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Introduccién

Tesis doctoral:

“FENOMENOS MITOCONDRIALES Y NUCLEARES
RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A LA
APOPTOSIS. IMPORTANCIA DEL ESTRES
OXIDATIVO”

INTRODUCCION

Es ampliamente aceptado que la comunicacion entre las organelas
es necesaria para el correcto funcionamiento de la célula, asi como
para la ejecucion de los programas de muerte celular. La
comunicacion entre la mitocondria y el nucleo puede darse a
diferentes niveles en respuesta a estimulos diversos. En respuesta a
las posibles variaciones extracelulares (temperatura del medio,
ejercicio, cambios hormonales, etc.) se activan factores de
transcripcion que regulan conjuntamente genes nucleares y
mitocondriales. De esta forma se consigue la activacion de las
mitocondrias, como posible respuesta a los cambios ambientales.
Por otro lado, las propias variaciones en el funcionamiento de la
mitocondria pueden activar una respuesta conjunta entre dicha
organela y el nucleo. Por ejemplo, la pérdida de mitocondrias
funcionales, puede requerir la formacién de nuevas mitocondrias
para lo cual se necesita de la accién coordinada del ndcleo y las

mitocondrias (Ryan ef al., 2007).



Introduccién

Son numerosos los factores y proteinas involucrados en los procesos
de senalizacién entre organelas. Por ejemplo se ha descrito que
posibles defectos en las funciones respiratorias de las mitocondrias
podrian activar genes nucleares y mitocondriales a través de una via
de sefalizacion dependiente de HxO2 (Suzuki ef al, 1998). Asi
mismo, cambios en la funcionalidad mitocondrial debidos a
alteraciones del estado redox celular o la homeostasis del calcio
inducen una respuesta conjunta por parte del nucleo y la mitocondria.
Estos resultados concuerdan con la idea de que las especies
reactivas del oxigeno juegan un importante papel en la sefalizaciéon
entre ambas organelas (Lee and Wei, 2005).

Es probable que la morfologia mitocondrial, en especial los
fenomenos de fusién y fision, constituyan un elemento clave en la
comunicacion entre el nucleo y la mitocondria. Estudios recientes
realizados sobre dinamica mitocondrial demuestran que el
citoesqueleto tiene un rol fundamental en el movimiento de las
mitocondrias a lo largo del citosol asi como en el trasporte de
proteinas entre diferentes organelas (Boldogh and Pon, 2007;
Boldogh and Pon, 2006; Tang ef a/, 2006). Dichos movimientos
mitocondriales no sélo estarian relacionados con la funcionalidad de
las mitocondrias, también podrian relacionarse con la comunicacion
entre las organelas. Por ejemplo, proteinas tales como bcl-2, que se
encuentra en las membranas del nucleo, las mitocondrias o el
reticulo endoplasmatico, podrian ser trasportadas de un
compartimiento subcelular a otro a través de estas vias de
comunicacion.

Desde hace unos anos nuestro grupo estudia los mecanismos de
resistencia a la apoptosis en el marco del estrés oxidativo. A través

de estos trabajos se ha demostrado que el principio de la
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proliferacién activa requiere un ambiente reducido en el nucleo y que
el nivel de la compartimentacién de glutatién reducido (GSH) regula
el ritmo del ciclo celular (Markovic et al., 2007; Markovic ef al., en
prensa). Es ampliamente aceptado que la sobre-expresion del
oncogen humano bcl-2 induce un aumento de la concentracién de
GSH en el nucleo, lo cual parece contribuir a la resistencia a la
apoptosis (Voehringer ef al,, 1998). Sin embargo, se desconocen los
mecanismos subyacentes del tal fendbmeno, también se desconoce si
este proceso es previo a los fendmenos de estrés oxidativo citosolico
o si la implicacion de las mitocondrias en el fenomeno apoptotico es
previa o posterior (Marin ef al., 1996; Borras ef al,, 2004).

Teniendo en cuenta que algunos estudios demuestran que bcl-2
cumple una funcién importante en el transporte de GSH a través de
la membrana mitocondrial, es posible que cumpla la misma funcion
en la membrana nuclear. También es factible que el movimiento de
las mitocondrias en el proceso de apoptosis se relacione con los

fendmenos antes mencionados.

1. Apoptosis

1.1. Tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis.

La muerte celular constituye un aspecto esencial del funcionamiento
normal de los organismos multicelulares. EI mantenimiento de la
homeostasis de estos organismos depende de un intrincado balance
entre la renovacion y la muerte celular. En este sentido la apoptosis o
muerte celular programada y la necrosis constituyen los dos
mecanismos basicos de muerte celular y pueden ser considerados

como los extremos de un amplio abanico de procesos que dirigen a
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las células no funcionales hacia su eliminacién (Proskuryakov ef al.,
2003; Penaloza et al., 2006) (Figura 1).

Tipos de muerte

celular .
— ~.

. Apoptosis Necrosis
Deshidratacion Hinchazén de la
de la célula célulay sus
l organelas l

Condensacion de la

) Aumento del
célula y organelas

volumen celular

=5

“ Condensacion de la

'5‘ h‘, cromatina,
L fragmentacion del
ADN Pérdida de la 1
permeabilidad de JEURRE. S
Integridad de la membrana P g
membrana plasmatica Rotura de membrana .~
y difusion del :

Cuerpos apoptoticos

contenido
{blebs) E

citoplasmatico -

Figura 1. Tipos de muerte celular: muerte celular programa o apoptosis y necrosis.

En 1972 Kerr y colaboradores definen la necrosis como una forma
violenta de muerte celular iniciada por estimulos ambientales que
rapidamente alteran la homeostasis celular. Alternativamente
proponen el término de apopitosis al describir las caracteristicas
morfologicas de ciertas células que morian espontaneamente
durante el desarrollo. Este término deriva del griego y se refiere a la
caida de pétalos u hojas que se observa de forma natural en las
plantas. La apoptosis complementa los procesos de mitosis y
crecimiento celular, constituye un programa de muerte celular
intrinseco en las células y que es activado en determinadas

circunstancias. De esta forma las células mueren de manera
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controlada y son eliminadas sin dafiar a otras células o generar
respuesta inflamatoria alguna (Kerr ef a/., 1972).

La necrosis es un proceso patolégico que tiene lugar cuando las
células son danadas por severas lesiones procedentes del entorno
(Wyllie et al., 1980; Walker et al, 1988). Este tipo de muerte se
produce en respuesta a una amplia variedad de estimulos
(hipertermia, isquemia, venenos metabdlicos) o por lesion celular
directa (Trump and Bulger, 1967; Buckley, 1977; Borgers et al., 1987;
Penaloza ef al., 2006).

Una célula que sufre necrosis manifiesta caracteristicas morfoldgicas
y bioquimicas diferenciadas: los primeros cambios incluyen
hinchazon del citoplasma y de los organulos, especialmente de las
mitocondrias y solamente cambios leves en el nucleo. Estos cambios
desembocan en la destruccion de los organulos subcelulares y en la
ruptura de la membrana plasmatica, lo que permite la salida del
contenido celular al espacio extracelular (Trump ef al., 1984). Por
tanto, la muerte celular por necrosis afecta a grupos de células
adyacentes y desencadena una reaccion inflamatoria en el tejido
viable cercano, como respuesta a la liberacién del contenido celular
(Proskuryakov ef al., 2003; Lockshin and Zakeri, 2004). Los cambios
morfologicos que tienen lugar en la muerte celular por necrosis son
debidos a la pérdida del control de la permeabilidad selectiva de la
membrana plasmatica (Trump ef al, 1984; Zong and Thompson,
2006).

1.2. Caracteristicas generales de la apoptosis.
La apoptosis o muerte celular programada es un tipo de muerte
celular fisiolégica que se ha conservado evolutivamente, de hecho se

halla presente tanto en animales como en plantas. Este tipo de
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muerte celular programada tiene una gran importancia para el
desarrollo tisular y su homeostasis, ya que regula el numero de
células presente en un tejido, por ejemplo es de gran importancia
durante el desarrollo embrionario (Denecker ef al., 2001; Penaloza ef
al., 2006; Zimmermann et al., 2007).

Figura 2. Se puede ver la progresion del proceso de apoptosis, partiendo de una
célula normal (1) se muestra la variacion de la morfologia celular luego de un
estimulo apoptético (2-8). Se mantiene la integridad de la membrana plasmatica y se

distinguen los cuerpos apoptoéticos resultantes.

Una de las marcas caracteristicas de este tipo de proceso fisioldgico
es que la membrana se mantiene integra y no hay liberacién del
contenido citoplasmatico, con lo que no se produce reacciéon
inflamatoria por el tejido circundante, a diferencia de lo que ocurre en
la necrosis. La célula posteriormente se divide en pequenos cuerpos
apoptoticos que en ultima instancia seran fagocitados por las células
circundantes (Degterev and Yuan, 2008) (Figura 2).

El estudio de los mecanismos que regulan la apoptosis ha sido objeto
de numerosos e intensivos trabajos (Duane ef al, 2003). Esto es

debido a que constituye un mecanismo homeostatico fundamental,
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dado que regula el numero de células en un tejido y lo protege contra
células potencialmente cancerosas (Cerutti, 1985). Sin embargo,
tanto su defecto como su exceso pueden ser perjudiciales, estando
implicada en multiples patologia tales como el cancer, sindromes de
inmunodeficiencia adquirida, enfermedades autoinmunes, esclerosis
lateral amiotrofica, proceso de desarrollo fetal o perinatal,
enfermedades  neurodegenerativas, etc. (Thomson, 1995;
Zimmermann et al., 2001; Galluzzi et al.,, 2007).

El programa para la ejecucion de la muerte celular por apoptosis
parece estar presente de forma constitutiva en virtualmente todas las
células de los mamiferos y puede ser activado por estimulos tanto
intracelulares como extracelulares (Ashkenazi and Dixit, 1998; Green
and Reed, 1998). Una vez activada la via o las vias que
desencadenan el proceso apoptotico se ponen en marcha diferentes
mecanismos bioquimicos, por ejemplo, generacidon de especies
oxidantes, activaciéon de caspasas, liberacion de moléculas pro-
apoptéticas por parte de la mitocondria, cambios en la expresion de
ciertos genes, aumento de la concentracion intracelular de calcio, etc.
Estos mecanismos conducen a la aparicion de una serie de
alteraciones  morfologicas  tipicas de la  apoptosis vy
consecuentemente a la muerte celular (Debatin, 2004).

Los cambios morfolégicos mas tempranos incluyen la condensaciéon
del citoplasma, que se asocia a la pérdida de liquido intracelular e
iones (Lockshin and Beaulaton, 1981) y la condensacioén del nucleo;
posteriormente se observa la disgregacién del nucleo en varios
fragmentos (Wyllie ef al., 1980; Walker ef al.,, 1988). A continuacion la
célula se fragmenta en varios cuerpos rodeados por la membrana
plasmatica, los denominados cuerpos apoptoticos, que contienen

organulos intactos y algunos fragmentos nucleares. Gracias a la
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formacion de estos cuerpos apoptdticos, no se produce liberacién del
contenido intracelular al medio extracelular, evitandose una posible
reaccion inflamatoria (Sheridan ef a/., 1981).

Finalmente estos cuerpos son fagocitados por células vecinas
capaces de detectar los cambios que tienen lugar en la membrana de
las células apoptéticas (Savill ef al,, 1990; Savill ef al., 1991; Fadok ef
al., 1992). Por ejemplo la exposicién de la fosfolipidos constituyentes
de la membrana plasmatica, como Ila fosfatidilserina que
normalmente se encuentra ubicada hacia la cara interna de
membrana y que es expuesta al exterior durante la apoptosis (Fadok
et al., 1992; Liu et al,, 2009). Las células capaces de detectar estos
cambio y llevar a cabo los procesos de fagocitosis pueden ser
macrofagos, células epiteliales normales, células endoteliales o

células tumorales (Wyllie ef al., 1980).

1.3. Factores que participan en la apoptosis.

En la respuesta apoptoética intervienen una amplia variedad de
biomoléculas, que en la mayoria de las situaciones participan en mas
de una de las vias apoptéticas. Esta ubicuidad permite al programa
de muerte celular disponer de mecanismos de regulacion y

amplificacién de senal.

1.3.1. Proteinas de la familia bcl-2.

Los miembros de la familia del protooncogen bcl-2 son proteinas
intracelulares que actuan como mediadores esenciales tanto en los
procesos de muerte celular por apoptosis como en los procesos de
supervivencia celular. Es decir que, ciertos miembros de la familia de

proteinas tipo bcl-2 exhiben propiedades pro-apoptoéticas mientras
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que otros miembros exhiben propiedades anti-apoptéticas (Borner,
2003; van Delft and Huang, 2006).

Ademas de su papel en los fendmenos relacionados con la
apoptosis, se cree que algunos de los miembros de la familia de bcl-2
pueden desempefar otras funciones. En este sentido, tanto bcl-2
como bcl-x. participan en la regulacion del ciclo celular retardando la
entrada en la fase S (Borner, 2003). Ademas, bcl-2 puede actuar
como antioxidante ya que reacciona directamente con los radicales
libres previniendo, especialmente, los procesos de peroxidacion
lipidica (Hockenberry ef al., 1993; Saitoh ef al., 2003; Zimmermann ef
al., 2007).

Se han identificado un nimero creciente de miembros pertenecientes
a la llamada familia de bcl-2 en células de mamiferos. Todos ellos
presentan de uno a cuatro dominios homdélogos del bcl-2 (dominios
BH): BH1, BH2, BH3, BH4 (Ashe and Berry, 2003). Estos dominios
no muestran ninguna actividad enzimatica pero median la interaccién
de las proteinas de la familia del bcl-2 entre ellas o con otras
biomoléculas. Segun las interacciones que se produzcan resulta el
destino final de la célula (Borner, 2003).

Atendiendo a caracteristicas estructurales y funcionales, los
miembros de la familia de bcl-2 pueden ser divididos en tres grupos.
Un primer grupo contiene a aquéllos miembros con caracteristicas
anti-apoptoticas; estructuralmente, los miembros de este grupo
contienen, al menos, los dominios BH1 y BH2. Cabe destacar que
tanto bcl-2 como bcl-x. contienen los cuatro dominios BH (BH1, BH2,
BH3, BH4). Un segundo grupo esta formado por los miembros pro-
apoptoticos, como bax, bak y bok (Mtd), que contienen los dominios
BH1, BH2 y BH3 pero no el dominio BH4. Finalmente, existe un

tercer grupo que aglutina a aquéllos miembros pro-apoptoticos, como
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bid, bim, bad, bik, Hork (DP5), bnip3, bim, Noxa y PUMA, que
poseen uUnicamente el dominio BH3 (Zimmermann ef al, 2001;
Borner, 2003; Wong and Puthalakath, 2008) (Figura 3).

ANTI-APOPTOTIC

Mammalian BH4 BH3 BH1 BH2 TM
BCL-2 T —r———r T
BCL-X, T T ——— ¥
BCL-W T T —— T
MCL-1 T e ———— W
A1/BFL-1 T
BOO/DIVA e W
NR-13 T T— T

C. elegans
CED-9 - E—————————Y

PRO-APOPTOTIC
Mammalian
"Multidomain"
BAX E—r S ———
BAK S —"———
BOK/MTD —— ——————
"BH3-only"

BID Y
BAD S S
BIK/NBK e — W
BLK 1
HRK T
BIM/BOD ———
BNIP3 P
MNIX T N S .
NOXA ST S———

C. elegans
EGL-1 cd ——

Figura 3. Resumen de los miembros pro y anti-apoptéticos de la familia bcl-2.

Los miembros anti-apoptéticos de la familia del bcl-2 son proteinas
integrales de membrana que habitualmente residen en la
mitocondria, el reticulo endoplasmico y la membrana nuclear. La
mayor parte de los miembros pro-apoptéticos, por el contrario, antes
de iniciarse el programa de muerte celular, se localizan en el citosol y

el citoesqueleto y sélo una fraccion muy pequefia de estas proteinas
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se encuentra en las membranas intracelulares y unidos a proteinas
anti-apoptoticas tipo bcl-2 (Gross, 2001). Sin embargo, algunos
estudios muestran que generalmente bak, en su estado inactivo, se
localiza en la membrana mitocondrial externa, unido a las proteinas
anti-apoptéticas tipo bcl-2, mientras que bax, cuando esta inactivo, se
encuentra preferentemente en forma monomérica en el citosol y so6lo
una fraccion muy pequefia del mismo se asocia a las membranas
(Antonsson, 2001).

El modo de actuacién de las proteinas relacionadas con el
protooncogen bcl-2 no se conoce con total exactitud. Diversas
evidencias experimentales apoyan la hipdtesis que los miembros
anti-apoptéticos, como bcl-2 o bcl-x., se encuentran ligados a las
membranas intracelulares donde interaccionan con las proteinas
relacionadas con bcl-2 de caracter pro-apoptético, especialmente las
proteinas tipo bax y bak, inhibiéndolas. Bajo un estimulo de caracter
apoptotico, los factores pro-apoptoticos tipo bax y bak consiguen
liberarse de su interaccién con las proteinas anti-apoptéticas tipo bcl-
2 y alteran la permeabilidad de los organulos, especialmente de la
mitocondria, de dos modos distintos. Por una parte pueden formar
canales, a través de los cuales se liberan al citosol moléculas pro-
apoptoticas de pequeio tamaifo, como es el caso del citocromo-c, o
pueden interaccionar con canales preexistentes incrementando la
permeabilidad de los mismos. De esta forma moléculas de mayor
tamano, como Smac/DIABLO o Htr2A/Omi, pueden ser liberadas al
citosol (Reed, 1997; Garcia-Saéz ef al., 2004; Petros et al., 2004).
Ademas, bajo ciertas condiciones, las proteinas anti-apoptoticas de
tipo bcl-2 pueden perder su dominio BH4 y adquirir propiedades pro-
apoptoticas similares a las de las proteinas de tipo bax y bak
(Antonsson, 2001; Ashe and Berry, 2003).
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Los miembros pro-apoptéticos de la familia de bcl-2 que sodlo
contienen el dominio BH3 muestran un comportamiento distinto. Una
vez transcritos se mantienen inactivos hasta que reciben una sefal
que los active (Puthalakath and Strasser, 2002). Se han descrito
diversos mecanismos mediante los que este tipo de proteinas pro-
apoptéticas pueden activarse, ya sea por induccion de la
transcripcién (Zha et al, 1996), por fosforilacion post-traduccional
(Desagher et al., 2001), reacciones de protedlisis (Li ef al., 1998) o
interacciones con estructuras del citoesqueleto (Puthalakath and
Strasser, 2002).

Una vez activados, estos factores presentan una mayor afinidad
tanto por las proteinas anti-apoptéticas tipo bcl-2 como por las pro-
apoptaéticas tipo bax (Wei ef a/., 2000). Las moléculas pro-apoptéticas
que contienen solo el dominio BH3 pueden aumentar Ia
permeabilidad de las membranas intracelulares, especialmente la de
la mitocondrial, al liberar a las proteinas pro-apoptéticas tipo bax de
su unién con las proteinas tipo bcl-2. También pueden estimular la
oligomerizacion e insercidén en las membranas tanto de bax y bak
como de sus proteinas relacionadas. Ademas, pueden formar poros
en las membranas por ellas mismas o afectar la funcionalidad de los
sistemas de transporte existentes (Schendel ef a/, 1999). Si bien,
éste Ultimo no parece que sea uno de los mecanismos de accion in
vivo (Ashe and Berry, 2003). Sin embargo, si parece importante la
actividad lipido transferasa que exhiben algunos miembros de este
subgrupo, como bid, ya que pueden promover cambios en la
composicion lipidica en la membrana mitocondrial afectando de éste

modo la permeabilidad de la misma (Esposti ef a/., 2001).
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1.4. Iniciacién de la apoptosis: via extrinseca y via intrinseca.

El proceso de muerte celular por apoptosis se lleva a cabo a través
de multitud de vias interconectadas y altamente reguladas. De una
manera general, puede hablarse de vias extrinsecas de iniciacion de
la apoptosis y de vias intrinsecas, atendiendo a los estimulos vy
mecanismos mediante los que se induce el proceso de muerte
celular (Yan and Shi, 2005) (Figura 4).

Ligandos de Sefales d
Receptores /l’/ ¥ © receptores de muerte enales ce
de muerte i" - muerte celular

ProCaspasa 8 '

7 /

g - Células tipo Il #

Células tipo Il

Caspasas
efectoras Desestabilizacién

1 Disfuncién
\ mitocondrial

&
Caspasas\>

ejecutoras MUERTE
CELULAR

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 4. Esquema simplificado de las vias de sefalizacion de muerte celular.
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En la via extrinseca la maquinaria apoptdtica entra en
funcionamiento como consecuencia de la accion de estimulos
extracelulares. Los estimulos extracelulares inductores de apoptosis
que activan la via extrinseca pueden actuar de una manera
inespecifica, como es el caso de las perforinas o la granzima B, o
especifica, uniéndose en la membrana celular a determinados
receptores capaces de inducir la respuesta apoptotica. Estos
receptores reciben el nombre de receptores de muerte celular (DRs).
De esta forma la sefal externa puede reaccionar con receptores de
membrana como CD95/FAS, el receptor del factor de necrosis
tumoral (TNF) o TRAIL (Tumor necrosis factor Related Apoptosis-
Inducing Ligand) (Ashkenazi and Dixit, 1998; Chen and Goeddel,
2002; Wajant, 2002). Una vez unido el ligando a su correspondiente
receptor, se inician las cascadas de reacciones necesarias para que
se complete el programa de muerte celular, que se denomina
apoptosis mediada por receptor (Eberstadt ef a/., 1998).

Por su parte en la via intrinseca la apoptosis se inicia como
consecuencia de una alteracion en la homeostasis intracelular.
Puede ser activada por estrés o agentes genotoxicos que dan lugar a
la activacion de la maquinaria apoptética mitocondrial (Newmeyer
and Ferguson-Miller, 2003). Debido al papel central de la mitocondria
en estos procesos es que se denomina a esta como la via
mitocondrial de la apoptosis (Zimmermann ef al., 2001; Schwarz et
al., 2007). En esta via participan las proteinas de la familia del Bcl-2 y
las moléculas pro-apoptoéticas liberadas por la mitocondria al citosol.
Es distinta a las vias mediadas por receptores, si bien ambas pueden
converger en un punto comun, generalmente la activacién de las
caspasas, o servirse la una de la otra con el fin de potenciar y

amplificar la senal apoptética (Adams and Cory, 2007).
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1.4.1. Conexién entre las vias intrinseca y extrinseca.

A pesar de que el modo y los mecanismos mediante los cuales
puede iniciarse la muerte celular por apoptosis son muy diferentes,
ambas vias convergen para producir, en Uultima instancia, las
alteraciones morfolégicas y bioquimicas caracteristicas de la
apoptosis. Ademas, debe tenerse en cuenta que los mecanismos que
inducen muerte celular en un determinado tipo celular pueden no
desempenar la misma funcién o tener la misma importancia en otro
tipo celular del mismo organismo (Ashe and Berry, 2003).

Algunos tipos celulares requieren de la conexién de ambas vias
como amplificacion de la senal de apoptosis. Esta conexién permite
clasificar las células en dos tipos. Por ejemplo, en la apoptosis
mediada por Fas/FasL en las células de tipo | (timocitos y los
linfocitos T periféricos) existe disfuncidon mitocondrial y liberacion de
citocromo-c al citosol, sin embargo el fendmeno apoptético en estas
células muestra ser independiente de los miembros de la familia de la
proteina Bcl-2 (Scaffidi ef al., 1998).

En las células de tipo Il la proteina Bid se transforme en su forma
activada, tBID (proteina Bid truncada) y ejerce su accion sobre la
mitocondria promoviendo la liberacion de factores apoptogénicos,
como el citocromo ¢ o Smac/DIABLO al citosol (Algeciras-Schimnich
et al., 2002; Yin et al., 2002). Por tanto, en las células de tipo Il la
respuesta apoptotica se inicia mediante una via extrinseca pero la
senal es amplificada mediante la via mitocondrial o intrinseca de la
apoptosis (Schmitz et al., 2000) (Figura 4).

1.4.2. Papel de la mitocondria en la apoptosis.
De los organulos intracelulares la mitocondria cumple un papel

importante en el proceso de apoptosis y lo desempefia en un doble
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sentido (Green and Reed, 1998): por una parte libera al citosol
proteinas que desencadenan o potencian la respuesta apoptética y
por otra parte destaca la propia disfuncion mitocondrial que se
produce durante la apoptosis y que tiene como consecuencia el
compromiso del metabolismo celular (Boyd ef a/., 1995).

La mitocondria puede sufrir alteraciones durante el proceso
apoptotico, especialmente en los primeros estadios (Ferri and
Kroemer, 2001). Un numero creciente de trabajos indican que esta
organela juega un papel central en el equilibrio entre los procesos
que controlan la vida y la muerte celular, desempefando no sélo un
papel activo en la induccién y ejecuciéon de la muerte celular sino que
también parecen determinar el tipo de muerte celular en funcién de
su capacidad para continuar con la sintesis de ATP (Kroemer, 1997;
Leist ef al, 1997; Kroemer et al., 1998).

1.4.2.1. Permeabilidad mitocondrial.

La mitocondria es un organulo caracterizado por la existencia de una
doble membrana. Esta organela presenta una membrana
mitocondrial externa y una membrana mitocondrial interna, que
dividen dos compartimentos submitocondriales: el espacio
intermembrana, que es el espacio encerrado por ambas membranas
y la matriz mitocondrial, que es el espacio que encierra la membrana
interna.

En algunos puntos del espacio intermembrana entran en contacto
ambas membranas mitocondriales, la interna y la externa,
formandose unas estructuras denominadas poros de permeabilidad
transitoria. Los poros de permeabilidad se hallan formados por el
canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC, voltage dependent

anion channel), que se encuentra en la membrana externa y por el
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translocador de nucleétidos de adenina (ANT, adenine nucleotide
translocator), localizado en la membrana interna (Van Gurp ef al.,
2003).

Muchas vias y estimulos apoptéticos convergen en la mitocondria e
inducen la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, que
desemboca en la liberacion de moléculas que, una vez en el citosol,
adquieren propiedades pro-apoptéticas (Ferri and Kroemer, 2001).
Es por ello que el control de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial resulta crucial para la supervivencia y destino celular.
Como se ha comentado anteriormente, las proteinas de la familia bcl-
2 regulan la permeabilidad mitocondrial, de modo que los miembros
pro-apoptoticos tienden a alterar las propiedades de dicha membrana
y favorecer tanto la disipacién del potencial transmembrana como la
salida al citosol de proteinas pro-apoptéticas. Por el contrario, los
miembros anti-apoptéticos tratan de que la permeabilidad de la
membrana mitocondrial no se altere.

Se han propuesto diferentes modelos con el fin de explicar cdmo son
liberados los factores apoptogénicos, desde la mitocondria hacia el
citosol, a través de la interaccién de las membranas mitocondriales
con las proteinas de la familia bcl2. Uno de los modelos propuestos
para explicar la liberacion de proteinas pro-apoptoticas postula que
las proteinas tipo bcl-2 actuarian modificando la permeabilidad de los
poros existentes en la membrana mitocondrial, como por ejemplo, los
poros de permeabilidad transitoria (Martinou and Green, 2001;
Henry-Mowatt ef a/,, 2004).

Sin embargo, puesto que en algunas ocasiones se produce la
liberacion de factores apoptogénicos mitocondriales sin que se
detecte una disminucién en el potencial de membrana mitocondrial

(Fesik, 2000), se ha propuesto otro modelo en el que se defiende que
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las proteinas pro-apoptéticas del tipo bax y bak pueden formar poros
en la membrana mitocondrial externa (Eskes ef a/., 2000) a través de
los cuales se produce la salida de los factores mitocondriales. En
este sentido, se ha demostrado que tras un estimulo apoptoético, la
proteina bax se oligomeriza, transloca y se inserta en la membrana
mitocondrial externa. Ademas las proteinas pro-apoptéticas de tipo
bid, inducen la oligomerizacién de bax (Eskes ef al., 2000). A pesar
de que tbid (forma activada del factor Bid) puede formar poros per se
al actuar directamente sobre la membrana mitocondrial, su funcion
principal parece ser la activacion de los factores de tipo bax (Kuwana
et al., 2002).

1.4.2.2. Potencial de membrana mitocondrial (A¥m).

En la mayoria de las células procariotas y eucariotas existen
diferencias de potencial eléctrico a través de sus membranas vy
también entre el citosol y el interior de las organelas, como es el caso
de la mitocondria. Estas diferencias de potencial se deben por un
lado, a la existencia de gradientes de concentracién de iones como
Na*, K*, ClI-y H* a través de la membrana celular y por otra parte a la
presencia de bombas electrogenas (Shapiro, 2000).

Las mitocondrias mantienen un gradiente electroquimico de protones
a través de la membrana interna. A la par que se mantiene un flujo
de electrones a través de la membrana interna mitocondrial, se
bombean protones desde la matriz hacia el espacio intermembrana.
De esta forma se crea un gradiente electroquimico de protones a
través de la membrana interna, la cual es totalmente impermeable a
los protones. Este gradiente electroquimico constituye una fuerza
proton-motriz de dos componentes. Por un lado consta de un

componente eléctrico o potencial de membrana mitocondrial (A¥m) y
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por otro lado consta de un componente quimico o la diferencia de pH
a través de la membrana interna mitocondrial. EI componente
eléctrico representa la mayor porciéon del potencial proto-motriz de la
mitocondria. Es a través de este gradiente electroquimico que la
mitocondria es capaz de sintetizar ATP (Huttemann ef a/, 2008)
(Figura 5).

Membrana
externa

Espacio
intermembrana_/,

/ ®
i Radicales
libres
® ®

Figura 5. Esquema de la estructura interna de la mitocondria, se puede ver una
representacion simplificada de la cadena respiratoria.

Es decir que, el potencial de membrana mitocondrial surge como
consecuencia de los protones bombeados fuera de la matriz
mitocondrial, lo que crea un potencial negativo entre la matriz y el
espacio intermembrana. Una disminucién en la magnitud del

potencial de membrana mitocondrial se conoce como despolarizacion
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y el incremento del mismo se conoce como hiperpolarizacion. El
potencial puede reducirse a cero si la membrana mitocondrial es rota
o desaparecer si el metabolismo energético desaparece (Shapiro,
2000).

El potencial de membrana mitocondrial esta directamente
relacionado con la produccion de radicales libres: un alto potencial de
membrana mitocondrial implica un incremento exponencial de la
produccion de radicales libres (Korshunov ef al,, 1997), mientras que
las mitocondrias de células quiescente con bajo potencial de
membrana mitocondrial no producen cantidades significativas de
radicales libres. De esta forma, el mantenimiento de un potencial de
membrana mitocondrial bajo, pero fisioldgicamente 6ptimo, evitaria la
generacion de especies reactivas pero dberia ser capaz de proveer
eficientemente de ATP a la célula (Kaim and Dimroth, 1999). Esto se
condice con algunas observaciones que indican que después de la
induccién de apoptosis el potencial de membrana mitocondrial puede
verse incrementado, llevando a una hiperfosforilacion y a un
incremento en la produccion de radicales libres, lo que seria una
sefal clave para el consecuente avance del programa de muerte por
apoptosis.

La alteracion de la permeabilidad mitocondrial es un acontecimiento
temprano de la apoptosis que causa tanto la disipacion del potencial
de membrana mitocondrial como la aparicion de proteinas
mitocondriales apoptogénicas en el citosol (Zamzami and Kroemer,
2001). Numerosos estimulo pueden producir la disipacion del
potencial de membrana mitocondrial, incluso a veces puede estar
precedido por una fase transitoria de hiperpolarizacién (Loeffler and
Kroemer, 2000).
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La disipacién del potencial de membrana se relaciona con una
pérdida de la funcién mitocondrial normal y con un mayor estado de
oxidacion mitocondrial (Kroemer, 2003). Ademas puede ser
considerado como un mecanismo de amplificacion de senal dentro

de la respuesta apoptotica (Kroemer and Reed, 2000).

1.4.2.3. Factores liberados por la mitocondria: citocromo-c.

Como se mencionara anteriormente, en determinadas condiciones,
ciertos estimulos que actian sobre la mitocondria pueden
desembocar en una respuesta de tipo apoptético caracterizada por la
liberacion de moléculas mitocondriales que, cuando se encuentran
en el citosol, adquieren comportamiento pro-apoptético (Kroemer and
Reed, 2000). Cuando se altera la permeabilidad mitocondrial, el
citocromo-c es liberado al citosol. De las proteinas mitocondriales
que se liberan durante la muerte celular, el citocromo-c es una de las
gue mejor se conocen.

La mitocondria contiene una serie de proteinas que, debido a que
sufren modificaciones transcripcionales dentro de dicha organela, no
se encuentran en ningun otro lugar de la célula. Este es el caso del
citocromo-c, una hemoproteina que es ensamblada en el espacio
intermembrana de la mitocondria. Es sintetizado en el citoplasma, en
forma de apocitocromo-c, a partir de RNAm codificado por el nucleo.
El apocitocromo-c es importado a la mitocondria y una vez ubicado
en el espacio intermembrana una enzima se encarga de adjuntarle
un grupo prostético hemo, quedando secuestrado en dicho espacio,
ya que la membrana mitocondrial externa es impermeable al mismo.
De esta manera se obtiene la forma activa, denominada

holocitocromo-c, que participa en la fosforilacion oxidativa como
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transportador de electrones entre los complejos Il y IV (Ravagnan et
al., 2002).

Durante la apoptosis se produce la permeabilizacion de la
mitocondrial. La membrana mitocondrial externa se vuelve
permeable, consecuentemente el citocromo-c es liberado al citosol.
De esta forma se interrumpe el flujo de electrones entre los
complejos 1l y IV de la cadena respiratoria, o que produce un
incremento en la generacion de especies reactivas del oxigeno
(Loeffler and Kroemer, 2000).

Estudios de cinética /in vivoy ex vivo han demostrado que la salida
del citocromo-c de la mitocondria es rapida y completa. Son
necesarios niveles discretos de citocromo-c en el citosol para
desencadenar la respuesta apoptotica. En algunas células,
especialmente en las células tumorales con elevados niveles de IAPs
(Inhibition of Apoptosis Proteins), la cantidad de proteinas pro-
apoptoticas que salen de la mitocondria es un paso critico que
permite sobrepasar el efecto protector de la inhibiciéon de las
caspasas.

Existen estudios que postulan que la salida del citocromo-c desde la
mitocondria al citosol se produce en dos fases, ambas inducibles por
las proteinas pro-apoptoticas de la familia bcl-2. En la primera fase,
el citocromo-c del espacio intermembrana es liberado al citosol a
través de la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial externa.
Durante la segunda fase, se produce una redistribucién del
citocromo-c secuestrado en otros compartimentos de la mitocondria
(por ejemplo, en las crestas mitocondriales de la membrana interna).
Esto conlleva una remodelacién estructural de la membrana interna
mitocondrial y a cambios en la unién de citocromo-c a lipidos de

membrana, como a la cardiolipina. Esta remodelacién mitocondrial,
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que podria ser causada por tbid y parece ser independiente de bax y
bak, provocaria la movilizaciéon del citocromo-c desde el interior de
las crestas mitocondriales, de forma que el citocromo-c podria ser
liberado totalmente (Scorrano and Korsmeyer, 2003).

Una vez en el citosol, el citocromo-c participa en la formacién de una
estructura citosolica denominada apoptosoma. Para ello se une con
una gran afinidad al Apaf-1 (Apoptosis Protease-Activating Factor-1)
(Zou ef al., 1999), que normalmente se encuentra en el citosol en un
estado inactivo (Saleh ef al, 1999). Al mismo tiempo se reclutan
unidades de procaspasa-9, que quedan unidas a Apaf-1 (Hu ef al.,
1999; Jiang and Wang, 2000; Adrain and Martin, 2001). Este
complejo, formado por citocromo-c/APAF-1/caspasa-9, es un potente
activador de las caspasas (cistein-proteasas especificas del
aspartato), de modo que puede considerarse que opera como un
enlace entre las senales iniciadoras de apoptosis que actuan sobre la
mitocondria y la cascada de las caspasas (Bratton ef a/., 2001; Cain
et al., 2002; Gerl and Vaux, 2005).

Tanto la actividad como la formacion del apoptosoma pueden ser
reguladas por distintas proteinas celulares. Por una parte, puede
considerarse que las proteinas anti-apoptoéticas tipo bcl-2 inhiben su
formacion al prevenir la salida del citocromo-c desde la mitocondria
(Adrain and Martin, 2001). En este sentido bcl-2 regularia la
formacion del apoptosoma de un modo indirecto. Por otra parte hay
dos familias de proteinas, las proteinas inhibidoras de la apoptosis
(IAPs) (Roy et al,, 1997; Deveraux and Reed, 1999) y las proteinas
de choque térmico (HSPs), capaces de inhibir la accién del
apoptosoma (Beere ef al., 2000; Bruey et al., 2000; Pandey ef al.,
2000; Saleh et al., 2000).
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1.4.2.4. Otros factores liberados al citoplasma.

Como se indicara anteriormente, durante la apoptosis se produce la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y con ello la
liberacion de proteinas confinadas en el espacio intermembrana.
Ademas del citocromo c, la mitocondria libera al citosol una pléyade
de sustancias, cuyos mecanismo de actuaciéon no se conocen con
total exactitud (Patterson ef a/, 2000; Ravagnan ef al/,, 2002), pero,
en ultima instancia, estas proteinas se hayan implicadas en la

continuacion del programa de ejecucion de la apoptosis.

Smac/DIABLO (Second Mitocondrial Activator of Caspases/ Direct
IAP-Binding protein with Low pl): Esta es una proteina que se
encuentran en el espacio intermembrana mitocondrial y que se
liberan al citosol durante la respuesta apoptética (Du ef al., 2000;
Verhagen ef al., 2000). Inhibe la unién de las IAPs con las caspasas,
por lo que Smac/DIABLO puede considerarse como activadora de las
caspasas (Cain ef al., 2002).

HtrA2/Omi: Esta proteina induce la apoptosis por dos mecanismos
distintos. Por una parte, es un inhibidor de las proteinas IAP, por lo
que puede considerarse como un activador de caspasas (Cain ef al.,
2002). Ademas, es capaz de inducir apoptosis por mostrar actividad
serinproteasa, promoviendo, de este modo, una respuesta apoptoética
que es independiente de la via de las caspasas (Ravagnan ef al.,
2002).

AIF (Apoptosis Inducing Factor): Es el factor inductor de apoptosis
que tras llegar al citosol se transloca hasta el nucleo donde induce la
condensacion de la cromatina periférica y escision del DNA en
fragmentos de alto peso molecular. Ademas de su actividad pro-

apoptotica, AIF es una flavoproteina que muestra actividad NADP(H)
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oxidasa y actividad monodihidroascorbato reductasa. Las proteinas
de choque térmico, especialmente HSP 70, interacciona
directamente con AIF inhibiendo su actividad (Ravagnan ef a/., 2002).
EndoG: La endonucleasa G (EndoG) una vez liberada al citosol
también se transloca al nucleo donde promueve la fragmentaciéon
oligonucleosomal del DNA, incluso en presencia de inhibidores de
actividad caspasa (Li ef a/., 2001).

Caspasas: Aunque la mayoria de las caspasas se localizan en el
citosol, algunas pro-caspasas se localizan en el espacio
intermembrana (Mancini ef al., 1998). La cantidad disponible en este
espacio dependera del tipo celular y se cree que su confinamiento al
espacio intermembrana puede constituir un mecanismo de proteccion

contra su posible activacion accidental (Ravagnan ef a/, 2002).

1.5. El calcio y la apoptosis.

El calcio se encuentra en el medio interno de los organismos como
ion calcio (Ca2+) o formando parte de otras moléculas. Los iones de
calcio actuan de cofactor en muchas reacciones enzimaticas,
inclusive a nivel celular la sefalizacion de calcio es crucial en el
control de numerosos procesos fisiologicos.

La mitocondrial juega un papel fundamental en la concentracién y la
regulacion del calcio citosoélico. De hecho, esta organela cuenta con
multiples mecanismos de transporte de calcio, por medio de los
cuales es capaz de retener o liberar el ién. El poro de permeabilidad
transitoria constituye la principal via de eflujo mitocondrial (Pozzan
and Hirsuto, 2000; Jacobson and Duchen, 2004).

Cuando se produce un incremetno desmedido de la concentracién de
calcio intracelular, la mitocondria comienza a ingresar calcio. Esta

capacidad de la mitocondria de aumentar la concentracion de calcio
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en respuesta al incremento de calcio intracelular, le permite remover
de forma localizada el calcio del citosol. De esta forma puede
modular el rango de calcio celular, asi como la propagacion del ién,
por lo que también intervendra la modulacién de la senalizacion del
calcio (Duchen, 2000). Esto puede ocasionar la apertura del poro de
permeabilidad transitoria y la disrupcion del potencial de membrana,
lo que eventualmente desencadenara la liberacién de citocromo-c al
citosol y posteriormente la muerte celular (Kass and Orrenius, 1999;
Smaili et al., 2000).

El estrés oxidativo causa el influjo de calcio dentro del citoplasma, el
cual puede provenir ya sea del ambiente extracelular o inclusive del
reticulo endoplasmatico. Este incremento en la concentracion de
calcio citoplasmatico puede causar el influjo dentro de la mitocondria
0 el nucleo. Dentro del nucleo este ion puede modular la
transcripcién de genes o nucleasas las cuales modulan el control de
la muerte celular por apoptosis. Tanto en el nucleo como en el
citoplasma el calcio libre puede regular la fosforilacion vy
defosforilacion de proteinas y también puede modular vias de

transduccién de sefales (Ermak and Davies, 2001).

1.6. Apoptosis y ciclo celular.

A lo largo de la vida de una célula los diferentes estimulos
medioambientales y la reaccion celular determinaran cuando la célula
debe entrar en el proceso de autodestruccion o dividirse. De esta
forma se produce un balance entre la apoptosis 0 muerte celular y la
mitosis o division celular, regulando asi la poblaciéon de células de
cada tejido. La importancia de estos procesos se hace evidente a lo
largo de toda la vida de un organismo, desde el desarrollo

embrionario hasta la vida adulta (Blomena and Boonstra, 2007).
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En la formacién y desarrollo de los organismos superiores, la muerte
celular o apoptosis es tan importante como la division celular. En los
vertebrados, por medio de la apoptosis se regula el niumero de
neuronas durante el desarrollo del sistema nervioso, se eliminan
linfocitos que no realizan correctamente su funcidén y se moldean las
formas de los 6rganos, eliminando asi células especificas. El correcto
balance de la mitosis y apoptosis determinara las estructuras, forma
y viabilidad del organismo.

El mantenimiento de la estructura de los organismos pluricelulares
requiere del aumento en el numero de células somaticas asi como
del proceso de muerte celular. Todos los d6rganos poseen una
capacidad de regeneracion 'y reparacion, aun aquellos
tradicionalmente considerados post-mitético, como el pancreas o el
cerebro. La pérdida de células requiere del reemplazo constante por
células nuevas, de esta manera la tasa de pérdida celular es
equilibrada por medio de la tasa de renovacion celular. Si en un
6rgano comprometido la muerte de las células supera el nivel de
proliferacion o reemplazo de las mismas, la funcién del érgano
inevitablemente decaera, consecuentemente, esto podria ocasionar
una enfermedad degenerativa crénica. Si este desequilibrio fuese
generalizado en todo el organismo, entonces se podrian ver
acelerados los procesos de envejecimiento y muerte.

Dado que la apoptosis actia como oponente a la mitosis, es muy
importante su relacion con el ciclo celular. Las células eucariotas en
proliferacién pasan a través de una secuencia regular de crecimiento
y divisién, a esta serie ordenada de eventos que culminan en la
division de las células es lo que se conoce como ciclo celular
(Tessema et al., 2004).
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En las células eucariotas, durante el ciclo celular se duplican
enormes cantidades de DNA que, posteriormente, ha de ser
distribuido en partes iguales entre las células hijas. Por su parte el
ciclo celular esta separado en fases o periodos, que aseguran la
correcta formacion de dos células hijas funcionales (Tyson and
Novak, 2008). Esta inevitable separacion de fase requiere del
desarrollo de puntos de control que aseguren inequivocamente que
se produzca el inicio de una fase s6lo cuando la anterior ha sido
completada (Grafi, 1998; Molinari, 2000).

1.6.1. Fases del ciclo celular.

La division celular requiere, no solo de la duplicacion del material
genético, también deben replicarse las estructuras celulares que
seran repartidas entre las células hijas. Las células en division se
pueden encontrar basicamente en dos etapas: la interfase o la

mitosis (Figura 5).

Interfase: Este es un periodo comprendido entre divisiones celulares
y sobretodo constituye una fase preparatoria. Antes de que una
célula eucariota pueda comenzar a dividirse, debe duplicar su
DNA, sintetizar proteinas, producir una reserva adecuada de
organelas para las dos células hijas y ensamblar las estructuras
necesarias para que se lleven a cabo la mitosis y la citocinesis.
Estos procesos ocurren durante la interfase, en la cual, a su
vez, se distinguen tres etapas:

Fases G1 (Gap 1), es un periodo de crecimiento general y

duplicacion de las organelas citoplasmaticas.
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Fase S (sintesis), es la fase de sintesis del material genético,
es decir, que es aqui cuando se duplican las cromatidas de los
cromosomas.

Fase G2 (Gap 2), durante esta fase comienza la condensacion
de los cromosomas y el ensamblado de las estructuras
requeridas para la mitosis y la citocinesis.

Mitosis y Citocinesis (fase M): Esta es la fase de division celular, los
cromosomas son duplicados y distribuidos entre los dos nuevos
nucleos. La mitosis, a su vez, se divide en las 4 etapas:
Profase; Metafase; Anafase y Telofase. Esta fase culmina con
la citocinesis, momento en el cual el citoplasma se divide entre

las células hijas.

Fase permanente en células z 7 "
que no entran en mitosis. Sintesis de proteinas y
Estado de quiescencia. aumento del tamarnio celular.

-

Division del
citoplasma.

Replicacion del DNA y
sintesis de histonas.

Fase de
Mitosis

Divisién celular.

Transcripeidn y traduccién de genes O
que codifican proteinas hecesarias para

la divisién celular.

Figura 6. Esquema representativo de las fases del ciclo celular: G1, S y G2, que
componen la interfase (en azul) y la fase de mitosis (en naranja). Las células que no

se hallan en estado de proliferacion se encuentran en la fase GO (quiescentes).
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Teniendo en cuenta cada una de las fases que componen la interfase
y la divisiéon propiamente dicha, se puede considerar que el ciclo
celular consta de 4 estadios: la fase G1, la fase S, la fase G2 y la
fase M o mitosis (Baserga, 1999) (Figura 6).

En un tejido normal no todas las células se encuentran en fase de
division, es decir que no todas las células necesariamente estan en
alguna de las etapas del ciclo celular (Mendelson, 1962). En
condiciones normales algunas ceélulas mueren, otras se encuentran
temporalmente inactivadas o fuera del ciclo celular, en la llamada
fase GO (growth arrest), mientras que otras, bajo los estimulos
adecuados, pueden retornar a la fase de proliferacion o incluso
diferenciarse.

En cada una de las etapas del ciclo celular participa una sofisticada
maquinaria bioquimica que asegura la progresidon del mismo
(Lieberman et al, 1963). A su vez existen puntos de control,
llamados punto de restriccion, en momentos criticos del ciclo celular
que determinaran que una célula aborte la divisibn o comience la
proliferacion (Pardee, 1974; Blagosklonny and Pardee, 2002; Coller,
2007).

1.6.2. Control del ciclo celular.

Se han identificado varios mecanismos de control que se activan en
momentos especificos a lo largo del ciclo celular, el objetivo de estos
es asegurar el correcto desarrollo del proceso de division celular.
Cada etapa del ciclo celular esta condicionada por el correcto
desarrollo de la etapa precedente, incluso no deberia iniciarse una

nueva etapa a menos que la anterior se complete con éxito.

32



Introduccién

El correcto progreso de los eventos del ciclo celular se lleva a cabo a
través de dos mecanismos alternativos: primero, el producto de un
evento temprano sirve de substrato para un evento ulterior (relacion
substrato-producto) y segundo, los mecanismos de regulacion
podrian demorar o incluso impedir el desarrollo de nuevos eventos si
los pasos precedentes no han sido completados (Hartwell and
Weinert, 1989). Esta dependencia es consecuencia de los puntos de

restriccion o checkpoint (Figura 7).

Checkpoint en G2 Checkpoint en Metafase

Entrada en M Salidade M

Entrada en S

Checkpoint en G1

Figura 7. Puntos de restriccion del ciclo celular (checkpoints).

El punto de restriccion en G1/S previene una posible entrada
prematura a la fase S (Machida ef a/, 2005; Machida and Dutta,
2005). De esta forma se evita la replicacion de posibles mutaciones
del material genético. En este punto la célula puede detenerse,
bloqueando su crecimiento pero manteniéndose metabdlicamente
activa. Si no pudiesen salvarse los defectos la célula podria inducir el

programa de muerte celular. La fase de mitosis no puede ser iniciada
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hasta que no se haya completado correctamente la replicacion del
DNA, lo cual es confirmado en el punto de restriccion G2/M. En este
punto existen elementos de deteccion de inmadurez celular que
inducen a la muerte por apoptosis cuando la célula no esta
capacitada para iniciar la mitosis. Hacia el final de la fase M existe
otro punto de control. EIl DNA ha de ser replicado so6lo una vez por
cada ciclo celular y existen mecanismos que previenen una nueva
replicacién hasta que la célula haya completado la mitosis. Sin
embargo, en el caso de que ocurriera una nueva replicacion, las
proteinas de restriccion (checkpoint proteins) podrian causar que la
célula se detenga entre las fases G2/M (Figura 7).

La transicién del ciclo celular y el paso de una fase a la siguiente se
encuentran estrictamente controlados por las activaciones sucesivas
de diferentes complejos proteicos, compuestos por ciclinas vy
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs, cyclin-dependent kinase).
A su vez, la inhibicién de estas proteinas provoca que la célula se
detenga en los puntos de restriccidn del ciclo. Proceso que involucra
a las proteinas inhibidoras de las ciclinas dependientes de quinasas
(CKIs) (MacLachlan et al., 1995).

La concentracion de las CDKs es relativamente estable, mientras que
la concentracion de las diferentes ciclinas oscila a lo largo del ciclo
celular. Una vez activadas las CDKs fosforilan otras proteinas, de
esta forma cumplen su funcién en determinado momento del ciclo
celular. La concentraciéon de los complejos proteicos varia de
acuerdo al momento de la fase en que se encuentre la célula, estos
niveles determinaran el paso o la progresion de las diferentes fases
del ciclo.

En la fase temprana de G1 estan presentes en mayor concentracion

las ciclinas D y E. La concentracidn de la ciclina A se incrementara
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gradualmente a medida que avance la fase G1. La union de esta
ciclina con CDK2 determinara la entrada a la fase S. El complejo
ciclina A-CDK2 ayudara a mantener la replicacion del material
genético a través de la activacion de los puntos de replicacion del
DNA (Stillman, 1996). Por otro lado hacia el final de la fase S
aumentara la concentracion del complejo ciclina A-CDK1, lo que
servird de sefial para iniciar la fase G2. La fase M es iniciada vy
controlada por el complejo ciclina B-CDK1 (Alberts et al., 1994;
Morgan, 1995).

2. Radicales Libres, Estrés Oxidativo y Antioxidantes

En 1985 Cerrutti postuld que la aparicion de un estrés oxidativo en
las células podia tener efectos estimuladores en la proliferacién de
células tumorales (Cerutti, 1985). En la actualidad se sabe que
concentraciones bajas de agentes oxidantes estimulan la
proliferaciéon celular (Fierani ef al., 1995; Yang et al., 1996), mientras
que concentraciones progresivamente mas altas inducen apoptosis
(Slater ef al,, 1995) o necrosis (Dypburt ef al., 1994).

2.1. Concepto de radical libre y especies activadas.

Un radical libre es una especie atomica o molecular que posee, al
menos, un electron desapareado, que se representa por un punto (e).
La presencia de electrones desapareados hace que estas especies
sean muy reactivos, por lo que su vida media es extremadamente
corta (Simic and Taylor, 1988). Un radical se puede generar por
ganancia o pérdida de un electrén o por rotura homolitica de un

enlace covalente. La ganancia de un electron es un proceso mucho
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mas comun en un sistema biolégico que la rotura homolitica, que
requiere energia una elevada procedente de altas temperaturas, luz
UV o radiacién ionizante (Cheeseman and Slater, 1993).

Se puede encontrar un gran numero de especies derivadas del
oxigeno que pueden ser muy reactivas o bien pueden ser capaces de
dar lugar a estas especies reactivas. Teniendo en cuenta que
algunas especies son auténticos radicales libres (como el radical
hidroxilo, HOe), mientras que otras no lo son (como el peroxido de
hidrogeno, H>0,), es posible que el término mas adecuado para
denominarlas sea el de especies activadas de oxigeno (Halliwell,
1994). Sin embargo, el término mas extendido es el de especies
reactivas de oxigeno (Reactive oxygen species, ROS) (Halliwell and
Gutteridge, 1989; Go and Jones, 2008) (Tabla 1).

Especie Simbolo
Radical superéxido Oz
Radical hidroperéxido HO2e
Peréxido de hidrégeno H202
Radical hidroxilo HOe
Radical alcéxido ROe
Radical peréxido ROOe

Tabla 1. Principales especies activadas de oxigeno.

Dentro de las especies activadas del oxigeno el radical i6n
superoxido (O2-e), el peréxido de hidrogeno (H202) y el radical
hidroxilo (HOe), son las especies de mayor importancia en los
sistemas bioldgicos. Ademas de las especies activadas de oxigeno
también existen especies activadas de nitrégeno, de azufre, radicales

libres centrado en el carbono, etc.
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2.1.1. Génesis de especies oxidantes en las células.

Las especies activadas pueden tener un origen endégeno o exégeno
(Freeman and Crapo, 1982; Frei, 1994). Algunas de ellas surgen a
partir de reacciones secundarias no deseadas entre las biomoléculas
o en la detoxificacion de xenobidticos, pero otras especies activadas
se generan /n vivo con un fin determinado (Halliwell, 1991). El origen
exdgeno de las especies oxidantes se halla relacionado con la accién
de radiaciones ionizantes, con las situaciones de hiperoxia o con
distintos xenobidticos como es el caso de muchos agentes
antineoplasicos y anestésicos, el humo del tabaco o los pesticidas,
por ejemplo.

En el organismo se originan multitud de procesos en los que se
generan especies oxidantes. En ocasiones, estas reacciones tienen
como fin la generacién de dichas especies, como es el caso del
papel que desempenan los fagotitos activados en la repuesta
inmune, que producen Oz y H20, (Babior, 1978). Sin embargo,
existen multitud de reacciones en las que la génesis de estas
especies reactivas responde a productos colaterales de las mismas.
Asi ocurre en la oxidacion directa de moléculas por el oxigeno
(Fridovich, 1986; Fridovich, 1989), en la accién de diversas enzimas,
o en situaciones de hipoxia/re-oxigenacion, etc. (Granger et al., 1981,
Saugstad, 1990). También son productores de especies oxidantes
los sistemas de transporte electréonico del reticulo endoplasmico
(Dolphin, 1988; Foster and Estabrook, 1993) y los microsomas o
peroxisomas (Boveris ef al., 1972; Philpot, 1991). En circunstancias
normales, la principal fuente de radicales libres y especies oxidantes
en las células es la fuga de electrones hacia el oxigeno molecular de
la cadena de transporte electronico mitocondrial (Cadenas ef al,
1977).
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2.1.2. La mitocondria como productor de agentes oxidantes.

La mitocondria es el mayor centro productor de especies oxidantes
del organismo (Rickwood et al., 1987; Orrenius et al., 2007; Kakkar
and Singh, 2007; Navarro and Boveris, 2007). Esta produccién
mitocondrial de especies oxidantes (Figura 8) es, principalmente
responsabilidad de la cadena de transporte electrénico (Frei, 1994).
En la mitocondria se pueden producir tanto especies reactivas del
nitrogeno (NOe por la accion de la NOS mitocondrial) (Ghafourifar
and Richter, 1997), como especies reactivas del oxigeno (H202 y O--
o) (Lenaz, 2001). Ademas, en la membrana mitocondrial externa se
produce H2O; por la accién de monoamino oxidasas que catalizan la
desaminacién oxidativa de distintas aminas biégenas (Cadenas and
Davies, 2000).

Citosol

Espacio Intermembrana

Matriz

Figura 8. Esquema de la cadena de transporte electrénico mitocondrial y los puntos

de formacion de especies reactivas del oxigeno.
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En la cadena respiratoria mitocondrial (Figura 8), hay fugas de
electrones que no llegan al complejo IV (citocromo-c oxidasa) y que
producen reducciones parciales del oxigeno (Cadenas ef al., 1977;
Frei, 1994). Por ejemplo, aunque los complejos | y Il son
considerados como los mayores productores de superoxido en la
mitocondria, existen pruebas que sefalan al complejo Il como otro
centro productor de superoxido (Cadenas and Davies, 2000). Por el
contrario, el citocromo as del complejo IV retiene fuertemente todos
los intermediarios del oxigeno parcialmente reducido unidos a su
centro activo, hasta que el O, es reducido completamente a H,O
(Benzi and Moretti, 1995). Por tanto, la citocromo c oxidasa no
produce este radical y, ademas, exhibe cierta actividad superéxido
dismutasa (Markossian ef al., 1978; Papa ef al., 1997).

La produccion mitocondrial de especies activadas de oxigeno
aumenta cuando el aporte de sustratos a la cadena respiratoria
excede la demanda energética, es decir, cuando el cociente
ATP/ADP es alto. En estas condiciones, aumentan la presion parcial
de Oz y el grado de reduccion de los transportadores redox de los
complejos I, Il y 1ll, con el incremento consiguiente en la produccién
de especies activadas de oxigeno (Brand and Murphy, 1987;
Skulachev, 1996).

2.2. Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se puede definir como una alteracion del equilibrio
entre agentes pro-oxidantes y agentes antioxidantes, en favor de los
primeros (Sies, 1986). El estrés oxidativo puede deberse a un exceso
de agentes pro-oxidantes, a una deficiencia de agentes antioxidantes

0 a ambos factores a la vez.
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Los agentes pro-oxidantes producen dafio oxidativo a las distintas
biomoléculas, esto es, a los lipidos, a las proteinas, a los acidos
nucleicos y a los glucidos. El dafno oxidativo a los lipidos de
membrana constituye un factor importante en la disminucion de la
fluidez de las membranas (Shigenaga ef a/., 1994). Por su parte el
dano oxidativo en las proteinas puede dar lugar a un cambio
conformacional y, por tanto, a una pérdida o modificacion de la
funcién biologica (Stadman, 1992; Davies, 1987). El dafio al DNA por
radicales libres puede ocurrir por reaccion con los residuos
desoxirribosa o con las bases del DNA. En el primer, caso el dafio no
es critico para la célula siempre y cuando se rompa soélo una de las
hebras del DNA. Esto permitira actuar a las enzimas reparadoras
(Breen and Murphy, 1995). Por su parte, la reacciéon con las bases
del DNA es mas habitual que la ruptura de las cadenas. Como
resultado se forman radicales de las bases, las cuales sufren
diversas reacciones que originan productos finales muy variados. La
oxidacion de la desoxiguanosina a 8-oxoguanosina es una de las
lesiones mas frecuentes y reviste gran importancia por su alto efecto
mutagénico (Fraga ef al, 1990; Shibutani ef a/, 1992; Tchou and
Grollman, 1993).

2.3. Antioxidantes fisiolégicos.

Los seres vivos han desarrollado sistemas de defensa frente a la
agresion por especies oxidantes. Cuando los agentes oxidantes
superan la capacidad de las defensas antioxidantes se produce un
dano oxidativo (Sies, 1986). Los sistemas antioxidantes pueden
dividirse en dos grandes grupos: los antioxidantes enzimaticos y los

no enzimaticos.
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2.3.1. Sistemas antioxidantes enzimaticos.

El grupo de los antioxidantes enzimaticos comprende aquellas
enzimas que tienen como funcioén la proteccion antioxidante.
Superéxido dismutasas. Su funcion fisiologica es la eliminacién de
los radicales superdxido producidos en las reacciones del
metabolismo aerobio (McCord and Fridovich, 1969; McCord ef al.,
1974), por lo que esta presente en todas las células aerobias pero
ausentes en las células anaerobias obligatorias. Hay descritas cuatro
isoformas (Tabla 2) que difieren en el lugar de la célula en el que se

encuentran (Fridovich, 1974).

Isoforma Ubicacion

Cu-Zn SOD Citosol; espacio intermembra mitocondrial

1) Matriz mitocondrial
2) Bacterias (Vance et al., 1972)
Fe SOD Escherichia coli (Yost and Fridovich, 1973)

Mn SOD (2 tipos)

Tabla 2. Principales especies activadas de oxigeno.

La actividad superéxido dismutasa cumple un papel fundamental en
la defensa antioxidante ya que aproximadamente el 2% del oxigeno
que consumimos se transforma, en la cadena de transporte
electrénico mitocondrial, en radical superoxido (Boveris and Chance,
1973; Chance ef al., 1979). A pesar de que el radical superéxido es
inestable en medio acuoso y espontaneamente se dismuta, la
velocidad de dismutacion no enzimatica es relativamente baja en
comparacion con la reaccion catalizada por la superéxido dismutasa,

que incrementa esta velocidad unas 10.000 veces (Fridovich, 1974).
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Catalasas. Son un conjunto de hemoproteinas tetraméricas que
catalizan la descomposicion del perdxido de hidrégeno en agua vy
oxigeno molecular (Aebi, 1984). Intracelularmente se encuentran
especialmente en los peroxisomas, probablemente para eliminar el
H.O, generado por las oxidasas localizadas en estos organulos
(Halliwell, 1996).

Glutatién peroxidasas. Son las principales enzimas eliminadoras de
peréxidos alquilicos y de peréxido de hidrégeno (Halliwell, 1996). Hay
dos tipos de glutation peroxidasa y ambas requieren glutation
reducido como dador de equivalentes reductores:

- Glutation peroxidasa selenio dependiente: Proteina
tetramérica, con cuatro atomos de selenio, que cataliza la
reduccion de peréxido de hidrégeno y peroxidos organicos.
Su centro activo contiene una cisteina en la que el azufre ha
sido sustituido por selenio (Forstrom ef al, 1978). Su
actividad se ve muy afectada por el contenido en selenio de la
dieta (Ketterer, 1986).

- Glutation peroxidasa no selenio dependiente: soélo tiene
actividad frente a perdxidos organicos. La mayor parte de la
actividad glutation peroxidasa se encuentra en el citosol,
aunque también esta presente en la matriz mitocondrial
(Ketterer, 1986).

2.3.2. Sistemas antioxidantes no enzimaticos.

Los antioxidantes no enzimaticos son aquellas moléculas que
pueden reaccionar directamente con las especies activadas de
oxigeno o del nitrégeno o bien con los productos de reaccion de

estas, sin que sea necesaria ninguna intervenciéon enzimatica. Entre
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los mas importantes a nivel fisiologico destacan: el glutation, la
vitamina C, la vitamina E, los R-carotenos o el acido urico.

La compartimentalizacién celular de los antioxidantes, especialmente
del glutatién, es importante porque muchas de las especies oxidantes
son muy reactivas y reaccionan preferentemente con aquellos
componentes celulares cercanos a los lugares de generacion de las

mismas (Sastre ef al., 1996).

2.4. El glutation

El glutation (Figura 9) es el tiol no proteico mas abundante en las
células de mamiferos (Hopkins, 1929; Sies, 1999). Este tripéptido (y-
glutamil-cisteinil-glicina) desempefa diversas funciones metabdlicas
de gran importancia, sobre todo relacionadas con la proteccién

antioxidante de las células (Vina, 1990).

SH
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Figura 9. Estructura quimica y representacion en 3D del glutation (y-glutamil cisteinil

glicina).
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Muchas de sus funciones fisioldégicas se deben a la presencia del
grupo tiol (-SH) de la cisteina, que es el grupo activo que participa en
las reacciones redox del glutation y a la existencia del enlace y-
peptidico, que lo hace insensible a las peptidasas habituales de la
célula. Este enlace sdélo es hidrolizable por la enzima y-glutamil
transpeptidasa situada en la membrana celular (Vina ef al., 1990).
Por todo esto el glutation puede ejercer su papel protector cuando se
presenta en su forma reducida (GSH). A su vez, dos moléculas de
GSH pueden oxidarse cediendo un electron cada una vy
combinandose entre si dando lugar la forma disulfuro (GSSG).

El glutation puede desempenar su papel antioxidante mediante dos
mecanismos distintos. En el primero puede reaccionar directamente,
sin intervencién enzimatica, con radicales libres y detoxificarlos
(Kosower and Kosower, 1978). De esta forma el glutation participa en
reacciones redox monoelectrénicas que dan lugar a una molécula de
glutation oxidado (GSSG), compuesto por dos moléculas de GSH
unidas por un puente disulfuro entre las dos cisteinas. En el segundo
mecanismo la accién antioxidante del glutatién tiene lugar cuando
GSH reacciona frente a un agente pro-oxidante mediante la
intervencion de las enzimas glutatibn peroxidasa y la glutation
reductasa (Sies ef al, 1978; Akerboom ef al, 1982). La accion
coordinada y conjunta del glutation con estas enzimas se conoce
como el ciclo redox del glutatiéon (Halliwell, 1996) y constituye uno de
los mecanismos mas efectivos de proteccidn contra el estrés

oxidativo (Figura 10).
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ROH GSH NADPH Glucose-6-P

ROOH T GSSG T NADP* T 6-P Gluconato

Figura 10. Ciclo redox del glutation. Enzimas del ciclo: (1) glutation peroxidasa; (2)

glutation reductasa; (3) glucosa 6-P deshidrogenasa.

El conjunto de las reacciones que participan en la sintesis y
degradacion del glutatiéon constituyen el llamado ciclo del y-glutamilo
(Meister and Anderson, 1983). La biosintesis de glutation se
caracteriza por estar regulada por retroalimentacion (Richman and
Meister, 1975).

El glutatién es sintetizado a partir de los aminoacidos L-cisteina, L-
glutamato y glicina. La sintesis se realiza en dos pasos dependientes
de ATP. En primer lugar, se sintetiza gamma-glutamilcisteina a partir
de L-glutamato vy cisteina, mediante la enzima gamma-
glutamilcisteina sintetasa (glutamato cisteina ligasa, GCL). Esta
reaccion es el paso limitante en la sintesis del glutatién. En segundo
lugar, la glicina se afade al terminal C de la gamma-glutamilcisteina
mediante la enzima glutation sintetasa.

La glutamato cisteina ligasa (GCL) compuesta por una subunidad
catalizadora (GCLC) y otra moduladora (GCLM). La GCLC lleva a
cabo toda la actividad enzimatica, mientras que la GCLM aumenta la
eficiencia catalitica de la GCLC. Los ratones que carecen de GCLC
(es decir, de la sintesis de novo de glutation) mueren antes de nacer.

Los ratones que carecen de GCLM no muestran ningun fenotipo
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exterior, sino una marcada disminucion de GSH y una mayor
sensibilidad a los toxicos.

Entre las funciones del glutation reducido (GSH), ademas de la
proteccion celular frente al estrés oxidativo (Sies, 1986), se
encuentra el mantenimiento del estatus tidlico de la membrana
celular (Kosower and Kosower, 1983). Esta funcién resulta
especialmente importante en las mitocondrias, ya que al carecer de
catalasa dependen exclusivamente del GSH y de la glutation
peroxidasa para la detoxificacion de perédxidos (Reed, 1990). EI GSH
mitocondrial procede del citosol, al no poseer las mitocondrias las
enzimas necesarias para su sintesis (Griffith and Meister, 1985).

Este tripéptido constituye en si mismo un reservorio de cisteina para
la célula (Tateishi ef al, 1974) y tiene la propiedad de mantener el
estado redox, tioles/disulfidos, de la célula (Vifa et al, 1983).
Ademas, también participa en la detoxificacion de xenobidticos
(Orrenius and Moldeus, 1984), en la sintesis de DNA (Holmgren,
1979), en los procesos de captacion de aminoacidos en algunos
tejidos (Vina et al, 1989), en la regulacién de la sintesis vy
degradacién de proteinas (Van Caneghem, 1972; Ochoa, 1983), en
la modulacion de actividades enzimaticas (Ernst ef al,, 1978; Ziegler,
1985; Pajares ef al., 1992), en la homeostasis del calcio (Bellomo ef
al., 1982), controla el ensamblaje del citoesqueleto (Burchill ef al.
1978) y en la regulaciéon de la proliferacion celular (Terradez ef al.,
1993).

2.4.1. Papel del glutation como nexo de unién entre el estrés
oxidativo y la proliferacién celular.
Desde hace unos afos se plantea un papel mas amplio del estrés

oxidativo en las funciones vitales de la vida de la célula, por ejemplo,
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en la proliferacion celular asi como en la determinacién de la
apoptosis (Halliwell, 2007). En la actualidad se ha dado mas cabida a
la idea de que las especies reactivas del oxigeno no sélo causan el
consabido dafo celular si no que cumplen un papel importante
mediando la senalizacién de las vias de promocion del crecimiento
celular.

Algunos trabajos demuestran que a través de un estimulo oxidativo,
por ejemplo, con Oy° o H.O,, es posible activar las vias de
sefnalizacién que desencadenan la proliferacion celular (Oberly ef al.,
1981). Las células son capaces de exhibir una amplia respuesta al
estrés oxidativo, esta respuesta dependera en ultima instancia de la
intensidad de dicho estrés. Por ejemplo, niveles bajos H>O- inducen
una respuesta mitogénica y estimulan la proliferacion celular (Davies,
1999). Por otra parte, el incremento gradual de la concentracion de
oxidantes causa una detencion del ciclo celular, efecto que se vuelve
permanente si se mantiene el incremento progresivo de los
oxidantes. Cuando se utilizan altas concentraciones de H;O,, la
célula entra en apoptosis e incluso, las concentraciones
excesivamente altas, pueden inducir la muerte por necrosis.

Se ha demostrado que existe una relacion causal entre los cambios
redox y el control del crecimiento celular (Pani ef a/., 2000). En las
células proliferativas los niveles bajos de ROS en el medio, no sélo
estimulan la proliferacion ademas son necesarios para que se
produzca la correcta sefalizacidon mitogénica. Mas aun, los eventos
tempranos de oxidaciéon en la fase G1 podrian constituir un evento
regulador critico en la entrada a la fase S, por parte de la célula
proliferativa (Menon ef al., 2003).

Desde hace unos afios se ha desarrollado un modelo de ciclo redox

dentro del ciclo celular, el cual explica la intervencion de los ROS en
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la sefalizacion del ciclo celular (Figura 11; Menon and Goswami,
2007). De acuerdo con este modelo, los cambios transitorios en los
niveles de ROS podrian modificar el estado redox las proteinas
reguladoras del ciclo celular, en sus residuos criticos de cisteina y asi
determinar el progreso o detencion de la proliferacion. Por su parte
los mecanismos antioxidantes se encargarian de eliminar los ROS y

revertir dicho proceso.
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Figura 11. Modelo de ciclo redox dentro del ciclo celular, intervencién de los ROS en
la sefializacion del ciclo celular (Menon and Goswami, 2007).

Dentro del mencionado modelo, las células cancerigenas producirian
mayor cantidad de radicales libres, de esta manera se induciria una
respuesta de la defensa antioxidante de dichas células, lo que
llevaria a un estado pro-oxidante en las mismas. Sin embargo, el
estrés oxidativo generado en estas células, con alta capacidad
proliferativa, no excederia el nivel en el cual el dano oxidativo se

convierte en severo, causando asi perjuicio a la célula. Dado que el
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estrés oxidativo se perfila como un modulador del crecimiento celular,
se plantea desde hace unos afos la posibilidad de involucrarlo en
futuras terapias de tratamiento del cancer (Halliwell, 2007).

El glutatiéon celular (GSH) es considerado como esencial para la
supervivencia tanto de las células de mamiferos (Viha, 1990) como
de levaduras (Vina ef al., 1978). Muestra una extensa localizacién
dentro de la célula y una considerablemente alta concentracion tanto
en células como en tejidos (Tateishi ef al,, 1974).

Desde hace varios afos se ha suscitado un creciente interés en la
implicancia de los ROS y el glutatién en las vias de sefalizaciéon
celular, asi como en la importancia del estatus oxidativo y el
ambiente redox celular en los procesos fisiolégicos. De hecho se ha
llegado a plantear una posible vinculacion entre el estrés oxidativo y
la proliferacién celular, donde los ROS cumplirian una funcién de
sefnalizacion y regulacion (Cotgrave and Verdes, 1998). Es por ello
que algunos autores han propuesto redefinir al estrés oxidativo en
términos de la disrupcidn del control y de la sefnalizacién redox
(Jones, 2006).

Numerosos estudios han asociado cambios en los tioles de bajo peso
molecular con la regulacion del crecimiento celular (Harris and Patt,
1969; Post ef al., 1983; Wolf ef al., 1987). En esta linea de trabajo, se
ha demostrado que la disminucién de la biosintesis de GSH /n vivo
inhibe la tasa de crecimiento en células tumorales (Kosower and
Kosower, 1978). Incluso, se ha llegado a sugerir que el GSH podria
alcanzar niveles criticos antes de la iniciacion de la proliferacion y
que la variacién en los niveles del estatus redox de las proteinas
sulfidrilos, podria estar directamente relacionada con la regulacion

del crecimiento celular (Atzori ef al., 1990).
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A través de las determinaciones del estatus redox celular por medio
de la proporcion de glutation (GSH)/glutation disulfuro (GSSG), se ha
demostrado que cada fase del ciclo celular puede caracterizarse por
un estado redox determinado (Jones, 2006). Por ejemplo, las células
en proliferacion se encuentran en un estado mas reducido (Scanner
and Buettner, 2001), cuando detiene el crecimiento en favor de la
diferenciacion (Nkabyo et al., 2002) o a causa de la inhibicion por
contacto (Schafer and Buettner, 2001), la célula se encuentra mas
oxidada. Mientras que en los procesos de apoptosis las células

presentan un estado mas oxidado (Sun and Oberley, 1996).
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Figura 12. Cambios en el estado redox celular asociados con el estado de
crecimiento (Nkabyo et al., 2002).

A medida que la células atraviesa diferentes estados, que van desde
la proliferacion, la inhibicion por contacto, la diferenciacion vy
finalmente la apoptosis, se produce una transicion desde un estado
redox celular mas reducido a un estado mas oxidado (Figura 12).
Dada la universalidad de dicho modelo, el cual ha sido aplicado en

diferentes tipos celulares de diferentes organismos, se ha planteado
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una hipétesis que sostiene la implicacion y funcién de los tioles y
disulfuros como nano-interruptores celulares (nano-switches)
(Schafer and Buettner, 2001). Es decir que la proporcion de
GSSG/2GSH cumpliria una funcion de operador, encargado de
movilizar la célula desde un estado proliferativo, a través de la
diferenciacién y hacia la muerte celular programada, en caso de no
poder mantenerse el estatus redox celular, o incluso hacia la necrosis
si se produjera un dafio severo.

Por otra parte, en las dos ultimas décadas se ha incrementado la
evidencia que sugiere que numerosos factores de transcripcion
sufren modificaciones oxidativas que son necesarias para su
activacion. Por ejemplo AP1, NFkB, p53 y SP1 dependerian del
estatus redox de las cisteinas de sus tioles estructurales (Sun and
Oberly, 1996). La glutationilacién es una modificacion que se produce
en las proteinas y que consiste en la unidén covalente del tripéptido
GSH al grupo SH del residuo de cisterna. En este marco conceptual,
adquiere especial relevancia la idea de que la glutationilacion de
proteinas cumpliria un importante papel como mecanismos de
regulacion de la proliferacion celular (Pineda-Molina et al, 2001,
Giustarini ef al, 2004; Reynaert et al, 2006; Dalle-Donne ef al.,
2007).

2.5. Papel del estrés oxidativo en la apoptosis.

Un gran numero de las especies oxidantes, especialmente aquéllas
producidas en la mitocondria, participan activamente en los procesos
de muerte celular. Las especies oxidantes son susceptibles de
modificar ciertas biomoléculas afectando y/o regulando su actividad
biolégica, pero también pueden intervenir en los procesos de

transduccién de senal que regulan la respuesta apoptética, asi como
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en las fases efectoras o de induccion de la muerte celular (Fleury et
al., 2002).

La generacion de altos niveles de especies oxidantes es considerada
como un acontecimiento apoptético conservado evolutivamente
(Zamzami ef al., 1995). Incluso en modelos donde la muerte celular
no es inducida a través de especies oxidantes, se observa un
aumento en el dafo oxidativo tanto en proteinas como en lipidos
(Buttke and Sandstrom, 1994).

A nivel celular tiene especial importancia la produccién mitocondrial
de especies oxidantes. En este sentido, parece generalizada la
opinion de que cuando éstas se producen en gran cantidad la célula
es dirigida hacia una muerte de tipo necrotica, tanto por la inhibicidon
de la sintesis de ATP como por la inhibicién de la actividad de las
caspasas. Mientras que, cuando la cantidad de especies oxidantes
producidas por la mitocondria no es tan elevada, el tipo de muerte
celular suele ser de tipo apoptotica.

De un modo general, puede establecerse un modelo de apoptosis
inducida por agentes oxidantes en el que, al actuar éstos sobre la
mitocondria, se afectan los componentes de la cadena de transporte
electrénico, se promueve asi una disminucion en el potencial de
membrana mitocondrial y una pérdida de control de la permeabilidad
de esta organela, que llevara a la muerte celular (Fleury ef al., 2002).
Por otra parte, la produccion mitocondrial de especies oxidantes, es
un elemento clave en los procesos de muerte celular. Cuando las
especies oxidantes producen una disfuncion mitocondrial, al inhibir la
respiracion celular, ocasionan una disminucion de la sintesis de ATP
y un aumento en la produccion de especies oxidantes en la cadena
de transporte electronico. De esta forma, el metabolismo mitocondrial

entra en un circulo vicioso que finaliza con es la pérdida del control
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sobre la permeabilidad mitocondrial y la destruccion dicha organela y
finalmente de la célula (Hentze ef al., 2003). Como se ha comentado
anteriormente, dependiendo de la severidad de la disfuncién
mitocondrial, el tipo de muerte celular se producira segun un patrén
de tipo apoptoético o de tipo necrotico.

Ademas, las sustancias oxidantes estimulan la sintesis y actividad
del sistema Fas/FasL (Dumont ef a/, 1999; Mifana ef al., 2002) y
modulan la actividad de factores de transcripcion, que una vez
activados pueden inducir la expresion de genes pro-apoptoticos o
inhibir la expresion de genes relacionados con proteinas inhibidoras
de la respuesta apoptotica (Pinkus ef a/,, 1996).

Uno de los procesos bioldgicos intimamente relacionados con el
estrés oxidativo durante la apoptosis es la deplecidon de las defensas
antioxidantes, especialmente del glutation. Segun el modelo
experimental de induccién de apoptosis y el tipo celular, la deplecion
del glutation es considerada como un fendmeno primario o
secundario en relacién con el aumento de produccién de especies
oxidantes (Buttke and Sandstrom, 1994).

Por otro lado, la compartimentacién de GSH constituye un fenémeno
de relevancia, por ejemplo cumple un rol de vital importancia en la
detoxificacion celular. Los tumores con mayor nivel de glutation son
los mas resistentes a la quimioterapia. Siendo especialmente
importantes en estos casos, la compartimentaciéon del GSH en el
nudcleo y la mitocondria (Voehringer ef al, 1998; Benlloch ef al,
2005).

El GSH es sintetizado principalmente en el citosol (Griffith and
Meister, 1985; McKernan et al., 1991) y luego se transporta al nucleo,
la mitocondria o el reticulo endoplasmatico, donde realiza

principalmente funciones antioxidantes. La concentracion de GSH
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citosolico dependera, no solo de la tasa de sintesis y degradacion,
también del flujo a través de la membrana plasmatica (Hinchman and
Ballatori, 1990; Linsdell and Narran, 1998; Laberge et al., 2007).

La depleciéon del pool mitocondrial de GSH resulta un acontecimiento
clave en la respuesta apoptética, ya que implica a la fisiologia
mitocondrial y compromete la obtencion de energia por parte de la
célula, lo que desencadena el destino fatal de toda la economia
celular. Considerandose que la deplecién del pool mitocondrial de
GSH es un acontecimiento efector pero no desencadenante de la
apoptosis (Fleury et al, 2002). Dado que la mitocondria es la
principal fuente de ROS celular, es prioritario el mantenimiento de
niveles altos de GSH dentro de la mitocondria.

Durante la respuesta apoptética se observa una deplecion en los
niveles de GSH, deplecion que parece ser debida a una
redistribucion del mismo, siendo el pool de GSH nuclear el mas

resistente (Kagan ef a/., 2002).

3. Relacién entre el nucleo y la mitocondria

La comunicacion entra la mitocondria y el nucleo es importante a
diferentes niveles. Por un lado, esta comunicacion es necesaria para
el correcto funcionamiento de la mitocondria. Ciertos mecanismos
celulares involucran un grupo de factores de transcripcion o co-
activadores, que regulan la expresion de genes nucleares vy
mitocondriales en respuesta a estimulos externos tales como
consumo calérico o ejercicio, 0 cambios en los niveles de ciertas
hormonas. En estos mecanismos se produce un cambio en el

programa de activacion de genes que se traducira en la activacién de
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la mitocondria a fin de lograr la sintesis y reclutamiento de proteinas
mitocondriales y no-mitocondriales, de esta forma la célula sera
capaz de adaptarse a las variaciones del medio.

A pesar de que la mitocondria cuenta con su propio genoma, la
mayoria de las enzimas y proteinas que residen en la membrana
mitocondrial son productos de genes nucleares (Cummins, 1998). En
las células eucarioticas la estrecha colaboracion entre el producto
derivado del genoma nuclear y mitocondrial permite el ensamblaje y
funcionalidad de los diferentes componentes mitocondriales (Poyton
and McEwen, 1996).

Dado que la mitocondria ocupa un papel central en la sefalizacion de
la apoptosis, parte de su funcidn consiste en integrar sefiales
provenientes de otras organelas. Este cruce de informacién es
fundamental en la determinacion del destino celular (Kroemer ef al.,
2007).

Otro grupo de mecanismos involucra la respuesta celular a los
cambios propios del funcionamiento mitocondrial. Por ejemplo,
cambios debidos a la caida del potencial electroquimico
(desacoplamiento) que podrian causar una disfuncién mitocondrial,
desencadenan una serie de procesos que le permiten a la
mitocondria responder ante estas situaciones de estrés mitocondrial.
La mitocondria es una organela rodeada por una doble membrana,
de las cuales la membrana interna es impermeable, con un flujo
constante de proteinas y metabolitos a través de canales y
transportadores especificos. El sistema de transporte mitocondrial es
altamente regulado, de esta manera cualquier perturbacién producida
en la mitocondria puede desencadenar una amplificacion de la
sefalizacion al nucleo. Estas sefalizaciones podrian mediar cambios

de metabolitos o flujo de iones o cambios estructurales de la propia
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organela (por ejemplo los cambios de homeostasis en la fusion y
fision) (Ryan et al., 2007).

Deficiencias en la respiraciéon mitocondrial, debidas al envejecimiento
o situacion de estrés, inducen a la mitocondria a producir energia
para afrontar las necesidades celulares. Este requerimiento
energético es dirigido a reparar y eliminar el dano celular. Algunas
sefales, como el H>O,, son trasmitidas al nudcleo con el objeto de
detener la proliferacion celular e inducir la proliferacion mitocondrial y
amplificacién del DNA mitocondrial, para obtener asi mayor cantidad
de mitocondrias funcionales (Suzuki ef a/, 1998). Una vez el dafno
haya sido debidamente reparado o eliminado, la células podria
reiniciar las fases del ciclo celular y continuar asi con el crecimiento
normal. Sin embargo, cuando el dafio es persistente 0 no es posible
repararlo, la mitocondria podria interpretar e integrar las sefiales de
estrés extracelulares o extramitocondriales e iniciar la cascada de
sefalizacién que llevaria irremediablemente al proceso de muerte
celular. En este marco, los ROS juegan un importante papel en la
sefnalizacién entre la mitocondria y el nucleo (Lee and Wei, 2005).
Los cambios en la funciéon mitocondrial inducidos por alteraciones del
estado redox o de la homeostasis del calcio, pueden incrementar la
comunicacion entre la mitocondria y el nucleo. La intensidad y el
tiempo de exposicion a situaciones de estrés oxidativo producen
distintos tipos de respuesta celular. Un estrés oxidativo moderado
podria incrementar la abundancia de las mitocondrias asi como el
contenido de DNA mitocondrial. Sin embargo, la exposicion
prolongada en condiciones de estrés oxidativo podria provocar un
dafo severo o incluso agravar los dafos provocados por el estrés
asociado al envejecimiento o a enfermedades o incluso podria

perturbar la respuesta celular a dicho dano (Lee and Wei, 2005).
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Es probable que la morfologia mitocondrial sea un elemento clave en
la comunicacion entre el nucleo y la mitocondria (Ryan ef a/., 2007).
Cada célula de mamifero contiene varios cientos o incluso miles de
mitocondrias. El tamafo, la forma y abundancia de estas organelas
varia dramaticamente segun los diferentes tipos celulares e incluso
puede variar en funcion de los cambios en las demandas energéticas
0 segun las condiciones fisiologicas o ambientales. La cantidad de
mitocondrias en las células depende de la biogénesis y division de
las organelas. Asi mismo esta abundancia es rigurosamente
controlada por la accion conjunta del nucleo y la mitocondria (Lee
and Wei, 2005).

3.1 Dinamica mitocondrial.

La mitocondria es una organela esencial para las células eucariotas,
en los diferentes tipos de tejidos presenta diferencias substanciales
en cuanto al numero, estructura y funcion, lo que es un reflejo de la
variabilidad de la demanda energética dentro de un organismo
(Garesse and Vallejo, 2001). Estas organelas se organizan formando
redes mitocondriales y se encuentran en movimiento constante que
les permite interacctuar con otras mitocondrias (Berreiter-Hahn,
1990; Krendel ef a/, 1998) o inclusive con otros organulos, como el
nucleo o el reticulo endoplasmatico (Hirsuto ef a/, 1998).

Numerosos estudios demuestran que la morfologia y disposicion
dentro de la célula son aspectos determinantes en la funcionalidad
de las mitocondrias. Por ejemplo, la morfologia mitocondrial es
regulada por procesos dinamicos de fusion y fision (Chan 2006). El
balance entre estos procesos ademas de determinar la forma y la
cantidad de organelas, permite el intercambio de lipidos de

membrana y el contenido intramitocondrial. Estos procesos
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constituyen eventos fisiologicos cruciales para el mantenimiento de
una poblacion de mitocondrias sanas por lo que pueden tiener
consecuencias en el desarrollo, en diferentes tipos de enfermedades
y en los procesos de muerte celular.

Multiples proteinas estan involucradas en la remodelaciéon de las
membranas mitocondriales (McBride ef al, 2006). La fusion
mitocondrial es un proceso mediado a través de la accion de al
menos tres GTPasas. Las mitofusinas 1 y 2 constituyen parte de la
membrana mitocondrial externa y cuentan con dominios expuestos al
citosol. Estas proteinas pueden unirse formando homodimeros o
heterodimeros, los cuales se pueden formar entre organelas
adyacentes. De hecho, se ha sugerido que el extremo carboxilo de
estas proteinas seria responsable del amarre de dos organelas lo
que provocaria la fusion de las mismas (Ishihara ef a/, 2004; Griffin
and Chan, 2006) (Figura 13).

Fusion

Drp1

ap--®

Figura 13. Proteinas involucradas en los procesos de fusion (esquema superior) y

fision (esquema inferior) mitocondrial (Chen and Chan, 2005).
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Otra proteina de fusion con actividad GTPasa es OPA1. Esta
proteina reside en el espacio intermembrana, donde se asocia a la
membrana interna. Se conocen al menos 8 isoformas de OPA1,
algunas de las cuales presentan diferente localizacién. La funcién de
OPA1, dentro de los procesos de fusion mitocondrial, ha sido
genéticamente vinculada a la mitofusina 1 (Cipolat et al., 2004).

En relacién a la fision mitocondrial al menos son necesarias dos
proteinas en las células de mamiferos, estas son FIS1 y DRP1
(Figura 13). La proteina DRP1 se ubica en la membrana mitocondrial
donde oligomeriza, formando una estructura circular alrededor del
sitio de fusion. Lugar por donde la organela finalmente se constrifie.
Existe un pool citosélico de DRP1, pero una pequena fraccion se
ubica en lugares puntuales de la membrana mitocondrial. Por su
parte, FIS1 es una proteina transmembrana que se encuentra
anclada a la membrana mitocondrial externa por una regién C-
terminal (Chen and Chan, 2005).

Numerosos estudios sefialan que los movimientos de las
mitocondrias a lo largo del citosol podrian estar relacionados con el
trasporte de proteinas entre diferentes subcompartimentos celulares.
Proteinas como las de la familia bcl-2 podrian ser trasportadas de un
compartimiento subcelular a otro a través de estas vias de
comunicacion (Zimmermann et al., 2007). Teniendo en cuenta que
algunos trabajos demuestran que bcl-2 cumple una funcién
importante en el transporte de GSH a través de la membrana
mitocondrial y que esta proteina se encuentra tanto en la membrana
nuclear como mitocondrial e incluso en el reticulo endoplasmatico, es
posible que cumpla la misma funcién en el nucleo. Mas aun, es
factible que el movimiento de las mitocondrias en el proceso de

apoptosis se relacione con los fendmenos antes mencionados.
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La disfuncidon mitocondrial es crucial en diferentes tipos de
enfermedades como las enfermedades neurodegenerativas, la
obesidad, etc. (Zorzano ef al, 2004). En el marco del presente
trabajo seria de relevancia verificar mecanismos de comunicacion
entre la mitocondria y el nucleo asi como la relacién entre ambas

organelas durante la apoptosis.
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OBJETIVOS

Son los objetivos del presente trabajo los siguientes:

El propdsito del presente trabajo sera dilucidar los mecanismos
relacionados con fendmenos nucleares y mitocondriales y el papel
del GSH celular en dichos procesos asi como la relacion con
parametros de estrés oxidativo, en el marco de la resistencia a la
apoptosis inducida por el tratamiento con cisplatino (cis-
diaminodicloroplatino).

Los objetivos especificos son los siguientes:

1. Estudiar el papel del estrés oxidativo y el glutation en la
secuencia de eventos en el mecanismo de la resistencia a la
apoptosis inducida por el cisplatino:

- Estudiar diferentes parametros mitocondriales vy
nucleares, asi como parametros de estrés oxidativo en
el modelo propuesto.

- Analizar variaciones del nivel y la compartimentacién
del GSH celular en el marco de la resistencia a la
apoptosis inducida por el cisplatino.

- Establecer una secuencia de eventos a partir de los

parametros estudiados en el modelo utilizado.

2. Develar la relacibn subyacente entre los mecanismos
nucleares y mitocondriales en funcion la compartimentacion
del GSH en el marco de la resistencia a la apoptosis inducida

por el tratamiento con cisplatino.
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3.

Estudiar la implicancia de la proteina bcl-2 en la
compartimentaciéon del GSH y su relacién con los fendmenos
mitocondriales y nucleares durante la resistencia a la

apoptosis.

Para llevar a cabo el presente estudio se utiliz6 como modelo

experimental la cepa celular de cancer de mama MCF7+/- (wid type)

y su analogo MCF7+/+, capaz de sobre-expresar la proteina bcl-2.

Como modelo de induccion de apoptosis se utilizé el citostatico

cisplatino en dos concentraciones ([10uM] y [50[uM]).
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MATERIAL Y METODOS

1. Aparatos e instrumental

2)
3)

= Cultivo celulares:
Cabinas de flujo laminar (Telstar- AV30/70 y Culair- BC100);
Incubadores de CO, (Napco, Model 5415 IR CO2 SYSTEM);
Instalacion de criogenia:
- Tanques de N2 liquido;
- Congeladores —150°C;
Congeladores:
- Congelador -80°C (Thermo  Heraus- Electron
Corporation);
- Congelador —20°C (Liebherr Premium);
Equipo de esterilizacion:
- Autoclave Selecta;
- Estufa de secado (Heraus Instruments- D6450 Hanau);
Centrifugas;
- Centrifuga termorregulable para tubos de 15 y 50 mL
(Termo- Heraus Mutlifuge 35RT Centrifugen);
- Centrifuga termoregulable para eppendorf (Hettinch
Zentrifugen- Rotina 35R);
pH-metro (Crison- pH Meter GLP21);
Bomba de vacio;
Pipetas y micropipetas:

- Pipetas automaticas;
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Pipetas estériles descartables (TPP): 25mL, 10mL, 5mL
y 2mL;
Micropipetas automaticas: 1000ul, 20-200ul, 2-20ul vy
0,5-2ul;

10) Material plastico estéril:

Frascos de cultivo (TPP): 150cm?, 75cm? y 25cm?;
Placas petri (TPP): 100mm, 30mm,;

Chamber slides, placas disefiadas especialmente para
microscopia confocal (Nalgene Nunk Internacional);

Cubetas de congelaciéon (Nalgene);

11) Material de cultivo:

Cells Scrapers estériles 25cm (Corning);
Criotubos estériles 1,8mL (Nunc);

Filtros de Nylon estériles 0,22 um (Nalgene);

12) Medios de cultivo y aditivos:

Modificacion de Iscove del medio DMEM (IMDM +
GlutaMAX, Gibco-Invitrogen);

Tripsina- EDTA (Gibco-Invitrogen);

Suero Bovino Fetal (SBF, Gibco - Invitrogen);

Solucidn salina equilibrada tampoén fosfato (PBS, Gibco-
Invitrogen);

Solucién salina equilibrada de Hanks (HBSS, Gibco-
Invitrogen);

Solucién tamponadora HEPES pH= 7.2 a 7.8 (Gibco-
Invitrogen;

Combinacion de antibiéticos, estreptomicina/ penicilina
(Sigma-Aldrich);

Dimetil sulfoxido (DMSO, SIGMA).

13) Instrumentos 6pticos:
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- Microscopio binocular (Nikon SE);
- Microscopio binocular invertido (Nikon Elipse TS100);
- Banos termostatizados:
- Bafio humedo con agitador (Selecta Heater- Unitronic
320 OR);
- Bafo seco (Grant- QBA2);
- Vortex (Vortex Mixer Stuart SA8);
- Agitador magnético (Sturat- hotplate stirrer SB162-3);
- Equipo de purificacion de agua (Millipore Milli-Q Integral-15);
- Balanzas de precision (SALTER, HA-120M y SARTORIUS, PT
1200);
- Espectrofotémetros:
- Molecular Devices- SpectraMax GeminiXS, software
SoftMax Pro 4.3LS;
- Espectrofotdmetro GeneQuantPro (Amersham
Bioscience).
= Citometro de flujo. Citdbmetro Epics Elite, Counter Electronics,
Miami, USA. Equipado con laser de argon. El analisis de las
muestras se realizd6 con el software E 11/94 version 4.0
EPICS, provisto en el citbmetro.
= Servicio de Microscopia confocal. Microscopio confocal Leica
TCS-SP2, unidad equipada con laser de argdn y laser de
helio-nedn y microscopio invertido Leica DM1RB.
= Western Blotting
- Membrana de nitrocelulosa con tamafio de poro de 0,2um
(Schelider &Schuel, USA);
- Sistema Mini-protean Il (BioRad, USA);
- Equipo de revelado: Camara CCD.
= RT-PCR
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- ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied

Biosystem).

2. Productos y Reactivos

Cisplatino: Es el compuesto inorganico cis-diaminodicloroplatino
(cisplatino, Sigma) en el que el platino se encuentra en estado de
oxidacion +2. Este es un compuesto integrado por un atomo central
de platino unido a dos iones cloruro, de facil liberacion y a dos iones
amonio, por uniones covalentes. La estructura en posicion cis le
confiere actividad antineoplasica. Entra en la célula por difusiéon. En
presencia de agua, los dos cloruros se desplazan formando un
compuesto hidratado con carga positiva, que se une a puntos
nucleofilicos de proteinas y acidos nucleicos estableciendo entonces
uniones covalentes intra e intercadenas. Como consecuencia de este
proceso se altera la estructura y la sintesis del DNA. Actua
preferentemente sobre las bases del DNA, en particular con el
nitrogeno en posicién 7 de la guanina debido a su gran nucledfilia.
Ademas, se comporta como un agente bifuncional produciendo
enlaces cruzados entre las dos hebras del DNA. La tiourea y otros
tioles presentan avidez por el platino y lo desplazan de su unién al
DNA, por lo que se comportan como agentes de rescate. La fase
mas afectada es la G1 y en menor proporcion el resto del ciclo. El
cisplatino es una agente mutagénico y carcinognénico. A una
concentracion de [12,5uM] se une a los grupos sulfidrilos libres de la
tubulina produciendo una despolimerizacion parcial de los
microtubulos. De esta forma modifica la tubulina, lo que cambia el

ensamblaje de los microtubulos asi como el patrén del citoesqueleto
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de las células tumorales. A una concentracion de [5mM] forma un
complejo con los lipidos de fosfatidilserina de la membrana

induciendo citotoxicidad (Sigma product information).

Fluorocromos: Las moléculas fluorescentes absorben la luz de una
determinada longitud de onda y emiten luz de otra longitud de onda
mas larga. Las sustancias que tienen la propiedad de emitir un fotén
de una longitud de onda determinada cuando captan (son excitados)
por un fotén incidente de una longitud de onda caracteristica se
conocen como fluorocromos. Si un componente de este tipo es
iluminado a su longitud de onda absorbente y visualizado a través de
un filtro que sélo permita pasar la luz de longitud de onda igual a la
de la luz emitida, el componente aparece brillante sobre un fondo
oscuro. La intensidad y el color de la luz es una propiedad
caracteristica del fluorocromo utilizado. Los colorantes fluorescentes
usados para la tincion celular son detectados con ayuda del
microscopio de fluorescencia. En estos microscopios la luz incidente
procedente de una fuente atraviesa un filtro que selecciona la
longitud de onda capaz de excitar al fluorocromo antes de incidir
sobre la muestra. La luz emitida por la muestra (reflejada y
fluorescente) atraviesa un segundo filtro que selecciona la longitud
de onda de emision del fluorocromo. La utilizacion de diferentes
combinaciones de fluorocromos hace posible analizar las diferentes
estructuras subcelulares o incluso diferentes fases del ciclo de vida
celular (Mullins 1994; Mullins 1999).

- Hoechst:  (Molecular Probes) Fluorocromo facilmente
asimilado por las células dada su capacidad de atravesar las

membranas (Telford ef a/.,1992). Es capaz de entrar tanto en
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las células vivas como en las muertas y se queda en el nucleo
tinendo el DNA. Tiene elevada especificad ya que se une a
las bases adenina-timina. Su excitacién se produce en el
ultravioleta-azul. La sefal fluorescente es proporcional a la
union del fluorocromo al acido nucleico. Lo que permite ver el
nivel de condensacion de la cromatina que es un indicador de
la fase del ciclo celular asi como de la apoptosis (Molecular

Probes product information).

Hoechst
y excitacién (nm) y emisién (nm)
340 510

Tabla 3: Caracteristicas de excitacion y emisiéon del Hoechst.

Yoduro de propidio: (Sigma) El yoduro de propidio (IP) solo
tine las células muertas o en una apoptosis muy tardia, por su
incapacidad de atravesar la membrana plasmatica (Telford et
al,1992). Las fases tardias de apoptosis estan acompanadas
por un incremento en la permeabilidad de la membrana o la
pérdida de integridad de la misma, que permite al IP entrar en
las células. Es por ello que la combinaciéon de este compuesto
con el Hoechst ha sido extensamente usada para el analisis
de las fases de la apoptosis tanto por microscopia de
fluorescencia como por citometria de flujo (Sigma product
information; Belloc ef a/, 1994; Gong et al., 1994).
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IP
y excitacion (nm) y emisién (nm)
493 630

Tabla 4: Caracteristicas de excitacion y emision del loduro de Propidio (IP).

- Anexina-V: (Molecular Probes) Es una proteina que se une
especificamente al fosfolipido de membrana fosfatidilserina, el
cual se encuentra en la cara interna de la membrana
plasmatica y es expuesto en la cara externa de dicha
membrana cuando comienza el proceso de apoptosis. De
esta forma la anexina se une a la fosfatidilserina expuesta en
la superficie de las membranas de las células apoptdticas. La
conjugacion de esta proteina con diferentes fluoréforos, como
son Alexa fluo- 488 (verde) o R-ficoeritrina (rojo), permite la
deteccidn de las células apoptoticas por citometria de flujo o
microscopia confocal. Para la unién de la proteina con el
fosfolipido es requerida la presencia de calcio, por lo que se
utiliza un binding buffer donde se mantiene la suspension
celular para la tincién (Molecular Probes product information;
Andree et al., 1990; Koopman ef al,, 1994).

Fluorocromo y excitacion (nm) y emisién (nm)
Anexina V AlexaFluor488 493 630
Anexina V R-phycoerythrin 495 519

Tabla 5: Caracteristicas de excitacion y emisién de la anexina V.

- Mitotracker: (Molecular Probes) Esta sonda fluorescente

especifica para las mitocondrias. Difunde facilmente a través

de la membrana plasmatica, se concentra en el interior de la
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mitocondria, donde es retenido durante la fijacion, a diferencia
de lo que ocurre con otros marcadores mitocondriales

(Molecular Probes product information).

Fluorocromo Y excitacion (nm) v emision (nm)
Mitotracker red 581 644
Mitotracker green 490 516

Tabla 6: Caracteristicas de excitacion y emisiéon del Mitotracker.

- CellTracker green  5-clorometilfluoresceina  diacetato:
(Molecular Probes) Este marcador, también conocido como
CMFDA, es un fluorocromo que mediante la actividad de la
glutation S-transferasa se une al GSH con una especificidad
del 95%, siendo posible que una pequefia cantidad de
fluorocromo se una a proteinas con el grupo —-SH. Si el GSH
esta en su forma oxidada GSSG, la reaccién no tiene lugar y
no se observa tincion (Molecular Probes product information;
Poot ef al., 1991; Barhoumi ef a/., 1993).

CMFDA
y excitacion (nm) y emisién (nm)
492 517

Tabla 7: Caracteristicas de excitacion y emision del CMFDA.

- Fluo-3 AM: (Molecular Probes) Este es un marcador de calcio
intracelular. Permite cuantificar la cantidad de Ca?*
intracelular a través del microscopio confocal o por citometria
de flujo. La caracteristica mas importante del Flou3 es que

presenta un amplio espectro de absorcion compatible con la
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excitacion a 488nm del laser de argén. La unién con el Ca?t
incrementa la intensidad de fluorescencia. La forma
acetoximetil éster (acetoxymethyl ester AM) del fluorocromo
es muy util ya que permite un marcaje intracelular no invasivo.
La forma permeable a la células una vez dentro de la misma
se une al calcio libre, es hidrolizado por esterazas no
especificas quedando atrapado en el citosol (Molecular

Probes product information).

Fluo-3AM
y excitacién (nm) y emisién (nm)
506 526

Tabla 8: Caracteristicas de excitacion y emisién del Fluo-3.

5,5',6,6'tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazol-

carbocyanine iodide: (Molecular Probes) Este marcador,
también conocido como JC1, es un cation lipofilico que
detecta variaciones en el potencial de membrana mitocondrial
sin afectar la viabilidad celular ni la respiracidon mitocondrial.
Este fluorocromo se acumulan selectivamente en el interior de
las mitocondrias activas, atraidas solamente por el potencial
de membrana mitocondrial. Los mondémeros de JC1
(fluorescencia verde) una vez acumulados selectivamente
dentro de la mitocondria seran agregados (fluorescencia
naranja o roja) como consecuencia del potencial de
membrana mitocondrial. Es decir que el fluorocromo puede
virar del color verde (mondomeros) al naranja (agregados)
cuanto mas polarizado se encuentre el potencial de

membrana mitocondrial (A¥) ya que el gradiente
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electroquimico de la mitocondria es responsable de Ia
formacion de los agregados de JC1. En condiciones normales
la mitocondria posee un potencial de membrana elevado.
Cuando el potencial de membrana es bajo (despolarizacion)
el fluorocromo se encuentra formando mondémeros
(fluorescencia verde) que se distribuyen mayoritariamente en
el citoplasma. La despolarizacion de la membrana
mitocondrial se evidencia como una disminucion en el
cociente de intensidad de fluorescencia naranja/ intensidad de
fluorescencia verde. Esta variacidon de la proporcion entre
fluorescencias solo depende del potencial de membrana
mitocondrial y es independiente de otros factores tales como
el tamano de la mitocondria, la forma o la densidad, factores
que afectan el marcaje de otros fluorocromos. El uso de esta
proporcion de fluorescencias permite hacer comparaciones
del potencial mitocondrial de diferentes muestras e incluso
comparar poblaciones. Ambos colores pueden ser detectados
tanto por citometria confocal como por fluorimetria o por
citometria de flujo (Molecular Probes product information;

Cossarizza, Szilagyi et al., 2006).

JC1
vy excitacion (hm)  y emision (nm)
Monomeros 485 530
Agregados 535 490

Tabla 9: Caracteristicas de excitacion y emision del JC1.

- Dihidrorodamina 123: La dihidrorodamina es un fluorocromo

utilizado para medir H>O, intracelular. Esta molécula difunde
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de forma pasiva a través de las membranas, una vez dentro
de la célula esta molécula es directamente oxidada a
rodamina-123, la cual es excitable a 488nm y emite a 515nm.
Una vez oxidada a rodamina-123 se localiza en las
mitocondrias. La conversion de las moléculas no
fluorescentes a  moléculas  fluorescentes  depende
completamente de los productos de oxidacién y no requiere
catdlisis enzimatica (Molecular Probes product information;
Wardman 2007).

Dihidrorodamina 123
y excitacién (nm) y emisién (nm)
488nm 515nm

Tabla 10: Caracteristicas de excitaciéon y emision de la DhRh 123.

Anticuerpos: Los anticuerpos son moléculas de peso molecular
aproximado de 150 kDa, pertenecientes al grupo de las
inmunoglobulinas (Ig). Son capaces de reconocer otras moléculas,
los antigenos. La capacidad de reconocimiento de un anticuerpo
radica en las secuencias variables de sus cadenas proteicas,
generadas por recombinacién de una serie de genes en el proceso
de produccion de los linfocitos B durante el desarrollo embrionario.
La combinatoria de estas secuencias puede producir mas de un
billdbn de secuencias diferentes. Esta informacion es almacenada en

el pool de linfocitos B presentes en nuestro tejido linfatico.

Anticuerpos primarios: Se utilizaron los siguientes anticuerpos;
- Citocromo-c: (Rabbit polyclonal antibody; Santa Cruz

Biotechnology, Inc) Permite detectar citocromo-c procedente
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de ratdn, rata, humano y caballo. Es util tanto para western
blotting como para inmunofluorescencia. Peso molecular del
citocromo-c: 11kDa.

FIS: (anticuerpo monoclonal, mouse). Este anticuerpo permite
detectar FIS Una de las proteina responsables de los
procesos de fision mitocondrial. Se utilizé una dilucién 1:1000
y su peso molecular es de 18KDa. Fue gentilmente cedido por
Dr. Antonio Zorzano.

DRP1: (anticuerpo policlonal, rabbit) Este anticuerpo permite
detectar DRP1, una proteina que interviene en los procesos
de fisidbn mitocondrial. Se utilizé una dilucién 1:1000 y su peso
molecular es de 80KDa. Este anticuerpo fue gentiimente
concedido por el Dr. Antonio Zorzano.

Mitofisina-1: (anticuerpo policlonal, rabbit) Reconoce esta
proteina de fusuidén mitocondrial. Se utilizé una dilucién 1:500
y su peso molecular es de 89-90KDa. Este anticuerpo fue
gentilmente cedido por el DR. Antonio Zorzano.

Mitofusina-2: (anticuerpo policlonal, rabbit) Este anticuerpo
reconoce la proteina MTF2 que interviene en los procesos de
fusion mitocondrial. Se utilizé una diluciéon 1:500 y su peso
molecular es de 89-90KDa. Este anticuerpo fue gentilmente
cedido por el DR. Antonio Zorzano.

OPA: (anticuerpo policlonal, rabbit) Este anticuerpo reconoce
la proteina OPA1 relacionada que interviene en procesos de
fusion mitocondrial. Posee 8 isoformas diferentes en
humanos. Se utilizé una dilucién 1:1000 y su peso molecular
es de 80-100 KDa. Este anticuerpo fue gentilmente cedido por

el DR. Antonio Zorzano.
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- oaporina: (anticuerpo policlonal, mouse) Se utilizé como control

de carga en una dilucién 1:5000

Anticuerpos secundarios:

- Anti-Rabbit IgG FITC Conjugate (Sigma). Anticuerpo que
reconoce especificamente la secuencia anti-rabbit 1gG. Se
encuentra conjugado con FITC, lo que permite la localizacién
a 488nm de excitacion y 530nm de emision.

- Anti-Mouse IgG Conjugate to horseradish peroxidase
(Calbiochem). Anticuerpo que reconoce especificamente la

secuencia anti-mouse IgG.

Determinacion de proteinas:

Se utilizé el Protein Assay Kit, basado en una modificacién de
Peterson del método de Lowry (Total Protein Kit Micro Lowry -
Peterson’s Modification, Sigma). El reactivo de Lowry contiene
dodecilsulfato sédico, que facilita la disolucion de las proteinas
parcialmente insolubles y tartrato cuprico alcalino, que se une a las
proteinas. Por su parte el reactivo de Folin contiene fenol, que al
interaccionar con el tartrato da lugar a un compuesto de color azul

(Lowry et al., 1951; Sigma product information).

Enzimas:

- Glutation S-transferasa: La glutation S-transferasa (GST,
Sigma) representa una familia multifuncional de enzimas que
estan involucradas basicamente en los procesos de defensa
contra el estrés toéxico y oxidativo en los tejidos, incluyendo un
grupo de proteinas que participa en los eventos de

detoxificacion de una amplia variedad de compuestos de
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origen bioldgico y quimico. El glutation (y-L-glutamil-L-cisteinil-
glicina, GSH), uno de los substratos naturales de la GST,
participa como co-factor en multiples reacciones del
metabolismo animal, vegetal y en el transporte de
aminoacidos hacia el interior de la célula. La reaccion
principal catalizada por la GST, es la conjugacién al GSH de
una amplia variedad de compuestos electrofilicos exégenos o
endogenos. De esta forma, la enzima neutraliza los sitios
activos del electréfilo y genera productos mas hidrosolubles y
por tanto, mas facilmente excretables (Sigma product
information).

Ribonuclease A: La ribonucleasa A (RNAsa-A, Sigma)
consiste en una cadena poliptidica simple que contiene 4
puentes disulfuro. Esta es una endoribonucleasa que actua
sobre los grupos fosfato 3’ de los nucledétidos de pirimidina

(Sigma product information).

Otros reactivos
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IGEPAL (Sigma);

Acido perclérico (PCA, Merck/Scharlau);

Fosfato potasico (Merck);

Cloro dinitrobenceno (CDNB, Sigma);

Acido etilendiaminotetraascético (EDTA, Sigma);
N-(2-hidroexietil)pipoeracina-N'-(2-acido etanosulfonico)
(HEPES, Sigma);

Cloruro sédico (NaCl, Panreac);

Cloruro de calcio (CaCl,, Panreac);

Sosa (NaOH, Panreac);

Acido clorhidrico (HCI 38%, Baker);
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Sodio (Na, Sigma);

Potasio (K2, Sigma);

2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (TRIS, Roche);
Etanol absoluto (Baker);

Metanol (Baker);

Citrato sodico (NaH2(CsHsO(COO)s, Sigma);

Acetato sddico (NaAc, Panreac);

Triton X-100 (Sigma);

Yoduro de propidio (Sigma);

OrtoVanadato de sodio (OHNa vanadato, Sigma);
Dodecilsulfato sodico (SDS, Ci2H2sNa04S, Sigma/Aldrich);
Glicerol (C3HsOs3, Sigma);

Inhibidor de proteasas (SIGMA);

Glicina;

Poliacridamina;

Tween 20;

Reactivo quimioluminiscente LumiGLOI® (Cell Signaling
Technologies);

Amersham RPN2106 ECL Western Blotting Detection

Reagent.
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3. Disefo experimental

3.1. Tratamientos

El propésito del presente trabajo sera dilucidar los mecanismos
subyacentes en la relacion de los fendémenos nucleares vy
mitocondriales en el marco de la resistencia a la apoptosis. Para ello
se estudiara el papel del GSH en dicho proceso asi como parametros
mitocondriales, como son: el potencial de membrana mitocondrial,
liberacion de citocromo-c y dinamica mitocondrial. También se
estudiara el papel del calcio en dicho proceso. Todo esto se analizara
en el marco de la resistencia celular a la muerte por apoptosis.

Se utilizara como modelo experimental la cepa celular de cancer de
mama MCF7+/- y su analogo MCF7+/+, un modelo ampliamente
estudiado por nuestro grupo de trabajo. Como modelo de induccién

de apoptosis se utilizara el citostatico cisplatino.

3.2. Induccién de apoptosis

Para estudiar el fenébmeno de apoptosis se utilizd el citostatico
cisplatino (cis-Diammineplatinumll dichloride) en dos concentraciones
una baja de [10uM] y otra alta de [50uM]. De esta forma se

establecieron 3 grupos (Tabla 11).

Tratamientos de induccién de apoptosis

Control (Ct) Cisplatino 10uM (cis10) Cisplatino 50uM (cis50)

Tabla 11: Tratamientos utilizados.

3.2.1. Protocolo de induccién de apoptosis
Dado que el cisplatino es un citostatico, es necesario aplicarlo

cuando los cultivos celulares se encuentran en fase de sintesis, de
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manera de asegurar la eficacia del mismo. Para el presente protocolo
de induccién de apoptosis las células se dejaron crecer durante un
periodo de 48hs, en el cual llegaban a una fase de crecimiento
exponencial. En este punto se les afnadia cisplatino (dilucién
extemporanea en PBS), a una concentracion final de [10uM] y
[50uM].

3.2.2. Tiempos de incubacién de las muestras

De acuerdo con el protocolo puesto a punto previamente en nuestro
grupo las células se sembraron y se dejaron en estufa durante 48hs.
Transcurrido este lapso las células, que se encontraban en fase de
crecimiento, fueron ftratadas con el citostatico cisplatino. Las
muestras se incubaron por 24hs y luego se cambié el medio. Por
ultimo se dejaron reposar durante 24hs.

En el presente estudio se evaluaron los mecanismos y se intento
determinar la secuencia de eventos relacionados con la resistencia a
la apoptosis inducida por el tratamiento. Para ello se tomaron
muestras en diferentes tiempos de incubacion con cisplatino, de
manera de completar una serie de tiempo. De esta forma se
recogieron muestras de 16hs, 24hs, 40hs y 48hs de tratamiento.
Luego de las 24hs de tratamiento se realizé el cambié el medio de
las muestras. De esta manera se establecieron 4 grupos segun el

tiempo de incubacion de las muestras (Figura 14).
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Tratamiento con Cis
[10uM] o [50uM]

y

Siembra | 48hs cultivo | Incubacién

! ! l l

Muestra Muestra Muestra Muestra
de 16hs de 24hs/ de 40hs de 48hs

Lavado

Figura 14: Disefio experimental.

4. Modelo celular

La cepa MCF7 se adquiri6 en el banco celular ATCC-LGC
Promochem Cell Biology collection (ATCC®; Number: HTB-22). Esta
es una linea celular establecida de cancer de mama humano de tipo
adherente y con morfologia de tipo epitelial.

Para llevar a cabo los experimentos se utilizd la cepa celular de
cancer de mama MCF7 +/- (wild type) y su analogo MCF7 +/+, la cual
ha sido transfectada con el oncogen bcl-2 y tiene la capacidad de

sobre-expresar dicha proteina.

5. Cultivos celulares
5.1 Protocolo de expansidon de células: La manipulacién de las
células se llevo a cabo en condiciones estrictas de esterilidad, bajo
cabinas de flujo laminar. La expansion de los cultivos subconfluentes
se hizo en una relacién 1:5. Para el cultivo y mantenimiento de la
cepa se utilizé un medio compuesto por:

- 89% IMDM;
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- 10% SBF;
- 1% Estreptomicina/ penicilina.

- Se retird el medio de cultivo, a fin de descartar las células
muertas y luego se realizaron un par de lavados con PBS
para eliminar restos de medio.

- Se agregd un pequeno volumen de tripsina-EDTA de forma
de cubrir el fondo de la placa de cultivo que posteriormente se
colocoé en la estufa un par de minutos para aumentar la
eficacia y rapidez de la tripsina.

- Una vez despegadas las células los frascos se lavaron con un
volumen adecuado de medio de cultivo fresco y se recogieron
en un tubo.

- Luego de centrifugar a 1500rpm, durante 4-6 minutos a 24°C,
se elimind el sobrenadante resuspendiendo el pelet en 1mL
de medio fresco.

- Por ultimo se contaron las células en camaras de neubuer,
haciendo las diluciones adecuadas en los casos en que fue
necesario.

- Por ultimo la siembra se realiz6 con una densidad de 10000
células/ cm? y se cultivaron en incubadores con 95% de aire y
5% CO2, medio humificado a 37°C.

5.2 Protocolo de establecimiento de stock de células: Para la
congelacion de las células utilizd el siguiente medio:
- 90% SBF;
- 10% DMSO.
- Se eliminé el medio de cultivo y luego las placas se lavaron
un par de veces con PBS estéril y frio.

- Para levantar las células se utilizo tripsina-EDTA.
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- Una vez levantadas las células se recogieron en un tubo con
medio fresco.

- Las muestras se centrifugaron 5 minutos, a 1500 rpm a
temperatura ambiente.

- Se eliminé el sobrenadante y el pelet restante fue
resuspendido en 1 mL de medio de congelacion.

- Posteriormente se realizé el contaje y se colocaron 2.5x106
células/mL de medio de congelacién por cada criotubo.

- Una vez rotulados se congelaron en sendos recipientes
(Nalgene). Estos recipientes, rellenos con 250mL de
propanol, se colocaron a —80°C entre 12hs-24hs permitiendo
un proceso de congelacion progresivo.

- Finalmente los criotubos se almacenaron en tanques de
nitrogeno liquido (Servicio de cultivos celulares de la Facultad

de Farmacia, Universidad de Valencia).

6. Determinaciones analiticas

Para estudiar los mecanismos de resistencia al tratamiento con
cisplatino y la secuencia de eventos subyacentes se realizaron
diferentes determinaciones en los tiempos de incubacién
previamente descritos (control, 16hs, 24hs, 40hs y 48hs de
tratamiento), para ambas concentraciones de cisplatino ([10uM] y
[50pM]) y en ambas cepas (MCF7+/- y MCF7+/+).

Se realiz6 el contaje directo de las muestras y los controles, para
evaluar el efecto del tratamiento en la proliferacion celular. Se
realizaron determinaciones de apoptosis y contenido de DNA para
ciclo celular por citometria de flujo. Se determiné el nivel de

peroxidos a través de la tincion con dihidrorodamina 123. También se
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evaluod el potencial de membrana mitocondrial a través de la tincién
con JC1. Todas estas determinaciones se hicieron por citometria de
flujo.

Se detectaron células apoptoticas por microscopia confocal. También
se usaron sondas fluorescentes para estudiar la distribucion de las
mitocondrias y la compartimentacién del GSH celular y el calcio por
microscopia confocal. Se aplicaron técnicas de inmunocitoquimica
para verificar la distribucidn celular del citocromo-c, que se co-
localizé con las mitocondrias.

Se determiné el nivel de GSH celular por métodos bioquimicos (por
medio de la reaccién de la glutation S-transferasa). Se llevaron a
cabo PCR cuantitativas para evaluar la expresion de los siguientes
genes: PARP1; Catalasa, SOD-Mn; SOD-Cu/Zn; hOGG1; GCLC;
GCLM; glutation peroxidasa; RAD51 y el encogen bcl-2. A través de
la metodologia de Western Blotting se analizé la expresion de
proteinas de proliferacion, como son PCNA e ID2, también se evalué
el estado de las proteinas oxidadas y glutationiladas y la expresion

de la proteina anti-apoptotica bcl2.

7. Citometria de flujo

El citdmetro de flujo permite analizar células en suspension que
interfieren de forma individual con una fuente de luz. La interseccién
de cada célula con la luz laser provoca la emisién de una serie de
sefales luminosas que permite diferenciar poblaciones celulares
dentro de la muestra analizada, por su tamafo relativo, por la
complejidad de sus membranas o bien por su reactividad con
diversos fluorocromos. Este es un método de lectura rapido, que

permite analizar un elevado niumero de muestras y proporciona datos
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cuantitativos y la posibilidad de analisis multiparamétricos en
poblaciones celulares con un registro computarizado de los
resultados (Darzynkiewicz ef al., 1999; Rieseberg ef al.,, 2001).

En este trabajo se utilizé la metodologia de citometria de flujo para
estudiar el contenido de DNA vy las fases del ciclo celular de las
muestras tratadas, para determinar el potencial de membrana
mitocondrial, los niveles de peréxido de hidrégeno, siguiendo los
protocolos indicados mas adelante. El analisis de las muestras se
realizd en un citometro de flujo Epics Elite cell sorter (Coulter

Electronics, Miami) y el software disponible en el mismo.

7.1. Cuantificacién de DNA por citometria de flujo: Ciclo celular

Entre otros usos, el citbmetro permite separar fisicamente
poblaciones de células o particulas previamente reconocidas por la
fluorescencia de sus marcadores, su tamano o granulosidad. Asi
mismo, permite la cuantificaciéon del DNA y la determinacion de la
actividad proliferativa de la poblacion celular. La medida del
contenido de DNA se basa en la capacidad de marcadores
fluorescentes, como el ioduro de propidio (IP), para unirse
especificamente al material genético de las células (Vermes ef al.,
2000; Reich and Pisetsky, 2009). Las células tenidas con este
marcador emiten una fluorescencia proporcional al contenido de DNA
celular, de esta forma se pueden distinguir las fases del ciclo celular
(Figura 15) asi como células en apoptosis y restos de células

muertas o debree (Figura 16).
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* La fase 61 es el periodo entre el
nacimiento de una célula (tras una
mitesis) ¥ el comienzo de la replicacién
de su DNA. En este tiempo el
metabolismo produce crecimiento de la
masa celular. La mayoria de las células
del cuerpo se encuentran en 61, es
decir en reposo, pero preparadas para
dividirse.

* La fase S es cuando se duplica el
genoma de una célula (sintesis de
DNA), esta pasa de una dotacién 1N a
2N.

* La fase 62 es de preparacién para la
mitesis (duplicacién de centriolos,
condensacion de los cromosomas y
ruptura de la membrana nuclear).

* La fase M (mitosis) consiste en la
division del citosel ¥ el niclee celular.
Al conjunto de las fases G1+5+62 se
le denomina interfase {perfodo entre
mitosis).

* La fase G0 es el estado en cual las
células no se dividen. Equivale a una
fase &1 muy prolongada, células muy
diferenciadas.

El ciclo celular

Hay dos fases de GAP
(&) entre dos en las que
&l N cambia su
apariencia (S v M)

Células

El ciclo celular es
una serie ordenada
de aconfecimientos
que tienen como
objetivo producir
una REPLICACION

de eromosomas,
formacion de
hueva envoltura
nuclear,
citokinesis.

Condensacion de
cromosomas,
ruptura de la
envoltura nuclear,
segregacion de
cromososmas.

G,

Comp

promedio la Cromatidas

métusis dura hermanas

30-60 min, 51

unas 9 horas,

590 miny 62

4.5 horas. Sintesis de DNA

Figura 15: Esquema de las diferentes fases del ciclo celular GO/G1; S; G2 y M.

GolGl &7
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Figura 16: Histogramas de las diferentes fases del ciclo celular en una poblacion

control (a) y en una poblacién con una alta fraccion de apoptosis (b).

7.1.1. Preparacion de las muestras para determinacion de fases del

ciclo celular

Para la determinacién del

contenido de DNA se utilizé una

modificacion del protocolo de Esteve ef al. (1999).
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Para recolectar las muestras las placas se lavaron con PBS
frio y se trataron con ftripsina, recogiendo todo el medio. Una
vez despegadas las células se recogieron con PBS.

Las muestras se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos
a 4°C.

Luego se resuspendieron en PBS y se contaron con camara
de Neubauer.

Se realiz6 una segunda centrifugacién a 1500 rpm durante 5
minutos a 4°C.

Se elimind el sobrenadante y luego las células se fijaron en
etanol frio al 95% (1x10%células/2mL etanol) y se dejaron al
menos 24hs a -20°C.

Para retirar el etanol se centrifugaron a 1500 rpm, durante 5
minutos a temperatura ambiente.

Se hizo un lavado con PBS frio y se centrifugaron
nuevamente a 1500 rpm durante 5 minutos.

Seguidamente las células se resuspendieron en una solucion
con PBS, RNAsa a una concentracion [0,05mg/mL], IGEPAL
al 10% y IP a una concentracion final [0,05mg/mL], en una
proporcion de 1 mL por millén de células. Las células se
tineron en la solucién durante 1hr a temperatura ambiente y
en oscuridad.

Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo segun
parametros pre-establecidos. Los fluorocromos fueron
excitados a 488nm con el laser de argdén del citdmetro de

flujo. Para cada muestra se adquirieron 15000 células.
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7.2. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

La estimacion de potencial de membrana mitocondrial por citometria
de flujo se realiza desde hace 30 anos. El primer reporte data de
1979 donde se emplearon cianinas y oxonoles, fluorocromos
utilizados originalmente para mediciones volumétricas con
espectrofluorometria (Shapiro ef a/, 1979). Recientemente el
desarrollo de nuevas metodologias ha permitido determinaciones
mas precisas en términos de medias poblacionales, heterogeneidad
poblacional y deteccidn de cambios en el tiempo. La estimacién
indirecta del potencial de membrana mitocondrial se puede obtener
monitoreando la distribuciéon de sondas fluorescentes y analizandolas

por citometria de flujo (Szilagyi et al., 2006).

7.2.1. Preparacién de las muestras para determinaciéon del potencial
de membrana mitocondrial por citometria de flujo

Para la determinacion del potencial de membrana mitocondrial por
citometria de flujo se utilizo6 el marcador JC1 siguiendo las
indicaciones de la casa comercial (Molecular Probes products
information, Cossarizza) con algunas modificaciones.

- Para disolver el JC1 se coloc6 una alicuota del mismo en un
tubo y luego se agregd gota a gota medio de cultivo, mientras
se mantenia el tubo constantemente sobre el vortex a maxima
velocidad. Soélo de esta forma se pudo disolver correctamente
el fluorocromo, a wuna concentracion de [20pg/mL]
(Cossarizza).

- Para recolectar las muestras las placas se lavaron con PBS
frio y se trataron con tripsina, recogiendo el medio. Una vez

despegadas las células se recogieron con PBS.
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- Las muestras se centrifugaron 5 minutos, a 1500 rpm y a
temperatura ambiente.

- El pelet se resuspendié en PBS vy las células se contaron en
una camara Newbauer.

- Para la tincion se utiliz6 una alicuota de 100000 células en
125uL, luego se agregaron 125ulL de la solucién de JC1 en
medio, siendo la concentracion final de [10ug/mL].

- Las muestras se incubaron durante 30 minutos en oscuridad
a 37°C.

- Luego se lavaron con PBS para eliminar restos del
fluorocromo y se analizaron por citometria de flujo con los
parametros previamente establecidos. La adquisicién de las

muestras se detuvo luego de pasar 11000 eventos.

7.3. Determinacion del nivel de ROS intracelular por citometria de
flujo

El estudio de las funciones biolégicas de las especies reactivas del
oxigeno (ROS) asi como de sus efectos deletéreos requiere de
metodologias especificas y sensibles, especialmente si se intentan
dilucidar los mecanismos relacionados con estos procesos (Tarpey ef
al., 2004). Algunas caracteristicas de los ROS podrian dificultar estas
determinaciones. Por ejemplo, algunas especies son altamente
reactivas y su vida media es muy corta. Otra dificultad es la
presencia de los antioxidantes que existen in vivo y que podrian
capturarlos. Los marcadores fluorescentes son excelentes sensores
de ROS debido a su alta sensibilidad y por ser un sistema de
coleccion de datos relativamente sencillo (Gomes ef al., 2005).

La combinacion de las técnicas de fluorescencia, a través del uso de

marcadores especificos, con la citometria de flujo constituye una

92



Material y métodos

excelente aproximacién para la determinacién de niveles celulares de
ROS. En este sentido uno de los marcadores mas utilizados en la
bibliografia para el estudio de los niveles de ROS celular es la
dihidrorodamina, sobre todo aplicada al analisis por citometria de

flujo.

7.3.1. Preparacion de las muestras para determinacién del nivel de
peroxido de hidréogeno por citometria de flujo con dihidrorodamina
Para la determinacion del potencial de los niveles de perdxido de
hidrogeno por citometria de flujo se utilizd un marcaje con
dihidrorodamina-123.

- Para recolectar las muestras las placas se lavaron con PBS
frio y se trataron con tripsina, recogiendo el medio en un tubo.
Una vez despegadas las células se recogieron con PBS.

- Las muestras se centrifugaron 5 minutos, a 1500 rpm y a
temperatura ambiente.

- Se elimind todo el sobrenadante, resuspendiendo cada
muestra en PBS atemperado a una densidad de 400000
células/1mL.

- Se anadi6 el fluorocromo a una concentracion final de
[1pg/mL].

- Posteriormente se incubaron durante 30minutos a 37°C y
protegidas de la luz.

- Las muestras se analizaron por citometria de flujo con los
parametros previamente establecidos. La adquisicion de las

muestras se detuvo luego de pasar 11000 eventos.
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8. Microscopia confocal

Los colorantes fluorescentes usados para la tincion celular pueden
ser detectados con ayuda del microscopio de fluorescencia. En estos
microscopios la luz incidente procedente de una fuente atraviesa un
filtro que selecciona la longitud de onda capaz de excitar al
fluorocromo antes de incidir sobre la muestra. La luz emitida por la
muestra (reflejada y fluorescente) atraviesa un segundo filtro que
selecciona la longitud de onda de emisién del fluorocromo. La
microscopia de fluorescencia confocal posee un sistema 6ptico que
no ilumina toda la preparacion a la vez, sino que en cada momento
solo ilumina un pequeno punto a una cierta profundidad de la
muestra. Este sistema cuenta con fuentes de iluminacién de gran
intensidad, generalmente haces laser, cuya luz pasa a través de un
juego de diafragmas y de un sistema de captacion de imagen
electrénico, que permite la obtencion de imagenes de finas secciones
Opticas. La luz fluorescente emitida por el punto seleccionado es
detectada mientras que la que procede de otras regiones de la
muestra queda fuera de foco en el diafragma y no se detecta. La
imagen digital en un microscopio confocal se forma al almacenar en
una matriz numérica las intensidades luminosas medidas en cada
uno de los puntos del barrido. A partir de series de secciones 6pticas
de este tipo obtenidas a diferentes profundidades resulta posible
reconstruir una imagen tridimensional de la muestra. Este sistema
constituye una herramienta de gran utilidad para examinar las
estructuras celulares y sus funciones. Permite obtener un aumento
notable en la resolucion, especialmente en muestras con
fluorescencia, reduce el blanqueado de la fluorescencia, permite

hacer reconstrucciones tridimensionales mas precisas de mejor
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calidad y en menor tiempo que por otros métodos (Dailey ef a/., 1999;
Foéldes-Papp ef al,, 2003; Ronneberger ef al., 2008).

En el presente trabajo se utilizd la metodologia de microscopia
confocal para analizar la distribucién de las mitocondrias (marcaje
con mitotracker), asi la compartimentacion del GSH celular (tincion
con CMFDA) y la compartimentacién del calcio celular (marcaje con
Fluo-3). Se utilizoé la metodologia de inmunocitoquimica para evaluar
la distribucion celular del citocromo-c asi como su co-localizacion con
las mitocondrias. El analisis de las muestras se realizé con el

software provisto por el microscopio.

8.1. Determinacion de apoptosis por microscopia confocal

El uso de marcadores fluorescentes es una herramienta util para
identificar células apoptéticas. Para la determinacién de apoptosis, ya
sea por citometria de flujo o por microscopia confocal, el marcador
mas utilizado es la anexina V. Para la unién de la anexina V con la
fosfatidilserina es requerida la presencia de calcio, por lo que se
utiliza un binding buffer donde se mantiene la suspension celular
para la tincion (Andree ef al., 1990; van Engeland ef a/., 1998; Liu et
al., 2009).

En el presente trabajo se utiliz6 anexina-V para detectar células
apoptoticas por microscopia confocal. Este marcador se utilizé
conjuntamente con otras sondas fluorescente, descriptas mas
adelante, lo que ha permitido llevar a cabo estudios de co-
localizaciéon con mitocondrias, asi como estudiar distribucion de

calcio celular y la compartimentacion de GSH en células apoptoéticas.

95



Material y métodos

8.1.1. Preparacion de las muestras para la determinaciéon de
apoptosis por confocal

- Las células fueron sembradas en chamber slides, placas
disefadas especialmente para microscopia confocal con
pocillos de superficie 2cm?2.

- Para la evaluacion de la presencia de apoptosis se eliminé el
medio de cultivo y se reemplazé por el tampén de anexina-V
(preparado segun las indicaciones del fluorocromo, Molecular
Probes product information).

- Luego las muestras fueron incubadas con 5ulL anexina-V en
100ul de tampdén de anexina durante 5 minutos a 37°C y
protegidas de la luz.

- Luego se agrego el IP a una concentracion final de [2ug/mL] y
Hoechst 33342 a igual concentracion y se incubaron durante
10 minutos mas.

- El analisis de las muestras se realizd por microscopia

confocal.

8.2. Analisis de la distribucion de las mitocondrial por microscopia
confocal

La disfuncion mitocondrial es crucial en diferentes tipos de
enfermedades como las enfermedades neurodegenerativas, la
obesidad, etc. (Chen and Chan, 2005; Zorzano ef al., 2004). Existen
aspectos de la biologia de las mitocondrias que pueden ser cruciales
en la comprension de su funcion. Las mitocondrias se organizan en
filamentos y en redes mitocondriales que resultan de la actividad de
procesos de fusién y fision. Estas organelas se encuentran en
movimiento constante e interaccionan con otros organulos, como el

nucleo, reticulo endoplasmatico (Rizzuto ef a/,1998) o con otras
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mitocondrias. Durante su movimiento a través de los elementos del
citoesqueleto (tales como la actina), se fusionan con otras formando
filamentos, o éstas se disgregan produciendo mitocondrias aisladas,
las cuales, a su vez, se dirigen en distintas direcciones para volverse
a fusionar con otras mitocondrias (Bereiter-Hahn ef a/,1990; Krendel
et al., 1998). Es factible que el movimiento de las mitocondrias en el
proceso de apoptosis se relacione con los fendmenos antes

mencionados.

8.2.1. Preparacién de las muestras para el analisis de la distribucién
de las mitocondrias

- El Mitotracker se reconstituy6 en DMSO filtrado a una
concentracion final de [1mM], siguiendo las recomendaciones
de la casa comercial (Molecular Probes product information).

- Las células sembradas en chamber slides, placas disefiadas
especialmente para microscopia confocal con pocillos de
superficie 2cm?, una vez tratadas fueron tefiidas con
Mitotracker a una concentracion final de [250nM] y se
incubaron a 37°C durante 30 minutos.

- Luego se agregd Hoechst 33342 a una concentracion final de
[2ug/mL] y se incubd por 10 minutos mas a 37°C y en
condiciones de oscuridad.

- La disposicion de las mitocondrias fue analizada por

microscopia confocal.

8.3. Estudio de la compartimentacion de glutation por microscopia
confocal
El glutatién reducido (GSH) es uno de los antioxidantes enddégenos

mas importantes en las células de mamiferos. Por su propiedad de
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mantener el estado redox (tioles/disulfidos) de la célula, ocupa un
lugar central en el control de gran diversidad de procesos vitales
(Nicotera ef al., 1989). La microscopia confocal hace posible analizar
la distribucion de GSH en diferentes fases de la vida o de la muerte
de la célula. Esta informacion es muy importante en los estudios de
la resistencia a la apoptosis que muestran las células MCF7,
teniendo en cuenta que la distribucion intercelular de glutation parece
ser mas importante que el nivel total de glutation en la célula
(Voehringer et al., 1998; Markovic ef al., 2007.).

8.3.1. Preparacién de las muestras para el estudio de
compartimentacion de glutation por microscopia confocal

- EI CMFDA se reconstituyd6 en DMSO filtrado a una
concentraciéon de [10 mM], siguiendo las especificaciones del
producto (Molecular Probes product information)

- Las células sembradas en chamber slides de 2cm? luego de
ser expuestas a los diferentes tratamientos se tifieron con
CMFDA a una concentracién final de [5uM] y se incubaron
durante 20 minutos a 37°C protegidas de la luz.

- Luego se agregd IP a una concentracion final de [2ug/mL] y
Hoechst 33342 a igual concentracion, incubando las muestras
a 37°C durante 10 minutos mas.

- Posteriormente se reemplaz6 el medio por uno previamente
atemperado y se dejaron reposar durante 30 minutos a 37°C.

- Luego se analizdé la distribucion del GSH celular con el

microscopio de fluorescencia confocal.
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8.4. Compartimentacion de calcio por microscopia confocal
Numerosos fendmenos fisiolégicos y patolégicos que ocurren en la
células van acompafados de cambios ionicos. El calcio (Ca2*)
cumple diversidad de funciones celulares, interviene en la
contraccién muscular, es un activador de la exocitosis y de diversas
enzimas catabdlicas, etc. Este idn no se distribuye por toda la célula,
de hecho su distribucion intracelular es heterogénea. En condiciones
de reposo o normales las células tienen un nivel de calcio citosodlico
bajo. El calcio intracelular se encuentra acumulado en organulos
subcelulares como el reticulo endoplasmico, en las mitocondrias o
incluso en el nucleo y también puede encontrarse asociado a
proteinas (como la calmodulina). Una buena aproximacién para
estudiar la distribuciéon intracelular del calcio es la microscopia
confocal combinada con el uso de marcadores fluorescentes. Uno de
los marcadores fluorescentes mas utilizados para el estudio del
calcio intracelular es la sonda fluo-3. De esta forma se puede realizar
un analisis preciso de la distribucion espacial del calcio dentro de la
células o un estudio de su compartimentaciéon en las organelas
subcelulares (Lee ef al., 1998; Takahashi ef al., 1999).

8.4.1. Preparacion de las muestras para el estudio de la
compartimentacion de calcio por microscopia confocal
- El Fura-3 se reconstituy6 en DMSO filtrado a una
concentracion de [2mM].
- Las células sembradas en chamber slides de 2cm? luego de
ser expuestas a los diferentes tratamientos se tifieron con la
sonda fluorescente a una concentracion final de [10uM] y se

incubaron durante 50 minutos a 37°C protegidas de la luz.
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- Luego se agregd Hoechst 33342 a una concentracion final de
[2ug/mL] y se incubd a 37°C durante 10 minutos mas.
- El analisis de la distribucion del GSH celular se llevé a cabo

con el microscopio de fluorescencia confocal.

9. Técnica de inmunocitoquimica

La inmunocitoquimica es un conjunto de técnicas en donde se
emplean anticuerpos para detectar y localizar antigenos especificos
en células y tejidos. La parte del antigeno reconocida por el
anticuerpo se denomina epitope. Los epitopes pueden estar
expuestos al medio extracelular (por ejemplo la porcién extracelular
de una proteina de transmembrana como las integrinas, el receptor
de la insulina, etc.) o pueden ser intracelulares (como la actina). Para
acceder a los epitopes intracelulares, los anticuerpos deben cruzar
barreras como la membrana plasmatica, es por ello que se deben
permeabilizar las células, de forma tal de generar poros que permitan
el pasaje de los anticuerpos. Antes de permeabilizar, las células
usualmente se fijan con el objetivo de preservar la localizacién vy
estructura de los antigenos lo mas fielmente posible a la situacion
que existe in vivo. Al conjugar fluorocromos a los anticuerpos se
puede analizar las muestras por microscopia de fluorescencia o por
citometria de flujo.

En el presente estudio se utilizo la técnica de inmunocitoquimica para
analizar la distribucién de citocromo-c durante el proceso de
apoptosis inducida por efecto del citostatico cisplatino. Las muestras
también fueron tefidas con mitotracker red para comparar la
localizacion de las mitocondrias y del citocromo-c (Haga ef a/., 2003;
Cardoso et al., 2004; Ferreiro ef al., 2006).

100



Material y métodos

9.1. Preparacion de las muestras para la co-localizacion de

citocromo-c y mitocondrias por inmunocitoquimica

Las células fueron sembradas en chamber slides, placas
disefadas especialmente para microscopia confocal con
pocillos de superficie 2cm2.

Luego de que ser expuestas a los diferentes tratamientos se
tineron con Mitotracker Red580 durante 1hr a una
concentracion final de [750nM] a 37°C y protegidas de la luz,
siguiendo las especificaciones de la casa comercial
(Molecular Probes product information .

Luego de la tincién las placas se lavaron suavemente con
medio de cultivo completo atemperado a 37°C.

Las células se fijaron con formaldehido al 3.7% (en medio de
cultivo completo), a 37°C durante 15 minutos.

Luego de lavar las placas se agregd glicina a una
concentracion final de [20mM] para detener la fijacion de
formaldehido. Las muestras se incubaron durante 15 minutos
a temperatura ambiente.

El medio se removid y se realiz6 un lavado con PBS
atemperado. Después las células se permeabilizaron con
saponina 0,1% en PBS durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

Después de lavar las placas se agregé la solucion de bloqueo
(10% SBF en PBS) durante 20 minutos a temperatura
ambiente.

Una vez eliminada esta solucion las muestras se incubaron
con el anticuerpo primario para citocromo-c en una dilucion
1:50 (en PBS con 1.5% SBF) y se colocaron en camara

humeda durante una noche a 2-4°C.
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Luego de lavar la soluciéon se incubd con el anticuerpo
secundario (Anti-Rabbit IgG FITC Conjugate) durante 1hr a
temperatura ambiente a una dilucion 1:80 en PBS.

Antes de analizar las muestras por microscopia confocal se
tineron con Hoechst a una concentracién final de [2ug/mL]

durante 10 minutos para marcar los nucleos.

10. Determinacién de la concentracion de proteinas por el

método de Lowry

Se utilizd el Total Protein Kit Micro Lowry -Peterson’s Modification.

Este kit contiene el reactivo de Lowry y el reactivo de Folin (Lowry ef

al., 1951; Sigma product information).

10.1. Preparacion de las muestras para la determinacién de

proteinas

Previamente a la determinacion de proteinas se procedié a disolver

el reactivo de Lowry en 40mL de H2Opigestilada-
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Se recogid el pelet de las muestras previamente
centrifugadas, el cual contiene las proteinas y se le agregoé
sosa [1N] (NaOH) en igual volumen al de la muestra acida
extraida.

Estas muestras se conservaron a —20°C hasta su posterior
utilizacion.

Se anadié la muestra (de 10 a 25 ul) a un tubo de ensayo y
se completd con agua bidestilada hasta un volumen de 1mL.
Luego se prepard una recta patrén con seroalbumina bovina

(BSA) en cantidades comprendidas entre las concentraciones
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0,01 y 0,1 mg/mL de igual forma que las muestras (10 a 25 uL
y se completdé con agua bidestilada hasta un volumen de
1mL).

- Se prepar6 un blanco con 1ml de agua bidestilada.

- Se anadié 1mL del reactivo de Lowry a cada tubo, se agité en
el vortex y se incubd 20 minutos en oscuridad y a temperatura
ambiente.

- Se afadieron 500uL del reactivo de Folin, se agité en el
vortex y se incubd durante 30 minutos en oscuridad.

- Se realiz6 una lectura espectrofotométrica a una longitud de
onda de 660 nm.

10.2. Calculos para determinar la concentraciéon de proteinas
Se resta a cada muestra la absorbancia del blanco y se valoran
frente a la recta patron construida con seroalbumina bovina (BSA) en

cantidades comprendidas entre las concentraciones 0,01- 0,1 mg/mL.

11. Determinacién de la concentracion de GSH celular por
medio de la reaccion de la glutation transferasa
Se utilizdé el método descrito por Brigelius ef al. (1983) reaccidén que

se muestra en la Figura 17.
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Cl GS
+ GSHmuesta———— + 1 Cl
Glutation
Stransferasa
NG, NO, NO, NO,
cloro-2 4-dinitrobenceno 2,4-dinitrofenil-S-glutatién
{CDNB) (GS-DNB)

Figura 17: Conjugacion del GSH con el CDNB catalizado por la glutation S-

transferasa.

11.1. Preparacion de la muestra para determinacion de GSH celular
por transferasa
La preparacion de las muestras se realizo sobre hielo:

- Se elimino el medio de cultivo.

- Las placas se lavaron un par de veces con PBS frio.

- Para lisar las células se agregd PCA 6% con EDTA [0.2mM]

en funcion de la densidad celular (Tabla 12).

Tratamiento Volumen pL de tampdn de lisis

Control 200
Cis10uM 18hs 160
24hs 120

40hs 120

48hs 100

Cis 50uM 18hs 120
24hs 100

40hs 100

48hs 80

Tabla 12: Volumenes de tampon de lisis utilizado para la extraccion de muestras

para determinacion de GSH por transferasa.
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11.2.

- Luego se rasp0 la placa y se recogié la muestra.

- La muestra se centrifugd a 15000rpm, durante 15 minutos a
4°C.

- Se extrajo y se midié el volumen de muestra acida
(sobrenadante) y se us6 para la reaccion enzimatica.

- Al pelet se le agreg6 sosa [1N] (NaOH) en igual volumen al de
la muestra acida extraida (para la posterior determinacion de

proteinas).

Determinacion enzimatica de GSH

- Se prepara el CDNB a 2mg/mL en etanol absoluto.

- En una microcubeta se anadieron los siguientes reactivos:

- 770 pL de fosfato potasico [0,1M], EDTA [1mM],
pH:7 (KPI atemperado).

- 80 puL de muestra (muestra acida conteniendo GSH
disuelto en PCA 6% EDTA [0.2mM)]).

- 10uL de la solucién de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno
[10mM] (CDNB) en etanol al 100%.

- Se realizdé una primera medicioén, E1, en espectrofotémetro a
340nm.

- La reaccion comienza al anadir 10uL de una solucion de
glutation S-transferasa 500 U/mL en la microcubeta
preparada con la muestra (Esta solucion se dializo
previamente durante 6hs en tampén fosfato cambiando el
tampon de dialisis cada 2hs).

- Por ultimo se registré la variacion de la absorbancia a 340nm
hasta el final de la reaccion, E2.

- La diferencia E2-E1 es proporcional a la cantidad de GSH

existente.
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11.3. Calculos para la determinacién enzimatica de GSH
Para calcular la concentracion de GSH se utilizo el coeficiente de
absorcion molar del 2,4-dinitrofenil-S-glutation a 340nm:
£=9,6mM " *cm™
Para referenciar los niveles de GSH celular segun el numero de

células se utilizé la siguiente ecuacion:

¢ VMAC
N° Células (1x10° )

1x10° células

((AGSH vira — Posk Bco)* VC *VMA] {

umol GSH }

Donde:

Aosi wra Medida de absorbancia del GSH de la muestra (E2),

Aos aco Medida de absorbancia del GSH blanco (E1),
e= Coeficiente de absorcion molar del CDNB a 340nm,
VC= Volumen final en la cubeta,

VMAC= Volumen de muestra acida afadido a la cubeta,

VMA= Volumen de muestra acida obtenido,

Para referenciar los niveles de GSH celular segun la concentracion

de proteinas en [mg/mL] se utilizé la siguiente ecuacioén:

&g VMAC
Img proteina

{(AGSH Mtra AGSH Bco )* VC *VMAJ

umol GSH
mg proteina

Donde:

[mg proteina]= Concentracion de proteina de la muestra en mg.
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12. Determinacion de la expresién de proteinas por Western

Blooting

A través de la metodologia de Western Blotting se analizo la

expresion de diferentes proteinas:

proteinas de proliferacion (PCNA, ID2);

proteinas oxidadas y glutationiladas;

expresion de la proteina anti-apoptdética bcl-2;

Proteinas de fusién mitocondrial (DRP/OPA) vy fisién

mitocondrial (Mitofusina).

12.1. Obtencién de las muestras para western blotting

- Para realizar la extraccion de las muestras se trabajé sobre

hielo. El lavado de las placas se hizo con una solucion de

PBS y ortovanadato y luego se retiraron completamente todos

restos de medio.

- Para la extracciéon total de proteinas celulares se utilizd un
tampon de lisis TRIS/SDS/Glicerol

83mL de TRIS (0,927gr: 100mL H2Opidestiiada @ pH= 6,8);
2gr SDS;

10mL de glicerol;

Ortovanadato-Na a una concentracion final de [200nM];

Cocktail inhibidor de proteasas

Se utiliz6 una proporcién de tampén en funciéon de la

densidad celular de la muestra (Tabla 13).

- Luego se dejaron reposar durante 10 minutos sobre el hielo.

- Transcurrido el tiempo de incubacion se rasparon con un cell

scraper y se recogi¢ cada muestra en sendos eppendorf.

- Las muestras recogidas se calientan a 90°C por 10 minutos.

107



Material y métodos

- Por ultimo las muestras fueron almacenadas a —80°C hasta el

momento de su utilizacion.

Tratamiento Volumen pL de tampodn de lisis

Control 200
Cis 10uM 18hs 120
24hs 100

40hs 100

48hs 80

Cis 50uM 18hs 100
24hs 80

40hs 100

48hs 80

Tabla 13: Volumenes de tampon de lisis usado para la extraccion de muestras de

proteinas totales.

12.2. Procedimiento para determinacion de expresion de proteinas
por electroforesis SDS/ PAGE
El analisis de la expresidon de proteinas se realizé mediante al técnica
de inmunoblot. Para ello se utilizé la misma cantidad de proteinas en
todas las muestras (10-15 pg). Previamente se prepararon los
siguientes tampones y soluciones:
- TRIS pH=6,8;
-  TRIS pH=8§,8;
- TRIS-glicina a pH= 8,3: TRIS [25mM], glicina [200mM],
0,1% SDS);
- Tampén de transferencia a pH=8,3: TRIS [25mM];
glicina [192mM], metanol 20% v/v;
- TBST: Tris/HCI [25 mM] a pH 7.5; NaCl [0,15M]; 0.05%
(v/v) de Tween 20;
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- Soluciéon de bloqueo: leche descremada comercial 5%
(w/v) en TBST

- Las muestras se calentaron durante 5 minutos en simple
buffer y luego de separaron mediante electroforesis
SDS/PAGE.

- Se utilizé un stacking gel de poliacridamina al 4% en una
solucion buffer de TRIS pH=6,8. Para la separacion de las
proteinas se utilizaron geles de 10-12% de poliacridamina con
0,1% de SDS, de acuerdo al protocolo estandar establecido
en nuestro grupo, en tampén de TRIS pH= 8,8.

- Los geles fueron sumergidos en un tampén de TRIS-glicina
pH= 8,3 y se les aplicd una corriente eléctrica de voltaje
constante (100V) por al menos 2hr.

- Luego de la electroforesis las proteinas fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa (poro de 0.2um) durante 2hr a
4°C en un tampon de transferencia de pH=8,3, para lo que se
utilizé un sistema Mini-protean Il (BioRad).

Para visualizar las proteinas se utilizo el siguiente protocolo:

- Bolqueo: Las membranas fueron incubadas en la solucién de
bloqueo durante 1hr a temperatura ambiente y sobre un
agitador orbital,

- Immunostaning: Las membranas se lavaron 3 veces por 5
minutos en TBST, luego fueron incubadas con los anticuerpos
primarios diluidos en TBST: 5% de BSA a 4°C durante una
noche. Cumplido el tiempo de incubacion las membranas se
lavaron con TBST y se incubaron con el correspondiente
anticuerpo secundario (conjugated to horseradish peroxidase,

Santa Cruz) durante 1hr a temperatura ambiente.
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Deteccion: Finalmente se lavaron las membranas con TBST y
para la deteccion de proteinas se utilizd6 un reactivo
quimioluminiscente y siguiendo las especificaciones de la
casa comercial (Cell Signaling Technologies). El revelado se
realizé con una camara CCD. También se utilizé6 un sistema
alternativo de revelado consistente en colocar la membrana
sobre un film fotografico y exponerlo a la luz. Se obtiene asi
un revelado del bandeado correspondiente a la expresion de
proteinas de la membrana. En ambos casos las imagenes

obtenidas se almacenaron en formato digital tipo Tif.

13. RT- PCR

En el presente trabajo se utilizé la técnica de RT-PCR para evaluar la

expresion génica de los siguientes genes:
PARP1; Catalasa, SOD-Mn; SOD-Cu/Zn; hOGG1; GCLC; GCLM;

glutation peroxidasa; RAD51 y el encogen bcl-2.

13.1. Obtencion de las muestras para western blotting
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Se elimina el medio de cultivo y se lava la placa un par de
veces con PBS.

Se agregar tripsina para levantar las células y se deja a 37°C
por un par de minutos.

Una vez las células se han despegado, las muestras se lavan
con PBS y se recoge en sendos tubos.

Se procede a una centrifugacion a 4°C, a 1500 rpm durante 6
minutos.

Luego se eliminar el sobrenadante y se resuspende

cuidadosamente el pelet en 1mL de PBS frio.
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Se realiza una nueva centrifugacion.
Por ultimo se elimina es sobrenadante y el pelet resultante se

almacena a -80°C hasta el momento de su utilizacion.

13.2. Obtencion del RNA total

Para la obtencién del RNA total de cada muestra se empled el kit

PARISTM (Ambion). Se emplearon los tampones provistos por el kit y

se siguieron las indicaciones de la casa comercial.

Se agregaron 250uL de Cell Disruption Buffer a cada
muestra. De este volumen se separaron 83uL para
determinaciones de proteinas y los 167uL restantes se
utilizaron para la extraccion de RNA.

A estas alicuotas se les agregé 167uL de Lysis Binding
Solution con 2B-mercaptoetanol y mezclé en vortex. Luego se
les agregd 167uL de etanol 100% y se homogeneizé la
solucion nuevamente.

Se coloco el volumen del preparado en columnas que se
centrifugaron 1 minuto a 10000rpm. Se realizaron 3 lavados
de estas columnas con las soluciones provistas por el kit y un
ultimo lavado con las columnas vacias para eliminar posibles
restos de solucién de lavado.

Por ultimo se realizd una elusidn con Elution Buffer
precalentado a 95°C y se dejé decantar entre 2-10 minutos a
temperatura ambiente. En los volumenes de elusion se

recuperd en RNA de las muestras.

13.3. Cuantificacién y comprobacion de pureza del RNA

La cuantificacion y determinacion de la pureza del RNA extraido se

realiz6 mediante espectrofotometria, para lo cual se utilizé el
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espectrofotometro GeneQuantPro (Amersham Bioscience) disponible
en la Unidad Central de Investigacién de la Facultad de Medicina. La
comprobacion de la pureza del RNA se hizo mediante la relacion de
las medidas A=260nm y A=280nm.

Para la determinacion se utilizaron unos 3uL de muestra, recogidos
con un capilar. Primero se realizd6 la medicién del blanco vy
seguidamente se midi6 la absorbancia de cada una de las muestras
extraidas, a A=260nm y a A=280nm. De esta forma el software
calcula automaticamente los valores correspondientes a la
concentracion del RNA extraido y el cociente entre las mediciones de

absorbancia:
A(260nm)
2(280nm) ~

Los valores iguales o superiores a 2.0 indican que el RNA obtenido

es de buena calidad, puro y limpio de proteinas.

13.4. Protocolo de RT-PCR

La reaccion de RT-PCR se llevé a cabo en dos pasos. Primero se
realizé la transcripcion inversa, mediante la cual se obtuvo el cDNA.
En el segundo paso el cDNA sintetizado se amplific6 mediante PCR,
de esta forma se evalud la expresion relativa de los genes estudiados
para en la presente tesis. Para ello se utilizd la RT-PCR disponible en
la Unidad Central de Investigacion de la Facultad de Medicina (ABI
7900HT, Applied Biosystems).

Para la trascripcion inversa se utilizé el High Capacity cDNA-
Reverse Transcription Kit (AB Applied Biosystems). Se siguieron las
especificaciones de la casa comercial:

- Se prepar6 el master mix 2X.
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- Se agregd master mix a cada muestra de RNA obtenido: se

colocaron 10uL de master mix 2X por pocillo en una placa de

96 pocillos y se agregaron 250ngr RNA total en 10uL de H.O

libre de RNAsas, correspondiente a cada muestra extraida.

Se centrifugd brevemente la placa.

- Se colocé la placa en el termociclador,

indicaciones del producto (Tabla 14).

siguiendo las

Step 1 Step 2 Step 3 | Step 4
Temperatura (°C) 25 a7 85 4
Time 10 min 120 min 5 sec o

Tabla 14: Condiciones estipuladas para el termociclado.

La amplificacion del cDNA sintetizado se llevd a cabo con el kit

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), lo que

permite cuantificar el producto de la reaccion de la PCR mediante el

incremento de fluorescencia. Los cebadores seleccionados (Tagman

Gene Expresioén Assays, Aplied Biosystems) fueron los siguientes:

Glutamato-cisteina ligasa subunidad catalitica (GCLC): HS

00155249-m1,

Glutamato-cisteina ligasa subunidad moduladora (GCLM): HS

00157694-m1;

Glutation peroxidasa (GPx): HS 00829989-gH;
GAPDH: HS 99999905-m1.

La PCR se realizé en placas de 96 pocillos, donde se colocaron 2L

de cDNA. Se tomdé como control interno el RNA de la proteina

ribosomal 18S rRNA, dado que este RNA se expresa a un nivel
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constante en muchos tejidos y lineas celulares cultivadas en
diferentes condiciones fisiolégicas. Las condiciones de amplificacion
fueron:

2 minutos a 85°C para conseguir un efecto hot-start, 94°C durante 2
minutos y a continuacion: 94°C durante 45 segundos, 30 segundos a
la temperatura de anillado y 68°C durante 1 minuto. Esto ultimo se
repite por 40 ciclos. Por ultimo, existe un periodo de extension final
de 5 minutos a 72°C.

Para la cuantificacion de las curvas de amplificacién se utilizé el
programa Sequence Detection System 9700 (Applied Biosystem). De

esta manera se obtuvo la expresion de los genes estudiados.

14. Analisis estadistico

Para las comparaciones multiples se utilizé un ANOVA de dos vias y
los correspondientes contrastes se realizaron con el estadistico de
Tukey. En los casos en los que no fue posible utilizar dicho
estadistico, se realizaron las comparaciones de las medias con test
no-paramétricos. Para las comparaciones de pares de muestras se
utilizé el estadistico de Mann-Whitney y para las comparaciones
multiples el de Kruscall-Wallis. Cuando fue necesario establecer
diferencias entre tratamientos se utilizaron los contrastes Z. En todos

los casos se trabajé con un nivel de significancia del 95% (a=0.05).
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RESULTADOS

En la presente tesis doctoral se ha estudiado la relacién entre el
nucleo y las mitocondrias durante el proceso de apoptosis inducido
con cisplatino. Se han utilizado dos tipos concentraciones de
cisplatino, [10uM] y [50uM] y se ha comparado las células MCF7 wild
type (MCF7+/-) y una variedad que sobre-expresa el oncogen bcl-2
(MCF7 +/+). En general los resultado muestran que las MCF7+/+ son
mas resistentes al tratamiento y que estan mas protegidas que las
MCF7+/-. A continuacion se analizaran, en primera instancia los
resultados obtenidos con el tratamiento de cisplatino [10uM] vy
posteriormente los resultados del tratamiento de ambas cepas con

cisplatino [50uM].

1. Tratamiento con cisplatino [10uM].

1.1. Determinacion de la citotoxicidad mediante contaje directo

de células.

En las células MCF7+/- se puede ver una disminucion del nimero de
células desde las 16hs de tratamiento respecto del control (p=0.010).
Esta tendencia se mantiene a las 24hs, 40hs y 48hs (p=0.008;
p=0.005 y p=0.002, respectivamente), aunque de forma atenuada
(Figura 18).

En las células MCF7+/+ a las 16hs de tratamiento practicamente el
numero de células no se ve afectado (p=0.090), comparando con el
control. Sin embargo, a las 24hs de tratamiento si se observa una

disminucion estadisticamente significativa del numero de células,
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respecto del control (p=0.007). A las 40hs de incubacion se mantiene
bajo el nimero de células (p=0.002), pero la tendencia se atenua y
baja otra vez a las 48hs (p=0.001).

No existen diferencias significativas en el niumero de células en
MCF7+/- y MCF7+/+ en la condicion control (p=0.657). Sin embargo,
a las 16hs de tratamiento las diferencias en la respuesta al
tratamiento son estadisticamente significativas (p=0.017). La
diferencia del numero de células entre ambas cepas es también
significativa a las 24hs, 40hs y 48hs de tratamiento (p=0.038,
p=0.050 y p=0.020, respectivamente).

Citotoxicidad.
Tratamiento cisplatino [10uM]

B MCF7+/-

54 O MCF7 +/+
= 4
1S
& 34 =
%]
°
= 2~
‘O
o
$ 14

o i

C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 18. Evaluacion de la citotoxicidad inducida por el tratamiento con cisplatino
[10uM] a través del contaje directo en MCF7+/- y MCF7+/+, condicién control y
tratadas a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

1.2. Cuantificacion del contenido de ADN. Fase G0/G1 del ciclo

celular.
En la cepa MCF7+/- la cantidad de células en la fase GO0/G1

disminuye a lo largo del tratamiento (Figura 19). A las 16hs de
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incubacién con cisplatino se observa una leve disminucién respecto
del control pero esta diferencia no es significativa (p=0.229). Esta
tendencia es un poco mas marcada a las 24hs de tratamiento, donde
las diferencias respecto del control son estadisticamente
significativas (p=0.050). A las 40hs de incubaciéon con cisplatino
[10uM] la disminucién en la fase GO/G1 es aun mas pronunciada y se
mantiene hasta las 48hs de tratamiento (p=0.008 y p=0.010,
respectivamente).

En las células MCF7+/+ tanto a las 16hs de incubacion como a las
24hs las diferencias de las cantidad de células en la fase GO/G1 no
son significativas respecto del control (p=0.631 y p=0.936,
respectivamente). Sin embargo, a las 40hs y 48hs de tratamiento la
cantidad de células en esta fase disminuye levemente lo que hace la
diferencia respecto de la condicion control sea estadisticamente

significativa (p=0.004 y p=0.016, respectivamente).

Ciclo celular. Fase GO/G1.
Tratamiento cisplatino [10uM]

B MCF7+/-
80 O MCF7+/+
60 4 T T T
8
=)
o} 40 +
o
X
20 A
0 -
C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 19. Fase GO/G1 del ciclo celular en MCF7+/- y MCF7+/+, condicion control y
tratadas con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.
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En relacibn a las condiciones control, no estén diferencias
significativas en el nivel de células en la fase GO/G1 entre ambas
cepas (p=0.631). Si bien en ambas cepas el tratamiento disminuye
levemente la cantidad de células en esta fase, tanto a las 16hs como
a las 24hs de incubacion las diferencias no son significativas entre
ambas cepas. Por su parte, a las 40hs y 48hs de tratamiento estas
diferencias en la cantidad de células en la fase G0/G1 entre las
MCF7+/- y MCF7+/+ son estadisticamente significativas (p=0.004 y
p=0.016, respectivamente). Las MCF7+/- presentan menos células
en la fase GO/G1 que las MCF7+/+.

1.3. Cuantificacion del contenido de DNA. Fase S+M/G2 del

ciclo celular.

En las células MCF7+/- se puede observar un incremento en la
cantidad de células en la fase S+M/G2 a medida que trascurre el
tiempo de incubacion con el cisplatino [10uM] (Figura 20). A partir de
las 16hs de incubacion con el cisplatino se produce un leve aumento
en la cantidad de células en la fase de proliferacion, aunque esta
diferencia no es estadisticamente significativa (p=0.150). A partir de
las 24hs de tratamiento este aumento en la fase S es significativo
respecto del control (p=0.020). A las 40hs de tratamiento el
incremento en la fase S muestra su nivel mas alto y a las 48hs baja
ligeramente. En ambos casos las diferencias son significativas
respecto del control (p=0.025 y 0.025, respectivamente).

En las MCF7+/+ puede observarse un incremento en la cantidad de
células en la fase de proliferacion como resultado del tratamiento con
cisplatino. Tanto a las 16hs como a las 24hs de tratamiento esta

diferencia no es significativa (p=0.749 y p=0.200). A las 40hs y 48hs
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de incubacion el aumento en la cantidad de células en proliferacion
es significativo comparado con la condicién control (p=0.038 vy
p=0.039, respectivamente).

Al comparar ambas cepas en cada tiempo de incubacion, se obtiene
que las diferencias no son significativas entre los controles (p=0.200).
Tampoco lo son a las 16hs 0 24hs de incubacion con el cisplatino
(p=0.974 y p=0.789, respectivamente). Sin embrago estas diferencias
son estadisticamente significativas a las 40hs y 48hs de tratamiento

(p=0.037 y p=0.044, respectivamente).

Ciclo celular. Fases S+M/G2.
Tratamiento cisplatino [10uM]

W MCF7+/-
60 - O MCF7++

50

40 |

30

% células

20 +

10 +

C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 20. Fase S+/MG2 del ciclo celular en MCF7+/- y MCF7+/+, muestras control y
tratadas con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

1.4. Cuantificacion del contenido de DNA. Células muertas.

En las MCF7+/- el incremento de la cantidad de células muertas
producido por el tratamiento con cisplatino no es significativo a las
16hs ni a las 24hs de incubacién (p=0.872 y p=0.199,
respectivamente) (Figura 21). Es a las 40hs y 48hs de tratamiento

cuando el incremento en la cantidad de células muertas es
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significativo respecto de la condicion control (p=0.004 y p=0.004,
respectivamente). En estos tratamientos se observa un incremento
notorio en la cantidad de células muertas, en ambos casos se duplica
el nivel obtenido para la condicion control.

En las MCF7+/+ el tratamiento con cisplatino [10uM] no produce un
aumento notorio en la cantidad de células muertas a las 16hs de
incubacion (p=0.872). Si bien a las 24hs y 40hs de tratamiento se
mantiene se obtiene un leve aumento de las células muertas, estas
diferencias no son significativas respecto del control (p=0.128 y
p=0.078). Sdélo a las 48hs de tratamiento se obtienen diferencia
estadisticamente significativas en la cantidad de células muertas
(p=0.016).

Ciclo celular. Células muertas.
Tratamiento cisplatino [10uM]

B MCF7+/-
20 + 0O MCF7+/+

16 -

12

% células

() 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 21. Porcentaje de células muertas en MCF7+/- y MCF7+/+, muestras control y
tratadas con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

La condicion control para las MCF7+/- tienen mayor cantidad de
células muertas que las MCF7+/+, pero esta diferencia no es
estadisticamente significativa (p=0.109). Esta tendencia se mantiene

a las 16hs y a las 24hs de incubacién con cisplatino [10u], pero en
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ninguno de estos tratamientos las diferencias entre ambas son
estadisticamente significativas (p=0.172 y p=0.378,
respectivamente). A las 40hs y 48hs de tratamiento estas diferencias
son entre ambas cepas son significativas (p=0.010 y p=0.010,
respectivamente). En ambos casos el nivel de células muertas en la

cepa MCF7+/- es superior al obtenido para las MCF7+/+.

1.5. Determinacion del nivel de GSH en extractos celulares.

En las células MCF7+/- el cisplatino produce un aumento en el nivel
de GSH celular a partir de las 16hs de incubacion, esta diferencia es
significativa respecto del control (p=0.034). A las 24hs de incubacion
se mantiene la misma tendencia (p=0.049), mientras que a las 40hs
de tratamiento este nivel se incrementa de forma notoria (p=0.034) y
se mantiene en el tratamiento de 48hs (p=0.034) (Figura 22).

Las células MCF7+/+ exhiben una disminucién del nivel de GSH
celular a las 16hs de incubacion con el cisplatino (p=0.034). A las
24hs de incubacién también se observa una disminucién, aunque no
tan marcada, siendo la misma no significativa al compararla con el
control (p=0.174). El tratamiento de 40hs causa un aumento
significativo del nivel de GSH celular (p=0.050), mientras que el
incremento mas elevado se observa en el tratamiento de 48hs
(p=0.050).

Los controles de ambas cepas muestran diferencias significativas
(p=0.021), siendo mas bajo el nivel de GSH celular en las MCF7+/-.
En los tratamientos de 16hs y 24hs de incubacién los niveles de GSH
son superiores en las MCF7+/-, pero estas diferencias no son
significativas. A las 40has de tratamiento las MCF7+/- mantienen un
mayor nivel de GSH que las MCF7+/+ (p=0.050). A las 48hs de
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tratamiento se puede ver que las MCF7+/+ presentan un nivel mas
elevado de GSH celular (p=0.050).

Nivel de GSH celular.
Tratamiento cisplatino [10uM]

B MCF7+/-
100 - O MCF7+/+
g 80 T
g 60 T T
]
2
2 40
£
5 20
0]
0 -
C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 22. Determinacion del nivel de GSH [nmoles/millén de células] en extractos
celulares en MCF7+/- y MCF+/+, muestras control y tratadas con cisplatino [10uM] a
16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

1.6. Determinacion de los niveles de ROS celular.

A las 16hs de incubaciéon con cisplatino [10uM] se produce un leve
incremento de los niveles celulares de ROS (p=0.620) y se vuelve
mas pronunciado hacia las 24hs de tratamiento, siendo significativo
respecto del control (p=0.041). Esta tendencia se mantiene a las
40hs de tratamiento y a las 48hs es cuando se registra el mayor
aumento de ROS celular (p=0.050) (Figura 23).

En las MCF7+/+ los tratamiento de 16hs, 24hs y 40hs con cisplatino
no produce un incremento significativo en los niveles celulares de
ROS respecto del control (p=0.564, p=0.248 y p=0.108,

respectivamente). A las 48hs de incubacién es cuando se registra un
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incremento significativo del nivel de ROS celular respecto de la

condicion control (p=0.021).

Niveles de ROS celular.
Tratamiento cisplatino [10uM]

B MCF7 +/-
10 - O MCF7 +/+

UA

C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 23. Cuantificacion del nivel de ROS celular en MCF7+/- y MCF7+/+, muestras
control y tratadas con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

Las MCF7+/- presentan niveles de ROS mas elevados para la
condicion control que las MCF7+/+ (p=0.034). Esta tendencia
también se observa a las 16hs y a las 24hs de tratamiento (p=0.050 y
p=0.033, respectivamente). A las 40hs de incubacion los niveles de
ROS celular siguen siendo mas elevados en las MCF7+/-, pero esta
diferencia no es significativa (p=0.086). Sin embargo, a las 48hs de
tratamiento los niveles de ROS de las MCF7+/+ es significativamente
inferior al de las MCF7+/- (p=0.034).

1.7. Determinacién del potencial de membrana mitocondrial en
MCF7+/- y MCF7+/+.
En las MCF7+/- se produce una bajada del potencial de membrana

mitocondrial como consecuencia del tratamiento con cisplatino
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[10uM]. Esta bajada es leve a las 16hs, 24hs y 48hs de incubacién
(p>0.050). Cuando las células son incubadas por un lapso de 48hs el
potencial de membrana mitocondrial se ve mas afectado, se produce
una despolarizacion que es significativa respecto de la condicién
control (p=0.006) (Figura 24).

Por su parte en las células MCF7+/+ también se produce una leve
despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial a las 16hs,
24hs y 40hs de tratamiento con cisplatino, pero no son
significativamente diferentes del valor control (p=0.100; p=0.115 vy
p=0.119, respectivamente). A las 48hs de incubacion se puede
observar que el potencial de membrana mitocondrial se recupera
alcanzando valores similares al control (p=0.276).

El cisplatino a una concentracion de [10uM] produce una
despolarizacién en el potencial de membrana mitocondrial de las
MCF7+/- pero practicamente no parece afectar a las MCF7+/+. La
condicion control de las MCF7+/- es ligeramente menor que las
MCF7+/+, pero estas diferencias no son significativas (p=0.943). Al
comparar ambos tipos celulares a lo largo del tratamiento se observa
esta misma tendencia, tanto a las 16hs, 24hs y 40hs de incubacién
esta condicibn se mantiene (p=0.971; p=0.720 y p=0.984,
respectivamente). Sin embargo la incubacion con cisplatino por 48hs
produce una despolarizacion marcada en las MCF7+/-, mientras que
practicamente no afecta a las MCF7+/+. Esta condicion presenta

diferencias significativas al comparar ambas cepas (p=0.003).
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Potencial de membrana mitocondrial.
Tratamiento cisplatino [10uM]

B MCF7 +/-
16 0O MCF7 +/+
1,2 A
S 081
0,4
0,0 -
C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 24. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial en MCF7+/-y
MCF7+/+, muestras control y tratamientos con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs
y 48hs.

1.8. Compartimentacién celular del GSH y co-localizaciéon de
células apoptéticas en MCF7+/- y MCF7+/+ tratadas con
cisplatino [10uM].

En la figura 25 se pueden ver en verde la distribucion del GSH de las
células MCF7+/-, en rojo se marcaron las células apoptéticas y en
azul los nucleos. En la condicion control (imagenes del extremo
superior) se puede apreciar una mayor concentracion de GSH en el
nucleo, el cual se presenta un verde mas intenso, que en el citosol.
No se observan células apoptoticas en esta condicién, las mismas
deberian verse en marcadas en rojo. El tratamiento con cisplatino
parece intensificar esta compartimentaciéon del GSH en el nucleo,
aunque en algunos casos también se observa una concentracién
mitocondrial. Luego de 16hs de incubacién con cisplatino la
concentracion nuclear del GSH es ligeramente superior al observado

en la condicién control, pero no se observa un incremento de células
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apoptoticas. Estas tendencia se mantiene al prolongar el tiempo de
incubacién por un lapso de 24hs. A las 40hs de tratamiento con el
citostatico se pueden algunas células sin marca de anexina (no
apoptéticas) con un incremento de GSH, mientras que las células
apoptoéticas (marca roja positiva) muestran niveles bajos de GSH
tanto en el citosol como en nucleo (sefaladas con una flecha blanca).
En estas células se puede ver como el material genético (azul) se
dispone en forma anular. Por su parte en el tratamiento de 48hs se
observan que en las células apoptoticas (marcadas en rojo) el GSH
es homogéneo dentro de la célula, mientras que otras células (sin
marca de anexina) presentan un elevado nivel de GSH que parece
concentrarse sobre todo en el nucleo.

En las MCF7+/+ (Figura 26) las células de la condicién control
muestran una clara compartimentacion del GSH (en verde) en el
nucleo y en algunos casos también en las mitocondrias. A lo largo del
tratamiento con el cisplatino [10uM] se observa un incremento en el
nivel del GSH. A las 16hs de incubacion los nucleos parecen brillar
aun mas que en el control, es decir que el GSH se concentra en
organela. A las 24hs de incubacion el fendmeno de
compartimentacion nuclear del GSH se hace mas evidente. A las
40hs y 48hs de tratamiento aumenta notoriamente el nivel celular de
GSH, sobre todo parece concentrase en el nicleo. Sobre todo hacia

el final del tratamiento se incrementa el nivel de apoptosis.
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control

Figura 25. Compartimentacion del GSH
celular en MCF7+/-, control y tratadas con
cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y
48hs. Se puede ver en la columna de la
derecha el GSH marcado en verde y con
rojo las células apoptéticas. En la
columna de la izquierda se muestran los

nucleos en azul.

control

Figura 26. Compartimentacion del GSH
celular en MCF7+/+, control y tratadas
con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs
y 48hs de incubacion. Se puede ver en la
columna derecha el GSH marcado en
verde y con rojo las células apoptéticas y
en la columna izquierda los nucleos en

azul.
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1.9. Analisis de la distribucién mitocondrial y marcaje de células
apoptoéticas en MCF7+/- y MC7+/+.

En las figuras 11 y 12 se muestra un analisis conjunto de la
distribucion mitocondrial y el nivel de apoptosis. En estas imagenes
las mitocondrias se han marcado con verde, las células apoptoticas
en rojo y los nucleos en azul. Las mitocondrias de la condicién
control en las MCF7+/- (Figura 27) tienen una forma tubular alargada
y se distribuyen de manera homogénea a lo largo de todo el
citoplasma, formando una especie de entretejido.

Luego de 16hs de incubaciéon con cisplatino [10uM], la morfologia
mitocondrial parece mantenerse semejante a las del control. Sin
embargo, en algunas células la distribucion se ve ligeramente
alterada, ya no es homogénea, las mitocondrias tienden a
compactarse ubicandose muy cercanas unas de otras (sefialado con
una flecha blanca). A las 24hs de incubacion esta distribucion
agregada es aun mas evidente. En algunas células la distribuciéon
mitocondrial es similar a las de las células control, pero en otras las
mitocondrias se colocan mas compactadas en el area perinuclear.

A las 40hs de tratamiento aun se pueden ver células que conservan
la morfologia y distribucién mitocondrial de la condicién control, pero
también se pueden ver células con las mitocondrias ubicadas
alrededor del nucleo. En algunos casos las organelas parecen perder
su forma tubular alargada por una forma mas puntiforme. En el
tratamiento de 48hs las mitocondrias puntiformes son evidentes en
algunas células y se pueden ver células apoptoticas (marcadas en

rojo).
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Figura 27. Analisis de la
distribucién mitocondrial y
co-localizacion de células
apoptoticas en MCF7+/-
control y tratadas con
cisplatino [10uM] a 16hs,
24hs, 40hs y 48hs. Las
mitocondrias estan
marcadas en verde, con rojo
las células apoptéticas y los
nucleos en azul. La
segunda columna
corresponde a una seccién

de la imagen ampliada.

131



Resultados

En la condicion control de las células MCF7+/+ (Figura 28) se puede
ver que las mitocondrias son tubulares y alargadas y que se ubican
por todo el citosol. En estas células el tratamiento con cisplatino
[10uM] afecta sobre todo la distribucion y no tanto la forma de las
mitocondrias. En las células incubadas por 16hs con el citostatico los
patrones mitocondriales son semejantes a los observados en la
condicion control. Se conserva la forma tubular alargada y la
distribucion homogénea.

Al incubar las muestras por 24hs con el citostatico, las células
conservan la distribucién homogénea de las mitocondrias a lo largo
del citosol. Estas caracteristicas se mantienen en la tratamiento de
40hs con cisplatino. En la mayoria de las células se conserva la
distribucion mitocondrial homogénea. El tratamiento de 48hs parece
afectar la distribucion mitocondrial, en algunas células las
mitocondrias parecen concentrarse sobretodo alrededor del nucleo y

no tanto a lo largo del citoplasma (sefalado con una flecha blanca).
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Figura 28. Analisis de la
distribucién mitocondrial y
células apoptoticas en
MCF7+/+ control y
tratadas con cisplatino
[10uM] a 16hs, 24hs,
40hs y 48hs. Las
mitocondrias estan
marcadas en verde, con
rojo las células
apoptéticas y los nucleos
en azul. La segunda
columna corresponde a
una seccion de la imagen

ampliada.
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1.10. Anadlisis de la distribucion
mitocondrial y necrosis en MCF7+/- y
MCF7+/+ tratadas con cisplatino [10uM].
Como se describiera anteriormente, al tratar
a las MCF7+/- con cisplatino [10uM] se
obtiene un patron de  distribucion
mitocondrial perinuclear a diferencia del
patrbn homogéneo obtenido para la
condicion control (Figura 29). Sobre todo se
ve afectada la disposicion espacial de las
mitocondrias a las 16hs y 24hs de
incubacioén con el citostatico. Mientras que a
las 40hs y 48hs de tratamiento ademas de
la distribucion se afecta la forma de estas
organelas, que pasan de una forma tubular
y alargada a una puntiforme. Pero este
tratamiento no parece incrementar la muerte
celular por necrosis (células marcadas en

rojo).

Figura 29. Analisis de la distribucion mitocondrial y
células necréticas en MCF7+/- control y tratadas con
cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. Las
mitocondrias estan marcadas en verde, con rojo las

células necroticas y en azul los nucleos.
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En las MCF7+/+ el tratamiento con
cisplatino [10uM] parece afectar sobre todo
a la disposicion de las mitocondrias y no
tanto a la forma de la organela (Figura 30).
Las mitocondrias parecen mantener su
forma tubular a lo largo del tratamiento, pero
hacia el final se disponen mas agregadas
unas de otras. Estos efectos son mas
evidentes a partir de las 40hs de
tratamiento. En cuanto la necrosis, no se
registran un incremento evidente con este

tratamiento.

Figura 30. Analisis de la distribucion mitocondrial y
células necroticas en MCF7+/+ control y tratadas con
cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. Las
mitocondrias estan marcadas en verde, con rojo las

células necroticas y en azul los nucleos.
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1.11. Co-localizacién del citocromo-c y las mitocondrias en
MCF7+/- y MCF7+/+ tratadas con cisplatino [10uM].

En las figuras 31 y 32 se pueden distinguir las mitocondrias
marcadas con rojo en la primer columna, el citocromo-c marcado en
verde en la segunda columna, en la tercer columna se muestra una
imagen superpuesta de las mitocondrias y el citocromo-c que se ve
en amarillo cuando co-localizan ambos marcajes, también se
muestra una seccién enmarcada en blanco que corresponde a la
seccion ampliada que se muestra en la ultima columna. Ademas, en
las dos ultimas columnas se pueden ver los nucleos marcados en
azul.

En la condicién control de las MCF7+/- (Figura 31) se puede ver
como las mitocondrias se ubican por todo el citoplasma, distribucion
que coincide con la disposicién del citocromo-c. Una superposicion
de ambos marcajes muestra una co-localizacion del citocromo-c y las
mitocondrias, que se ve en amarillo (tercer columna). Lo que
indicaria que en las células control el citocromo-c se encuentra
dentro de las mitocondrias y estas estarian diseminadas
homogéneamente por toda la célula. Al tratar las células con
cisplatino [10uM] se observan variaciones del patrén de la condicién
control. A las 16hs de incubacion se puede ver como se afecta la
distribucion de las mitocondrias, aunque aun co-localizan con el
citocromo-c. En el tratamiento de 24hs de incubacion la co-
localizacion persiste, las mitocondrias se agregan alrededor del
nucleo y los mismo ocurre con el citocromo-c. A las 40hs y 48hs de
tratamiento se aprecian células en las cuales se pierde esta co-
localizacion. En estas células las mitocondrias se agregan alrededor
del nucleo (en rojo) mientras que el citocromo-c se ubica por todo el

citoplasma.
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Figura 31. Co-localizacion de mitocondrias (primer columna, marcaje rojo) vy
citocromo-c (segunda columna, marcaje verde) en células MCF7+/- control y
tratadas con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. En la tercer columna se
muestra la superposiciéon de ambos marcajes y, enmarcada en blanco, se indica la
seccion ampliada que se muestra en la ultima columna. Los nucleos presentan una

tincion azul.
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En las MCF7+/+ (Figura 32) la condicion control presenta una
distribucion homogénea de las mitocondrias que coincide con la
distribucion del citocromo-c. Al superponer ambos marcajes se
obtiene un marcaje amarillo a lo largo de todo el citoplasma, lo que
indica la co-localizacion de la mitocondria y el citocromo-c.

A las 16hs de incubacion con cisplatino [10uM] practicamente no se
observan diferencias respecto de la condicibn control, las
mitocondrias conservan su distribucion homogénea en toda la célula
y co-localizan con el citocromo-c.

En el tratamiento de 24hs de incubacién con el citostatico aparecen
algunas células donde se comienza a evidenciar una agrupacion de
mitocondrias, sobre todo se ubican cercanas al nucleo. Sin embargo,
co-localizan con el citocromo-c, como se puede ver en la ultima
columna.

A las 40hs de tratamiento la agregacién de las mitocondrias parece
mas evidente, pero todavia coincide la distribucion de las organelas
con la del citocromo-c. A las 48hs de tratamiento, la mayoria de las
células presentan una agregaciéon de mitocondrias que no se aprecia
en la condicion control. La disposicién de las organelas coincidente
con la distribucién del citocromo-c, pero en algunos casos el
citocromo-c se ubica por todo el citoplasma a diferencia de lo que
ocurre con las mitocondrias. En este ultimo tratamiento se pierde la

co-localizacion del citocromo-c y las mitocondrias.
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Figura 32. Co-localizacion de mitocondrias (primer columna, marcaje rojo) vy
citocromo-c (segunda columna, marcaje verde) en células MCF7+/+ control y
tratadas con cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. En la tercer columna se
muestra la superposiciéon de ambos marcajes y, enmarcada en blanco, se indica la
seccion ampliada que se muestra en la ultima columna. Los nucleos presentan una

tincion azul.
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1.12. Analisis de la distribucién celular
de calcio y marcaje de células
apoptoticas en MCF7+/- y MCF7+/+
tratadas con cisplatino [10uM].

En la condicion control de las MCF7+/- se
puede ver una distribucion homogénea del
calcio (marcaje en verde) por todo el citosol
(Figura 33). Los resultados del tratamiento
con cisplatino a las 16hs de incubacion
muestran un incremento en el nivel de
calcio celular, que se traduce en un
aumento de marcaje. A las 24hs de
incubacién con el citostatico aparecen
algunas células con un patrén agregado del
calcio (sefialadas con una flecha blanca). A
las 40hs y 48hs de tratamiento se puede
ver como las células apoptéticas (marcadas
en rojo) presentan agregaciones de calcio,
en algunos casos estos cluster se ubican
en area perinucleares en otros casos se
puede ver un incremento del calcio por toda

la célula.

Figura 33. Analisis de la distribucién celular de calcio
y apoptosis en MCF7+/- control y tratadas con
cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. El calcio
estd marcadas en verde, con rojo las células

apoptéticas y en azul los nucleos.



Resultados

Por su parte, las células no-apoptoticas
presentan una distribucion mas homogénea
del calcio en toda la célula una alta
concentracién en algunos casos.

En las MCF7+/+ (Figura 34) las células
control presentan una distribucion del calcio
celular. El tratamiento de 16hs de
incubacién con cisplatino parece causar un
ligero incremento del nivel celular de calcio
y afectar en menor medida la distribucion
del mismo. A las 24hs de incubacién se
observan practicamente los mismos
resultados, aumento del nivel calcio y poca
variacién en la distribucion del ién. En los
tratamiento de 40hs y 48hs la agregacion
del calcio se hace mas evidente (senalado

con una flecha blanca).

Figura 34. Analisis de la distribucion celular de calcio
y apoptosis en MCF7+/+ control y tratadas con
cisplatino [10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. El calcio
esta marcadas en verde, con rojo las células

apoptéticas y en azul los nucleos.
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1.13. Niveles de expresién de proteinas de fision y fusion

mitocondrial por western blotting.

Para el presente analisis se consideraron las proteinas DRP1 y FIS,
proteinas que intervienen en fendmenos de fisidbn mitocondrial y las
proteinas MTF y OPA, ambas proteinas de fusion mitocondrial.

En las MCF7+/- las proteinas de fision mitocondrial, tanto DRP1
como FIS, parecen aumentar su expresion a medida que transcurre
el tratamiento, esta diferencia se hace mas notoria a las 40hs y 48hs
de tratamiento (Figura 35). En las cuanto a las proteinas de fusion,
parece haber una disminucién en la expresion de MTF2, sobre todo a
48hs. En OPA esta tendencia no es tan clara, si bien el bandeado
presenta variaciones a lo largo del tratamiento se podria decir que

hay un leve aumento en la expresion de la proteina.

Proteinas de fisidon mitocondrial

MCFT+1- MCF7+/+

s v ™
C 16h 24h 40h 48h C  16h 24h 40h 48h

" DRP1 (80kDa)

e ———

- o s e FIS (18kDa)

Proteinas de fusion mitocondrial

MCF7+i- MCFT++
- Rt ™
C 16h 24h 40h 48h C 16h 24h 40h 48h
- — —g—— . s MTF2 (90KkDa)
: = —-—
—-— W W —— = OPA(30kDa)

Figura 35. Expresion de proteinas de fision (DRP1 y FIS1) y fusion (MTF2 y OPA)
mitocondrial en MCF7+/- y MCF7+/+, muestras control y tratadas con cisplatino
[10uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.
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En las MCF7+/+ (Figura 35), la expresion de DRP1 parece variar
poco con el tratamiento mientras que FIS muestra un incremento
respecto de la condicidn control. En las proteinas de fusién
mitocondrial, MTF2 muestra un leve incremento a las 48hs de
tratamiento, mientras que OPA se parece aumentar levemente entre
las 16hs y 40hs de tratamiento y disminuir hacia las 48hs, donde el

bandeado se presenta similar a la condicion control.

1.14. Analisis de la expresion de RNAm por RT-PCR.

Se analizé la expresion de las enzimas glutamato-cisteina ligasa
subunidad catalitica (GCLC) y subunidad moduladora (GCLM) y de la
glutation peroxidasa (GPx). En las MCF7+/- (Figura 37-A) se puede
ver una tendencia a la disminucion de la enzima GPx desde las 16hs
de tratamiento, tendencia que se mantiene sobre todo a las 40hs y
48hs de tratamiento. La GCLC no parece variar significativamente su
expresion, los valores obtenidos son semejantes al control a lo largo
del tratamiento. La subunidad GCLM se mantiene practicamente
invariable a las 16hs y 24hs de incubacion con cisplatino pero
disminuye ligeramente la expresion hacia el final del tratamiento,
sobre todo a las 48hs de tratamiento.

Para las MCF7+/+ (Figura 36-B) la expresion de RNAm se presenta
practicamente invariable a lo largo del tratamiento. Tanto las enzimas
GCLC como GCLM parecen aumentar levemente la expresion a las
16hs de tratamiento, aunque este valor no llega a duplicar el obtenido
para la condicion control, para luego vuelve a valores semejantes al
control. En cuanto a la GPx se puede apreciar una bajada

significativa a las 16hs de tratamiento, pero posteriormente se
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recupera alcanzando valores semejantes al obtenido para la

condicion control.

A MCF7+/-: Cisplatino [10uM]
. =]
18 @ GPx
1,54
1,2 4
0,9 ~
0,6 -
0,3 A
0.0 : = =
C 16hs 24hs 40hs 48hs
B MCF7+/+: Cisplatino [10uM]
mGCLC

C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 36. Niveles de RNAm (datos relativos al control) de la glutamato-cisteina-
ligasa subunidad catalitica (GCLC) y la subunidad moduladora (GCLM) y la glutation
peroxidasa, en MCF7+/- (A) y MCF7+/+ (B) tratadas con cisplatino [10uM] a 16hs,
24hs, 40hs y 48hs.
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2. Tratamiento con cisplatino [50uM]

2.1. Determinacion de citotoxicidad mediante contaje directo de
células MCF7+/- y MCF7+/+ tratadas con cisplatino [50uM]

El tratamiento con cisplatino induce una disminuciéon constante del
numero de células (Figura 37). En ambas cepas el tratamiento
también produce una reduccion del niumero de células desde las
16hs de incubacion y esta tendencia se mantiene hasta el ultimo
tiempo de incubacién considerado (p<0.050). La condicion control no
presenta diferencias significativas entre ambas cepas (p=0.657). A
medida avanza el tratamiento con el cisplatino las MCF7+/- se ven
mas afectadas que las MCF7+/+. Esta diferencia entre ambas cepas
no es significativa a las 16hs de incubacion (p=0.100), pero si es
significativa a las 24hs, 40hs y 48hs de tratamiento (p=0.006,
p=0.010 y p=0.004, respectivamente).

Citotoxicidad.
Tratamiento cisplatino [50uM].

B MCF7+/-

5 7 0O MCF7 +/+
2= 417
€
& 31
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©
= 24
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0 ,

C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 37. Evaluacion de la citotoxicidad inducida por el tratamiento con cisplatino
[50uM] a través del contaje directo, en MCF7+/- y MCF7+/+, condicidn control y
diferentes tiempos de incubacioén (16hs, 24hs, 40hs y 48hs).
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2.2. Cuantificacion del contenido de ADN, fase G0/G1 del ciclo
celular en MCF7+/- y MCF7+/-

Como resultado del tratamiento se obtiene una disminucion
progresiva de la cantidad de células en la fase G0/G1 para las
MCF7+/- (Figura 38). A las 16hs de incubacion esta disminucion en
la fase GO/G1 es significativa respecto de la condicion control
(p=0.016). Esta tendencia se mantiene progresivamente hasta el final
del tratamiento (p<0,05).

En las MCF7+/+ el cisplatino también causa una disminucién en la
cantidad de células en fase GO/G1. Esta diferencia es significativa a
partir de 24hs de tratamiento (p=0.037) y se mantiene a las 40hs y
48hs de tratamiento (p=0.042 y p=0.005).

Ciclo celular. Fase GO/G1.
Tratamiento cisplatino [S0uM]

W VCF7+/-
100 O MCF7+/+

80 4

60 ~

% células

40

20 +

C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 38. Fase GO/G1 en MCF7+/- y MCF7+/+, condicién control y tratadas con
cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

En la condicidon control ambas cepas presentan niveles similares en
la fase GO/G1 (p=0.873). A 16hs y 24hs de incubacion con cisplatino
las MCF7+/- tienen menor cantidad de células en esta fase que las

MCF7+/+, pero estas diferencias no son significativas (p=0.336 y
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p=0.109, respectivamente). A las 40hs y 48hs de tratamiento, en las
MCF7+/- continda disminuyendo la cantidad de células en esta fase,
pero en las MCF7+/+ aumentan las células detenidas es esta fase.
En ambos tratamientos las diferencias entre las cepas son

significativas (p=0.004 y p=0.004, respectivamente).

2.3. Cuantificacion del contenido de ADN, fase S+M/G2 del
ciclo celular en MCF7+/- y MCF+/+ tratadas con cisplatino
[50uM]

En las MCF7+/- el cisplatino induce la detencion de las células en la
fase de proliferacion (Figura 39). A partir de las 16hs de incubacion
se observa un incremento de ceélulas en esta fase, pero esta
diferencia no es significativa (p=0.150). A las 24hs de incubacion
aumento de células acumuladas en esta fase es significativo
(p=0.025), lo mismo ocurre en los tratamientos de 40hs y 48hs
(p=0.010 y p=0.050, respectivamente). En las MCF7+/+ a las 16hs y
24hs de incubacion con cisplatino aumenta la cantidad de células en
fase de proliferacion, pero las diferencias son significativas (p=0.631
y p=0.078, respectivamente). A las 40hs y 48hs de tratamiento
disminuye la cantidad de células en esta fase, en ambos casos las
diferencias son significativas (p=0.050 y p=0.025, respectivamente).
A lo largo del tratamiento con cisplatino el nivel de células en la fase
de proliferacion es mayor en las MCF7+/- que en las MCF7+/+. Estas
diferencias no son significativas a las 16hs y 24hs de incubacion con
cisplatino (p=0.810 y p=0.423, respectivamente), pero a las 40hs y
48hs de ftratamiento las diferencias entre ambas cepas son

significativas (p=0.025 y p=0.006, respectivamente).
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Ciclo celular. Fases S/IM/G2.
Tratamiento cisplatino [50uM]
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Figura 39. Fase S+/MG2 en MCF7+/- y MCF7+/+, condicién control y tratadas con
cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

2.4. Cuantificacion del contenido de ADN, células muertas en
MCF7+/- y MCF7+/+

Las MCF7+/- muestran un incremento en el numero de células
muertas a partir del tratamiento de 16hs de incubacién con cisplatino
tendencia que se mantiene hasta el final del tratamiento, siendo en
cada caso significativo respecto del control (p<0,05). En las MCF7+/+
el cisplatino también produce un aumento en la muerte celular. Este
incremento es significativo a lo largo de todo el tratamiento (p<0.05)
(Figura 40).

El aumento en el nimero de células muertas es mayor en las
MCF7+/- que en las MCF7+/+. Sin embargo, estas diferencias solo
son significativas en los tratamientos de 40hs y 48hs (p=0.010 y

p=0.010, respectivamente).
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Ciclo celular. Células muertas.
Tratamiento cisplatino [S0uM]
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Figura 40. Niveles de muerte celular en MCF7+/- y MCF7+/+, condicion control y
tratadas con cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

2.5. Determinacion del nivel de GSH en extractos celulares de
MCF7+/- y MCF7+/+

Este tratamiento produce un rapido descenso del GSH celular en las
MCF7+/-, siendo significativa la disminucion a las 16hs y 24hs de
incubacién (p=0.000 en ambos casos) (Figura 41). En los tratamiento
de 40hs y 48hs con cisplatino se produce una recuperacion de los
niveles de GSH celular, en ambos casos los incrementos son
significativos  respecto del control (p=0.000 y p=0.034,
respectivamente). En las MCF7+/+ se observa la misma tendencia.
El nivel de GSH celular baja a las 16hs y 24hs de incubacion con
cisplatino (p=0.034 y p=0.0034, respectivamente) y se recupera en
los tratamientos de 40hs y 48hs.

En ambos tipos celulares se obtiene la misma respuesta al
tratamiento con el citostatico, primero la disminucion del nivel de
GSH vy luego una recuperacion. En los tratamientos de 40hs y 48hs

las diferencias entre ambas cepas son significativas, las MCF7+/-
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tienen un nivel de GSH inferior al de las MCF7+/+ (p=0.007 y

p=0.007, respectivamente).

Nivel de GSH celular.
Tratamiento cisplatino [50uM]
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Figura 41. Determinacion del nivel de GSH [nmoles/millon células] en extractos
celulares de MCF7+/- y MCF+/+, condicién control y tratadas con cisplatino [50uM] a
16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

2.6. Determinacion de los niveles de ROS celular en MCF7+/-y
MCF7+/+ tratadas con cisplatino [50uM]

En las MCF7+/- el tratamiento produce un incremento de los niveles
celulares de ROS (Figura 42), el cual es significativo a partir de las
16hs de incubacion y hasta el final del tratamiento (p<0.05). En las
MCF7+/+ también se produce un aumento en los niveles de ROS,
siendo significativo a partir de las 24hs de incubacién y hasta el final
del tratamiento (p<0.05). Los niveles celulares de ROS en la
condicion control son mayores en las MCF7+/- que en las MCF7+/+
(p=0.034). A su vez, el aumento en los niveles de ROS inducido por

el tratamiento es mayor en las MCF7+/- que en las MCF7+/+. Estas
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diferencias entre ambos tipos celulares son significativas a lo largo

del todo el tratamiento (p<0.05).

Niveles de ROS celular.
Tratamiento cisplatino [50uM]
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Figura 42. Cuantificacion del nivel de ROS celular en MCF7+/- y MCF7+/+, condicion
control y tratadas con cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

2.7. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

El cisplatino causa una despolarizacion del potencial de membrana
mitocondrial en las MCF7+/- (Figura 43). A las 16hs y 24hs de
incubacion esta disminucidon no es significativa (p=0.724 y p=0.289,
respectivamente), pero en los tratamientos de 40hs y 48hs este
efecto es significativo respecto de la condicién control (p=0.034 vy
p=0.034, respectivamente). En las MCF7+/+ también se produce una
disminucion del potencial de membrana mitocondrial como resultado
del tratamiento con cisplatino. Estas diferencias son significativas a
las 24hs de incubacion y en los tratamientos de 40hs y 48hs
(p=0.034, p=0.034 y p=0.020, respectivamente).

En ambas cepas se produce una disminucion del potencial de

membrana mitocondrial por el tratamiento con cisplatino. En el
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control y a las 16hs de incubacién las diferencias en la respuesta
entre ambas cepas no son significativas (p=0.386 y p=0.593,
respectivamente). A las 24hs de incubacion y en los tratamientos de
40hs y 48hs el potencial de membrana mitocondrial de las MCF7+/-
es menor que el de las MCF7+/+, en todos los casos las diferencias

son significativas (p=0.009, p=0.034 y p=0.032, respectivamente).

Potencial de membrana mitocondrial.
Tratamiento cisplatino [50uM]

W MCF7 +-
1,6 4 O MCF7 +4+
1,2
S 084
0,4
0,0 +
C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 43. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial en MCF7+/-y
MCF7+/+, condicion control y tratadas con cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y
48hs.

2.8. Compartimentacién celular del GSH y co-localizaciéon de
células apoptéticas en MCF7+/- y MCF7+/+ tratadas con
cisplatino [50uM]

En las figuras 44 y 45 se muestra la distribucion celular del GSH,
marcado en verde y las células apoptéticas en rojo, en la primer
columna y en la segunda columna los nucleos en azul. En las
MCF7+/- (Figura 44) en la condicion control se puede ver que el GSH

se encuentra en mayor medida ubicado en el nucleo, también se
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distingue la disposicion en las mitocondrias, siendo ambos marcajes
superiores al del citoplasma. Luego de 16hs de incubacién con
cisplatino este fendmeno parece incrementarse. Aparecen células
apoptéticas (senalado con una flecha blanca) y en algunos casos se
observa nucleos (en azul) con disposicion anular del ADN (marcado
con una flecha blanca). A las 24hs de incubacién con cisplatino, se
pueden ver células con un alto nivel de GSH y en algunos casos se
puede distinguir una marcada concentracion nuclear. En los
tratamientos 40hs y 48hs aumenta el niUmero de células apoptéticas
(marcadas en rojo y sefaladas con una flecha blanca). En estas
células los niveles tienen bajos niveles de GSH vy la disposicion del
mismo es uniforme. En las células que parecen sobrevivir al
tratamiento con el citostatico el nivel de GSH celular es muy alto, lo
que no permite diferenciar patrones de compartimentacion.

Las células MCF7+/+ muestran una compartimentacion del GSH en
los nucleos para la condicion control, también se aprecia una
compartimentaciéon en las mitocondrias, en ambos casos el marcaje
es superior al citoplasmatico (Figura 45). Luego de 16hs de
incubacién con cisplatino [50uM] se observa un incremento en la
compartimentacion nuclear del GSH. A las 24hs de incubacion se
incrementa el nivel de GSH vy la disposicion nuclear del mismo no se
observa un incremento de células apoptéticas (marcadas en rojo). A
las 40hs y 48hs de tratamiento el nivel celular de GSH se incrementa
y también se incrementa la disposicion nuclear del GSH mayor que
en el citoplasma (sefalado con una flecha blanca), lo que denota una
compartimentacion nuclear del GSH muy elevada. Estas éstas
células con mayor nivel de GSH no presentan marca de apoptosis

(en rojo).
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control

, : &

Figura 44. Compartimentacion del GSH Figura 45. Compartimentacion del GSH
celular en MCF7+/- control y tratadas con celular en MCF7+/+ control y tratadas
cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y con cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs
48hs. En la columna derecha se muestra y 48hs. En la columna derecha se

el GSH marcado en verde y con rojo las  muestra el GSH marcado en verde y con
células apoptoéticas y en la columna rojo las células apoptéticas y en la

izquierda los nucleos en azul. columna izquierda los nucleos en azul.
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2.9. Analisis de la distribucién mitocondrial y apoptosis

En las Figuras 46 y 47 se muestran las mitocondrias marcadas en
verde, las células apoptéticas en rojo y los nucleos marcados en
azul.

En la condicién control en las MCF7+/- se puede ver que las
mitocondrias son tubulares y alargadas y que se disponen por toda la
célula de forma homogénea (Figura 46). El tratamiento con cisplatino
afecta la disposicién y forma de las mitocondrias de esta cepa. A las
16hs de incubacién se ve alterada la distribucion de las organelas.
Las mitocondrias tienden a disponerse agregadas y a ubicarse hacia
el area perinuclear y en algunos casos presentan una forma mas
acortada que en la condicién control (sefalado con una flecha).
Resultados similares se obtienen en el tratamiento de 24hs de
incubacién. Las mitocondrias se disponen agregadas y se ubican en
la periferia del nucleo. En algunos casos es posible distinguir un
menor tamafo en las organelas y en otros se ven células con
mitocondrias puntiformes.

A las 40hs de tratamiento se pueden ver células apoptéticas, los
cambios en la morfologia y disposicion de las mitocondrias son mas
evidentes. En algunas células apoptéticas las mitocondrias se
disponen alrededor del nucleo en otras la distribucibn es menos
evidente. También es posible distinguir en algunos casos
mitocondrias puntiformes. En el tratamiento de 48hs se pueden ver
células apoptéticas (marcadas en rojo) con mitocondrias puntiformes
y con una distribucion heterogéneas, en algunos casos dispuestas en
zonas perinucleares. Por su parte, las células no-apoptéticas
conservan mitocondrias tubulares y alargadas aunque la disposicion

esta alterada respecto del control (sefialado con una flecha).
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Figura 46. Analisis de la
distribucién mitocondrial y
co-localizacién de células
apoptéticas en MCF7+/-
tratadas con cisplatino
[50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y
48hs. Las mitocondrias
estan marcadas en verde,
con rojo las células
apoptéticas y los nucleos en
azul. La segunda columna
corresponde a una seccion

de la imagen ampliada.
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En las células MCF7+/+ (Figura 47) en la condicion control se puede
ver tubulares distribuidas homogéneamente en la célula. Luego de
16hs de incubacion con cisplatino no se distingue una variacion en la
forma de las mitocondrias, pero la distribucién en algunas células
parece mas agregada (sefialado con una flecha blanca).

Al alargar el tratamiento hasta 24hs de incubacién las mitocondrias
conservan la forma tubular pero son mas acortadas que en el control.
En algunas células las organelas se disponen alrededor del nucleo.
El tratamiento de 40hs provoca cambios en la forma de las
mitocondrias, en algunas células las mitocondrias son puntiformes
(sehalado con una flecha) mientras que en otras se mantiene la
forma tubular. También se distingue la ubicacién de las organelas en
zonas perinucleares.

En el tratamiento de 48hs se pueden diferenciar algunas células muy
afectadas por el tratamiento, probablemente estén necréticas (ya que
no muestran marca de anexina). Las células supervivientes tienen
mitocondrias en algunos casos tubulares y en otros casos
puntiformes (sehalado con una flecha blanca). En todas predomina

una distribucion mas perinuclear de estas organelas.
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Figura 47. Analisis de la
distribucién mitocondrial y
co-localizacién de células
apoptoticas en MCF7+/+
tratadas con cisplatino
[50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y
48hs. Las mitocondrias
estan marcadas en verde,
con rojo las células
apoptoticas y los nucleos en
azul. La segunda columna
corresponde a una seccion

de la imagen ampliada.
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2.10. Analisis de la distribucién mitocondrial y necrosis

En las figuras 48 y 49 se pueden ver las mitocondrias en verde, las
células necréticas en rojo y marcados en azul los nucleos. Como se
mencionara anteriormente el cisplatino a una [50uM] tiene efectos
tanto en la forma de las mitocondrias (verde) como en su patréon de
distribucion en las células MCF7+/- (Figura 48). Estos efectos se
registran a partir de las 16hs de incubacion con el citostatico y se
hacen mas evidentes a lo largo del tratamiento. Se produce asi un
cambio de una forma tubular alargada a una puntiforme y se pasa de
una distribucion homogénea a una distribucidon perinuclear. La
cantidad de células necréticas (marcadas con rojo) parece aumentar
ligeramente sobre todo en el tratamiento de 48hs.

En las MCF7+/- (Figura 48, columna de la izquierda) las células
necroéticas se observan al final del tratamiento, los cambios de forma
y disposicion de las mitocondrias son anteriores. En las células
necroticas es dificil distinguir un patron de distribucion o la forma de
las organelas.

En las células MCF7+/+ (Figura 49, columna de la derecha) aparecen
algunas células necréticas al final del tratamiento. No es posible
distinguir la forma o la distribucion de las mitocondrias en las células

necroticas.
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cor)_t-rl'ol : Figura 48. Analisis de la control
: distribucién mitocondrial y
células necrdticas en
MCF7+/- tratadas con
cisplatino [50uM] a 16hs,
24hs, 40hs y 48hs. Las
mitocondrias estan
marcadas en verde, con
rojo las células necréticas

y en azul los nucleos.

Figura 49. Analisis de la
distribucién mitocondrial y
células necrdticas en
MCF7+/+ tratadas con
cisplatino [50uM] a 16hs,
24hs, 40hs y 48hs. Las
mitocondrias estan
marcadas en verde, con
rojo las células necréticas

y en azul los nucleos.
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2.11. Co-localizacién de citocromo-c y mitocondrias en células
tratadas con cisplatino [50uM]

La figura 50 corresponde a las MCF7+/-, se puede ver en la primer
columna las mitocondrias marcadas en rojo, en la segunda columna
el citocromo-c marcado en verde, en la tercer columna se muestra
una superposicion de ambos marcajes (cuando co-localizan el
marcaje es predominantemente amarillo) y se sefala un area que
corresponde a la zona ampliada en la ultima columna. Los nucleos
estan marcados con azul.

En la condicion control se puede ver una co-localizacién de las
mitocondrias y el citocromo-c en la ultima columna (marcaje
amarillo). Ambos se disponen de forma homogénea por toda la
célula. A las 16hs de incubacion con el cisplatino se mantiene la co-
localizacién de las mitocondrias y el citocromo-c, en algunas células
las mitocondrias se agregan, pero el citocromo-c muestra el mismo
patron. Luego de 24hs de incubacién con el citostatico la agregacion
mitocondrial es mas marcada, en algunos la disposicion del
citocromo-c coincide con la mitocondrial y en otros este se dispone
por toda la célula. A las 40hs y 48hs, en general, las mitocondrias
aparecen agregadas, mientras que el citocromo-c se dispone por
toda la célula, lo que indica una pérdida de co-localizacion que se

evidencia en una disminucioén de areas amarillas.
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Figura 50. Co-localizacion de mitocondrias y citocromo-c en MCF7+/-, condicion
control y tratadas con cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. En la primer
columna se pueden ver las mitocondrias marcadas en rojo, la segunda columna
corresponde al citocromo-c marcado en verde, en la tercer columna se muestra la
superposicion de ambos marcajes y la seccion sefialada en blanco corresponde a la
seccion ampliada que se muestra en la ultima columna. Los nucleos estan marcados

con azul.
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La figura 51 corresponde a las MCF7+/+, en la primer columna se
pueden ver las mitocondrias marcadas en rojo, en la segunda
columna el citocromo-c marcado en verde, en la tercer columna se
muestra una superposicion de ambos marcajes (cuando co-localizan
el marcaje es predominantemente amarillo) y se sefiala un area que
corresponde a la zona ampliada en la ultima columna. Los nucleos
estan marcados con azul.

En la condicion control la distribucidon de las mitocondrias y el
citocromo coinciden (imagen superpuesta, zonas amarillas), ambos
se disponen por toda la célula. A las 16hs de incubacion con
cisplatino [50uM] se mantiene la superposicion de ambos marcajes,
los efectos sobre la distribucion mitocondrial son leves, algunas
células muestran cierta agregacion coincidente con la disposicion del
citocromo-c. A las 24hs de incubacion las mitocondrias se ven mas
afectadas, se agregan sobre todo en el area perinuclear. En la
mayoria de las células esta distribucién coincide con la del citocromo-
¢, manteniéndose la co-localizacion de ambos marcajes, en otras el
citocromo-c, a diferencia de las mitocondrias, se dispone por toda el
citoplasma. En los tratamientos de 40hs y 48hs la agregacion
mitocondrial es mas evidentes y se observan mas células donde el

citocromo-c se libera al citoplasma.
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control

A= 6 _

Figura 51. Co-localizacion de mitocondrias (primer columna, marcaje rojo) y
citocromo-c (segunda columna, marcaje verde) en células MCF7+/+ tratadas con
cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. En la tercer columna se muestra la
superposicion de ambos marcajes y marcada en blanco se indica la seccion
ampliada que se muestra en la ultima columna. Los nucleos estan marcados con

azul.
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2.12. Andlisis de la distribucién celular de
calcio y células apoptéticas en MCF7+/- y
MCF7+/+ tratadas con cisplatino [50uM].

En la figura 52 se pueden ver en las
MCF7+/- el calcio marcado en verde, las
células apoptoticas en rojo y los nucleos en
azul. En la condicién control el nivel de
calcio (verde) se distribuye
homogéneamente por toda la célula. A las
16hs de incubacién con cisplatino en
algunas células se incrementa el nivel de
calcio, que en algunos casos se dispone en
agregados. A las 24hs de incubacion se
observan la misma tendencia, un aumento
del nivel de calcio y una disposicion
agregada en algunos casos (sehalado con
una flecha blanca). A las 40hs y 48hs de
tratamiento se incrementa el nivel de
apoptosis. En algunas células apoptéticas
el nivel de calcio es muy alto y en otras es
mas bajo y se dispone formando clusters

aunque también se sitda por el citoplasma.

Figura 52. Analisis de la distribucion celular de calcio
y apoptosis en MCF7+/-, condiciéon control y tratadas
con cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. El
calcio estd marcadas en verde, con rojo las células

apoptéticas y en azul los nucleos.

165



Resultados

166

En la condicion control de las MCF7+/+
(Figura 53) el calcio se distribuye
homogéneo en toda la célula. A las 16hs de
incubacién con el cisplatino aumenta
ligeramente el nivel de calcio, en algunos
casos se dispone en forma agregada. A las
24hs de incubacién, se observa la misma
tendencia, un ligero aumento del nivel de
calcio y en algunos casos una disposicion
agregada. A las 40hs y 48hs el nivel de
calcio es mas alto respecto del control, en
otras células el i6n se dispone formando
agregados que se ubican mayoritariamente
cercanos al nucleo (marcado con una

flecha blanca).

Figura 53. Analisis de la distribucion celular de calcio
y apoptosis en MCF7+/+, condicion control y tratadas
con cisplatino [50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs. El
calcio esta marcadas en verde, con rojo las células

apoptéticas y en azul los nucleos.
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1.13. Niveles de expresion de proteinas de fision y fusion

mitocondrial por western blotting.

Proteinas de fision mitocondrial

MCFT+i- MCFT-+/+
i Ny ™y
C 16h 24h 40h 46h € 16h 24h 40h 48h
A - - - - FIS (18kDa)

Proteinas de fusion mitocondrial

MCFT+/- MCFT+i+

- W ™
C 16h 24h 40h 48h_  C 16h 24h 40h 48h

- MTF2 (90kDa)

- ~
E: _— ’E_ — OPA (90kDa)

Figura 54. Expresion de proteinas de fision (DRP1 y FIS1) y fusion (MTF2 y OPA)
mitocondrial en MCF7+/- y MCF7+/+, muestras control y tratadas con cisplatino
[50uM] a 16hs, 24hs, 40hs y 48hs.

En la expresion de la proteina de fision mitocondrial DRP1 se
observa una disminucion de la expresion que coincide con la
aparicion de una nueva banda de peso molecular ligeramente
superior (Figura 54). Esto se observa en ambas cepas, pero el efecto
parece mas marcado en las MCF7+/-. En la expresion de FIS se
observa una clara disminucion a lo largo del tratamiento.

Las proteinas de fusidon también disminuyen su expresion como
consecuencia del tratamiento. En las MCF7+/- la MTF disminuye la
expresion con el tratamiento, en las MCF7+/+ parece haber un

incremento y finalmente una disminucion de la expresion. También

167



Resultados

se obtiene una disminucion en la expresion de OPA, efecto que

aparece mas temprano en las MCF7+/-.

1.14. Analisis de la expresion de RNAm por RT-PCR.

Los resultados corresponden al analisis de expresion de RNA
mensajero de la enzima GCL, se muestra la expresiéon de la
subunidad catalitica (GCLC) y la moduladora (GCLM) y también la
expresion de GPx (Figura 55).

A MCF7+/-: Cisplatino [50uM]
OGCLC
BGCLM
B GPx

2,7 -

24

2,1

18

15

1,2 A

0,9 |

0,6

0,3 |

0,0 ‘

C 16hs 24hs 40hs 48hs

B MCF7+/+: Cisplatino [S0uM]  [maaic
B8 GCLM
B GPx

C 16hs 24hs 40hs 48hs

Figura 55. Niveles de RNAm (datos relativos al control) de la glutamato-cisteina-
ligasa, subunidad catalitica (GCLC) y subunidad moduladora (GCLM) y la glutation
peroxidasa, en MCF7+/- (A) y MCF7+/+ (B) tratadas con cisplatino [50uM] a 16hs,

24hs, 40hs y 48hs.

168



Resultados

En las MCF7+/- (Figura 55-A) el tratamiento con el cisplatino produce
un incremento progresivo en la expresion de ambas subunidades de
la GCL (GCLC y GCLM), donde el nivel superior se obtiene al final
del tratamiento. Por su parte la GPx tiene disminuye al comienzo del
tratamiento y luego se recupera hasta lograr un nivel semejante al
control.

En las MCF7+/+ (Figura 55-B) también se observa un incremento en
la expresion de la GCL, siendo marcado mas marcado y se observa
desde el comienzo del tratamiento. El cisplatino disminuye la
expresion de la GPx a las 16hs de incubacién y posteriormente se

produce un incremento en la expresion.
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DISCUSION

En el presente trabajo se han estudiado los mecanismos
subyacentes en la relaciéon entre el nucleo y la mitocondria y la
importancia de la compartimentaciéon del GSH en el nucleo durante la
resistencia a la apoptosis inducida por el tratamiento con cisplatino.
Asi mismo se ha evaluado la posible implicancia de la proteina bcl-2
en la compartimentacién del GSH en el nucleo como mecanismo de
la resistencia a la apoptosis. Para ello se ha utilizado la cepa celular
MCF7 wild type y un homadlogo que sobre-expresa bcl-2.

Los datos muestran que el tratamiento induce un estrés oxidativo que
afecta a la funcionalidad de las mitocondrias, lo que puede
evidenciarse a ftravés de la despolarizaciéon del potencial de
membrana mitocondrial. Eventualmente, esto podria llevar a la
muerte celular principalmente por apoptosis.

Como respuesta temprana al tratamiento se producen alteraciones
en la disposicion mitocondrial, las mitocondrias se agregarian
ubicadas en zonas perinucleares. Seguidamente se producirian
variaciones morfolégicas, que llevarian a la disminucién del tamafio
mitocondrial. Posiblemente estos eventos podrian guardar relacién
con estrategias de resistencia al tratamiento. En este sentido, es
posible que los procesos de fusion y fision cumplan una funcion
como mecanismo de control de calidad capaz de gobernar el
recambio mitocondrial, siendo un evento decisivo en dicho
mecanismo la despolarizacion del potencial de membrana
mitocondrial. Esto permitiria la remociéon por autofagia de las

mitocondrias despolarizadas o potencialmente disfuncionales.
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Asi mismo, los niveles de GSH celular y sobre todo Ia
compartimentacién del mismo en el nucleo, también parecen tener
gran relevancia en la resistencia a la muerte por apoptosis. Los
resultados obtenidos en la presente tesis parecen indicar que las
células que sobre-expresan bcl-2 resisten mejor al tratamiento de
induccién de apoptosis con cisplatino. Estas células muestran un
mayor incremento en los niveles de GSH celular y una mayor
disposicion del tripéptido en el nucleo. Dado que la proteina bcl-2
parece relacionarse con la compartimentaciéon del GSH, la sobre-
expresion de la misma podria vincularse con la mayor
compartimentacion del GSH en el nucleo y de esta forma conferir
mayor resistencia al tratamiento. Mas aun, es posible que la
compartimentacién del GSH en el nucleo y la mitocondria cumpla
algun papel en la comunicacién entre el nucleo y la mitocondria en la

resistencia al modelo de induccion de apoptosis utilizado.
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1. Sintesis y analisis comparativo de los resultados obtenidos.

La eleccién del cisplatino (cis-diamminedichloroplatinum) en nuestro
modelo se debe a que este agente quimioterapéutico, utilizado en
clinica habitualmente, es capaz de inducir muerte celular por
apoptosis en diferentes tipos celulares (Chu, 1994; Mese ef al., 2000;
Del Bufalo ef al, 2002; Marklund et al, 2004). Las dos
concentraciones de cisplatino elegidas, una baja ([cis10uM]) y una
alta [cis50uM], han permitido realizar un analisis comparativo entre
los efectos de un tratamiento moderado y uno mas agresivo. En
ambos tratamientos se obtuvo el mismo patrén de eventos, siendo
los efectos mas pronunciados o incluso aparecen de forma mas

temprana como respuesta a la concentracién mas alta de cisplatino.

1.1. Efectos del tratamiento de cisplatino [10uM] en los parametros
mitocondriales y nucleares considerados.

El tratamiento con el cisplatino [10uM] detiene las células en la fase
de proliferacion, S+M/G2 (Figura 20), esto provoca una disminucion
en la fase GO/G1 (Figura 19) y el incremento de la muerte celular
(Figura 21), por lo que disminuye el numero de células (Figura 18).
Se produce la salida del citocromo-c desde la mitocondria al citosol
(Figuras 31 y 32), lo que provoca la muerte celular principalmente por
apoptosis y en menor medida por necrosis (Figuras 29 y 30).

Se produce un estrés oxidativo que se evidencia a través de un
incremento progresivo en los niveles de ROS (Figura 23) y el
potencial de membrana mitocondrial baja a medida que avanza el
tratamiento (Figura 24). En las MCF7+/- el incremento de los niveles

de ROS es significativo casi desde el principio del tratamiento y el
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efecto de la despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial
es mayor que en las MCF7+/+.

El tratamiento también afecta la disposicion espacial y la morfologia
de las mitocondrias, sobre todo en las MCF7+/- (Figuras 27), en las
MCF7+/+ los cambios mas importantes se producen en la
distribucion de las organelas (Figura 28). Se observa una distribucion
perinuclear de las mitocondrias y en algunos casos pasan de una
forma tubular alargada a una puntiforme. En las MCF7+/- aumenta la
expresion en las proteinas de fision (FIS y DRP1) mientras que en
las proteinas de fusion la disminucion es leve (MTF) o incluso
aumenta (OPA) (Figura 35). En las MCF7+/+ aumenta la expresion
de FIS y DRP1 se mantiene invariable, este efecto parece
compensado con el aumento en la proteina de fusion OPA, mientras
que la MTF no cambia. Al analizar estos resultados con los de
microscopia confocal, donde la morfologia mitocondrial de las
MCF7+/+ esta menos alterada que en las MCF7+/-, parece haber un
claro aumento de fision en la cepa wild type a diferencia de lo que
ocurre en la transfectada. Por su parte, el nivel de calcio aumenta
calcio en ambas cepas (Figuras 33 y 34). En las células apoptéticas
se observa un incremento marcado del calcio, en algunos casos
parece disponerse formando agregados.

Como respuesta al estrés inducido por el cisplatino los niveles
celulares de GSH se incrementan a medida que transcurre el
tratamiento (Figura 22), lo que evidencia una respuesta antioxidante
por parte de la célula. Aparentemente las células resistentes al
tratamiento presentan un mayor nivel de GSH. En las estimaciones
por métodos bioquimicos (Figura 22) las desviaciones obtenidas no
permiten una clara comparacion entre los niveles celulares de GSH.

Pero el analisis conjunto de estos resultados con los obtenidos por
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microscopia confocal indica que el cisplatino induce un aumento del
nivel de GSH en las células supervivientes y una clara
compartimentacion en el nucleo (Figura 25 y 26). También puede
verse compartimentacion en las mitocondrias. Las células
supervivientes tienen altos niveles de GSH celular ubicado
principalmente en el nucleo, a diferencia de las células apoptoticas,
donde el nivel es bajo y uniforme. En las MCF7+/+ (Figura 25) parece
que el nivel y compartimentacion del GSH son mas marcados que en
las MCF7+/- (Figura 25).

El andlisis de la expresion de RNAm muestra una leve disminucion
de la GPx. En las MCF7+/- el efecto se intensifica a lo largo del
tratamiento, mientras que la disminucion es inmediata en las
MCF7+/+ y luego se recupera un nivel similar al obtenido en el
control (Figura 36). Esta enzima cumple un papel importante en la
defensa antioxidante del glutation frente a agentes pro-oxidantes y de
esta forma interviene en uno de los mecanismos de proteccion contra
el estrés oxidativo. Por su parte, la enzima GCL relacionada con la
sintesis de GSH, parece menos afectada. Sélo se observa una
disminucion de la subunidad GCLM en las MCF7+/- al finalizar el
tratamiento (Figura 36-A). En las MCF7+/+ la expresion de las
enzimas es practicamente invariable (Figura 36-B). Seria interesante
analizar las actividades de estas enzimas, lo que complementaria la

informacién aqui obtenida.

1.2. Efectos del tratamiento de cisplatino [50uM] en los parametros
mitocondriales y nucleares considerados.

El tratamiento con cisplatino [50uM] disminuye el nimero de células
en ambas cepas (Figura 37). En las MCF7+/- las células se

acumulan en S+M/G2 (Figura 39), lo que disminuye la fase G0/G1
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(Figura 38) y esto llevara al incremento de la muerte celular (Figura
40). En las MCF7+/+ las células se detiene en la fase GO0/G1,
diminuye el nivel de células en proliferacion y la muerte celular. Se
produce la salida del citocromo-c desde la mitocondria al citosol
(Figura 50 y Figura 51) lo que coincide con el hecho de que la muerte
celular es principalmente por apoptosis y en menor medida por
necrosis (Figura 48 y Figura 49).

Se produce un incremento significativo de los niveles de ROS, desde
el primer tiempo de incubacion (Figura 42) y el potencial de
membrana mitocondrial desciende (se despolariza) con el avance del
tratamiento (Figura 43). Por su parte, el nivel de calcio celular
aumenta a partir de las primeras etapas del tratamiento y parece
disponerse de forma agregada. En las células apoptéticas los niveles
son muy elevados, el ié6n se ubica por todo el citosol, en algunos
casos persiste la distribucion agregada. En las MCF7+/- (Figura 52)
este efecto es mayor que en las MCF7+/+ (Figura 53).

También se afectan la distribucion mitocondrial y la morfologia. Las
mitocondrias pierden su distribucion homogénea, se ubican de forma
agregada y en muchos casos en zonas cercanas al nucleo. Ambos
efectos aparecen antes y son mas evidentes en las MCF7+/- (Figura
46) que en MCF7+/+ (Figura 47). En cuanto a la expresion de las
proteinas de fusién (MTF y OPA) se registra una disminucion (Figura
54), lo mismo ocurres con las proteinas de fision FIS y DRP. El
analisis de la expresion en las fracciones mitocondrial y citosélica
podria aclarar la implicancia de estas proteinas en las variaciones
morfologicas observas por microscopia confocal.

Como consecuencia del estrés oxidativo inducido se produce una
caida del nivel de GSH celular al comienzo del tratamiento y luego

los valores se incrementan significativamente (Figura 41). En las
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determinaciones bioquimicas las desviaciones son muy altas lo que
no permite evaluar correctamente el efecto del tratamiento. Sin
embargo, es mas claro el efecto observado por microscopia confocal.
Se observa un incremento del nivel de GSH y una compartimentacion
nuclear del mismo a lo largo del tratamiento, siendo las células
supervivientes las que tienen niveles mas altos de GSH y una
marcada compartimentacion nuclear. Por su parte, en las células
apoptoticas los niveles de GSH son bajos y la distribucién celular
homogénea. En las MCF7+/+ (Figura 45) estos efectos son mas
marcados que en las MCF7+/- (Figura 44) asi como el nivel de
apoptosis.

Estos altos niveles de GSH celular coinciden con un aumento
progresivo de la expresion de RNAm en la GCL (en ambas
subunidades) a medida que avanza el tratamiento. El efecto que se
obtiene es similar en ambas cepas (Figura 55). La GPx en principio
parece bajar la expresion, sobre todo en las MCF7+/- (Figura 55-A) y
luego se incrementa la expresion, en la cepa wild type alcanza
valores semejantes al control y en las MCF7+/+ (Figura 55-B) es
superior. En este caso el andlisis de la actividad enzimatica permitiria

complementar la informacion obtenida.
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2. Mecanismos subyacentes en la relaciéon de los fendmenos
nucleares y mitocondriales, papel del estrés oxidativo y del
GSH celular.

2.1. El cisplatino induce la detencion de las células en la fase de
proliferacién y consecuentemente la muerte celular, principalmente
por apoptosis.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con cisplatino
detiene las células en la fase de proliferacion, S+M/G2, esto provoca
una disminucion en la fase G0/G1 y se incrementa la muerte celular.
Estos datos concuerdan con los efectos descriptos para el
tratamiento con el citostatico. Los efectos citotdxicos del cisplatino
principalmente son debidos a la formacion de aductos del DNA
(Jamieson and Lippard, 1999; Kartalou and Essigmann, 2001), lo que
lleva a que se detenga la replicacion celular. Como consecuencia de
las lesiones inducidas en el DNA por el cisplatino, se activa la
regulacion del ciclo celular en el punto de control entre las fases G2 y
M (cell cycle checkpoint). De esta forma, las células se detienen
principalmente en estas fases. Cuando el dano inducido en la fase
G2 es irreparable, la apoptosis sirve como una via de eliminacion de
estas células, impidiendo que las células danadas por el cisplatino en
la fase G2 pasen a la fase de mitosis (O'Brien and Brown, 2006).

En nuestros resultados se puede ver que el cisplatino produce la
muerte celular principalmente por apoptosis en ambos tratamientos.
Las células presentan mayor marcaje con anexina, células
apoptéticas y en menor medida con ioduro de propidio, marcaje para
células necrdticas. Por otro lado también pudo evidenciarse que el

tratamiento con cisplatino induce la liberacion del citocromo-c desde
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la mitocondria al citosol a medida que avanza el tratamiento. Con la
concentracion mas alta de cisplatino (cisplatino [50uM]) se
encontraron resultados similares, pero algunos efectos aparecieron

mas temprano, como la liberacion del citocromo-c al citosol.

2.2. El tratamiento induce un incremento progresivo en los niveles de
ROS.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son productos del
metabolismo normal de la célula que pueden ser potencialmente
nocivos y afectar a las funciones celulares. Los ROS son generados
por todos los organismos aerébicos y parecen ser indispensables en
las vias de transduccion de senales que regulan el crecimiento y el
estatus redox celular. La sobreproduccién de metabolitos reactivos
de oxigeno puede iniciar reacciones letales, las cuales desembocan
en la oxidacion y dafo de estructuras cruciales para la integridad
celular.

Muchos agentes anti-tumorales, como en el caso del cisplatino,
producen la muerte celular por apoptosis a través de la induccién de
ROS (Fang ef al, 2007). Sin embargo, los mecanismos a través de
los cuales estas especies reactivas median los efectos apoptoticos
del cisplatino no se conocen con exactitud.

Al igual que en otros trabajos, en este estudio se registré un
incremento de ROS en respuesta al cisplatino (Del Bufalo ef al,
2002). Con el tratamiento de baja concentracion (cisplatino [10uM])
se produjo un aumento progresivo de los niveles de ROS y con la
concentracion mas alta (cisplatino [10uM]) el incremento fue mas
marcado. Siendo en ambos casos menor el efecto en las MCF7+/+
que en las MCF7+/-.
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Parece haber una relacion entre la proliferacion y los niveles
celulares de ROS. Se ha propuesto que la proliferaciéon celular se
desarrolla dentro de un determinado rango de niveles de ROS,
concentraciones inferiores o superiores a este rango provocarian la
detencion de crecimiento o inclusive la muerte celular. Lo que
indicaria que los ROS podrian actuar como un arma de doble filo
(Davies, 1999). Mas aun, se ha propuesto un modelo en el cual se
relaciona la proliferaciéon con el estado redox celular, donde se
postula la existencia de un interruptor redox que ayudaria a regular la
proliferacion en las células normales (Hutter ef a/,, 1997; Hoffman et
al., 2008). De acuerdo con el modelo redox de proliferacion celular,
existiria un valor umbral de potencial redox el cual inicia la
fosforilacion de diferentes proteinas de regulacién asociadas con
diferentes fases del ciclo celular y por ende con la proliferacion
celular. Cuando el potencial redox supera ese valor umbral las
células entran en la fase G0/G1. Segun este modelo existe un limite
en el potencial de reduccion, en el cual las células normales no
podrian sobrevivir. Estos limites serian mas laxos en las células
cancerigenas, ya que este punto de control estaria ausente, lo que
posibilitaria evadir el punto de restriccion, ocasionando asi la pérdida
de control del ciclo celular.

En el presente modelo de induccién de apoptosis, como se ha
explicado en el apartado anterior, el cisplatino provoca la detencién
de las células en la fase de proliferacion. Esto se podria relacionar
con el incremento de los niveles celulares de ROS observados. De
hecho a medida que avanza el tratamiento aumenta la cantidad de
células detenidas en la fase S+M/G2 y también se produce un

incremento en los niveles de ROS.
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Por otro lado, se ha descrito que el incremento en la produccion de
ROS podria relacionarse con un incremento en los eventos de fision
de las mitocondrias (Pletjushkina ef al., 2006), ya que los procesos
de fision podria intervenir en la eliminacion de las especies reactivas
del oxigeno producidas en la mitocondria (Skulachev, 1999;
Skulachev et al., 2004). Lo que coincide con lo observado en nuestro
trabajo, en las MCF7+/- los niveles de ROS se incrementan a medida
que avanza el tratamiento, de la misma forma las variaciones en la
morfologia mitocondrial son mas notorias. En las MCF7+/+ los
niveles de ROS se incrementan de forma mas atenuada y las

variaciones morfoloégicas son menos marcadas.

2.3. Aumenta el nivel de calcio celular, en las células apoptéticas se
observa un incremento marcado del calcio, en algunos casos parece
disponerse formando agregados.

Los resultados muestran que el tratamiento con cisplatino produce un
aumento de los niveles de calcio que en algunos casos se dispone
formando agregados, lo que parece ser una respuesta temprana. Las
células apoptéticas parecen tener niveles de calcio muy altos. Estos
efectos son mas marcados con el ftratamiento de mayor
concentracion de cisplatino (cisplatino [50uM]).

Esto concuerda con otros trabajos en los que se ha registrado que el
cisplatino produce el aumento de calcio celular (Chirino ef al., 2009).
El calcio participa en la sefalizacién de multiples funciones celulares,
en condiciones normales su concentracion intracelular suele ser baja.
El transporte de calcio dentro y fuera de la matriz mitocondrial puede
modular procesos fisiolégico celulares. Como parte de la sefializaciéon
del calcio dentro de la célula puede variar el transporte del ién a

través de la mitocondria lo que llevaria a cambios del potencial de
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membrana mitocondrial. La pérdida del potencial de membrana
mitocondrial suele preceder la desintegracion de la envoltura nuclear
y se asocia tanto con el incremento de los niveles de ROS como de
calcio (Smaili ef al,, 2000).

La distribucion del calcio en agregados podria ser consecuencia de la
disposiciéon mitocondrial del i6n y podria cumplir una funciéon de
proteccion. En las células acinares pancreaticas se ha descrito que el
incremento de los niveles de calcio intracelular induce la acumulacion
del i6n dentro de la mitocondria y el reticulo endoplasmatico. De esta
forma se reducirian los niveles de calcio libre en el citoplasma y se
protegeria a la célula de las posibles sefalizaciones causadas por el
incremento descontrolado del ién. Mas aun, las mitocondrias podrian
ubicarse en las zonas especificas donde la concentracion de calcio
€s superior 0 en zonas mas sensibles a la sefalizacién. Por ejemplo,
se ha descrito la ubicacion perinuclear de las mitocondrias cuya
funcion seria proteger al nucleo y aislarlo de las posibles
sefalizaciones causadas por el incremento desmedido de calcio
intracelular (Park ef a/., 2001).

2.4. El cisplatino produce la despolarizacién del potencial de
membrana mitocondrial.

La disipacion del potencial de membrana se relaciona con una
pérdida de la funcién mitocondrial normal y con un mayor estado de
oxidacion mitocondrial (Kroemer, 2003). La exposicidn a agentes
citotéxicos, como el cisplatino, puede producir la despolarizacién del
potencial de membrana mitocondrial.

Como principal fuente de produccion de ROS, la mitocondria es mas
propensa a sufrir dafio por parte de estas especies reactivas. Una

respuesta comun al dano causado por ROS o niveles de calcio
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elevados es la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
interna. Los niveles incrementados de ROS pueden inducir la
apertura de los poros de permeabilidad transitoria en la membrana
interna mitocondrial. De esta forma se produciria el desacoplamiento
de la fosforilacion oxidativa, asi mismo luego del hinchamiento de la
mitocondria seguiria la liberacion del citocromo-c al citoplasma, lo
que promoveria la muerte celular (Lemasters ef a/., 1998; Kim ef al.,
2003). Por otro lado, la despolarizacion del potencial de membrana
mitocondrial puede ser considerado como un mecanismo de
amplificacién de sefial dentro de la respuesta apoptotica (Kroemer
and Reed, 2000).

Los resultados aqui obtenidos indican que el incremento en los
niveles de ROS se relaciona de forma inversa con la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial. El potencial de membrana
mitocondrial disminuye a medida que avanza el tratamiento, mientras
que los niveles de ROS se incrementan. Con el tratamiento de baja
concentracion (cisplatino [10uM]) el potencial de membrana se
despolariza de forma atenuada, siendo significativa la disminucién al
final del tratamiento, cuando los niveles de ROS son mayores vy
también el nivel de muerte celular. De hecho, hacia el final del
tratamiento el citocromo-c es liberado desde la mitocondria al citosol.
Por su parte, con el tratamiento de alta concentracién (cisplatino
[50uM]) el incremento de ROS es mas pronunciado y el potencial de
membrana mitocondrial parece sufrir una mayor despolarizacion y
esta respuesta aparece antes. Lo mismo ocurre con la liberacién del
citocromo-c al citosol. Todos estos efectos producidos por ambos

tratamientos son mas atenuados en las MCF7+/+.
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2.5. Se producen alteraciones en la disposicion y morfologia de las
mitocondrias, siendo eventos tempranos que no necesariamente
provocan la muerte celular.

El tratamiento con cisplatino induce alteraciones de las mitocondrias,
algunos de estos fendmenos parecen influir en la resistencia a la
muerte por apoptosis. Las variaciones en la distribucion y la
morfologia mitocondrial son eventos tempranos, que preceden la
muerte celular. Mas aun, no parece desencadenar la apoptosis, por
lo que es posible que estos cambios en la distribucién y morfologia
mitocondrial se relacionen con estrategias celulares de resistencia a

la muerte por apoptosis.

La distribucion de las mifocondrias dentro de /a célula se relaciona
con el correcto funcionamiento celular.

Las mitocondrias se disponen formando una red dinamica que
contribuye en la produccién de energia, la homeostasis del calcio y la
sefalizaciéon celular (Chen and Chan, 2005). La apropiada
distribucion de esta red mitocondrial se relaciona con el correcto
funcionamiento de la organela y es esencial para la supervivencia
celular (Frederick and Shaw, 2007). El trafico de las mitocondrias
dentro de las células obedece principalmente a las demandas
celulares, por ejemplo, los cambios de posicion de las mitocondrias
dentro de la célula en funcién de las demandas locales de ATP
(McBride et al., 2006).

Células altamente polarizadas, como las neuronas, son
particularmente sensibles a los defectos en los movimientos
mitocondriales. En estas células las mitocondrias suelen disponerse
en las areas de mayor demanda energética, como las zonas
sinapticas (Hollendeck and Saxton, 2005; Detmer and Chan, 2007).
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En este sentido, el trafico mitocondrial cumple un papel importante
para el mantenimiento tanto de las neuronas como de las
mitocondrias, el cese de estos movimientos podria desencadenar la
disfuncion mitocondrial y neuronal. Es por ello que el dafio en los
mecanismos del movimiento mitocondrial y la alteracion de la
morfologia de las organelas se relacionan con las lesiones
neuronales. Esto podria desencadenar la degeneracién neuronal y
consecuentemente la muerte de las neuronas (Chang and Reynolds,
2006).

En el modelo propuesto para este trabajo, las mitocondrias se
disponen agregadas en general alrededor del nucleo, siendo esta
una respuesta temprana al tratamiento. Luego se registra la
alteracion de la morfologia mitocondrial, las mitocondrias parecen
acortarse y en algunos casos pierden la forma tubular alargada por
una puntiforme. Ambos eventos son anteriores a la liberacién de
citocromo-c desde la mitocondria al citosol ademas no parecen
desencadenar necesariamente la muerte por apoptosis. Los datos
del analisis de la distribucion mitocondrial y el nivel de apoptosis
muestran que las células necréticas o apoptéticas no necesariamente
presentan una distribucién perinuclear de las mitocondrias. El estudio
de la co-localizacién de las mitocondrias y el citocromo-c demuestra
que la agregacion mitocondrial precede la liberacién del citocromo-c
al citosol. Pero no todas las células con agregacion mitocondrial
presentan disipacion del citocromo-c. En algunas células las
mitocondrias se hallan uniformemente distribuidas, otras presentan
una distribucion agregada de las organelas que co-localizaban con el
citocromo-c (células vivas) y en otras las mitocondrias y el citocromo

no co-localizaban.
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Es posible que los cambios observados en la distribucién y la
morfologia mitocondrial en el presente trabajo se relacionen con
estrategias celulares de resistencia a la muerte por apoptosis. Sobre
todo teniendo en cuenta que los movimientos de la mitocondria y su
morfologia son esenciales para el correcto funcionamiento de la
mitocondria y que la pérdida del movimiento mitocondrial y la
alteracion de la dinamica mitocondrial pueden desencadenar la

disfuncion de la organela y la muerte celular.

== Ca’' wave

Lumen = Ca™ influx
Exocytosis

ATP supply

Figura 56: Esquema de la localizacion de los diferentes grupos de mitocondrias
(Park ef al., 2001).

Mas aun, es posible que los mencionados cambios en la disposicidn
espacial de las mitocondrias cumplan una funcion de proteccién. Por
ejemplo, en las células acinares pancreaticas cuando se produce un
influjo de calcio desde la membrana plasmatica se induce un
incremento localizado del calcio mitocondrial y algunas de estas
mitocondrias se ubican alrededor del nudcleo. Esto ha llevado a

proponer un modelo en el cual se postula que diferentes poblaciones
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de mitocondrias se ubicarian en las zonas de mayor incremento de
calcio a efectos de proteger a la célula de una senalizacién
descontrolada del i6n (Figura 56). De esta forma, la poblacion
perinuclear se encargaria de proteger al nucleo y lo aislaria de los
potenciales efectos que podria causar el rapido incremento del calcio
intracelular (Park ef al., 2001).

En el modelo utilizado en el presente trabajo, la disposicion
perinuclear de las mitocondrias podria cumplir una funcién de
proteccién del nucleo. Inclusive, esta disposicion podria asegurar la
disponibilidad y accesibilidad del GSH entre los dos principales

reservorios celulares del tripéptido.

Las variaciones en la distribucion obfenidas no necesariamente se
deberian a modificaciones o ruptura de /los microfubulos del
cifoesqueleto.

Las mitocondrias se mueven por los microtubulos del citoesqueleto,
los que utilizan como verdaderos andenes o vias a través de los
cuales se desplazan de un lado a otro de la célula (Detmer and
Chan, 2007; Frederick and Shaw, 2007; Ryan and Hoogenraad,
2007). Las primeras descripciones de la movilidad y la plasticidad de
la mitocondria datan de principios del siglo pasado, varias décadas
antes de que se relacione al citoesqueleto con la posicidon vy
movimiento de estas organelas. En la actualidad se sabe que las
interacciones entre las mitocondrias y el citoesqueleto tienen
influencia en la actividad respiratoria, la dinamica mitocondrial
(procesos de fisién y fusién), asi como con la localizacion de las
mitocondrias en los sitios de alta demanda energética, metabdlica o
de biogénesis de especies reactivas del oxigeno, homeostasis del

calcio y/o diseminacion de factores mitocondriales apoptogénicos.
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En el presente modelo, la eleccion de dos concentraciones de
cisplatino, una baja (cisplatino [10uM]) y una alta (cisplatino [50uM]),
ha permitido realizar un analisis comparativo de la respuesta de la
morfologia y distribucidén de las mitocondrias en funcion de las
alteraciones del citoesqueleto. El cisplatino a una concentracion de
[12,5uM] produce modificaciones de los microtubulos del
citoesqueleto que se traducen en la pérdida del arreglo ordenado y
continuidad de los filamentos. Lo que podria ser la causa de la
disposicion alterada de las mitocondrias dentro de la célula. Sin
embargo, los resultados obtenidos muestran que las variaciones de
la morfologia y sobre todo de la disposicion espacial de las
mitocondrias son efectos tempranos en ambos tratamientos. Lo que
indicaria que estos fendbmenos mitocondriales no necesariamente se
deberian a la ruptura de los microtubulos del citoesqueleto. En
ambos tratamientos se observaron patrones similares y estas
variaciones no necesariamente llevan a la muerte celular.

De todas formas seria interesante realizar un estudio de la
disposicién y el arreglo de los filamentos del citoesqueleto en nuestro
modelo. Por ejemplo, seria interesante evaluar si los cambios en la
morfologia y distribucién mitocondrial condicen con un incremento de

alguno de los componentes del citoesqueleto.

La eliminacion de mitocondrias disfuncionales se relaciona con los
procesos de fusion y fision y con la despolarizacion del potencial de
membrana mifocondrial.

Las mitocondrias se disponen en la célula formando un entramado
reticular, este arreglo es remodelado constantemente a través de los
procesos de fusion y fision y del movimiento mitocondrial
(Westermann, 2002; Griffin ef al/, 2006). Cuantiosos estudios
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demuestran que el ciclo de vida mitocondrial consiste en frecuentes
eventos de fision y fusidn, estos procesos se suceden a través de
ciclos continuos (Shaw and Nunnari, 2002; Karbowski and Youle,
2003; Karbowski et al, 2004) y se caracterizan por ser eventos
rapidos. Por ejemplo, estudios realizados en células INS1 y COS7
muestran que los eventos de fusidén se producen cada 5 a 20 minutos
(Arimura et al., 2004; Twig et al., 2008).

En relacion a la dinamica mitocondrial existen varios trabajos que
demuestran que estos eventos se hallan intimamente
interconectados y son de gran relevancia para la funcionalidad de
estas organelas. En este sentido, se ha propuesto una hipotesis en la
cual los procesos de fusion y fisidon cumplirian una funcion como
mecanismo de control de calidad capaz de gobernar el recambio
mitocondrial, siendo un evento decisivo en dicho mecanismo la
despolarizacion del potencial de membrana mitocondrial. Esto
permitiria  la remocion por autofagia de las mitocondrias
potencialmente disfuncionales.

Los eventos de fusion permiten la rapida difusién de las proteinas de
la matriz mitocondrial (Partikian ef al, 1998; Jakobs ef al, 2003;
Jakobs, 2006; Twig ef al, 2006), con una lenta migracion de los
componentes de la membrana interna y externa (Busch ef a/., 2006).
La fision podria ser un evento metabdlico central en el ciclo de vida
de la mitocondria, siendo capaz de alterar el estado energético de la
misma. Esta idea esta sustentada por el hecho de que a diferencia
de la fusion, el desarrollo del proceso de fisibn no requiere del
potencial de membrana mitocondrial intacto (Legros ef a/, 2002;
Ishihara et al., 2003; De Vos ef al., 2005; Pletjushkina ef al., 2006).
Inclusive, con un potencial de membrana despolarizado es posible

que haya fision mitocondrial, pudiéndose generar una mitocondria
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con el potencial intacto y otra con el potencial despolarizado (Twig ef
al., 2008).

Por otro lado, numerosos trabajos demuestran que tras ser disipado
el potencial de membrana mitocondrial a través de agentes
desacopladores se accionan mecanismos que previenen la fusién
mitocondrial (Mattenberger ef al., 2003; Malka ef al., 2005; Meeusen
and Nunnari, 2005; Meeusen ef al., 2006). Estos trabajos indicarian
que las mitocondrias despolarizadas no se fusionarian entre si, pero
existe evidencia de que podrian fusionarse con mitocondrias cuyo
potencial de membrana este intacto. De esta forma, podria
establecerse una poblacion de mitocondrias despolarizadas que no
intervienen en procesos de fusion y que se caracterizan por tener
diferentes isoformas de OPA que el resto de las mitocondrias (Twig
et al., 2008). Aparentemente el procesamiento de OPA en las células
de mamiferos podria involucrar una relacién directa con los
complejos de la cadena respiratoria. Lo que vincularia el procesado
de esta proteina de fusibn mitocondrial con parametros
bioenergéticos (Baricault ef al,, 2007; Zanna ef al., 2008).

El hecho de que la fusién sea un proceso dependiente del potencial
de membrana mitocondrial garantizaria que las organelas
potencialmente disfuncionales no intervengan en el mismo, mientras
que las mitocondrias intactas se verian beneficiadas del intercambio
de metabolitos. Las mitocondrias disfuncionales no sélo serian
segregadas, en estas se romperia el balance entre los procesos de
fusion y fisibn y como resultado se generarian mitocondrias
pequenas y despolarizadas. Siendo las mitocondrias con estas
caracteristicas el objetivo de eliminacién a través de los procesos de
autofagia en la célula, de esta forma la autofagia se hallaria asociada

con la disipacién del potencial de membrana mitocondrial (Elmore ef
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al, 2001; Kissova ef al., 2004; Priault ef al, 2005; Kim ef a/., 2007;
Twig ef al., 2008). En conjunto los procesos de dinamica mitocondrial
y la autofagia actuarian en la segregacion de las mitocondrias
despolarizadas y potencialmente disfuncionales, como parte de un
mecanismo organizador capaz de dirigir la disfuncién mitocondrial y
el mantenimiento de la eficiencia bioenergética de la célula (Figura
57).
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Figura 57: Esquema del ciclo de vida mitocondrial y los roles de la dinamica
mitocondrial y la autofagia en la segregacion de mitocondrias disfuncionales. El ciclo
de vida mitocondrial consiste en frecuentes eventos de fision y fusion, la fusion es
dependiente del A¥m a diferencia de la fisidn, que puede originar mitocondrias con
el potencial intacto (linea roja); o despolarizado (linea verde). Mientras las
mitocondrias permanezcan despolarizadas no intervendran en posteriores fusiones.
Si se recupera el A¥m se reestableceran los procesos de fusion (linea con flechas
que pasa del verde al rojo), pero si la despolarizacion es persistente, habra una
reduccion de OPA1 seguida de la eliminacién por autofagia de estas mitocondrias

potencialmente disfuncionales (Twig ef a/., 2008).
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Este modelo podria explicar los resultados obtenidos en el presente
trabajo. Se observan variaciones en la disposicion mitocondrial
seguidos por variaciones en la morfologia, mientras que el potencial
de membrana mitocondrial sufre una despolarizacion progresiva a
medida que avanza el tratamiento. En el tratamiento de baja
concentracion esta despolarizacién es significativa hacia el final del
mismo, pero soélo en las MCF7+/-, donde la morfologia mitocondrial
se ve mas afectada. En el tratamiento de alta concentracion estos
efectos aparecen antes y son mas pronunciados. Los niveles de ROS
se incrementan practicamente desde el comienzo del tratamiento, la
despolarizacién del potencial de membrana mitocondrial aparece
mas temprano y la morfologia mitocondrial puntiforme es mas
evidente. Sin embargo, no todas las células con variaciones en la
distribucion y morfologia mitocondriales presentaban marca de
apoptosis.

Es factible suponer que en el presente trabajo las mitocondrias son
afectadas a medida que avanza el tratamiento, lo que puede
evidenciarse a través de la despolarizacion del potencial de
membrana mitocondrial. La disfuncionalidad mitocondrial podria
ocasionar el incremento de los eventos de fision y/o la disminucién
de los eventos de fusion de las organelas, lo que afectaria la
morfologia de las mitocondrias de una forma mas marcada. Asi, las
mitocondrias pasarian de tener una forma tubular alargada a una
puntiforme.

Resultados similares han sido observados en otros trabajos donde
las variaciones morfoloégicas o en la disposicion espacial aparecen
como una respuesta fisioldgica inducida a partir de cambios en la
actividad mitocondrial. Esto indicaria que estos eventos podrian ser

importantes en condiciones normales y también podrian constituir
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estrategias de supervivencia celular ante estimulos apoptéticos
(Karbowski and Youle, 2003; De Vos ef a/., 2005).

Aparentemente aumenta la expresion de las proteinas de fision con
el tratamiento de baja concentracion, mientras que disminuye la
expresion con el tratamiento de alta concenltracion de cisplatino.

En cuanto a la expresion de las proteinas relacionadas con la
dindmica mitocondrial el tratamiento con cisplatino [10uM] en las
MCF7+/- parece aumentar la expresion en las proteinas de fision
(FIS y DRP1), mientras que en las proteinas de fusion se observa
una leve disminucién en la mitofusina y OPA parece aumentar. Este
aumento de las proteinas de fisidbn podria explicar las variaciones
morfologicas observadas por microscopia confocal, la disminucién
del tamano de las mitocondrias y a su vez se relacionaria con la
despolarizacion significativa del potencial de membrana mitocondrial
observada a medida que avanza el tratamiento. Por su parte, en las
MCF7+/+ DRP1 no varia pero aumenta la expresion de FIS, lo que
podria estar compensado con el leve aumento en la expresion de
OPA, mientras que la MTF no cambia.

Con respecto al tratamiento de mayor concentracién (cisplatino
[50uM]) se observa una disminucidon de la expresion tanto en las
proteinas de fusion (MTF y OPA) como en las de fisién (FIS y DRP).
Esta disminucion de la expresion de las proteinas puede deberse al
hecho de que las mitocondrias se hallen mas afectadas, lo que
puede evidenciarse a través de la despolarizacion de potencial de
membrana mitocondrial y de la morfologia mitocondrial.

Este analisis de la expresion de las proteinas de fisidon y fusion en
extractos totales sirve como una primera aproximacion para evaluar

los fendmenos de dinamica mitocondrial. Las determinaciones en
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extractos de mitocondrias aisladas permitirian complementar la
informacion obtenida.

Los eventos de fision mitocondrial requieren del reclutamiento de la
proteina DRP1 desde el citosol, lo que se relaciona estrechamente
con FIS (Smirnova ef al,, 2001; Shaw and Nunnari, 2002; Ingerman
et al.,, 2005; Bhar ef al., 2006; Ryan ef a/., 2007). En cuanto a OPA,
existe una estrecha relacion entre la disfuncionalidad mitocondrial y
el clivaje de la proteina (Ishihara ef a/, 2006). Aparentemente la
funcionalidad de la mitocondria afectarian el procesamiento de OPA,
lo que a su vez alteraria la funcionalidad de esta proteina (Duvezin-
Caubet et al, 2006; Baricault ef al, 2007). Por otro lado, la
interaccion de la mitofusina con OPA1 es un paso determinante en el
proceso de fusion (McBride ef al.,, 2006). El analisis de la expresion
de estas proteinas en extractos aislados de mitocondria permitiria un
analisis mas detallado lo que complementaria la informacién obtenida

en el presente trabajo.

Es posible que los cambios observados en las mifocondrias se deben
a la remodelacion de /a red mitocondrial mas que a un incremento de
la masa mifocondrial.

Los resultados obtenidos por microscopia no parecen indicar que se
haya producido un incremento de la masa mitocondrial como
respuesta al tratamiento. Los cambios observados apuntan a una
remodelacién de la red mitocondrial, es decir de la distribucion
espacial y la morfologia de las organelas. Teniendo en cuenta que la
biogénesis mitocondrial aparece como una respuesta a una mayor
demanda energética (Cannino ef al., 2007; Ryan ef al., 2007; Psarra
and Sekeris, 2008) y que en nuestro modelo se produce un arresto

del ciclo celular seguido de la muerte principalmente por apoptosis,
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en conjunto los resultados no parecen sefialar que haya un aumento
de la cantidad de mitocondrias. Sin embargo seria interesante
evaluar parametros de biogénesis mitocondrial que permitan

complementar los resultados obtenidos en el presente trabajo.

2.7. Las células resistentes al tratamiento presentan altos niveles de
GSH, que parece concentrarse principalmente en el nucleo.
Teniendo en cuenta que el numero de células disminuye con el
tratamiento y que este induce un incremento del nivel de GSH, es
factible suponer que las células resistentes al tratamiento presenten
mayores niveles de GSH celular. Las células de la condicion control
presentan una mayor disposiciéon del GSH en el nucleo respecto del
citoplasma, fendbmeno que se incrementa luego del tratamiento con el
cisplatino.

También puede verse compartimentacion en las mitocondrias. Como
resultado del tratamiento las células supervivientes tienen altos
niveles de GSH celular ubicado principalmente en el nucleo, a
diferencia de las células apoptoticas, donde el nivel es bajo y
uniforme. Parece posible que el GSH y la compartimentaciéon del
mismo puedan ser decisivos en la resistencia al tratamiento de
induccién de apoptosis elegido.

Estos resultados guardan relacion con las funciones establecidas
para el glutation celular. El glutation es el tiol no proteico mas
abundante en las células de mamiferos (Sies, 1999), desempefa
diversas funciones sobre todo relacionadas con la proteccidon
antioxidante de las células (Vifa, 1990). El glutation reducido (GSH)
es uno de los antioxidantes enddgenos mas importantes en las
células, por su propiedad de mantener el estado redox

(tioles/disulfidos) de la célula (Viha et al, 1983), ocupa un lugar
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central en el control de muchos procesos celulares. Por ejemplo,
interviene en la regulacion de la muerte celular programada (Esteve
et al., 1999) y el ciclo celular (Borras ef a/., 2004) y también participa
en la detoxificacion de xenobidticos (Orrenius and Moldeus, 1984). El
incremento de la resistencia a la radicacion (Biaglow ef a/, 1983) y
los xenobidticos (Morales ef al, 1998) tradicionalmente han sido
vinculados con el GSH.

En nuestro modelo se ha obtenido evidencia del incremento de los
niveles de ROS, por lo que el aumento del nivel de GSH podria ser
una clara respuesta antioxidante por parte de la célula ante una
situacion de estrés oxidativo. Por otro lado, los resultados obtenidos
en la expresion de RNAm de la glutation peroxidasa (GPx) muestran
una cierta disminucion en las MCF7+/- mientras que en las MCF7+/+
primero baja la expresién y luego recupera valores semejantes al
control, en el tratamiento de baja concentracion o incluso lo duplica,
en el tratamiento de alta concentracion. Esta enzima interviene en las
defensas antioxidantes.

Ha sido descrito previamente que la citotoxicidad inducida por el
cisplatino puede provocar la disminucion de enzimas antioxidantes,
tales como la GPx (Chirino and Pedraza-Chaverri, 2009). En este
caso seria interesante analizar la actividad de esta enzima a efectos
de complementar los resultados obtenidos.

Por su parte, la expresion de RNAm de las subunidades de la enzima
glutamato cisteina ligasa (GCL), subunidad catalizadora (GCLC) y
moduladora (GCLM), indican que con el cisplatino [10uM] hay poca
variacion en ambas cepas. Sin embargo, en la concentracién alta se
produce un incremento de la expresion hacia el final del tratamiento,

momento en el que se obtiene mayores niveles de ROS celular y
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mayores niveles de GSH celular en las células resistentes. En este

caso también seria interesante evaluar la actividad de esta enzima.

Las condiciones confrol de ambas cepas muestran la presencia de
altas concentraciones de GSH en el nucleo lo que parece ser una
caracteristica comun y necesaria en las células que se preparan para
dividirse.

La gran diversidad de procesos vitales dependientes del glutatiéon y
realizados en diferentes organulos de la célula implica la necesidad
de su compartimentacién y la existencia de mecanismos que
controlen su concentracion y garanticen el ambiente adecuado en
cada compartimiento.

La ubicacién del GSH en el nucleo constituye un evento critico para
el correcto funcionamiento y mantenimiento de la célula. Sin
embargo, sobre la concentracion del glutation en el nucleo y los
mecanismos de regulacién se sabe relativamente poco. Esto es
debido a dos factores principales. El primero es metodoldgico: es
imposible determinar la concentracion del GSH nuclear usando los
clasicos métodos de fraccionamiento celular (Séderdahl ef a/., 2003).
El segundo factor es el enfoque: el GSH nuclear se ha estudiado, por
lo general, en células confluentes (en la fase G0/G1) lo que se
aproxima a una situacion /in situ, es decir, en el tejido las células
estan diferenciadas, han salido del ciclo celular y estan confluentes.
Ademas, el nucleo cambia dramaticamente durante las diferentes
fases del ciclo celular, pero son pocos los estudios que tienen en
cuenta esta dinamica.

En este sentido, nuestro grupo viene realizando trabajos sobre las
variaciones del GSH celular y nuclear en el marco de la proliferacion

celular. Previamente se ha demostrado una posible regulacién de la
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actividad de la enzima telomerasa por parte del GSH en células en
cultivo (Borras et al., 2004). Dado que esta enzima cumple su funcién
en el nucleo, se estudiod la distribucion del GSH en relacion a la
progresion del ciclo celular en fibroblastos de raton (Markovic ef al.,
2007).

En dicho trabajo se demostrd que las células necesitan un ambiente
reducido, provisto por el GSH, para llevar a delante la proliferacion.
El GSH se ubicaria en el nucleo previamente a la fase de
proliferacion celular y luego, cuando las células alcanzan la
confluencia, se redistribuiria entre el nucleo y el citoplasma. En este
estudio sobre las variaciones del GSH celular y nuclear a lo largo del
ciclo celular se demostrdé que el nucleo sufre cambios dramaticos en
su estado oxidativo, siendo de gran relevancia el papel del GSH
nuclear en la fisiologia del ciclo celular. Estudios posteriores,
confirmando estos resultados en cultivos celulares provenientes de
diferentes especies y con distintos niveles de proliferacion, indicarian
que este fendmeno parece universal (Markovic ef a/., en prensa).

En concordancia con este modelo, nuestros resultados muestran que
en la condicién control de ambas cepas las células en general
presentan una mayor concentracion de GSH en el nucleo, respecto
del citosol. Esto se debe a que, en el modelo propuesto, las células
se trataron cuando se encontraban en fase de crecimiento. Dado que
el cisplatino afecta a la estructura y sintesis del DNA, para aumentar
la eficacia de este anti-neoplasico, los tratamientos se aplicaron
cuando los cultivos celulares se hallaban en fase de proliferacion.
Con el tratamiento se obtuvo un incremento de los niveles de GSH y
se acentu6 el fendmeno de compartimentacion nuclear. También
puede verse compartimentacion en las mitocondrias. Como

resultado, las células resistentes o supervivientes al cisplatino
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presentaron altos niveles de GSH celular ubicado principalmente en
el nucleo, a diferencia de las células apoptéticas, donde el nivel fue

bajo y uniforme.

La compartimentacion nuclear del GSH parece cumplir diversas
funciones en la célula.

El papel protector del glutation sobre el DNA (Biaglow ef a/., 1983) y
su implicacién en numerosos procesos que tienen lugar en el nucleo,
sobre todo la sintesis de DNA (Thelander and Reichard, 1979) y en el
mantenimiento de la organizacién del matriz nuclear (Dijkwel and
Wenink, 1986) han sido claramente demostrados. La presencia de
altos niveles de GSH en nucleo parece una caracteristica comun en
las células en division mientras que las células quiescentes y
diferenciadas tienen niveles similares de GSH en el nucleo y el
citoplasma.

Se ha propuesto que la reduccidn del ambiente intracelular en las
células que pasa de la fase G1 a la fase G2/M podria servir para
proteger al DNA del posible dafo oxidativo tras la ruptura de la
envoltura nuclear (Conour ef al, 2004). En este sentido, se ha
reportado la necesidad de que se produzcan eventos oxidativos en la
fase G1 temprana que permiten la transicion desde esta fase a la
fase S (Menon ef a/, 2003). Mas aun, se ha postulado recientemente
que la restriccion de la sintesis de DNA en la fase reductiva del ciclo
celular en levaduras podria ser un importante mecanismo evolutivo
capaz de reducir el dano oxidativo del DNA durante la replicacion
(Klevecz ef al, 2004). Esto implicaria un mecanismo comun de
proteccion del DNA durante la fase S en todos los eucariotas.

La presencia del glutation nuclear guarda gran relevancia con el

mantenimiento de la integridad funcional del nucleo. Es posible que
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el cambio del estado redox del nucleo puede resultar en la
desregulaciéon de las interacciones entre el DNA y los factores de
trascripcion (Hansen ef a/, 2006). Un numero importante de
proteinas nucleares, incluyendo factores de trascripcion, requieren de
un ambiente reducido para poder unirse al DNA. En este sentido, se
ha sugerido que el GSH nuclear podria actuar como un regulador de
la trascripcion controlada por NFkB, AP1 y p53, alterando su estado
redox en el nucleo (Jang and Surh, 2003).

Por otro lado, situaciones patofisioldgicas develan la importancia del
GSH nuclear. Por ejemplo, se ha demostrado la importancia de la
cantidad y el estado redox de los tioles celulares, especialmente el
GSH, para la proliferacién y diferenciacion de las células bronquiales
epiteliales en humanos (Atzori ef al., 1994).

Estudios que relacionan el estrés oxidativo con la genotoxicidad
indican que las modificaciones oxidativas del DNA se correlacionan
negativamente con el GSH nuclear (Green ef al., 2006). Por su parte,
la depleciéon del GSH nuclear previa a la irradiacidon ocasiona la
fragmentacion del DNA y la apoptosis, hallazgos que centran la
atencion sobre el GSH nuclear como determinante de la
radiosensibilidad intrinseca de las células. Lo que sugiere un papel
protector critico del GSH en el mantenimiento de la integridad
funcional del nucleo (Morales, 1998).

Algunos trabajos demuestran la importancia del GSH nuclear en la
resistencia a agentes citotoxicos. Donde la citotoxicidad se
incrementa en funcion de la habilidad de estos agentes para
deplecionar el GSH nuclear (Jevtovic-Todorovic and Guenthner,
1992).
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Resistencia al cisplatino, posibles mecanismos de proteccion del/
GSH frente a la citotoxicidad inducida por el citostatico.

El cisplatino ha sido utilizado en el tratamiento de distintos tipos del
cancer por mas de 30 afos. Una vez dentro de la célula, se
transforma en una molécula cargada siendo capaz de reaccionar con
el DNA, RNA o inclusive con proteinas. Se cree que la citotoxicidad
del compuesto reside principalmente en su capacidad de reacciéon
con el DNA, con el que forma aductos, dificultando asi la
transcripciéon del RNA y la replicacion del DNA. Lo que en ultima
instancia ocasionara la detencion del ciclo celular y la muerte celular
por apoptosis (Kartalou and Essigmann, 2001; Stordal and Davey,
2007).

Se han propuesto numerosos mecanismos que podrian estar
relacionados con la resistencia al cisplatino, como cambios en la
acumulacion intracelular de la droga, detoxificacion, inhibicion de la
apoptosis o inclusive reparacion de los aductos de DNA (Wang and
Lippard. 2005; Yang ef a/,, 2006). Una vez formados los aductos de
cisplatino y DNA, estos serian removidos del genoma a través de los
procesos de escisidon de nucleétidos y posteriormente se activarian
las proteinas de reparaciéon (Wang ef al., 2003).

La resistencia al cisplatino también se ha vinculado con la alteracién
en la expresion de genes tales como c-fos, c-myc, H-ras, c-jun y c-
abl, asi como con genes supresores de tumores, como p53 (Ohmichi
et al., 2005). Por ejemplo, la expresién de c-fos o c-myc parece ser
mas alta en las células resistentes al cisplatino. Asi mismo también
se verian incrementados los niveles de p53, proteina involucrada en
el control de ciclo celular, la reparacion del DNA y la apoptosis. La
alteracion de la expresiéon de proteinas reguladoras involucradas en

la transduccidn de las vias de sefalizacion que controlan la apoptosis
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también podrian estar afectadas en la sensibilidad a la droga (Martin
et al., 2008).

El incremento de la resistencia a los xenobidticos tradicionalmente ha
sido vinculada con el GSH. En el caso particular del cisplatino, la
mayoria de los autores propone que el glutation permitiria la
detoxificacion del citostatico. El GSH reaccionaria directamente con
el cisplatino en el citoplasma impidiendo su translocacion al nucleo o
inclusive podria unirse al platino de los aductos de DNA una vez
dentro del nucleo, previniendo asi la potencial formacién de uniones
citotoxicas en el genoma (Eastman, 1987). De esta forma, los
complejos formados entre el platino y el GSH serian activamente
transportados fuera de la célula, a través de un transporte
dependiente de ATP, lo que contribuiria a reducir la acumulacién
intracelular del cisplatino (Ohmichi ef a/, 2005; Rabik and Dolan,
2007; Stordal and Davey, 2007).

El GSH también podria participar directa o indirectamente en la
reparacion del DNA. Ha sido demostrado que la deplecion del
glutation por parte de diferentes reactivos, parece inhibir los procesos
de reparacion del genoma (Lertratanangkoon ef al., 1997; Yang et al.,
2000; Fuertes et al., 2003). Por otro lado, es posible que el GSH
también pueda modular la expresion de factores de transcripcion,
tales como c-fos y c-jun, vinculados con la resistencia al cisplatino.

Si bien en general se suele conferir importancia al GSH en los
mecanismos de resistencia al cisplatino, en muy pocos trabajos se
vincula estos eventos con la compartimentacion del GSH en el
nucleo. De hecho, es factible suponer que la resistencia al
tratamiento con cisplatino esté estrechamente relacionada con la
disposicion del GSH en el nucleo. En conjunto, estos trabajos

demuestran la importancia de la disposicion nuclear del GSH para
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numerosos mecanismos de resistencia a la muerte por apoptosis

inducida a través del cisplatino.

La presencia del GSH en el nicleo: fransporte activo, sinfesis de

novo, difusion o algun ofro proceso.

La disponibilidad del GSH en los compartimentos celulares esta

definida por un equilibrio complejo entre la utilizacién, el transporte, la

sintesis, la glutationilacién de las proteinas y la reduccion de GSSG.

La regulacion de estos procesos a nivel nuclear no esta clara.

Posibles mecanismos bioquimicos involucrados en el turnover

nuclear del GSH pueden ser (Smith ef a/., 1996):

1. EI GSH entra al nucleo desde el citoplasma de manera pasiva o
mediante un proceso dependiente de energia.

2. Podria existir una sintesis nuclear de GSH mediante las enzimas
y-glutamil cistein ligasa (glutamato cisteina ligasa) y GSH
sintetasa.

3. El GSH podria funcionar como transportador del y-Glu-Cys-Cys.

En un estudio en nucleos aislados de higado se concluyé que el GSH

entraba al nucleo por difusiéon pasiva y no mediante un proceso

dependiente del ATP. Segun esta investigacion, alrededor del 4-8%

de la actividad de las enzimas de sintesis de GSH se ha encontrado

en el nucleo, manteniendo asi los niveles nucleares del GSH (Ho and

Guenthner, 1994). Por otro lado, diferentes autores senalan la

importancia del oncogen humano bcl-2 en el posible trasporte del

GSH a través de la membrana nuclear.
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3. El modelo que sobre-expresa bcl-2 resiste mejor al tratamiento con
cisplatino. Implicacién del bcl-2 en la compartimentaciéon del GSH y
su relacién con los fenédmenos mitocondriales y nucleares durante la
resistencia a la apoptosis.

El anadlisis conjunto de los resultados obtenidos demuestra que en
nuestro modelo la sobre-expresion de la proteina bcl-2 se relaciona
con la mejor resistencia al tratamiento con cisplatino. Los datos
muestran que las células MCF7+/+ parecen resistir con mayor
eficacia al cisplatino respecto de las MCF7+/-.

Los ROS sufren un incremento mas atenuado a lo largo del
tratamiento y en el potencial de membrana mitocondrial la
despolarizacién también es mas atenuada. Los niveles celulares de
calcio varian menos que en las MCF7+/-.

En cuanto a la distribucién mitocondrial, aparece en ambas cepas
como un efecto temprano, predominando la disposicién perinuclear
de las mitocondrias, pero la agregacibn es menor que en las
MCF7+/-. Los cambios en la morfologia mitocondrial no son tan
marcados como en la cepa wild type, el cisplatino puede inducir la
disminucion del tamafo mitocondrial pero parece prevalecer la forma
tubular alargada frente a la puntiforme. Sobre todo se afecta la
morfologia cuando el tratamiento es mas agresivo.

Un aspecto relevante de los resultados es que las células
supervivientes al tratamiento con el citostatico presentan niveles
superiores de GSH y parecen tener una marcada compartimentacién
nuclear del tripéptido. Este fendmeno es mas evidente en las
MCF7+/+, las cuales tienen mayores niveles de GSH y el fenomeno
de compartimentacion nuclear es mas pronunciado que en las

MCF7+/-. Coincidentemente la cepa transfectada resiste mejor al
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tratamiento, los niveles de muerte celular son mas bajos, hay menos
apoptosis y el numero de células es superior al de la cepa MCF7+/-.

Esta mayor resistencia al tratamiento en el modelo que sobre-
expresa bcl-2 podria explicarse de diversas formas. Ademas del
conocido papel que cumple bcl-2 en los fendmenos relacionados con
la resistencia a la apoptosis se cree que esta proteina puede

desempenar o relacionarse con otras funciones.

Papel de bcl-2 en la defensa antioxidante.

En nuestro modelo, la sobre-expresion de bcl-2 cumpliria un papel
anti-apoptético relacionado con la sefalizacidon y regulacion de las
vias de muerte celular, los resultados indican que en las MCF7+/+ los
niveles de muerte celular son menores que en la cepa wild type. Por
otro lado, podria desempenar un papel protector ante el estrés
oxidativo inducido por el cisplatino e influir en el incremento del nivel
de GSH celular y su compartimentacion.

En concordancia con los resultados aqui obtenidos, la respuesta al
tratamiento con cisplatino a través del incremento de ROS vy el nivel
de apoptosis también ha sido registrada en otros trabajos (Del Bufalo
et al, 2002). Asi mismo, se ha encontrado que células que sobre-
expresan bcl-2 resisten mejor al cisplatino, siendo menores los
niveles de ROS y de apoptosis.

A través del desarrollo de ratones knockout de Bcl-2, se ha revelado
la importancia de esta proteina en la regulacion del potencial redox
celular en respuesta a situaciones de estrés oxidativo. Por ejemplo,
bcl-2 puede actuar como antioxidante al reaccionar directamente con
los radicales libres previniendo, especialmente, los procesos de
peroxidacion lipidica (Hockenberry ef al, 1993; Saitoh ef al., 2003;

Zimmermann et al., 2007).
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Se ha demostrado que el GSH se une a bcl-2 en la mitocondria, lo
que explicaria las bases moleculares de la funcion antioxidante de
esta proteina (Zimmermann ef al., 2007). De esta forma, bcl-2 se
localizaria en la membrana mitocondrial introduciendo GSH en el

espacio mitocondrial.

Relacion entre bcl-2 y el GSH nuclear.

La relacion entre bcl-2 y el GSH celular surgié hace una década,
cuando se comprobo que la sobre-expresion de bcl-2 en las células
He-La (Voehringer ef al,, 1998) no solo incrementaba el nivel total de
GSH celular, también inducia la redistribucion hacia el nucleo. Esto
llevé a proponer la hipdtesis de que la compartimentacion nuclear del
GSH era facilitada por bcl-2 y de esta forma se lograba un ambiente
redox nuclear que era crucial para la regulacion transcripcional. Otros
estudios que siguieron esta linea de trabajo han demostrado la
capacidad de bcl-2 como una proteina formadora de poros de
membrana. Esto le permitiria actuar de transportador localizado en
las membranas de la mitocondria, el reticulo endosplasmatico o
incluso en el nucleo (Reed ef al, 1980; Hermann ef al, 1996;
Voehringer et al., 1998).

Andlisis de la estructura de las proteinas tipo bcl-2 corrobora estos
hallazgos. La estructura de estas proteinas guarda una estrecha
similitud con los proteinas formadoras de poros de bacterias toxicas.
Mas aun, las proteinas bcl-xL, bcl-2 y bax son capaces de formar
poros en membranas artificiales (Petros ef al, 2004). También, se ha
demostrado la presencia de bcl-2 en la envoltura nuclear e incluso se
ha sugerido su asociaciéon con el complejo del poro nuclear
(Krajewski ef al., 1993).
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Los primeros reportes donde se postula la posible funcion de blc2
como transportador de membrana datan de casi 20 afos. En estos
se menciona la capacidad de bcl-2 de formar poros que permitan el
trafico de calcio e incluso de proteinas a través de la membrana
externa mitocondrial, el reticulo endoplasmatico y la membrana
nuclear. Se ha sugerido que las proteinas de esta familia podrian
actuar como proteinas adaptadoras, capaces de arrastrar a otras
proteinas hacia el citosol y/o actuar como proteinas integrantes de
canales ubicadas en las membranas (Reed ef a/, 1980). También se
ha propuesto que bcl-2 podria cumplir un papel de guardian,
regulando selectivamente la localizacion nuclear de factores de
transcripcion cruciales, tales como p53 y NfkB (Hermann ef a/., 1996;
Pallardé et al., 2009).

4. A partir de los resultados obtenidos se puede establecer una
secuencia de eventos que relacione los parametros mitocondriales y
nucleares estudiados durante la resistencia a la muerte por apoptosis
inducida por el cisplatino.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con cisplatino
detiene las células en la fase de proliferacion, S+M/G2, posiblemente
como consecuencia de las lesiones inducidas en el DNA. De esta
forma se provocaria la detencidon de la replicacion y la parada del
ciclo celular. Disminuyendo asi la cantidad de células en la fase
G0/G1. Cuando el dafio inducido por el cisplatino se torna
irreparable, la apoptosis serviria como una via de eliminacién de
estas células danadas.

Al detenerse las células en la fase S+M/G2 se induciria el incremento

progresivo en los niveles de ROS a medida que avanza el
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tratamiento. La proliferacién celular se desarrolla dentro de un
determinado rango de niveles de ROS, la detencidn de las células en
la fase de proliferacion por parte del cisplatino llevaria al incremento
de estos niveles intracelulares de ROS. A su vez, los niveles de
calcio también se incrementan de forma temprana a causa del
tratamiento, lo que podria tener incidencia en el transporte del i6n a
través de la mitocondria. El incremento del i6n dentro de las
mitocondrias cumplirian una funcion de proteccion frente al aumento
de calcio libre en el citoplasma, determinando asi su disposicién en
agregados. De esta forma, las organelas se dispondrian en las zonas
de mayor concentracion de calcio 0 en zonas mas sensibles a la
sefalizacién. Asi, la disposicidn perinuclear de las mitocondrias
permitiria proteger al nudcleo, aislandolo de Ilas posibles
sefalizaciones causadas por el incremento desmedido de calcio
intracelular.

Tanto el aumento de los niveles de ROS como de calcio intracelular
provocarian cambios del potencial de membrana mitocondrial.
Posiblemente, en respuesta al dafo causado por el incremento de
ROS vy calcio se produciria la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial interna. Lo que induciria la apertura de los poros de
permeabilidad transitoria en la membrana interna mitocondrial y asi
se produciria la disminucion progresiva del potencial de membrana
mitocondrial a lo largo del tratamiento. La alteracion de Ila
permeabilidad mitocondrial consecuentemente llevaria la liberacion
del citocromo-c al citoplasma, lo que eventualmente promoveria la
muerte celular.

En respuesta al tratamiento, se modificaria la distribucion espacial de
las mitocondrias y posteriormente se inducirian cambios en la

morfologia mitocondrial, por lo que las mitocondrias perderian su
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forma tubular alargada por una puntiforme. Estos eventos
constituirian estrategias de resistencia a la muerte por apoptosis
inducida por el cisplatino. De esta forma, la disposicion perinuclear
de las mitocondrias podria cumplir una funcion de proteccion del
nucleo o inclusive, podria asegurar la disponibilidad y accesibilidad
del GSH entre los dos principales reservorios de GSH de la célula, el
nucleo y la mitocondria. Estos cambios en la distribucidon mitocondrial
no serian ocasionados por alteraciones en los microtubulos del
citoesqueleto, dado que en los dos tratamientos considerados
(cisplatino [10uM] y [50uM]) las variaciones de la disposicion espacial
de las mitocondrias fueron eventos tempranos. Por su parte, los
cambios morfolégicos detectados podrian relacionarse con la
segregacion de las mitocondrias disfuncionales. Los procesos de
fusion y fisiébn cumplirian una funcion como mecanismo de control de
calidad capaz de gobernar el recambio mitocondrial, siendo un
evento decisivo en dicho mecanismo la despolarizacion del potencial
de membrana mitocondrial. Esto permitiria la remocion por autofagia
de las mitocondrias potencialmente disfuncionales. De esta manera,
las mitocondrias potencialmente afectadas por el tratamiento, donde
se produciria la despolarizaciéon irreversible del potencial de
membrana, no intervendrian en eventos de fusion pero si sufririan
eventos de fisiobn mitocondrial. A partir de estos procesos se
originarian mitocondrias de tamafio pequefio y despolarizadas, las
cuales tendrian mayor probabilidad de ser eliminadas por autofagia.
A su vez el incremento en los niveles de ROS podria estar
relacionado con el incremento de la fisiobn mitocondrial. De esta
forma, a través de los procesos de fision se podrian eliminar las

especies reactivas del oxigeno producidas en la mitocondria.
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Por su parte, los niveles celulares de GSH son elevados, lo cual
indica una clara respuesta antioxidante de parte de la célula. El GSH
celular se ubica principalmente en el nucleo y en algunos casos
también es evidente la compartimentacién en las mitocondrias. Estos
fendmenos aparecen como una respuesta temprana al tratamiento y
se incrementan a medida que este avanza. Las células resistentes o
supervivientes presentan un mayor nivel de GSH y una clara
compartimentaciéon nuclear, mientras que en las células apoptéticas
el nivel de GSH es bajo y homogéneo. Teniendo en cuenta estos
resultados es factible suponer que el incremento del GSH celular y la
disposicién del mismo en el nucleo sean decisivos al momento de
determinar el destino celular en el modelo estudiado.

Asi mismo, el analisis conjunto de los resultados obtenidos
demuestra que en nuestro modelo la sobre-expresion de la proteina
bcl-2 se relaciona con la mejor resistencia al tratamiento con
cisplatino. En el modelo utilizado la sobre-expresion de bcl-2
cumpliria un papel anti-apoptético relacionado con la senalizacion y
regulacion de las vias de muerte celular y también podria
desempenar un papel protector ante el estrés oxidativo inducido por
el cisplatino e influir en el incremento del nivel de GSH celular y su

compartimentacion.

5. La apariciébn temprana de las variaciones mitocondriales y
nucleares podrian deberse a una estrategia de resistencia celular al
tratamiento.

Los resultados presentados muestran que la compartimentacién de
GSH en el nucleo y la mitocondria podrian ser eventos clave en la

resistencia celular a la apoptosis. Lo que indicaria que la ubicacion
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del GSH en estas organelas no sélo cumpliria una funcion de mero
reservorio celular, ya que parece vincularse con la capacidad de
resistencia y supervivencia celular frente a estimulos apoptéticos. Asi
mismo, es posible que la comunicacion entre estas organelas guarde
algun tipo de relacion con estos eventos.

En el presente modelo, en las células supervivientes el pool de GSH
nuclear parece resistir al tratamiento y aparentemente ocurre lo
mismo con el pool mitocondrial. Por otra parte, la alteracion de la
disposicion espacial de las mitocondrias aparece como un evento
temprano y no necesariamente lleva a la muerte celular. Es posible
que de esta forma el GSH este disponible y pueda pasar de la
mitocondria al nucleo, a través del reticulo endoplasmatico,
dependiendo de las necesidades celulares al momento de resistir a

un estimulo apoptético.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se pueden establecer las

siguientes conclusiones.

1.

En respuesta a la apoptosis inducida por el tratamiento con

cisplatino se producen alteraciones en la distribucion y forma de

las mitocondrias asi como un aumento del nivel y la

compartimentacion nuclear del GSH que parecen relacionarse

con la mayor resistencia a la muerte por apoptosis inducida por el

tratamiento con cisplatino.

El cisplatino produce un aumento progresivo y
continuo de los niveles de ROS, lo que podria
relacionarse con la detencion del ciclo celular en la
fase de proliferacion.

Aumenta el nivel de calcio celular y su disposicion en
agregados. La agregacion podria deberse al
incremento de la compartimentacion mitocondrial del
ion, de esta forma se protegeria a la célula de las
posibles sefalizaciones causadas por el incremento
descontrolado del calcio. Las mitocondrias se
ubicarian en zonas donde la concentracion de calcio
es superior o en zonas mas sensibles a la
senalizacion. Por ejemplo, la ubicacién perinuclear
permitiria proteger al nucleo y aislarlo de posibles
sefalizaciones causadas por el incremento desmedido

de calcio intracelular.
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En respuesta al dafio causado por el incremento de
ROS vy/o niveles de calcio se induciria la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial.
Eventualmente esto llevaria a la despolarizacién del
potencial de membrana mitocondrial, lo que se
relaciona con una pérdida de la funciéon mitocondrial
normal y con un mayor estado de oxidacion
mitocondrial y con la eventual liberacion del citocromo-
c al citosol, lo que promoveria la muerte celular.

Como respuesta temprana al tratamiento, las
mitocondrias se agregan y se disponen alrededor del
nucleo y lo que podria tener una funcién de proteccion
0 inclusive podria facilitar el intercambio y
disponibilidad del GSH entre ambas organelas. A
medida que avanza el tratamiento las mitocondrias
pueden perder su forma tubular alargada por una
puntiforme, posiblemente como consecuencia de la
pérdida de la funcion mitocondrial. Las mitocondrias
despolarizadas y potencialmente disfuncionales no
intervendrian en procesos de fusidn pero si sufririan
procesos de fisién, originando asi mitocondrias
pequenas y despolarizadas, serian segregadas y
eliminadas posiblemente por autofagia.

Estas alteraciones de la distribucion y morfologia
mitocondrial no son causantes de la muerte celular,
mas aun, parecen relacionarse con la resistencia
celular a la muerte por apoptosis inducida por el

tratamiento.
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- El tratamiento induciria el incremento del nivel de GSH
y su compartimentacion, siendo respuestas tempranas
que determinarian la resistencia a la apoptosis
inducida por el cisplatino. Esto llevaria a que las
células supervivientes tengan niveles muy altos de
GSH y una alta compartimentacion nuclear, mientras
que las apoptdticas presentan un nivel bajo y
homogéneo.

2. En el modelo estudiado, la sobre-expresion de la proteina bcl-2
se relaciona con una mayor resistencia al tratamiento con
cisplatino, a través del mecanismo que se explica a continuacion:

- La sobre-expresion de la proteina bcl-2 confiere mayor
resistencia a la apoptosis inducida tras el tratamiento
con cisplatino.

- La proteina podria cumplir una funcién antioxidante
frente al estrés oxidativo inducido por el tratamiento.

- La sobre-expresion de bcl-2 podria relacionarse con el
incremento del nivel total de GSH celular y también
podria inducir la redistribucién hacia el nucleo.

3. Es posible que la comunicacién entre la mitocondria y el nucleo
en el marco de la resistencia a la apoptosis en el modelo
estudiado guarde relacién con el hecho de que ambas organelas
representan los reservorios mas persistentes de GSH de la
célula. De esta forma, la disposicion perinuclear de las
mitocondrias podria facilitar una mayor disponibilidad e
intercambio de glutation entre el nucleo y las mitocondrias, en
funcién de las necesidades celulares durante la resistencia a la

apoptosis.
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FUTUROS ESTUDIOS

A partir de los resultados obtenidos surge la posibilidad de desarrollar
futuros estudios que permitan completar y ampliar el presente
trabajo.
= El analisis por citometria de flujo de las mitocondrias aisladas
permitira realizar un anadlisis mas detallado de estas
organelas. A través de esta metodologia se puede realizar un
analisis detallado de las mitocondrias con un tamafio muestral
grande. Por ejemplo, seria interesante evaluar en nuestro
modelos posibles variaciones en la morfologia y el volumen
de las mismas asi como en los niveles de GSH.
= Complementar algunas de las determinaciones realizadas en
el presente trabajo como por ejemplo: analizar la expresién de
las proteinas de fusion y fisién mitocondrial en las fracciones
citosdlica y mitocondrial por separado; realizar un analisis de
los componentes del citoesqueleto permitira corroborar los
efectos en la distribucion y organizacion del mismo; estudiar
las actividades de las enzimas glutation peroxidasa (GPx) y
glutamato cisteina ligasa (GCL).
= La deplecion del GSH celular permitiria evaluar los efectos
directos sobre los parametros analizados en la presente tesis.
= Asi mismo, a través de RNA de interferencia se podria
evaluar el papel de la proteina bcl-2 en el modelo propuesto,
sobre todo en cuanto al nivel de GSH y su compartimentacion
y sobre todo evaluar los efectos en los fendomenos

considerados en el presente trabajo.
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