2009).
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Por dltimo, la tercera hipo6tesis propone que el ion cobalto genera una
gran cantidad de ROS con rapidez, lo que conlleva a una oxidacion acelerada del
hierro impidiendo que este ultimo se ensamble al sitio activo de las PHDs y que
se inhiba la reaccion de hidroxilacion del HIF-1a. El ambiente oxidativo que
induce el cobalto induce apoptosis celular, y encendiendo la via de las MAP
cinasas, la cual regula gran parte de la sefalizacion intracelular e

intramitocondrial encargada de la homeostasis en las células (Guo et al., 2006).

Células PC12

Se han utilizado muchas lineas celulares para estudiar los modelos de
hipoxia quimica, la seleccion de estos linajes se realiza conforme a las
necesidades del protocolo a seguir. Para generar hipoxia quimica, deben
utilizarse células que sean muy susceptibles a los cambios en las
concentraciones de oxigeno. Las células PC12 son una linea derivada del
feocromocitoma (tumor que afecta a las células cromafines), proveniente de la
médula adrenal de la rata o de células endoteliales de la médula adrenal bovina.
Las PC12 exhiben las propiedades fenotipicas de los feocromocitomas y las
variantes no neoplasicas de las células cromafines (células nombradas asi por
ser visualizadas mediante tinciones con sales de cromo).

Las células PC12 responden de forma rapida y especifica ante las
variaciones de los niveles de oxigeno. Muchos de los experimentos relacionados
con hipoxia y diferenciaciébn neuronal estan ampliamente reportados con estas
células (Green y Tischler, 1976). También se han utilizado en varios tipos de
estudios neurobioldgicos, neurotoxicolégicos y de seializacion como modelo de
diferenciacion neuronal, de hipoxia o simplemente para evaluar la expresion
proteica y de factores de crecimiento ante diversos tratamientos (Vaudry et al.,
2002).

Entre las caracteristicas generales de estas células, destacan: ser células

secretoras de catecolaminas, adquirir una morfologia y caracteristicas
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bioguimicas de células cromafines, detener su division y experimentar una
diferenciacion terminal cuando son expuestas al factor de crecimiento nervioso
(NGF) con un notable cambio en su fenotipo y adquirir caracteristicas
bioquimicas de neuronas simpaticas, extendiendo sus neuritas y volviéndose
eléctricamente excitables (Das et al.,, 2004). Las PC12 expresan receptores a
GABA (&cido-y-aminobutirico). Esta linea celular permite un rapido escaneo de
diversos mecanismos moleculares con un tiempo minimo de preparacion e
incubacion. Las PC12 responden de manera inmediata y especifica a las
disminuciones en la presion parcial de oxigeno del medio en que se encuentren,
exhibiendo una despolarizacion membranal (Naranjo-Suarez et al., 2003). Esto
se debe a que los feocromocitomas que surgen de células neuroenddcrinas,
estan involucrados en la respuesta sistémica al sensado del oxigeno.
Adicionalmente, estas células son facilmente manipulables para su
cultivo. Las condiciones de incubacién son comunes y sencillas de implementar,
requieren de una temperatura constante de 37°C + 0.5° para nutrirse y proliferar,
con una atmoésfera humeda (95%) y una concentracion de CO, del 5%. Al ser
células adherentes, se siembran en placas recubiertas por coldgeno o poli-L-
lisina y detienen su proliferacion cuando hay contactos célula-célula. Existen dos
medios de cultivo de eleccion para estas células, el RPMI (Roswell Park
Memorial Institute Medium) y el DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementados con sueros y antibioticos. Los cultivos de PC12 mantienen sus
caracteristicas morfolégicas cuando son almacenadas, congeladas Yy/o

transferidas de un medio de cultivo a otro.
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Justificacion

II. JUSTIFICACION

En la actualidad existen muchas enfermedades y desordenes fisiologicos,
gue se caracterizan por ser multifactoriales, es decir, involucran numerosos
procesos que desencadenan diversas cascadas de sefializacion en el interior de
las células. Una de estas patologias es la hipoxia celular que desarrolla procesos
de estrés oxidativo, inflamacién y muerte celular. La hipoxia celular es la
disminucion del aporte de oxigeno tanto en el interior de las células como en el
espacio extracelular. En la actualidad no se cuenta con un tratamiento para
poder evitar el daio por hipoxia o mejorar la calidad de vida de los pacientes que
han presentado un cuadro hipéxico.

Al no existir farmacos o tratamientos para contrarrestar este
padecimiento, se siguen realizando estudios utilizando modelos animales y
modelos in vitro para simular la sefializacion que ocurre en este fendbmeno y
poder determinar el mecanismo de accion de compuestos potencialmente
protectores. Los modelos de hipoxia quimica son modelos in vitro, que se
caracterizan por ser sencillos de manipular y los resultados que se obtienen son
la base de la investigacion de la hipoxia. Existen varias publicaciones que utilizan
CoCl, en la generacion de sefializacion de hipoxia quimica y estabilizacion del
HIF-1a. Tomando en cuenta los resultados consistentes de trabajos anteriores
surgio el interés de estandarizar un modelo en células PC12 con CoCl,
simulando la sefializacion por hipoxia en nuestras condiciones, y asi poder medir
distintos marcadores que nos reflejen la respuesta celular ante un evento
hipoxico y la estabilizacion del HIF-1a. Esto con la finalidad de utilizar el modelo
como base en la investigacion de compuestos que ejerzan neuroproteccion y/o

puedan proteger de los efectos del tratamiento impuesto a las células.
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Objetivos

I11. OBJETIVOS

Objetivo General:

Estandarizar un modelo de hipoxia quimica in vitro utilizando CoCl, como

agente estabilizador del factor inducible por hipoxia en células PC12.

Objetivos Particulares:

- Evaluar el efecto del CoCl, en la viabilidad celular en un curso temporal

y concentracion-respuesta.

- Determinar el efecto de 0.15, 0.5y 1.0 mM de CoCl, en la estabilizacion
del HIF-1a a 0.5, 1.0, 24 y 48 h de incubacion.

- Evaluar el efecto del CoCl, en la generacion inmediata de ROS.

- Determinar el efecto del CoCl, en la integridad del ADN a

concentraciones de 0.5y 1.0 mM de CoCl, durante 24 h y 48 h de incubacion.

- Determinar el efecto del CoCl, 0.5y 1.0 mM en la muerte celular a 24 y

48 h de incubacion.
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Materiales y Méetodos

IV. MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Se utilizaron células PC12 fase Il (proporcionadas por el Dr. Pedraza
Chaverri, Facultad de Quimica, UNAM). Se cultivaron a 37°C con una atmésfera
hameda (95%) y 5% de CO,, en superficies de plastico (placas de 60 y 100 mm)
cubiertas con poli-L-lisina. Se usé el medio de cultivo DMEM (GIBCO®) a un pH=
7.4, suplementado con suero fetal bovino al 7.5%, suero de caballo al 7.5%, y
1% de penicilina/estreptomicina. Este medio se cambié cada dos dias previo
lavado con PBS pH 7.4 (Na,HPO,4 8.1 mM, KH,PO, 1.76 mM, NaCl 137 mM).

La confluencia celular (cantidad de crecimiento celular, medido con base
en el contacto célula-célula en la superficie de cultivo) se verific6 con un
microscopio Nikon®. Cuando las células presentaron una confluencia > 70% se
tripsinizaron con 300-1000 pl de Tryple express (Invitrogen®) por 5 min a 37°C.
Las células tripsinizadas se centrifugaron a 1,570 x g por 3 min, se
resuspendieron en medio de cultivo para la nueva siembra o tratamiento. Las
células se congelaron con DMSO al 5% en DMEM y se colocaron en nitrégeno
liquido hasta su uso. Todos los procedimientos del cultivo celular se llevaron a

cabo en condiciones de esterilidad.

Determinacion de la viabilidad celular por reduccién de MTT a formazan

La determinacion de la viabilidad celular se realiz6 a través de un ensayo
de reduccion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a
formazan. 1x10° células se incubaron con CoCl, a concentraciones entre 0.1 y

1.0 mM durante 24, 48 y 72 h. Las células se incubaron en placas de 96 pozos.
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Concluido el tiempo de incubacion se agregaron 30 pl de una solucion de MTT (1
mg/ml) incubando durante 1 h a 37°C. Se eliminé el sobrenadante y se
agregaron 100 pl de isopropanol acido (96% en HCI 1 N) con agitacion durante 3
min. Se determind la absorbencia a 540 nm en un lector de placas Biotek,
Sinergy HT. Con base en los resultados obtenidos de este experimento (ver
resultados y discusion) se eligieron las concentraciones de 0.5 y 1.0 mM de

CoCl, asi como 24 y 48 h de incubacion para las determinaciones posteriores.

Determinacién de HIF-1a por western blot:

Las células incubadas a 0.5 y 1.0 mM de CoCl, a 24 y 48 h, se
centrifugaron y el botén se lis6 con un amortiguador de lisis (Tris 20 mM pH 7.9,
sacarosa 0.5 mM y NaCl 30 mM), inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma).
Se corrieron 30 pg de proteina (cuantificada por el método del acido
bicinconinico) en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% (Laemmli
SDS-PAGE). Las proteinas del gel se transfiieron a una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 pum durante 2 h a 350 mA. La membrana se bloqued con
una solucién de leche descremada al 5% en amortiguador TBS (Tris 20 mM,
NaCl 0.5 M pH 7.5). La deteccién se realiz6 con un anticuerpo primario (1:500)
(Chemicon, Int) anti HIF-1a incubado a 4°C toda la noche. Se utilizé un
anticuerpo secundario (1:1000) anti-raton acoplado a HRP (Jackson
Immunoresearch), incubado 1 h a 37°C. Se reveld con luminol usando placas de
autoradiografia.

Este mismo procedimiento se realiz0 para las células que

sobreexpresaron el dominio ODDD (ver mas adelante).
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Sobreexpresion de un control positivo de HIF-1a

El plasmido pHLTEV que contiene la region que codifica para los residuos
530-698 del ODDD del HIF-1a de humano (pHLTEV-ODDD) (Sanchez-Puig et
al., 2005) fue donado por la Dra. Sanchez Puig (Instituto de Quimica, UNAM). El
plasmido se amplificé transformando la cepa DHa5F" de E. coli (donada por la
Dra. Funes, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM) y se purificé a partir de un
cultivo crecido en medio Luria-Bertani (LB) con ampicilina (50 pg/mL) con un
estuche comercial (Quiaprep, Quiagen). El plasmido puro se usO para
transformar la cepa de expresion BL21DE3pLysS, del pET system expression kit
(Novagen), (donada por el Dr. Pérez-Montfort del Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM).

El ensayo de induccion se realizé6 como sigue: Se crecidé un precultivo de
células BL21DE3pLysS transformadas con pHLTEV-ODDD en medio LB a 37°C
incubando toda la noche. Este cultivo se centrifug6é durante 5 min a 7,850 x g. El
boton se resuspendio en 1 ml de LB y se inocularon 100 ml de LB con ampicilina.
Se incub6 con agitacion a 37°C. Cuando el cultivo alcanzé una ODgyo nm = 0.8-1.0
se indujo la expresion con 0.4 mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)
durante toda la noche a 37°C. El cultivo se centrifugd y el boton se resuspendio
en amortiguador muestra (Tris-HCI 0.5 M, glicerol al 30%, DTT al 1%, SDS al
10% y azul de bromofenol 0.05%) para llevar a cabo la electroforesis y el western
blot.

Determinacion de HIF-1a por inmuno-deteccion

Las células se centrifugaron a 25,000 x g por 30 s. El pellet se
resuspendié en 100 pl de amortiguador de lisis con inhibidores de proteasas y de
fosfatasas (SIGMA). Se llevé a cabo la extraccion de las fracciones nucleares de

muestras tratadas con CoCl, 0.5 y 1.0 mM con ayuda del estuche comercial NE-
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PER® (Nuclear and cytoplasmic extraction reagents- Thermo Scientific Kit) para
purificar el HIF-1a que esta estabilizado y ha sido translocado al nucleo.

El ensayo para cuantificar el HIF-1a activo se realizé a través de un
estuche comercial (Cayman®), basado en la unién del HIF-1a de los extractos
nucleares a las secuencias de ADN HRE que se encuentran adheridas a la
superficie de la placa de 96 pozos. Se incubd el anticuerpo primario anti HIF-1a a
4°C toda la noche, seguido de lavados y un anticuerpo secundario acoplado a
HRP (Horseradish Peroxidase) que se incub6 por 1 h a temperatura ambiente.
Después del revelado con una solucion de paro de reaccion la placa se ley6 a
450 nm.

Se utilizé un control positivo de HIF-1a (extracto nuclear de células HelLa
tratado con NiCl,), un control con ADN de doble cadena que compite por la uniéon

especifica al HIF-1a y un control de union no especifica.
Medicion de ROS intracelulares como respuesta a la incubacién con CoCl,

Las células se despegaron con 3 ml de Tryple Express incubando 5 min a
37°C. Se agreg6 diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) a las células
resuspendidas en medio DMEM a una concentracion final de 0.01 mM, y se
incubo durante 1 h a 37°C en condiciones de oscuridad. Se realizaron cinéticas
de las muestras durante 20 s (basal) y posteriormente se agregaron los
tratamientos (H,O, 0.3 mM, CoCl, 0.5 mM y CoCl, 1.0 mM). Las cinéticas se
siguieron durante 10 min a partir de la adicion del tratamiento. Las lecturas se

realizaron en un citometro de flujo BD FACS Calibur ajustado a un solo canal.
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Determinacion del patron de degradacion del ADN por técnica de escalera
(DNA laddering)

Las células se incubaron con CoCl, 0.5y 1.0 mM por 24 hy 48 h. Se usoé
etopdsido 50 pM como control positivo. Se purifico el ADN de las células con
ayuda del estuche comercial DNAzol (Gibco) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se cuantifico el ADN a 260/ 280 nm.

Se corrieron 7.4 ug de ADN de cada muestra en geles al 2% de agarosa
durante 2 h a 50 V. ElI ADN se tii6 con bromuro de etidio (10 mg/ml) y se

observo en un transiluminador con luz UV.

Determinacién del pico Sub Gycon IP por citometria de flujo

Después del tratamiento con CoCl, 0.5 y 1.0 mM durante 24 y 48 h, 1x10°
células se resuspendieron en etanol. Se realizo la tinciébn con yoduro de propidio
(IP), utilizando el reactivo de PI/RNasa (BD Pharmingen ™) preparado en PBS.
Las células se centrifugaron a 3,100 x g por 5 min. Se decant6 el etanol y se
permeabilizaron las membranas celulares con 500 pl de buffer de
permeabilizacion (Na,HPO, 0.2 M y acido acético 0.1 M). Se incubaron por 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las muestras con PBS e
inmediatamente se agrego la solucién de tincién con PI/RNasa (300 pl por tubo).
Se incubaron 30 min a temperatura ambiente y se procedié a la lectura en el
citobmetro de flujo ajustado a dos canales, y se grafic6 el nUmero de cuentas

celulares por area.
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Evaluacion de apoptosis y necrosis celular en PC12 tratadas con CoCl, por

tincién diferencial con IPy A (V) por citometria de flujo.

Para la tincion de la anexina V se utilizd6 el estuche comercial FITC
Annexin V Apoptosis (BD Pharmingen). Se utilizaron 1 x 10° células por
tratamiento. Las células se incubaron con CoCl, 0.5y 1.0 mM durante 24 y 48 h.
Se cosecharon las células, despegandolas con tripsina a 37°C por 5 min. Las
células se resuspendieron en buffer de unién. Se centrifugaron a 3,100 x g por 5
min y se agregaron 5 ul de anexina V y 5 ul de IP. Las muestras se agitaron en el
vortex por 10 s y se incubaron en la oscuridad por 15 min a temperatura
ambiente. Se agregaron 400 pl de buffer de union a cada tubo y se analizaron las
muestras por citometria de flujo durante la primera hora. El citbmetro se ajust6 a
dos canales (FL-2H, para el PI; FL-4H, para la anexina V) en la maxima

velocidad de resolucion 10 ms.

Analisis estadistico

Todos los datos se presentan con el calculo de la media + la desviacion
estandar (DE). Los datos se graficaron y se analizaron con el programa Prism
5.01, Graph Pad (San Diego, CA), usando como método de andlisis una ANOVA
de una via y comparaciones de cada grupo contra el control utilizando un prueba
de Dunnett (excepto en las figuras 5, 6 y 7). Un valor de P<0.05 se considero

estadisticamente significativo.
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Resultados y Discusion

V.RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la viabilidad celular en PC12 tratadas con CoCl,

Para los ensayos de viabilidad celular se realizé una prueba de reduccién
de MTT, la cual mide directamente la funcién mitocondrial principalmente por la
actividad de la succinato deshidrogenasa. Se emplearon tiempos de 24, 48y 72
h de incubacién con concentraciones de CoCl, entre 0-1.0 mM. El ensayo
consiste en la reduccién enzimética de MTT (de color amarillo) hasta formazan
(compuesto purpura), que se revela con una mezcla de disolventes en medio

acido y se detecta espectrofotométricamente a 540 nm.

En la incubacion durante 24 h se observé que la viabilidad celular
disminuye conforme aumenta la concentracion de CoCl,. En la figura 5 se
presenta un curso concentracién-respuesta en el que se observa una
disminucion de aproximadamente 30% a partir de 0.5 mM. A concentraciones
de 0.9 y 1.0 mM de CoCl, se obtiene una reduccién de 50% en la viabilidad

celular en comparaciéon con el 100% que se establecié como grupo control.

A 48 h de incubacion con CoCl, se encontré una disminucion del 50% de
viabilidad entre 0.5 y 0.6 mM. A partir de 0.7 mM el porcentaje de viabilidad
celular tiende a cero (Fig. 6). Al igual que a 24 h, se observa una dependencia de
la concentracion. Con 72 h de incubacion los niveles de viabilidad se encuentran
por debajo del 40% a partir de 0.5 mM e incluso a 1.0 mM la viabilidad es

practicamente cero (Fig. 7).
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Fig. 5.- Efecto de la concentracion de CoCl, sobre la viabilidad celular en células PC12
a un tiempo de incubacion de 24 h. Los valores se expresan como la media + la D.E. El grupo
control se establecié como 100% de la viabilidad celular. n=4.

A 24, 48 y 72 h de incubacion con CoCl, se encontré que el porcentaje de
viabilidad celular disminuye dependiendo del aumento en la concentracién y que
la exposicidbn prolongada de las células a este compuesto las hace mas

sensibles a menores concentraciones en los tres periodos de incubacion.

48 h
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Fig. 6.- Efecto del tratamiento con CoCl, sobre las células PC12, con un tiempo de
incubacién de 48 h. Los valores se expresan como la media + la D.E. El grupo control se

establecié como el 100% de la viabilidad celular. n=4.
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Fig. 7.- Efecto de la incubacion con CoCl, en concentraciones entre 0 y 1.0 mM a un
tiempo de incubacion de 72 h. Los valores se expresan como la media + la D.E. El grupo control
se establecio como el 100% de la viabilidad celular. n=4.

En algunos reportes en la literatura se describe una disminucién del 50%
en la viabilidad celular de las células PC12 incubadas con CoCl, 0.1, 0.15y 0.2
mM con 24 h de incubacién (Jung et al., 2007; Jung et al., 2008; Tan et al.,
2008). Sin embargo, nosotros encontramos que a estas concentraciones el
porcentaje de viabilidad no disminuye, sino que incluso esta por encima del
100%. En lineas celulares de fibroblastos de raton se ha observado una
disminucion en la viabilidad celular similar (50%) cuando las células se incuban
con las mismas concentraciones de CoCl, (0.1, 0.15 y 0.2 mM) (Vengellur et al.,
2004). Sin embargo, también se encuentran reportes en los que el 50% de la
viabilidad celular en cultivos de astrocitos tratados con CoCl, se alcanza con una
concentracion de hasta 5 mM. En este mismo reporte, los resultados con 0.5, 1.0
y 2.5 inducen un incremento de viabilidad por encima del 100% con respecto al
control (Fang et al., 2008).

En nuestras condiciones, las concentraciones a las cuales tenemos una
disminucion del 50% en la viabilidad celular son 0.6, 0.5 y 0.5 mM para 24, 48 y

72 h, respectivamente.
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Con el objetivo de utilizar aquellos tiempos y concentraciones que nos
permitan evaluar un marcador de dafo celular y con base en los resultados
anteriores, se decidi6 utilizar las concentraciones de 0.5y 1.0 mM de CoCl, a 24

y 48 h de incubacion para las evaluaciones posteriores.

En la figura 8 se presentan los valores de viabilidad celular (obtenidos de
los resultados anteriores) para 24 y 48 h con las concentraciones 0.5y 1.0 mM
CoCl, comparados contra el grupo control, en donde se observa la disminucion

en el porcentaje de la viabilidad celular.
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Fig. 8.- Efecto del CoCl, 0.5y 1.0 mM a 24 y 48 h de incubacién de células PC12,
contra el grupo control. Los valores se expresan con la media = la DE. Seguido de un post

andlisis con una prueba de Dunnett. *P < 0.05 contra el grupo control.

Niveles de expresion del HIF-1a por western blot

Se realizaron ensayos para observar la expresion del HIF-1a por medio
de la técnica de western blot. Se obtuvieron los lisados de células tratadas con
CoCl, 0.5y 1.0 mM incubadas por 24 y 48 h. Se cargaron 30 ug de proteina en
geles de poliacrilamida al 10%. El peso molecular esperado de la subunidad alfa

es de aproximadamente 120 kDa. En la literatura se reporta la estabilizacion del
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HIF-1a en cultivos celulares y se observa una banda en este peso molecular
(Kaczmareck et al., 2009; Pacary et al., 2007; Pacary et al., 2008; Torii et al.,
2009). Se hicieron multiples modificaciones a las condiciones de tiempos y
temperaturas de incubacion de los anticuerpos asi como condiciones de
exposicion y revelado. Sin embargo, no se obtuvo ningun resultado y no fue
posible observar ninguna banda que verificara la expresion del HIF-1a en las

muestras tratadas con CoCl, a 0.5y 1.0 mM incubadas por 24 y 48 h.

Para determinar si la imposibilidad en la deteccion de las bandas se
debia a las condiciones utilizadas o a la ausencia de HIF-1a estable en las
muestras, se decidié utilizar un control positivo que sobreexpresara a HIF-1a.
Esto se realizd empleando un plasmido denominado como pHLTEV-ODDD que
contiene la secuencia que codifica para el dominio ODDD del HIF-1a. El
plasmido se sobreexpresd en la cepa BL21DE3 pLysS de E. coli. Para la
induccién, se agregé a un precultivo una concentracion final de 0.4 mM de
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) (inductor de la transcripcion de la T7
ARN polimerasa). El gen a expresar esté bajo el control del promotor T7. La T7
ARN polimerasa de las células se une a este promotor e inicia la transcripcion y
la traduccion del gen. Para verificar la obtencion del producto esperado, con un
peso molecular aproximado de 34 kDa, las células se lisaron y se corrieron en un
gel desnaturalizante de poliacrilamida que se tifid con azul de Coomasie. La
expresion del dominio ODDD del HIF-1a se observo claramente con el tamafio
esperado (Fig. 9 A). Para verificar que la banda de sobreexpresion correspondia
efectivamente a HIF-1q, se realiz6 un western blot con un anticuerpo especifico,
la deteccion se realiz0 de forma exitosa (Fig. 9 B). Sin embargo, se repitio el
procedimiento para asegurar la reproducibilidad de este control positivo y no se
logro observar nuevamente la banda a 34 kDa. Las dificultades anteriores en el

laboratorio para detectar HIF-1a por esta técnica, nos hace pensar que la
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proteina puede ser sumamente labil, o bien que los anticuerpos utilizados no
tienen una gran eficiencia en el reconocimiento de la proteina.

Sin embargo, era sumamente importante determinar que HIF-la se
encuentra estabilizado en el ndcleo de las células a las concentraciones de
CoCl, y tiempos que habiamos decidido usar para las determinaciones
posteriores, por lo que se decidié utilizar un método mas sensible para la

determinacion de HIF-1a activo. Los resultados se explican a continuacion.
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Fig. 9.- Sobreexpresion del dominio ODDD de HIF-1a. (A) Electroforesis de células
inducidas con IPTG en un gel desnaturalizante tefiido con azul de Coomasie. (B) Western blot
para la deteccion del dominio ODDD sobreexpresado. Las bandas esperadas (peso molecular

de 34 KDa) se encuentran sefialadas en ambos casos.

Determinacion de HIF-1a activo

Se realizé con una prueba de deteccion de HIF-1a por medio de un
ensayo de ELISA (de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Se obtuvieron las
fracciones nucleares de las células PC12 tratadas con CoCl, 0.15, 0.5y 1.0 mM

incubadas a 0.5, 1, 24 y 48 h. Se utiliz6 un grupo control para cada tiempo de
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incubacion. El ensayo se basa en la unién del HIF-1a de los extractos nucleares
con las secuencias de ADN (HRE) localizadas en la superficie de los pozos de la
placa de reaccion y la posterior deteccién por anticuerpo primario (anti HIF-1a) y
secundario (acoplado a HRP). La sefal se detectd espectrofotométricamente a
450 nm.

Se encontré que a 0.5 y 1 h, no existe ningln cambio con respecto al
control para ninguna de las concentraciones evaluadas (datos no mostrados). En
la figura 10 se observa que a 24 h de incubacién hay un incremento en la
deteccion de HIF-1a activo a 0.15, 0.5 y 1.0 mM de CoCl, de 6, 10 y 7 veces,
respectivamente. Sélo se encontrd una diferencia estadisticamente significativa a
0.5 mM. A 48 h de incubacion el incremento en la deteccion de HIF-1a activo es
mucho mas evidente, siendo de 17 veces para 0.15 mM, de 36 veces para 0.5
mM y de 12 veces para 1.0 mM con respecto al control. En todos los casos se
observo una diferencia significativa. Lo anterior refleja que la estabilizacion de
HIF-1a es mayor a concentraciones altas de CoCl, con periodos prolongados de
exposicion, que son los tiempos y concentraciones que se usan a lo largo de
este trabajo.

Como se menciond, en este ensayo se decidié incluir una baja
concentracion de CoCl, (0.15 mM) y tiempos mas cortos de incubacion (0.5y 1
h) con la finalidad de determinar la presencia del HIF-1a estable a los tiempos y
concentraciones que se reportan también en la literatura, donde se ha visto al
HIF-1a estabilizado a 0.1 y 0.2 mM de CoCl, con 4y 12 h de incubacién (Jung et
al., 2004; Vengellur et al., 2004; Wang et al., 2000). Incluso, el tratamiento de
células PC12 con CoCl, 0.2 mM se usa en algunos trabajos como control positivo
de la deteccion de HIF-1a activo (Kim et al, 2008). Sin embargo en nuestras
condiciones no se observaron cambios con tiempos de incubacién menores a 24

h y concentraciones de CoCl, menores a 0.5 mM.
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Fig. 10.- Niveles de HIF-1a activo en nucleo de células incubadas a 0.15, 0.5y 1.0 mM
de CoCl, a 24 y 48 h, medidos con una prueba de ELISA a partir de los valores obtenidos
espectrofotométricamente a 450 nm. Estos valores se expresan como la media + la D.E. Se

realizé un post analisis con una prueba de Dunnett. *P <0.05 contra el grupo control. n=2.

Niveles de ROS intracelulares por la induccién del evento hipdxico con
CoCl,

Los ensayos de generacion de ROS intracelulares se realizaron usando
una técnica de citometria de flujo. Se midié la cinética de generacién de ROS por
10 min tratando a las células con 0.5 y 1.0 mM de CoCl, desde el tiempo cero.
Se utiliz6é un control positivo de células incubadas con peroxido de hidrogeno (0.3
mM concentracion final) asi como un control de células sin generador de
especies reactivas, los cuales se incubaron el mismo periodo de tiempo. La
técnica empleada utiliza el compuesto no fluorescente y no polar llamado
diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA), el cual se incuba previamente y
atraviesa la membrana celular. Las esterasas intracelulares hidrolizan este
compuesto a DCFH (no fluorescente), el cual a su vez es oxidado por moléculas

pro-oxidantes a la forma fluorescente diclorofluorosceina (DCF). La fluorescencia
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generada es dependiente de la concentracion y es un indicador de los niveles de
ROS generados intracelularmente (Kanski et al., 2001). En la figura 11 A se
observan tres paneles en donde se presenta la intensidad de fluorescencia que
detecto el citometro de flujo para 0.3 mM de H,O, y 0.5y 1.0 mM de CoCl,. En la
figura 11 B se observan los niveles de fluorescencia emitidos en las células
tratadas con CoCl, (0.5 y 1.0 mM) y éstos fueron notablemente mayores
(aproximadamente 80 unidades arbitrarias de fluorescencia) con respecto al
grupo control que alcanzé un nivel de fluorescencia de 60 unidades arbitrarias y
muy semejantes a los niveles inducidos por el peréxido de hidrogeno (nivel de 80
unidades arbitrarias de fluorescencia).

Se utilizé perdxido de hidrégeno como control positivo ya que su efecto
oxidante es muy potente. El ambiente oxidativo que genera incrementa las
concentraciones de Ca”" dentro del reticulo endoplasmico, provocando una
pérdida en la homeostasis de este ion e induciendo una falla en el potencial de

membrana y otras funciones mitocondriales (Huang et al., 2004).

Se ha descrito que la generacibn de ROS estd relacionada con los
niveles de muerte celular por apoptosis en células PC12 tratadas con CoCl,
(Fujimura et al., 2000; Jung et al., 2004; Sandner et al., 1997; Zou et al., 2001).
También se ha encontrado que a partir de la generacién intracelular de ROS se
inicia el dafio al material genético y fallas energéticas, dafio a las proteinas de
membrana y a los fosfolipidos, alterando su polaridad y descompensando sus
potenciales basales (Kotake-Nara y Saida, 2007). En el caso del proceso de
apoptosis, las ROS son inducidas por un estimulo externo que desencadena la
pérdida del potencial membranal mitocondrial activandose la via de las caspasas
(Jung et al., 2004; Guo et al., 2006).
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Fig. 11.- (A) Intensidades de fluorescencia obtenidas en el tratamiento de las células
con H,O, 0.3 mM, y CoCl, 0.5 y 1.0 mM, (B) niveles de fluorescencia de DCF oxidada en
células PC12 tratadas con CoCl, 0.5 y 1.0 mM durante una cinética de 10 min. Los niveles de
fluorescencia generados fueron comparados contra el grupo control. Los valores se presentan
como la media % la D.E. Se realizé un post analisis con una prueba de Dunnett. *P< 0.05 contra

el grupo control. n=4.

Se sabe que el CoCl, induce rapidamente la generacion de ROS como
uno de los mecanismos de accidn para ejercer toxicidad en la células y dirigirlas
hacia apoptosis (Stenger et al., 2011). Las hipotesis reportadas, sugieren que el
CoCl, genera estrés oxidante en las células, mayoritariamente al inhibir la

recaptura del Fe?" y sustituyéndolo en las enzimas que lo utilizan como cofactor
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(por ejemplo las PHDs) (Davidson et al., 2006). En algunos trabajos reportados
se midieron los niveles de ROS generados por el tratamiento con CoCl, en las
células, simulando la estabilizacion del HIF-1a al encontrarse inhibida la accién
de las PHDs por la oxidacién del hierro a causa de la reaccién de Fenton y la
oxidacion del acido ascorbico. Estas reacciones se favorecen al estar
incrementados los niveles de H,O, en el medio intracelular, provenientes de la
falla mitocondrial y de la accion del complejo nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato-oxidasa (NADPH) (Kotake-Nara y Saida, 2007).

Fragmentacion del ADN

El ensayo se basa en la fragmentacién del ADN como consecuencia del
dafo inducido por el proceso de apoptosis que provoca el CoCl, La apoptosis
provoca la activacién de las endonucleasas de la familia SNM1 que cortan el
ADN de alto peso molecular provocando la fragmentacion del ADN de doble
cadena. Posteriormente se activan las nucleasas dependientes de caspasas y
éstas cortan el ADN de bajo peso molecular en fragmentos pequefios de 180-
200 pb llamados cuerpos internucleosomales (Jung et al., 2007; Kroll y Czyzyk-
Krzeska, 1998; Zou et al., 2001; Zou et al., 2002).

Estos ensayos se realizaron en células tratadas con CoCl, 0.5y 1.0 mM
con 6 y 24 h de incubacion. Se corrieron en geles de agarosa al 2% 7.4 ug de
ADN. Se utilizé al etoposido (agente que dafia el ADN al inducir a p53) como
control positivo de fragmentacion de ADN a una concentracion de 0.01 mM
(Bouleau et al., 2007; Lee et al., 2005; Lee et al., 2009; Nakajima et al., 1994). El
ADN se observo en un transiluminador con luz UV. En la figura 12 se observa al
ADN integro obtenido de las células tratadas con 0.5y 1.0 mM de CoCl, para 6 y
24 h de incubacion, asi como para aquellos donde se carg6é el control positivo en

los mismos tiempos de incubacion.
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En nuestras condiciones no fue posible observar los fragmentos
internucleosomales de ADN, debido a que el tamafio de los mismos pudo ser
inferior a 180 pb, resultado de la accion de corte al ADN por medio de las
endonucleasas que ejercen su accion tras la iniciacion de un proceso apoptotico

en las células.
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Fig. 12.- Fragmentacion del ADN. Gel de agarosa al 2% con 7.4 ug de ADN por carril.
Carriles 1 y 2 células control a 24 y 48 h respectivamente, carriles 3 y 4 células con etopdsido
0.01 mM a 24 y 48 h, respectivamente, carril 5 CoCl, 0.5 mM a 24 h, carril 6 CoCl, 0.5 mM a
48 h, carril 7 CoCl, 1.0 mM a 24 h y carril 8 CoCl, 1.0 mM a 48 h de incubacion. Se observa el

ADN integro en todos los carriles incluyendo los controles positivos (carriles 3 y 4).

En diversos estudios se ha logrado observar la fragmentacion del ADN
causada por la incubacién con CoCl,, por técnica de escalera de ADN. Se ha
reportado que con una incubacién de 12 y 24 h con 0.15 mM de CoCl, es posible
observar esta fragmentacion en células PC12 (Jung et al., 2004, 2007, 2008). Lo
que han propuesto estos ensayos es que el CoCl, induce una muerte por
apoptosis, representa todas las caracteristicas tipicas de este proceso
principalmente la condensacion de los cromosomas y la fragmentacion
internucleosomal del ADN en la fase sub-Gy. En nuestras condiciones no se
logro detectar esta fragmentacion bajo ningun tratamiento, sin embargo al inicio
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del proyecto se plante6é medir la induccién de muerte celular por tratamiento con
CoCl, como marcador de dafio. Por esta razon se decidio utilizar una técnica
mas sensible para lograr ver la muerte celular tras un dafio de hipoxia quimica, y
se realizé una tincién con IP que se basa en el principio de fluorescencia, donde

se evidencia la muerte celular.

Efecto del CoCl, en la muerte celular

Se realizoé una prueba de evaluacion de la muerte celular por citometria
de flujo en células incubadas con CoCl, 0.5 y 1.0 mM por 24 y 48 h, mediante
una tincién con IP y los datos se compararon con un grupo control. Se utilizaron
células tratadas con etopdsido (10 uM) y estaurosporina (100 nM) como control
positivo. La tincidon con IP nos revela la cantidad de material genético presente
en las diferentes fases del ciclo celular, ya que el IP se intercala en el ADN. Este
colorante penetra en las células que se encuentran en proceso de muerte
celular, al tener dafiada la integridad de su membrana plasmatica. La
fluorescencia del IP por citometria de flujo mide directamente los niveles de
proliferacién celular, diferenciando aquellas células que se encuentran muertas
(SubGy), las que estan en periodo de latencia del ciclo celular y estan vivas (Gy),
las que estdn en proceso de sintesis de ADN (S) y aquellas que se estan
dividiendo (M).

La figura 13 presenta el porcentaje de células muertas (Sub G,) resultado
de la incubacion con CoCl, 0.5 y 1.0 mM durante 24 h asi como con
estaurosporina y etoposido. Las células control presentan un 2% en Sub G,. A
0.5 mM se observa que hay un 5% de células en Sub G, mientras que con 1.0
mM se observa que hay un 22% de células en esta fase (p<0.05). La incubacion
con etopodsido induce un incremento minimo (5%) de células en Sub Gy, y con la
estaurosporina se observé un 26% de células muertas. En la figura 14 se

presentan los resultados para 48 h de incubacion con CoCl, 0.5y 1.0 mM donde
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se observa que en el control hay un 3% de células en Sub G,. Para 0.5 mM se
observa un 13% de células en Sub G,, mientras que para 1.0 mM se observa un
27% de células en esta fase (p<0.05). La incubacion con etopdsido no genera
una sefla detectable de células en la fase Sub G, y con estaurosporina ésta es
de un 20%.

Lo anterior nos indica que el CoCl, es capaz de inducir muerte celular con
24 y 48 h de incubacién en ambas concentraciones evaluadas (0.5 y 1.0 mM).
Este comportamiento se observa como concentracién-dependiente, ya que solo
los resultados para 1.0 mM son significativos, al incrementar considerablemente
con respecto al control. Lo que observamos es que se necesitan tiempos
prolongados de incubacién (24 y 48 h) y concentraciones de aproximadamente

1.0 mM para conseguir resultados mas sensibles y evidentes de muerte celular.
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Fig. 13.- Porcentaje de células muertas (fase Sub Gy) luego de 24 h de incubacién con
0.5y 1.0 mM de CoCl,, los resultados se compararon contra un control. El etopésido (0.01 mM)
y la estaurosporina (100 nM) se usaron como controles positivos de muerte celular. Los valores

se presentan como la media + la D.E. Se realiz6 un post analisis con una prueba de Dunnett.
*P< 0.05 contra el grupo control. n=7.
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Fig. 14.- Porcentaje de células incubadas con CoCl, 0.5 y 1.0 mM por 48 h que se
encuentran en fase Sub G,. Los resultados se compararon contra un grupo control. El etopésido
(0.01 mM) y la estaurosporina (100 nM) se usaron como controles positivos de muerte celular.
Los valores se presentan como la media + la D.E. Se realizé un post analisis con una prueba de
Dunnett. *P< 0.05 contra el grupo control. n=7.

El etopésido no fue capaz de inducir muerte celular en ninguno de los
tiempos de incubacion evaluados (24 y 48 h) a pesar de ser un inductor de
procesos apoptoéticos, lo cual corelaciona con lo observado en el ensayo de
fragmentacion de ADN en donde tampoco logramos ver el efecto de este
compuesto reportado en la literatura (Nakajima et al., 1994). Sin embargo para la
estaurosporina que también es un inductor de muerte celular y fragmentacion de
ADN, si se observo el efecto esperado en ambos tiempos de incubacion (24 y 48
h). Los ensayos de estaurosporina se han reportado en células PC12 donde se
ha visto una induccion de muerte celular por apoptosis en tratamientos con 0.1y
0.2 uM de estaurosporina (Furuchi et al., 2009; Seo y Seo, 2009).

Esta descrito que el CoCl, posee la capacidad para inducir dafio y muerte
celular en diversos linajes celulares, pero particularmente en PC12. Se ha

demostrado claramente que el tratamiento con CoCl, no solo induce muerte
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celular, sino que claramente desata un proceso apoptotico. (Guo et al., 2006;
Jung et al., 2007; Wang et al., 2000; Zou et al., 2001).

La técnica de tincién con IP se basa en la afinidad del IP por el ADN. El
IP es un colorante fluorescente que se intercala en el ADN. Puede unirse a ADN
libre (el liberado por células que murieron por necrosis) o al ADN que se
encuentra en las células completas o en cuerpos apoptaticos, esto sélo cuando
se ha permeabilizado su membrana con el amortiguador de permeabilizacion
(ver material y métodos). Por lo tanto, esta técnica nos puede dar informacion del
ADN que se encuentra en células vivas o bien en células en etapas tardias de
apoptosis (cuerpos apoptoticos) o en nucleos dispersos de forma indistinta
(Martin et al., 1995), englobandolos como células muertas.

Por tal razon se decidid hacer la prueba diferencial entre necrosis y
apoptosis (tardia y temprana) mediante una tincion dual que permite discriminar

entre los mecanismos de muerte celular mencionados.

Determinacién de la muerte celular por necrosis y/o apoptosis.

La evaluacién de esta prueba se realizé en células tratadas con CoCl, 0.5
y 1.0 mM por 24 y 48 h. Se utiliz6 estaurosporina 100 nM como control positivo
de apoptosis a 24 h de incubacion. Se efectu6 una tincién dual con IP y anexina
V, con la que se puede diferenciar el estado de las células vivas y muertas por
necrosis y apoptosis. Mas aun, este método nos permite diferenciar si las células
se encuentran en apoptosis tardia o apoptosis temprana. La tinciéon dual con IP y
Anexina V se basa en que esta ultima, que es una proteina anticoagulante de
unién a fosfolipidos dependiente de calcio, se une con la fosfatidilserina. La
fosfatidilserina es una proteina membranal que es translocada de la cara interna
de la membrana a la externa en células apoptoéticas. Por otro lado, el IP se utiliza

como colorante de exclusion. En este caso, las células no se permeabilizan (ver
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material y métodos), por lo tanto, el IP so6lo entra en las células cuya membrana
plasmatica ha perdido su integridad, asi que fluoresce en el citoplasma o en el
ndcleo. La tincidn con anexina V esta acoplada a isocianato de fluoresceina
(FITC) para poder emitir una sefial de fluorescencia a 514 nm, mientras que el IP
es un fluoréforo que emite a 630 nm (O'Brien y Bolton, 1995; Vermes et al.,
1995).

La sefial obtenida en el citometro de flujo con la tincion dual se
representa en cuatro cuadrantes dependiendo del aumento en la intensidad de la
seflal de IP o anexina V y que se denominan Q1-Q4, donde: Q1= células
necroticas, donde la sefal es positiva a IP por haber perdido la integridad
membranal pero negativa a Anexina (que es una sefal tipicamente apoptotica,
ver arriba); Q2= células en apoptosis tardia, con alta sefial de IP asi como de
anexina; Q3=células en apoptosis temprana, con alta sefial de anexina y
negativas a IP y Q4= células vivas, negativas tanto para anexina como para IP
(Fig. 15).

Para facilitar la presentacion de los resultados de 24 y 48 h asi como la
discusién de los mismos, en las figuras 16 y 17 se presentan primero los
resultados de células vivas (Q4, Fig. 16 Ay 17 A), posteriormente los datos de
células muertas por necrosis (Q1, Fig. 16 B y 17 B) y por ultimo los datos de
células en apoptosis temprana y tardia (Q3 y Q2, Fig. 16 y 17 C y D

respectivamente).
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Fig. 15.- Gréfica que muestra la distribucién de la sefial en una tincién A(V)/IP. En el
eje de las ordenadas se observa la sefial de IP, en el de las abscisas la sefial de la anexina V,
las unidades son intensidades de fluorescencia con base en la cantidad de células en cada
cuadrante. Ql=solo positivas a IP (necrosis), Q2= positivas a IP y anexina (apoptosis tardia),
Q3= positivas solo a anexina (apoptosis temprana) y Q4= negativas a ambos colorantes

(células vivas).

En la figura 16 se presenta la evaluacion a 24 h de incubacion con CoCl,
0.5y 1.0 mM. Se utiliz6 un grupo tratado con estaurosporina 100 nM como
control positivo. En el panel A se observa que con 0.5 mM de CoCl, el porcentaje
de células vivas disminuye un 5% con respecto al control, mientras que con 1.0
mM asi como para el control positivo disminuye 35%. Estos dos ultimos

resultados fueron estadisticamente significativos con respecto al control.
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En el panel B se presenta el porcentaje de células muertas por necrosis
(Q1). Los resultados indican que el porcentaje de células que mueren por
necrosis a las concentraciones de CoCl, de 0.5 y 1.0 mM son realmente
minimas, teniendo una contribucién de 2% para 0.5 mM y de 6% para 1.0 mM.
Para las muestras con estaurosporina, el porcentaje de células necroéticas es de
0%.

En el panel C se presentan las células que murieron por apoptosis
temprana (Q3). Se observa que el control tiene un 16% de células en apoptosis
temprana muy parecido al obtenido con 0.5 mM de CoCl, (14%), mientras que
para 1.0 mM y estaurosporina se observé un incremento hasta 27 y 28%
respectivamente. En el panel D se presentan las células en Q2 (células que se
encuentran en apoptosis tardia). Se observa que con ambas concentraciones de
CoCl, el porcentaje de células en Q2 se incrementa con respecto al control (8%),
siendo de 14% para 0.5 mM, 27% para 1.0 mM de CoCl, y de 22% para el
control positivo.

Con 24 h de incubacion se presenta un comportamiento de forma
concentracion-dependiente el cual se observa para las células vivas, las muertas
por necrosis y las que se encuentran en apoptosis tardia. En el caso de las
células en Q3 (apoptosis temprana), no hay diferencia significativa entre las
células control y 0.5 mM, sin embargo si se observa diferencia significativa entre
las dos concentraciones usadas de CoCl..

A 24 h con 0.5y 1.0 mM de CoCl, se encontrdé que con la concentracion
mas baja de CoCl, los cambios no son muy evidentes, mientras que con 1.0 mM
de CoCl, los cambios son muy claros y estadisticamente significativos. Por otro
lado, estos resultados indican que el CoCl, induce una muerte celular
mayoritariamente por apoptosis (~60% del total de células evaluadas, entre los
cuadrantes Q2 y Q3).
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Fig. 16.- Evaluacién de la muerte celular por tinciéon con Anexina/IP en células tratadas
con 0.5y 1.0 mM de CoCl, por 24 h. La suma de los 4 paneles representa el 100% de las
células evaluadas. (A) porcentaje de células vivas (Q4), (B) porcentaje de células muertas por
necrosis (Q1), (C) porcentaje de células en apoptosis etapa temprana (Q3) y (D) porcentaje de
células en apoptosis etapa tardia (Q2). Se utiliz6 estaurosporina (STS) 100 nM como control
positivo. Los resultados se compararon contra el control. Los datos se expresan como la media
* la D.E. Se hizo un post analisis con una prueba de Dunnett. *P <0.05. n=4.

La evaluacion a 48 h de incubacién con CoCl, 0.5y 1.0 mM se presenta
en la figura 17. En el panel A se observa que el porcentaje de células vivas (Q4)
disminuye un 50% a 0.5 mM y un 70% con 1.0 mM de CoCl, con respecto al
control (p<0.05). En el panel B se presenta el porcentaje de células muertas por

necrosis (Q1), con 0.5y 1.0 mM de CoCl, los porcentajes incrementaron del 2%
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de células muertas en el control a 6 y 9% para 0.5 y 1.0 mM respectivamente
(p<0.05).

El panel C muestra las células que murieron por apoptosis temprana
(Q3), observandose un incremento del 30% con respecto al control para la
concentracion de 0.5 mM (p<0.05). Mientras que 1.0 mM no presenté ningun
incremento en el numero de células en este estadio.

En el panel D se presentan las células que murieron por apoptosis tardia
(Q2). Se observa una disminucion del 10% con 0.5 mM sin diferencia

significativa. Sin embargo, a 1.0 mM el incremento es del 50% (p<0.05).

A las 48 h de incubacion el nimero de células vivas disminuye de forma
mas evidente con ambas concentraciones de CoCl, si se compara con lo
obtenido a 24 h. La contribucién de células muertas por necrosis es insignificante
tanto a 24 como a 48 h a ambas concentraciones de CoCl,. A las 48 h se
encontré con las dos concentraciones utilizadas que el 80% de las células se
encuentra en apoptosis (Q2+Q3). Existe una diferencia importante. Mientras que
0.5 mM de CoCl, la mayor parte (55%) de las células en apoptosis se encuentran
en una etapa temprana, para 1.0 mM este mismo porcentaje se encuentra en
apoptosis tardia, lo que nos habla de la importancia del efecto de la

concentracion de este compuesto en la muerte celular.
Se ha descrito la induccién de apoptosis temprana con incubacién de

CoCl, a una concentracion de 0.4 mM con 12 h y se ha observado un incremento

notorio en los niveles de expresion de caspasa 9 y p53 en células PC12.
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Fig. 17.- Evaluacién de la muerte celular por tincion con anexina/IP en células tratadas
con 0.5y 1.0 mM de CoCl, por 48 h. La suma de los 4 paneles representa el 100% de las
células evaluadas. (A) porcentaje de células vivas (Q4), (B) porcentaje de células muertas por
necrosis (Q1), (C) porcentaje de células en apoptosis etapa temprana (Q3) y (D) porcentaje de
células en apoptosis etapa tardia (Q2). Los resultados se compararon contra el control. Los
datos se expresan como la media * la D.E. Se hizo un post analisis con una prueba de Dunnett.
*P <0.05. n=4.

Estos reportes han encontrado que el CoCl, regula a la baja a Bcl-2 (el
principal modulador anti-apoptético presente en las células), regula a la alta a
Bax1l (modulador pro-apoptético) e induce activacion de caspasas en células
PC12 (Guo et al., 2009). Por otro lado, se ha reportado que con la activacion de
p53 seguida del tratamiento con 0.2 mM de CoCl, en células PC12, se logra

inhibir la actividad transcripcional del factor HIF-1aB. p53 se une
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competitivamente al coactivador transcripcional p300 necesario para la union del
HIF-1a al ADN, provocando muerte celular por dafio al ADN o hipoxia (Tan et al.,
2008). Asi mismo se ha sugerido que la mitocondria podria ser el principal blanco
de la toxicidad inducida por el CoCl, por medio de la pérdida de su potencial de
membrana y liberacion de factores apoptogénicos como el factor de induccion de
apoptosis (AlF) (Caltana et al., 2009; Karovic et al., 2007).
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Conclusiones

V1. CONCLUSIONES

- Se logré establecer un modelo simulador del evento hipdxico in vitro en el
cual se consiguié medir diferentes marcadores de dafio celular, desencadenados

por el tratamiento con cloruro de cobalto.

- La activacion del HIF-1a se observé aumentada en células que fueron
tratadas con el CoCl, a 0.15, 0.5y 1.0 mM y 24 h y 48 h de incubacion como
evidencia de su estabilizacion, evento similar al observado tras la sefalizacion

por hipoxia quimica.

- El CoCl, induce una disminucién en la funcionalidad mitocondrial normal y
por lo tanto en la supervivencia celular que depende tanto del tiempo como de la

concentracion.

- Se observo un incremento en la generacion de ROS por el tratamiento con

CoCl, en células expuestas por 10 minutos a concentraciones de 0.5y 1.0 mM.

- No fue posible evaluar la fragmentacion del ADN en las células incubadas
con CoCl; 0.5y 1.0 mM por 24 y 48 h.

- Por medio de la tincion con IP se pudo verificar que el CoCl, es capaz de

inducir muerte celular tras la incubacion con 0.5y 1.0 mM a 24 y 48 h. Con la

tincion de anexina V/IP, se observo que el cobalto induce muerte en las células
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PC12 y lo hace por el mecanismo de apoptosis, mayoritariamente. También hubo

evidencia de muerte por necrosis pero en menor proporcion.
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Perspectivas

VIl. PERSPECTIVAS

- La perspectiva mas importante de este trabajo es poder aplicar las
condiciones establecidas en el modelo de hipoxia quimica para evaluar el efecto

protector de algunos compuestos.

- Particularmente, nos interesa evaluar el efecto protector que ejercen el
Extracto de Ajo Envejecido (AGE, de Aged Garlic Extract) y la S-alil-cisteina
(SAC) que funcionan principalmente como compuestos antioxidantes, en células
PC12 previamente tratadas con CoCl, simulando una sefializacion por hipoxia.
Esto ya que resultados previos en el laboratorio han mostrado dicha proteccion
en modelos de disminucion de oxigeno in vivo.

Adicionalmente a la evaluaciéon de los efectos protectores que ofrecen la SAC y
el AGE en los diversos marcadores de la respuesta celular en eventos de hipoxia
guimica pretendemos utilizar este modelo para dilucidar los mecanismos de

accion a traves de los cuales ejercen la proteccion celular.

- Estandarizar un modelo de hipoxia quimica in vitro en células PC12 con la
deferoxamina, reportada como simulador de sefalizacion por hipoxia a través de
qguelar el hierro del sitio activo de las PHDs y estabilizar a HIF-1a con los

métodos estandarizados en este trabajo.
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