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1. RESUMEN

La muerte celular necrética depende de la acumulacion intracelular de iones Ca®* y Na“,
sin embargo, aun se desconocen los mecanismos que llevan al desbalance iénico. En este
trabajo se investigaron parametros asociados a la necrosis con el fin de descubrir el (los)
determinante (s) de la irreversibilidad en la muerte celular necrética inducida por estrés
oxidativo. Células epiteliales Clone 9 fueron expuestas por tiempos crecientes a H,O, (32 mM),
necesitandose 14 + 2 minutos (n=36) para inducir un 50% de necrosis. Este tiempo fue
entonces definido operacionalmente como el punto de no retorno (PNR). Usando sondas
fluorescentes y microscopia confocal se observd que el PNR coincide con la depolarizacién
mitocondrial y el inicio de la sobrecarga de cationes. La remocién del perdxido antes del PNR,
normalizé los parametros funcionales, sin evidencia de necrosis evaluada a las 20 horas. Contra
lo esperado, estas células sub-necréticas tampoco presentaron apoptosis, a juzgar por actividad
de caspasas, fragmentacion del DNA y morfologia nuclear.

Luego se evalud el posible papel de la mitocondria en la irreversibilidad necroética. Los
inhibidores metabdlicos mitocondriales FCCP (2 uM) y rotenona (2 upM) adelantaron
significativamente el punto de no retorno a 1,8 £ 0,4 minutos (n=5) y 5,0 £ 1,3 minutos (n=3),
respectivamente. Por el contrario, el bloqueador del poro de transicion mitocondrial ciclosporina
A (100 uM), retardé el punto de no retorno a 23,1 £+ 6 minutos (n=3). Experimentos
suplementarios en células HeLa mostraron que la sobrecarga necrotica de calcio inducida por
estrés oxidativo fue dependiente del consumo de ATP por la bomba de Na'/K* ATPasa. La
inhibicion farmacolégica y funcional de la bomba revirtié la sobrecarga tardia de calcio, ademas
de proteger significativamente la necrosis. En su conjunto estos resultados establecen al poro
de transicion mitocondrial y a la bomba de Na'/K* ATPasa como elementos claves en la muerte

necrética inducida por peréxido de hidrogeno en células epiteliales.



SUMMARY

The necrotic cell death depends on the intracellular accumulation of Ca* and Na,
however, the mechanisms that produce the ionic desbalance are unknown. In this work were
investigated parameters associated to the necrosis with the purpose of discovering determinants
of the irreversibility in the necrotic cell death induced by oxidative stress. Clone 9 ephitelial cells
were exposed per increasing times to H,O, (32 mM), and required 14 + 2 minutes (n=36) to
induce a 50% of necrosis. This time was defined operationally as the point of no return (PNR).
Using fluorescent dyes and confocal microscopy it was observed that the PNR agrees with the
mitochondrial depolarization and the beginning of the cation overload. The removal of peroxide
before the PNR, normalized the functional parameters, without evidence of necrosis evaluated at
20 hours. Surprisingly, these sub-necrotic cells did not present apoptosis either, judging by
activity of caspases, DNA fragmentation and nuclear morphology. After this, the possible role of
the mitochondria in the necrotic irreversibility was evaluated. Mitochondrials poisons FCCP (2
mm) and rotenone (2 mm) significantly advanced the point of no return to 1,8 + 0,4 minutes
(n=5) and 5,0 £ 1,3 minutes (n=3), respectively. On the other hand, the blockade of the pore of
mitochondrial transition with cyclosporin A (100 mM) retarded the point of no return to 23,1 £+ 6
minutes (n= 3). Additional experiments in HeLa cells showed that the necrotic calcium overload
induced by oxidative stress was employeed in the consumption of ATP by the Na'/K*
ATPase.The farmacological and functional inhibition of the pump reverted the delayed calcium
overload and also protected the necrosis significantly. In conclusion, these results establish that
the pore of mitochindrial transition and the Na'/K* ATPase are key elements in the necrotic

death induced by hydrogen peroxide in epithelial cells.



2. INTRODUCCION

Una célula de mamifero expuesta a un dafio letal puede morir por apoptosis o
necrosis. La apoptosis es un proceso altamente regulado en el cual la activacion de
cascadas bioquimicas predeterminadas, lleva al desensamblaje ordenado de la célula.
Los remanentes celulares son inmunosupresores (Voll et al, 1997; Fadok et al, 1998) y
desaparecen fagocitados por células vecinas sin afectar mayormente la homeostasis
tisular. La necrosis en cambio ha sido entendida como un fenémeno pasivo en el cual la
deprivacién energética severa lleva a la pérdida de gradientes electroquimicos vy lisis
celular (Barros et al, 2002). En este caso los remanentes son pro-inflamatorios (Melcher
et al, 1998) y producen dafio e incluso la muerte de células vecinas.

Datos recientes indican que la muerte celular necrética pudiera no ser un
fendmeno meramente pasivo, sino que el resultado de la activacion secuencial de
multiples eventos bioquimicos. Por ejemplo la deplecion energética producida por H,O;
es mediada en parte por la sobreactivacion de la enzima nuclear poli-(ADP-ribosa)-
polimerasa (PARP), esta enzima poli-ADP-ribosila e inactiva la enzima glicolitica
GAPDH (Colussi et al, 2000) lo que culmina en la deplecién del ATP celular (Ha et al,
1999). También se ha reportado la activacidbn de canales catidnicos no selectivos
(NSCC) como mediadores de la muerte celular necrética inducida por radicales libres
(Barros et al, 2001a).

Desde la exposicion a un estimulo letal hasta la pérdida de la integridad
estructural (lisis) que ocurre horas mas tarde, una célula de mamifero experimenta una
serie de cambios estructurales y funcionales. Los mas estudiados han sido la

sobrecarga de calcio (Mehendale et al, 1985; Herson et al, 1999; Ermak et al, 2002),



edema de organelos y citoplasma (Carini et al, 2000; Simon et al, 2002; Schlenker et al,
2000; Barros et al, 2001b), el colapso del potencial mitocondrial (Byrne et al, 1999), la
deplecidon energética (Hyslop et al, 1988; Ha et al, 1999; Colussi et al, 2000, Barros et
al, 2003), la ruptura de lisosomas y la activacion de proteasas y otras enzimas liticas
(Bronk et al, 1993). En general, estos estudios se han concentrado en la medicion y
manipulacion positiva y negativa de uno o dos de estos eventos.

Un inconveniente de este tipo de aproximacion simple a un problema complejo es
gue los eventos son capaces de retroalimentar sus determinantes patogénicos en forma
no lineal. Por ejemplo es esperable que una elevacion del Ca** citosélico sea a la vez
causa y efecto de la disminucién de ATP. Ello directamente por la interaccién Ca**/ATP
en la bomba reticular y también indirectamente debido a la relacién de Ca*? y ATP con
el Na* intracelular a través del intercambiador Na*/Ca®** y de la bomba de Na'/K* ATP
asa, respectivamente.

Es decir, existen retroalimentaciones positivas y negativas simultaneas que
hacen dificil el establecimiento de causalidades. Dada esta complejidad y la rapidez con
que suceden los eventos, no ha sido posible proponer una cadena causal o jerarquica
de eventos (y menos aun mecanismos) que expliquen la necrosis, tarea que esta
mucho mas avanzada para la apoptosis y en particular la apoptosis mediada por
receptor de superficie (Ashkenazi, A. y Dixit V., 1998)

El presente trabajo de tesis buscO identificar mediadores moleculares de la
muerte celular necrética, para ello se investigaron una serie de parametros celulares
relacionados con la muerte celular necrética y asi poder determinar cual (es) de esto(s)

evento(s) son los que gatillan la condena irreversible a la necrosis celular.



Luego de someter las células epiteliales Clone 9 a estimulos necroticos, se
midieron una serie de parametros fisiologicos y bioquimicos previamente asociados a la
muerte celular necrética, tales como niveles citosélicos de Ca®** y Na’, potencial
mitocondrial, morfologia nuclear e integridad del DNA gendémico.

En particular se exploro el papel de la mitocondria en la irreversibilidad necrotica.
Datos de nuestro laboratorio obtenidos en células Clone 9 han demostrado que el punto
de no retorno de la necrosis ocurre a los 14 £ 2 minutos luego de la exposicion continua
a H,O, a altas concentraciones. Este evento es posterior al aumento rapido del calcio
citosolico, anterior al aumento regenerativo de sodio y calcio, volumen celular y ocurre a
tiempos similares a los que se registra la depolarizacidon mitocondrial. En este proyecto
se investigo directamente la hipotesis de que el colapso mitocondrial provocado por
estrés oxidativo es responsable de la irreversibilidad en la necrosis en células Clone 9
expuestas a H,O,. Para poner a prueba esta hipotesis se estudidé el impacto de la
inhibicion metabdlica mitocondrial sobre el punto de no retorno y sobre la acumulacion
intracelular de iones sodio y calcio en células sometidas a H,O..

Experimentos suplementarios realizados en células HelLa indicaron que la
sobrecarga tardia de calcio depende del uso de ATP por la bomba de Na'/K* ATPasa.
Estos resultados pueden ser articulados en un modelo en que la entrada masiva de
sodio a la célula activa la bomba de Na'/K* ATPasa, produciendo una deplecién local

de ATP.



HIPOTESIS DE TRABAJO
La funcion mitocondrial cumple un papel determinante en la irreversibilidad de la muerte

celular necraética inducida por estrés oxidativo.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el rol de la funcibn mitocondrial en la irreversibilidad de la muerte celular

necrotica inducida por estrés oxidativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecimiento de protocolos de estimulacion letal en poblaciones de células
Clone 9 con H,05.

¢ Identificacion del punto de no retorno en células Clone 9 expuestas a H,0..

e Establecimiento y medicion en tiempo real de parametros fisiologicos vy
bioquimicos relacionados con muerte celular necrética. A saber, concentraciones
de Ca®* y Na' citosélico, potencial transmitocondrial, integridad del DNA
genomico.

e Estudio de la inhibicibn metabdlica mitocondrial sobre el punto de no retorno en

células Clone 9 sometidas a estrés oxidativo.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

Acido plurénico, yoduro de propidio, Hoechst-33342 y las sondas fluorescentes
Fluo-3 AM, SBFI AM, Sodium Green AM y TMRM, fueron adquiridas en Molecular
Probes (Eugene, OR). Peroxido de hidrégeno (H2O2) en Merck (Darmstadt, Alemania).
El kit LDH-P UV para determinacion de lactato deshidrogenasa (LDH) fue adquirido de
Wiener Lab (Rosario, Argentina). RNAasa A, proteinasa K, en Winkler S.A., Chile. N-
metil-d-glucamina (NMDG"), etilen glicol-bis(aminoetil éter)-N,N,N’,N’-acido tetraacético
(FCCP), acido iodoacetico (IAA), ouabaina, digitonina, rotenona, ciclosporina A (CsA) y

demas reactivos fueron adquiridos desde Sigma (St. Louis, MO)

3.2 Métodos
3.2.1 Cultivo celular

Las células epiteliales de higado de rata Clone 9 fueron obtenidas desde
American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD) y fueron mantenidas en medio
DMEM-glucosa 25 mM, suplementado con SFB 10%, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 0,1 mg/ml y anfotericina B 0,25 ug/ml a 37° C en una atmoésfera humeda
de CO; al 5% vy aire al 95%.

La células epiteliales humanas HelLa fueron obtenidas desde American Type
Culture Collection (ATCC; Rockville, MD) y fueron mantenidas en medio DMEM-glucosa

5,5 mM, suplementado con SFB 7%, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml y



anfotericina B 0,25 ug/ml a 37° C en una atmésfera humeda de CO, al 5% y aire al
95%.

Las células fueron pasadas cada semana utilizando una solucion de tripsina al
0,05% y EDTA 5,53 mM, por 5 minutos a 37°C, para luego neutralizar el proceso
agregando 8 ml de medio DMEM suplementado con SFB 10%. Las células Clone 9
fueron utilizadas entre 4 y 6 dias de crecidas con pasajes que fluctuaron entre el 8 y 36.
Las células HelLa fueron utilizadas entre 2 y 4 dias de crecidas con pasajes que
fluctuaron entre el 8 y 30. Las células fueron expuestas a condiciones experimentales
en el tampon Krebs-Ringer-HEPES (KRH; NaCl 136 mM; Hepes 10 mM; KCI 4,7 mM;
MgSO4 1,25 mM; CaCl; 1,25 mM; pH=7,4) suplementado con glucosa 25 mM (KRH-
glc).

En algunos experimentos el Na* fue reemplazado equimolarmente por NMDG" y

el Ca®" extracelular fue quelado con EGTA 10 mM.

3.2.2 Mediciones de fluorescencia celular.

Las células fueron crecidas en cubre objetos de vidrio circulares de 25 mm, estos
se montaron en una camara abierta construida por Bio JSP (Santiago, Chile), y fueron
expuestas a condiciones experimentales en tampén KRH-glc a temperatura ambiente
(20-22 °C).

La fluorescencia fue medida en regiones de interés (Regions of Interest; ROISs)
posicionadas sobre las células cada 20-30 segundos utilizando un microscopio confocal
Carl Zeiss Pascal equipado con un laser de Argén y Helio/Nedn con lineas de excitacion

a 488 y 543 nm, respectivamente.



La sondas fluorescentes verdes Fluo-3 y Sodium Green fueron excitadas
utilizando un laser de Argon (488 nm), la emision se registro entre los 500 y 550 nm.

La sonda fluorescente roja TMRM se excitdé con un laser Helio/Neon (543 nm) y
la emision se registré entre 550 y 615 nm.

En este microscopio confocal, la epifluorescencia es convertida a una imagen
digital (256 x 256 6 512 x 512 pixeles), donde a cada pixel se le ha asignado un valor
entre 0 (negro) y 256 (blanco). La fluorescencia emitida se obtuvo a partir de un corte
optico aproximado de 7 um de grosor.

La sefial de fondo fue medida en aquellas regiones del campo desprovistas de
células, y este valor fue sustraido a las mediciones celulares.

Para comparar valores de distinta células, los datos son estandarizados
asignando a la fluorescencia basal (Fo) el valor de 1.

La sefial de la sonda raciométrica SBFI fue obtenida con un microscopio Olimpus
IX70. La sonda fue excitada a dos longitudes de onda 340 y 380 nm utilizando un
monocromador Cairn, registrandose la razon de las emisiones a 535 nm captadas con
una camara Hamamatsu bajo el control del software de Kinetic Imaging.

Para estudiar comportamiento de las sondas fluorescentes frente a las
intensidades de iluminacion utilizadas, se realizaron experimentos controles en donde
células HelLa y Clone 9 cargadas con los fluoréforos de interés fueron excitadas
reiteradamente con el laser en particular. Estos experimentos controles indicaron que la
exposicion reiterada de las células frente al laser no causaron el apagamiento de las

sondas utilizadas en este trabajo (Figuras 1, 2y 3).
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3.2.2.1 Determinacién del nivel de Ca®" intracelular.

Para estimar los niveles de Ca** citosolico libre, células Clone 9 fueron cargadas
con Fluo-3 5 uM en tampén KRH-glc suplementado con acido plurénico 0,02%.
Posterior a 30 minutos, tiempo necesario para la desesterificacién de la sonda, se lavo
3 veces con tampon KRH-glc. El registro de fluorescencia se llevo a cabo cada 20-30
segundos en ROIs posicionados en los ndcleos celulares (Figura 1la). La sefal de
fondo se obtuvo posicionando los ROIs en regiones desprovistas de células. La
exposicion reiterada frente al laser 488 nm no indujo el apagamiento de la sonda Fluo-3

(Figura 1b).
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Figura 1. Patrén de fluorescencia del Ca?* citosélico evidenciado con la sonda
Fluo-3 en células Clone 9. a, Imagen obtenida por microscopia confocal de
epifluorescencia. El registro de la fluorescencia se realizé en ROIs posicionados en los
nucleos celulares (O) y en regiones desprovistas de células (7)), para obtener la sefal
de fondo. La barra representa 20 um. b, Curso temporal de la fluorescencia de Fluo-3
(expresada en unidades arbitrarias) en ROIs posicionados sobre los ndcleos celulares
de 6 células = error estandar. La sefial de fondo fue sustraida del valor de la
fluorescencia cosechada de las células. La exposicion reiterada frente al laser 488 nm
no indujo el apagamiento de la sonda Fluo-3. Las células HeLa mostraron un patrén de
fluorescencia homogéneo similar al observado en células Clone 9. Se obtuvieron

resultados similares en al menos 3 experimentos independientes.
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3.2.2.2 Determinacion del nivel de Na® intracelular.

Para estimar los niveles de Na' intracelular las células fueron cargadas con
Sodium Green 5 OM o SBFI 5 uM en tampon KRH-glc suplementado con acido
plurénico 0,02%. Posterior a 30 minutos, tiempo necesario para la desesterificacion de
la sonda, se lavo 3 veces con el tampon KRH-glc. El registro de fluorescencia se llevo a
cabo cada 20-30 segundos en ROIs posicionados en los ndcleos celulares (Figura 2a).
La sefial de fondo se obtuvo posicionando los ROIs en regiones desprovistas de
células. La razon de fluorescencia de SBFI no se afectd frente a la excitacion reiterada

a 340 nmy 380 nm (Figura 2b).

3.2.2.3 Registro y estimacién del potencial transmitocondrial

El potencial transmitocondrial fue registrado en células equilibradas con TMRM
100 nM en tampdén KRH-glc suplementado con acido plurénico 0.02%.

Los valores promedio de fluorescencia fueron obtenidos cada 20-30 segundos en
ROIs posicionados en agrupaciones de mitocondrias ubicadas en la periferia de los
nucleos celulares (Figura 3A). TMRM es una sonda mono-catiénica que atraviesa
facilmente las membranas lipidicas y se concentra en compartimentos intracelulares
cargados negativamente. De esta manera las mitocondrias funcionales, que tienen un
potencial de membrana aproximado a los —120 mV concentran al fluoréforo. La
depolarizacion mitocondrial ya no permite la retencion iénica del fluor6foro en la matriz
mitocondrial, lo que se visualiza como una pérdida de la fluorescencia. La fluorescencia

de TMRM no se afecto frente a la excitacion reiterada a 543 nm (Figura 3b).
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Para expresar los datos de flurescencia de la sonda TMRM en funcién del
potencial transmitocondrial, se reemplazé en la ecuacion de Nernst los valores de
fluorescencia de la sonda TMRM cosechados desde agrupaciones de mitocondrias y
del espacio extracelular. Las células HelLa en reposo presentan un potencial
transmitocondrial del orden de los -150 mV, considerando —30 mV de potencial de
membrana y -120 mV de potencial mitocondrial. Con estos datos se estimo6 el curso
temporal del potencial mitocondrial (Wyansmit) €n celulas Clone 9 expuestas a H,O, segun

la ecuacion de Nernst.

ext

gy _RT (TMRM)
transmit =4 (TMRM)

mit

En donde R corresponde a la constante de los gases (8.31 J/mol), T corresponde a la
temperatura en °K (298 °K), F corresponde a la constante de Faraday (23.062 cal/V 6

96.406 J/V) y Z numero de cargas presentes (Z=1).
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Figura 2. Patron de fluorescencia del Na' citosolico evidenciado con la sonda
SBFI en células Clone 9. a, El registro de la fluorescencia se realizé en ROIs
posicionados en los ndcleos celulares (O) y en regiones desprovistas de células (L)),
para obtener la sefal de fondo. La barra representa 20 um. b, Curso temporal de la
fluorescencia de SBFI (razon de las emisiones a 535 nm) en ROIs posicionados sobre
los nucleos celulares de 8 células + error estandar. La razén de fluorescencia de SBFI
no se afect6 frente a la excitacion reiterada a 340 nm y 380 nm. La sefal de fondo fue
sustraida del valor de la fluorescencia cosechada de las células. Se obtuvieron

resultados similares en al menos 3 experimentos independientes.
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Figura 3. Patréon de carga mitocondrial de la sonda TMRM en células Clone 9. a,
Imagen obtenida por microscopia confocal de epifluorescencia. El registro de la
fluorescencia se realiz0 en ROIs posicionados en agrupaciones de mitocondrias
ubicadas en la periferia de los ndcleos celulares (O) y en el espacio extracelular (1)),
para obtener la sefal de fondo. La barra representa 20 um. b, Curso temporal de la
fluorescencia de TMRM (unidades arbitrarias) en ROIs posicionados sobre
agrupaciones de mitocondrias en 6 células * error estandar. La sefial de fondo fue
sustraida del valor de la fluorescencia cosechada de mitocondrias. La fluorescencia de
TMRM no se afecto frente a la excitacion reiterada a 543 nm. Se obtuvieron resultados

similares en al menos 3 experimentos independientes.
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3.2.3 Viabilidad celular.
3.2.3.1 Actividad enzimatica de lactato deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes
celulares.

La estimacion de la necrosis fue realizada mediante la cuantificacion de la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al medio extracelular,
utilizando el kit LDH-P UV de Winer lab (Rosario, Argentina).

LDH cataliza la conversion de piruvato a L-lactato utilizando como cofactor NADH
el cual es oxidado a NAD". El método consiste en la evaluacion espectrofotométrica de
la velocidad de desaparicion de NADH a 340 nm. De esta manera, a medida que
exista una mayor cantidad de LDH, mas rapida sera la velocidad de la reaccion.

Las células fueron expuestas a condiciones experimentales en 1 ml de KRH-glc.
Los protocolos experimentales fueron realizados a temperatura ambiente (20-22°C)
para células Clone 9 y a 37°C con atmdsfera humidificada para células HelLa. En
experimentos en los cuales se cuantificé la actividad de LDH a las 8 horas, el tampodn
KRH-glc fue suplementado con SFB 10%. Transcurridos los periodos de incubacion se
extrajeron 40 ul de sobrenadante al cual se le afiadieron 400 ul de la mezcla de
sustratos que contiene piruvato 0,6 mM, NADH 0,18 mM y fosfatos 50 mM a pH 7,5. La
cinética de desaparicion de NADH a 340 nm fue medida por un espectrofotdmetro

™ 2.

Genesys Los resultados fueron expresados como porcentaje de la maxima

liberacion de LDH, medido en presencia del detergente digitonina 100 uM.
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3.2.3.2 Morfologia nuclear

Posterior al tratamiento experimental, los ndcleos fueron tefiidos con Hoechst-
33342 10 ug/ml y yoduro de propidio 2 pug/ml. Las imagenes de los nucleos celulares
fueron obtenidas por un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E600. El
procesamiento de imagenes para segmentar y parametrizar la morfologia de los
nicleos fue realizado por el Dr. Steffen Hartel con la ayuda del programa IDL®
(Research Systems, Co, USA). El primer parametro morfoldgico, la entropia, describe el
grado de desorden de elementos dentro de un sistema y permite cuantificar la textura
de un objeto (Haralick et al, 1973). Para un objeto fluorescente, este parametro
distingue entre distribuciones de intensidades homogéneas o heterogéneas. Los
nacleos que presenten mayor homogeneidad tendran valores menores de entropia,
comparado a nucleos con intensidades mas heterogéneas que presentaran valores de
entropia mayores. El segundo parametro morfoldgico, el tamafio nuclear, fue calculado
a partir del nimero de pixeles que definen cada nucleo celular (Hartel et al, 2003).
3.2.3.3 Actividad de Caspasa 3

Posterior al tratamiento con STS 4 uM, las células fueron lisadas con 200ul de
tampodn de lisis (Hepes 10 mM, pH 7,4, KCI 42 mM, MgCl, 5 mM, PMSF 1 mM, EDTA
0,1 mM, EGTA 0.1 mM, DTT 1 mM, pepstatina A, aprotinina 5 ug/ml, y CHAPS al 0,5%.
Posteriormente un volumen de 15 ul del lisado fue agragado a 150 ul de tampon de
reaccion (Hepes 25 mM, EDTA 1 mM, CHAPS 0,1%, sucrosa 10%, DTT 3 mM, pH 7,5y
10 uM del sustrato de Caspasa 3 Ac-DEVD-pNA. La actividad enzimatica de Caspasa-3
fue determinada a través de un ensayo colorimétrico, basado en el clivaje del sustrato

coloreado Ac-DEVD-pNA. La cinética de aparicion de pNA clivado se obtuvo midiendo
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la absorbancia a 405 nm en un espectrofotémetro Genesys '™ 2. El contenido de
proteinas totales fue estimado segun el método de Bradford, utilizando una curva de
calibracion con albumina de suero bovino (Winkler, Chile).
3.2.3.4 Analisis de fragmentacion de DNA

Se utilizé un protocolo descrito por Laird et al, 1991 con algunas modificaciones.
Posterior la tratamiento experimental, las células se lavaron con tampdn fosfato salino
(PBS) y colectadas con tripsina 0,05%. Luego se incubaron con tampon de lisis (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 5 mM, SDS 0,5%, NaCl 0,2 M y proteinasa K 0,1 mg/ml) por 90
minutos a 37 °C con agitacion.

Luego se agrego6 un volumen de isopropanol al lisado y se mezclo por 20 minutos
a temperatura ambiente, luego se centrifug6 durante 6 minutos a 6000 x g.
El precipitado se lavdé 3 veces con 0,5 ml de etanol al 75% y fue resuspendido en
tampén Tris HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM (TAE), pH 7,5.

El RNA residual de cada muestra fue removido con RNAasa A 170 ug/ml por 60
minutos a 37°C con agitacion.

Las muestras de DNA se cargaron en geles de agarosa al 1,5% en tampdén TAE,
luego fueron sometidas a electroforesis a 60 mV y 150 mA por 60 minutos. Las
muestras de DNA fueron visualizadas por tincibn con bromuro de etidio sobre un

transiluminador ultravioleta.
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3.2.4 Ensayos para descartar posibles artefactos producidos por el H,O, en las

propiedades fluorescentes de las sondas y en la actividad enzimatica de LDH.

Debido a la posibilidad que el H,O, a altas concentraciones afecte las
propiedades de las sondas fluorescentes y la actividad de la enzima LDH, se realizaron
experimentos controles que se resumen a continuacion.

() Los espectros de absorcion y de emisiéon de las sondas Fluo-3, Sodium Green
(desesterificadas) y TMRM no fueron afectados significativamente por H,O, 32 mM.
Datos obtenidos por fluorimetria (LS 55 Perkin-Elmer) (Bittner C.X., 2002; Castro et al,
2004).

(i) La actividad enzimética de LDH no se afecto significativamente en células expuestas
a H,O, 32 mM vy variacion de pH extracelular (Figura 4) La insensibilidad de la
actividad de LDH a cambios de pH extracelular en el rango 6,0 a 8,0 (Figura 4b) permite

la interpretacion directa de los resultados presentados en la Figura 6b.
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en la actividad de LDH. a, Células Clone 9 fueron incubadas en tampon KRH-glc en

presencia (barras negras) o ausencia (barra gris) de H,O,. b, Células Clone 9 fueron

incubadas en presencia de H,O, en tampon KHR-glc variando el pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,4 y

8,0). Posterior a 3 horas de tratamiento, las células se permeabilizaron con digitonina

100 OM y se cuantificd la actividad de LDH, expresada en U/l. No se apreciaron

diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (p>0,05). Los datos

representan el promedio de 3 experimentos realizados por duplicado * error estandar.
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3.2.5 Analisis de datos.

El valor del TEsp se obtuvo a partir del ajuste a una funcion sigmoidea de tres
parametros; M=Mmax/(1+(t/TEsp)@). Donde M = mortalidad; Mmax= mortalidad maxima;
t = tiempo; TEso= tiempo en el cual el 50% de las células han perdido viabilidad y a =
coeficiente de inflexion.

La frecuencia de distribucién (F) de los valores de TEso fue obtenida al graficar la
siguiente funcién logaritmica F = A*e[-0,5*(In(ty2/Pico)/B)?].

Los andlisis de datos se realizaron con el programa Sigma Plot (Jandel Scientific,
CA) y son presentados como promedio * error estandar. La significancia estadistica fue
evaluada usando la prueba t student para comparar dos muestras. Los datos obtenidos
de mudltiples grupos fueron evaluados por ANOVA multifactorial. Se considerd

significancia estadistica cuando p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Altas dosis de H,O, son necesarias para inducir necrosis en células Clone 9.

Inicialmente se determind la concentracibn de H,O, necesaria para inducir la
lisis celular tras 3 horas de tratamiento continuo con el oxidante, tiempo usual para que
ocurra la necrosis en condiciones fisiopatologicas como isquemia-reperfusion y
exposicion a oxidantes fuertes (Majno, G. y Joris, |., 1995).

Las células Clone 9 fueron expuestas a concentraciones crecientes de H,0; 1, 4,
16, 64 mM en tampén KRH-glc. Luego de 3 horas de tratamiento continuo con el
oxidante se estimo la muerte celular en funcion de la liberacion de LDH al medio
extracelular (Figura 5).

A partir de la curva de dosis respuesta de células Clone 9 se observa que a 32
mM H,O, aproximadamente el 50% de la poblacién celular liberé su LDH luego de 3
horas de tratamiento continuo con el oxidante. Esta concentracion de H,O, se escogio
para inducir la necrosis en células Clone 9.

4.2 H,0O; induce la via canonica de necrosis celular, dependencia de cationes y pH
extracelular en la muerte oxidativa.

El paso siguiente consistio en evaluar si este protocolo de estrés oxidativo induce
la via canénica de la necrosis epitelial que requiere de la entrada de iones Na* y Ca*
para su manifestacion (Barros et al, 2002; Ermak et al, 2002; Padanilam et al, 2003).
Para ello se realizaron experimentos de muerte celular en células Clone 9 incubadas

con H,O, durante 3 horas continuas en tampén KRH-glc.
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Figura 5. Altas dosis de H,O, son necesarias para que ocurra la necrosis en
células Clone 9. Las células fueron expuestas a H,O, por los tiempos indicados. La
muerte celular fue estimada a través de la actividad de la enzima LDH. Los datos son
representados como promedio * error estandar de 3 experimentos realizados por

duplicado.
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El tampén KRH se privé de iones Na* reemplazando equimolarmente por NMDG”*
y el Ca®" fue secuestrado utilizando 10 mM EGTA.

Ambos tratamientos inhibieron significativamente la necrosis en células Clone 9
(Figura 6). El experimento control realizado en células expuestas a H,O, en tampodn
KRH-glc, provoco la lisis del 84,2 + 4,3% (n=3) de la poblacion celular, el reemplazo
equimolar del Na" por NMDG" en el tampén KRH-glc causé la lisis del 37,5 + 10,2%
(n=3), mientras que el secuestro del Ca®" extracelular con EGTA 10 mM lis6 sélo el 5,5

+ 2,5% (n=3) de la poblacion celular.

Otro evento caracteristico observado en células sometidas a estrés oxidativo es
la acidificacion intracelular, fenémeno atribuido a la liberacion de iones H* producto de
la masiva hidrélisis de ATP (Wu et al, 1996). Ademas existen reportes que la acidosis
extracelular estaria actuando como un agente protector ante la muerte celular oxidativa
en células sinusoidales hepéticas (Bronk et al, 1991) por un mecanismo asociado a una

baja de la tasa de oxidacién del cofactor NADPH.

En base a estos antecedentes investigamos el rol del pH y Ca?* extracelular en
nuestro modelo de estrés oxidativo. Para ello células Clone 9 fueron expuestas a H,O
variando el Ca** (0,125 mM, 1,25 mM y 12,5 mM) y pH (6,0; 7,0; 7,4 y 8,0) extracelular,
luego de 3 horas de tratamiento continuo con H,O, se cuantificod la necrosis en funcién

de la LDH liberada al medio extracelular.

Se observé una significativa proteccion de la muerte necrética en células
expuestas a condiciones acidas (pH 6,0) y bajo calcio extracelular (0.125 mM). Por el

contrario, células expuestas a condiciones alcalinas (pH 8,0) y altas concentraciones
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de calcio extracelular (12,5 mM) fueron significativamente mas susceptibles a la lisis
necrotica (Figura 6b).

Estos resultados indican que este tratamiento oxidativo dafié a las células por
mecanismos dependientes de la sobrecarga de iones Na* y Ca®*" y proteccién por

acidosis extracelular.

4.3 ldentificacion del punto de no retorno (PNR) en células Clone 9.

Con el fin de definir temporalmente el momento donde la necrosis se torna
irreversible, las células Clone 9 fueron expuestas por tiempos crecientes (0; 5; 10; 15;
30 y 60 minutos) a H,O, en tampon KRH-glc. Luego de 8 horas se cuantifico la
actividad de LDH.

Para 36 experimentos independientes, se requirieron 14 + 2 minutos de
exposicién a H,O, para lisar el 50% de la poblacién celular (TEsp), dato obtenido al
ajustar una curva sigmoidea de 3 parametros, detallada en Material y Métodos. La
Figura 7a muestra que posterior a 10 minutos de exposicién a H,O, ocurre un agudo
incremento de la muerte necrética. El inserto de la figura 7a detalla la distribucion de
los valores de TEsp que fluctuaron entre 10-20 minutos. En experimentos realizados en
células sobre pasaje 30 se obtuvieron valores de TEsp sobre los 20 6 30 minutos.

Ademas se evaluo la viabilidad en el tiempo de células sometidas por 5 minutos
a H,O, Este tratamiento no afecto la viabilidad de las células registrada a las 20 horas

posteriores (Figura 7 b).
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Figura 6. H,O induce la via candnica de necrosis celular, dependencia de cationes
y pH extracelular en la muerte oxidativa. a, Las células fueron incubadas en presencia
(barras grises) o ausencia (barras negras) de H,O, en tampon KRH-glc, el Na* fue
reemplazado equimolarmente por NMDG" y el Ca?* fue quelado con 10 mM EGTA. El
retiro de los iones Na*y Ca?* protegi6 significativamente la muerte necrotica (* p<0.05). b,
Las células fueron incubadas en presencia de H,O, en tampén KRH-glc, variando el Ca**
(@,125mM; v, 125 mMy l, 0,125 mM) y pH extracelular, como experimento control
se muestra el porcentaje de mortalidad en células sin tratamiento oxidativo en KRH-glc
pH 7.4. Los datos son representados como promedio * error estandar de 3 experimentos

realizados por duplicado.
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Figura 7. Identificacion del punto de no retorno (PNR) en células Clone 9. a, Células
Clone 9 fueron expuestas a H,O, por tiempos crecientes, luego se lavo el H,O;, y se
incubaron en tampon KRH-glc. Ocho horas después se cuantificd la necrosis (LDH
liberada). En este experimento se necesitaron aproximadamente 12 minutos para lisar el
50% de las células (ETso), valor obtenido del ajuste a una funcién sigmoidea de tres
parametros. El inserto muestra la distribucion de los valores de ETs, para 36
experimentos independientes. b, Viabilidad de células Clone 9 posterior a 20 horas
determinada por liberacién de LDH en células expuestas por 0, 5 y 60 minutos a H,0O;
incubadas en tampon KRH-glc suplementado con SFB 10%. No se apreciaron diferencias
estadisticas significativas entre el experimento control y tratamiento breve con H,O, (5

minutos) (p>0.05). Los datos son representados como promedio + error estandar de 3
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experimentos realizados por duplicado.
4.4 Ausencia de apoptosis en células rescatadas entes del PNR.

Si bien es cierto un tratamiento breve de 5 minutos con H,O, no perturbé la
viabilidad celular medida a las 20 horas posteriores (Figura 7b), se ha descrito que dosis
micromolares de H,O, induce apoptosis en células promonociticas U-937 (Troyano et al,
2003). La apoptosis fue evaluada mediante 3 métodos independientes; estructura
nuclear, actividad de caspasa 3 e integridad del DNA genomico. Se utiliz6 como control
positivo de induccion de apoptosis staurosporina (STS) 4 uM.

Posterior al protocolo experimental (exposicion a H,O, durante 5 minutos y STS
4uM durante 8 horas) se capturaron las imagenes de los nucleos de células Clone 9
tefiidos con yoduro de propidio 2 ug/ml y Hoechst 10 pug/ml. A partir de la distribucion de
fluorescencia de la cromatina nuclear se cuantificaron los parametros morfologicos de
tamafio y textura nuclear descritos en Material y Métodos (Haralick et al, 1973; Hartel et al,
2003). Las células tratadas con STS 4 uM desarrollaron un encogimiento y condensacion
nuclear tipico de células apoptéticas, contrario a la morfologia de las células expuestas a
H.O, durante 5 minutos, que presentaron una morfologia similar a los nucleos controles
(Figura 8 a). La Figura 8 b muestra la actividad de caspasa 3 (experimento desarrollado
por el Sr. Joel Castro) medida 8 horas después del tratamiento breve con H,O, (5
minutos), esta no difiere del grupo control. El tratamiento con STS durante 8 horas
aumento significativamente la actividad de caspasa 3 como era esperado. La integridad
del DNA gendmico de estas células se evalud posterior a 20 horas del tratamiento breve
con H,O, (Figura 8 c). EI DNA de estas células se encontré intacto al igual que el de las

células controles.
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Figura 8. Ausencia de apoptosis en células rescatadas antes del PNR. La
apoptosis fue evaluada mediante 3 métodos independientes. Como control positivo
se utiliz6 staurospourina (STS) 4 uM. a, La estructura nuclear (circulos blancos),
cuantificada mediante pardmetros de textura y morfologia, no se ve afectada posterior a
8 horas de exposicién breve a H,O, (circulos cruzados), comparado con la condensacion
nuclear (ver flecha) observada en células tratadas con STS (circulos negros). Los datos
representan el promedio + error estandar (709-973 células). La barra corresponde a 50
um. b, La actividad de caspasa 3 medida 8 horas después del tratamiento con H,O, (5
minutos) no difiere del grupo control (p>0.05). Datos promedio de 3 experimentos * error
estandar respecto al control. ¢, Ausencia de fragmentacion apoptotica del DNA gendmico

en respuesta a H,O, (5 minutos).
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El tratamiento con STS causo la fragmentacion enzimatica del DNA, evento tardio
caracteristico de células apoptéticas. Estos experimentos indican que células Clone 9
son resistentes a un dafio sub-necrético (5 minutos H,0,), ya que no se apreciaron
rastros de necrosis a mediano plazo.

4.5 H,0, induce sobrecargas tardias de Na*y Ca?".

La via canodnica de la muerte celular necrética se caracteriza por una ganancia
neta de iones Na*y Ca*". El tratamiento con H,O- indujo un aumento bifasico del calcio
citosolico, registrado con la sonda Fluo-3 (Figura 9 a). El alza inicial del calcio intracelular
alcanzo una nueva meseta, con alzas de 2 a 3 veces la sefial basal prolongada durante
20 £ 5 minutos (n=3). Esta alza fue insensible a EGTA, lo que sugiere un origen
intracelular (Castro et al., 2004). El secuestro del calcio extracelular con EGTA 10 mM
inhibié el alza secundaria, o que sugiere que el divalente proviene del medio extracelular
(Figura 9 a). En forma paralela se midié el Na" intracelular con la sonda raciométrica SBFI
(Figura 9 b). El tratamiento con H,O, provocé una lenta y sostenida alza del Na*
intracelular. La exposicidon a gramicidina (20 ug/ml) aumento la sefal de fluorescencia,
indicando el ingreso de sodio extracelular, que alcanzé el equilibrio con el Na’
extracelular.

El reemplazo del ion Na’ por K™ en presencia de gramicidina causé un abrupto
descenso de la sefial de fluorescencia, o que demuestra la especificidad de la sonda a

iones Na'.
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Figura 9. H,O, induce sobrecargas tardias de sodio y calcio. a, Células cargadas con

Fluo-3 en presencia (circulos blancos) o en ausencia (circulos negros) de calcio

extracelular. La flecha indica el punto de inflexion de la curva, sefalando el inicio de la

acumulacién secundaria de Ca*. Los datos representan el promedio de 8-10 células,

representativo de 3 experimentos por separado. b, Células cargadas con SBFI. La

exposicion a gramicidina (20 pg/ml) aumento la sefial hasta alcanzar el equilibrio con el

Na" extracelular (136 mM). ¢ Representa la calibracion de la sonda a 0, 17, 34, 68 y 136

mM de Na’ en células tratadas con gramicidina. Los datos representan el promedio 3

experimentos * error estandar.
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4.6 Caida del potencial transmitocondrial en células sometidas a estrés oxidativo.

El mecanismo descrito por el cual el estrés oxidativo desarticula la funcién
mitocondrial es un fenédmeno denominado transiciéon de la permeabilidad mitocondrial
(Green et al, 2004). EI aumento de las concentraciones de Ca*" citosélico, fosfatos
inorganicos (Pi) y oxidantes, promueven la apertura de poros de alta conductancia en la
membrana interna de la mitocondria que permiten el paso de moleculas de masa
molecular inferior a 1500 Dalton. La formacién de estos poros causan la depolarizacion
mitocondrial y el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Crompton et al,1999).

Para evaluar la funcion mitocondrial de células sometidas a estrés oxidativo, se
registro en tiempo real el potencial transmitocondrial en células Clone 9, cargadas con la
sonda mono-cationica TMRM. El potencial transmitocondrial corresponde a la suma
vectorial del potencial mitocondrial (~ -120 mV) y el potencial a través de la membrana
plasmatica (~ -30 mV). La Figura 10 muestra el curso temporal del potencial
transmitocondrial, estimado con la ecuacion de Nernst (ver Material y Métodos) en células
expuestas a H;O,. El t;», de la depolarizacibn alcanzé los 14.6 = 2.6 minutos
(n=4). Este resultado es concordante con la literatura, donde se ha descrito que los
eventos iniciales que ocurren frente a células sometidas a estrés oxidativo corresponden
a alzas de Ca?" citosdlico y depolarizacién mitocondrial (Lemasters et al,1987). En los 4
experimentos realizados la depolarizacion no fue completa, y el potencial se estabilizd a
los -81.8 + 4.6 mV. Dado que ésta estimacion representa a una poblacion de
mitocondrias (ver Figura 3A) no es posible saber si el potencial remanente indica una

depolarizacion parcial o una depolarizacion total de una sub-poblacién de mitocondrias.
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Otros estudios obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado que durante la
exposicion a H,O,, células HeLa pierden el potencial de membrana plasmatica con un ty;
del orden de los 10 minutos (Castro et al, 2005).

Segun la cronologia de eventos que suceden en células Clone 9 sometidas a
estrés oxidativo, el t;, de caida del potencial transmitocondrial coincide con el tiempo en
que las células transitan por el punto de no retorno (14 + 2 minutos, Figura 7). En base a
ésta observacion se idearon experimentos con el fin de evaluar la contribucion de la

pérdida de funcion mitocondrial en la irreversibilidad necrotica.
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Figura 10. Caida del potencial transmitocondrial en células sometidas a estrés
oxidativo. Las células fueron expuestas a H,O, por aproximadamente 25 minutos en
presencia continua de TMRM. Se muestra un curso temporal promedio (6 células) de la
caida del potencial + error estandar. El tiempo medio de caida del potencial
transmitocondrial para éste experimento alcanzé el orden de los 9 minutos. El promedio
del tiempo medio de caida del potencial para 4 experimentos independientes alcanzé los

14.6 + 2.6 minutos.
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4.7 Reversibilidad de los cambios idnicos y potencial transmitocondrial al
remover el H,O, antes del PNR.

Si los cambios ionicos y la caida del potencial transmitocondrial fueran relevantes
para la irreversibilidad necrética, seria esperable que la remocion del H,O, antes del
PNR normalice estos parametros a los niveles basales. Para comprobar esta
prediccion, células Clone 9 fueron sometidas a exposiciones breves con H,O, (2-5
minutos), con el fin de evaluar la dinamica de los eventos tempranos que ocurren en
células Clone 9 sometidas a estrés oxidativo.

Las células fueron cargadas con Magnesium Green para estimar los niveles de
Mg** citosélico que varia reciprocamente con la concentracién de ATP, Fluo-3 para
estimar los niveles de Ca®' citosélico y TMRM para el registro del potencial
transmitocondrial. La remocion del H,O, antes del PNR provocé una rapida regulacion
del Ca®*y Mg®* citosélicos a niveles basales (Figura 11ay 11b). Este tratamiento causé
una leve hiperpolarizacion mitocondrial (Figura 11c), fenomeno atribuible a la
sobrecarga de Ca** del organelo (Castro et al, 2004).

Células expuestas por tiempo mas prolongado a H,O; (10-30 minutos) no fueron
capaces de regular las alzas de Ca®*, Mg®* o revertir la depolarizacién mitocondrial.

Estos resultados demuestran que las células Clone 9 son capaces de recuperar
rapidamente su homeostasis idnica, ademas de permanecer viables en el tiempo
(Figura 7b). Al prolongarse el estimulo, éstas células no fueron capaces de recuperar su

homeostasis idnica y potencial transmitocondrial.



36

a b

5 HZOZ

Fluo-3 (F/F,)
N

Magnesium Green (F/F,)

0 5 10 15 20 0 6 12 18 24
Tiempo (min) Tiempo (min)

F H,0,

-140 1
-120 |

-100

0O 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Potencial transmitocondrial (mV) o

Figura 11. Reversibilidad de los cambios i6nicos y potencial transmitocondrial al
remover el H,O, antes del PNR. Las células fueron expuestas a H,O, por 2-5 minutos
(o) 0 10-30 minutos (e). a, Medicién del Mg** citosélico con Magnesium Green. b, Calcio
citosolico medido con Fluo-3. ¢, Potencial transmitocondrial en presencia continua de
TMRM. Estos resultados representan un experimento promedio de 8-10 células * error

estandar, resultados similares se obtuvieron en 3 experimentos independientes.
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4.8 La funcion mitocondrial determina el PNR.

Los resultados obtenidos hasta ahora dan cuenta que células Clone 9 son
capaces de recuperarse frente a exposiciones breves a H,O, (Figuras 7 b, 8 y 11). Sobre
los 10 minutos de exposicién a H,O, ocurri6 un agudo incremento de la tasa de
mortalidad de estas células (Figura 7a). Al observar que la depolarizacién mitocondrial
ocurrié al tiempo en que las células alcanzan el PNR, se idearon experimentos con el fin
de revelar si el dafio mitocondrial es relevante en la irreversibilidad en nuestro modelo de
muerte celular.

Las células Clone 9 fueron expuestas a tiempos crecientes con H,O, en tampdn
KRH-glc SFB 10%, adicionando los inhibidores metabdlicos mitocondriales rotenona 2
uM, FCCP 2 uM vy el inhibidor de la formacion del poro de transicion mitocondrial CsA
100 uM, preincubado durante 1 hora antes de agregar H,O,. Paralelo a estas
intervenciones mitocondriales se realizaron experimentos controles con células expuestas
sé6lo a H,0,, la necrosis fue evaluada posterior a 8 horas del tratamiento indicado.

La Figura 12 muestra que el tratamiento con los inhibidores metabdlicos
mitocondriales rotenona y FCCP en presencia de H,O, adelantaron significativamente el
PNR en células Clone 9. Estos compuestos inhiben la sintesis de ATP mitocondrial pero
tienen un efecto opuesto sobre el potencial redox celular. El tratamiento con rotenona
(Figura 12a) adelanté significativamente la muerte necrética de estas células con un
TEso= 4,9 + 1,3 minutos (n=3), comparado con el experimento control de células tratadas
so6lo con H,O; que alcanzaron valores de TEsp= 26,4 + 3,6 minutos (n=3). El tratamiento
con FCCP (Figura 12b) también facilito la lisis temprana de estas células con un TEsp=
1,8 £ 0,4 minutos (n=5), al comparar el experimento control con células tratadas sélo con

H20., las que murieron con un TEsp= 21,9 + 4,6 minutos (n=5).
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Ademas se realizaron experimentos controles en donde las células fueron
expuestas solo a rotenona y FCCP, este tratamiento no afectd la viabilidad de estas
células, obteniéndose valores similares a los de células controles expuestas sélo a H,O».

También se evaluo el efecto de la inhibicién de la formacion del poro de transicion
mitocondrial en el PNR con CsA 100 uM. El tratamiento conjunto de H,O, en presencia
de CsA (Figura 10c) retardé el PNR, con valores de TEs= 23,9 = 1,6 minutos (n=3),
mientras que el tratamiento con H,O, arrojo valores de ETso= 12,6 £ 1,5 minutos (n=3).

Estos experimentos muestran que la inhibicion de la sintesis mitocondrial de ATP
con FCCP y rotenona adelantaron significativamente el PNR en células Clone 9. Por el
contrario, la inhibicion de la transicion de permeabilidad mitocondrial con CsA retardo el
PNR. La Figura 12d se representa un resumen del desplazamiento del ETs frente a la
inhibicién de la fosforilacion oxidativa mitocondrial e inhibicidén de la sintesis del poro de

transicion mitocondrial con CsA.
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4.9 La inhibicion de la funcién mitocondrial no adelanta la sobrecarga secundaria
de Ca** en células Clone 9 sometidas a estrés oxidativo.

El paso siguiente fue investigar el mecanismo por el cual la pérdida de funcién
mitocondrial adelanto significativamente el PNR en células Clone 9 sometidas a estreés
oxidativo.

La homeostasis del calcio intracelular depende de la armonia de varios sistemas
intracelulares, entre los que se han descrito proteinas citosoélicas, organelos como la
mitocondria, reticulo endoplasmico, intercambiador Na‘/Ca** y la bomba de calcio
(PMCA) ubicados en la membrana plasmética. Durante los primeros minutos de estrés
oxidativo la sefial del calcio intracelular alcanz6 una nueva meseta con concentraciones
aproximadas a los 300-400 nM (Castro et al, 2004). Esto sugiere que el nuevo estado
estacionario del Ca®" intracelular es mantenido por la actividad de la PMCA, una bomba
de calcio ATP dependiente ubicada en la membrana plasmatica que posee una alta
afinidad a calcio con una baja tasa del transporte (Carafoli et al, 2001), una pérdida de
funcién de esta proteina probablemente desencadenaria la sobrecarga tardia de calcio
en células sometidas a estrés oxidativo.

Como la depolarizacién mitocondrial ocurri6 a tiempos en que las células
comienzan a cargarse de Ca’*, se evalud la relevancia de la inhibicién metabdlica
mitocondrial en la sobrecarga tardia del calcio citosélico inducida por estrés oxidativo.

Para ello, células Clone 9 fueron cargadas con Fluo-3 y expuestas a H,O, en
tampon KRH-glc. Una vez inducida el alza primaria del calcio citosdlico con H,O, (5-10

minutos) se agregaron los inhibidores metabdlicos mitocondriales rotenona 2 uM y FCCP
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2 uM (Figura 13).

El patron de fluorescencia de Fluo-3 no varid, indicando que la inhibicién
metabdlica mitocondrial no es determinante en la sobrecarga necrética del calcio
citosolico en células Clone 9. Esta aproximacion experimental se reprodujo en células
epiteliales HelLa, obteniéndose resultados opuestos a los observados en células Clone 9.
Las maniobras de inhibicion de la sintesis de ATP mitocondrial con rotenona 2 uM
y FCCP 2 uM e inhibicién glicolitica con 2-desoxiglucosa (2-DOG) 5mM vy acido
iodoacético (IAA) 500 uM indujeron el alza tardia del calcio citosoélico en células HelLa
(Figura A.4). Estos resultados mostraron que la deplecion energética en células HelLa es
un evento que determina la sobrecarga tardia de calcio en este tipo celular,
probablemente por un mecanismo asociado a la pérdida de funcion de la bomba de calcio
PMCA. Este resultado preliminar nos llevo a investigar mas acerca de los mecanismos
responsables de la sobrecarga necrética del Ca®* citosélico en células HeLa sometidas a
estrés oxidativo. Los resultados obtenidos en células epiteliales HelLa fueron realizados

en colaboracién con el Sr. Joel Castro, y son presentados en al Anexo A.
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Figura 12. La funcién mitocondrial determina el PNR. Se muestran experimentos
similares al descrito en Figura 7. a-c, Las células fueron incubadas con H,O; en
presencia de FCCP 2 uM, rotenona 2 uM o CsA 100 uM (circulos blancos). En paralelo
se efectuaron experimentos controles (circulos negros). d, Se observa un desplazamiento
significativo del ETg, (* p<0.05) frente a los distintos tratamientos. Estos resultados
representan un experimento tipo, realizado por duplicado. Resultados similares se
obtuvieron en 3-5 experimentos independientes. Los datos son presentados como

promedio * error estandar.
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Figura 13. La inhibicion de la funcion mitocondrial no adelanta la sobrecarga
secundaria de Ca®* en células Clone 9 sometidas a estrés oxidativo. Células
cargadas con Fluo-3 en presencia de H,O,. La inhibicion de la funciébn mitocondrial con
rotenona 2 uM (a) y FCCP 2 uM (b) no indujeron la sobrecarga tardia del calcio citosdlico.
Los datos representan el promedio de 8-10 células + error estandar, representativo de 3

experimentos por separado.
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5. DISCUSION

Células Clone 9 requirieron altas concentraciones de H,O; (32mM) para alcanzar
la necrosis celular (Figura 5). Esta resistencia al dafio oxidativo es concordante con
otras lineas celulares descritas en la literatura como cultivos de hepatocitos (Starke et
al, 1985), y otros tipos celulares como macrofagos P388D1 (Hyslop et al, 1988),
mioblastos cardiacos (Wu et al, 1996), células secretoras de insulina (Herson et al,
1999), y células epiteliales HeLa (Barros et al, 2003; Castro et al, 2004), propiedad
atribuida a las altas concentraciones de glutation presente en estos tipos celulares

Segun datos obtenidos en nuestro laboratorio por la Srta. Carolina Montenegro,
la concentracién de glutation total en células Clone 9 corresponde a 12,1 + 1,0 mM,
similar al contenido de glutation observado en cultivos de hepatocitos, tipo celular que
se caracteriza por presentar altas concentraciones de moléculas atrapadoras de
radicales libres (Fernandez —Checa et al, 1993).

Durante los primeros minutos de exposicion a H,O,, células epiteliales Clone 9
experimentaron un rapido aumento de los niveles de Ca®" intracelular (Figura 9a),
ademas de la deplecién del ATP celular y aumento del Mg?* citosélico (Bittner, 2002).
Posteriormente las mitocondrias de estas células se depolarizaron, con un t1,=14.6 *
2,6 minutos (Figura 10), fendmeno que ocurridé al tiempo en que estas células sufrieron
la condena irreversible hacia la necrosis, PNR=14 *+ 2 minutos (Figura 7a).

Estos eventos idnicos revirtieron espontaneamente al remover el H,O, del medio

extracelular antes que las células alcanzaran el PNR (Figura 11).
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Las mitocondrias de estas células sometidas brevemente a H,O, sufrieron una
leve hiperpolarizacion (Figura 11c). En células HelLa se ha reportado que tras el
aumento del calcio citosélico las mitocondrias actian como capturadores de Ca®",
ayudando a minimizar la sobrecarga citosélica de calcio frente a estrés oxidativo (Castro
et al, 2004). Las mitocondrias poseen un sofisticado sistema de captura y liberacién de
Ca?*, lo que permite al organelo regular la concentracién de este catién en la matriz
(Pozzan et al 2000). Existen antecedentes que describen una correlacién directa entre
la concentracion de Ca** en la matriz mitocondrial y la activaciéon aguda de
deshidrogenasas con el consecuente aumento de los niveles de NADH, produccion de
ATP y consumo de O, (Jouaville et al, 1999). Algunos estimulos causan una sobrecarga
letal del Ca** mitocondrial, en neuronas por ejemplo la recarga de calcio mitocondrial
inducida por glutamato es causal de la muerte en estas células (Stout et al, 1998).

Estas células rescatadas antes del punto de no retorno, permanecieron viables
en el tiempo, sin rastro de apoptosis evaluada por la morfologia y textura nuclear
(Figura 8a), integridad del DNA gendmico (Figura 8b) y actividad de caspasas (Figura
8c). Posterior a la depolarizacion mitocondrial , ocurrié una sobrecarga de iones Na* y
Ca?* (Figura 6a y 6b). Estos dos cationes fueron necesarios para la necrosis (Figura
6a), ya que el retiro de estos iones inhibié significativamente la viabilidad de estas
células. Este desbalance i6nico que precede a la muerte celular necrética ha sido
descrito en varios tipos celulares, pero alin no se conoce a cabalidad los mecanismos

moleculares que llevan a este desbalance i6nico (Barros et al, 2002).



45

Uno de los mayores efectos fisiopatoldgicos del H,O, en altas concentraciones
es el colapso energético celular (Eguchi et al, 1997; Leist et al, 1997) como resultado de
la ihibicion de la glicdlisis y disfuncion mitocondrial (Hyslop et al, 1988; Schraufstatter et
al, 1990), ademas se ha descrito que en fibroblastos sometidos a estrés oxidativo
existiria una sobreactivacion de la enzima nuclear poli (ADP)-ribosa polimerasa
(PARP) que consume ATP (Ha et al, 1999).

Segun reportes obtenidos en nuestro laboratorio, la concentracion de ATP en
células Clone 9 decae draméticamente tras la exposicion a H,O,, con un tiempo medio
de caida de 2,9 £ 0,6 minutos (Bittner, 2002). Una explicacién posible para esta
temprana baja de ATP es atribuible al colapso glicolitico de estas células, ya que las
mitocondrias perdieron su potencial minutos mas tarde con un t;»,=14.6 + 2.6 minutos
(Figura 10), de esta manera, es probable que posterior a la inactivacién de la glicdlisis,
aun exista sintesis de ATP mitocondrial a través de intermediarios del ciclo de acidos
tricarboxilicos.

Cercano al PNR, las mitocondrias de estas células perdieron su potencial de
manera irreversible, frenandose la sintesis de ATP mitocondrial. Esto evento coincidid
temporalmente con la condena irreversible de células Clone 9 hacia la necrosis celular.

Una relacion causal entre la depolarizacion mitocondrial producida por estrés
oxidativo y la irreversibilidad en la muerte necrética en este modelo fue apoyada por el
significativo adelanto del PNR al tratar las células con los inhibidores metabdlicos
mitocondriales rotenona y FCCP (Figura 12a y 12b). Estos inhibidores no fueron letales
por si solos, ya que las células Clone 9 sobrevivieron indefinidamente en presencia de

los venenos mitocondriales. Esto indica que la produccién glicolitica de ATP en estas
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células es suficiente para la demanda celular. FCCP vy rotenona afectan el tono redox
celular de manera opuesta, lo que permite descartar este pardmetro como el
responsable de la temprana condena de las células.

Un mecanismo conocido por el cual la mitocondria pierde su funcién frente a
estrés oxidativo es la formacion del poro de transicion mitocondrial (PTM). La inhibicion
de la formacion del poro de transicion mitocondrial con CsA retrasé significativamente
el PNR, lo que indica que el PTM participa en la irreversibilidad necrética en células
Clone 9. Estos resultados confirman nuestra hipotesis de trabajo; la funcion mitocondrial
es determinante en la irreversibilidad de la muerte celular inducida por estrés oxidativo,
probablemente por un mecanismo dependiente del uso de ATP.

Tedricamente, en estas células dafiadas, las sobrecargas tardias de sodio y
calcio pueden resultar de una pérdida de funcién, es decir, una falla en las bombas ATP
dependientes, o en una ganancia de funcion, es decir, un aumento de la permeabilidad
de la membrana plasmatica a estos iones. Dado que los aumentos del sodio y del calcio
comenzaron a tiempos en que las mitocondrias se despolarizaron, los resultados
obtenidos apoyan la hip6tesis de una falla de bombas ATP dependientes como el
mecanismo responsable de la sobrecarga necrética de iones en este modelo.

Un resultado sorprendente fue la relacion causal entre la acumulacién de Na* y
Ca”" intracelular en células HeLa sometidas a estrés oxidativo. Las células tratadas con
H,O> en un tampon libre de Na™ no gatillaron la sobrecarga tardia de calcio (Figura A.2),
sélo una vez regresado el sodio comenzo la recarga secundaria de calcio.

Los ultimos resultados demuestran que el mecanismo involucrado en la
sobrecarga necrética de calcio inducida por estrés oxidativo en células epiteliales HeLa

depende de la actividad de la bomba de Na'/K* ATPasa. La inhibicion farmacoldgica y
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funcional de la bomba de Na*/K* ATPasa con ouabaina 1mM vy el retiro del ion K* del
medio extracelular, revirtieron el alza secundaria de calcio (Figura A.3a y A.3b). Estos
tratamientos ademas inhibieron significativamente la necrosis (A.2b y A.3c). Estos
resultados sugieren que la acumulacion citosélica del ion Na* durante estrés oxidativo
es el fenomeno primario que conduce a un desequilibrio en el estado estacionario de
Ca”* con la consecuente acumulacion del divalente.

Las concentraciones de calcio citosolico en el nuevo estado estacionario
alcanzan los 200-300 nM (Castro et al, 2004), esto indica que este equilibrio seria
mediado por la actividad de la PMCA, una bomba de calcio ATP dependiente ubicada
en la membrana plasmatica que posee una alta afinidad por calcio con una baja tasa de
transporte. Una pérdida de funcién de esta proteina explicaria la sobrecarga tardia de
calcio en células sometidas a estrés oxidativo. Otros mecanismos regulatorios del calcio
intracelular como la bomba de calcio del reticulo endoplasmico (SERCA) y el
intercambiador Na'/Ca®* presente en la membrana plasmatica, requieren
concentraciones sobre los 500 nM de calcio para activarse, lo que descarta su
participacion en este modelo.

En neuronas por ejemplo el principal mecanismo de extrusiéon de Ca?' es la
actividad del intercambiador Na?/Ca?®', datos recientes indican que la sobrecarga
tardia de Ca®* inducida por estimulacién con glutamato seria mediada por el desamblaje
del intercambiador Na*/Ca** por calpaina (Bano et al, 2005).

Una explicacion posible al acoplamiento metabdlico entre la bomba Na'/K*

ATPasay la PMCA es que ambas proteinas son dependientes de ATP.
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Estos resultados demuestran que en células HeLa sometidas a estrés oxidativo,
la actividad de la bomba de sodio estaria consumiendo gran parte de los remanentes de
ATP, impidiendo la extrusién del calcio citosdlico a través de la PMCA.

La inhibicion temprana de la sintesis de ATP glicoliico o mitocondrial
adelantaron significativamente el alza secundaria de calcio en estas ceélulas (Figura
A.4). La dependencia del ATP celular en la homeostasis de estos cationes fue apoyada
por el significativo adelanto de la acumulacion secundaria de calcio en células
estresadas con H,O,y sometidas a inhibicién metabdlica.

La inhibicion de la bomba de Na'/K* ATPasa y la depleciébn metabdlica
mitocondrial en células Clone 9 sometidas a estrés oxidativo no revirtieron el alza
secundaria del Ca®" citosélico. Este resultado sugiere que el mecanismo involucrado en
el desequilibrio del Ca** citosélico no esta gobernado por el déficit energético celular. Si
bien es cierto la funcién mitocondrial fue determinante en la irreversibilidad necrética de
estas células, la deplecién de la sintesis de ATP por parte de este organelo no explica

el fendmeno de sobrecarga de calcio citosélico observado en células Hela.
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Basandose en los resultados obtenidos en éste trabajo, se puede concluir lo

siguiente;

- Células HeLa y Clone 9 son resistentes al estrés oxidativo, se requirieron dosis
milimolares de H,O; para inducir la necrosis en éstas células.

- La necrosis para estos dos tipos celulares es dependiente de la sobrecarga de
iones calcio y sodio.

- La funcién mitocondrial determina el punto de no retorno en células Clone 9.

- En células HelLa la acumulacién necrética de calcio es un fenomeno dependiente
de la funcion de la bomba de Na'/K* ATPasa, mecanismo ausente en células

Clone 9 sometidas a estrés oxidativo.
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ANEXO A EXPERIMENTOS EN CELULAS HELA

A.1 H,O, induce sobrecargas tardias de sodio y calcio en células HelLa

Células HelLa fueron cargadas simultdneamente con Sodium Green y Rhod-2
para chequear simultineamente los niveles de Na" y Ca®*" citosélicos en células
expuestas a H,O,. Las cinéticas de estas alzas fueron similares a las observadas en
células Clone 9. El alza citosolica del calcio fue bifasica, y el alza de Na* ocurrié antes

de que se iniciara la segunda sobrecarga del calcio.

4 H,0,
L’L?D I
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- 31
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Figura A.1 H,O, induce sobrecargas tardias de sodio y calcio en células Hela.
Células cargadas en forma simultdnea con Rhod-2 (circulos blancos) y Sodium Green
(circulos negros) en presencia de H,O,. Los datos representan el promedio de 8-10

células, representativo de 3 experimentos por separado.
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A.2 El aumento del Na' intracelular es necesario para que ocurra la sobrecarga
secundaria del Ca?' citosélico. Dependencia del Na* extracelular en la muerte
necrotica.

Al observar que el inicio de la acumulacion de sodio en células Hela sometidas a
estrés oxidativo ocurri6 antes de la sobrecarga secundaria de calcio, nos llevd a
investigar el posible papel del Na® extracelular en la sobrecarga tardia del calcio
citosolico. Para ello, células HeLa cargadas con Fluo-3 fueron expuestas a H,O, en un
tampon KRH-glc privado de Na* y reemplazado equimolarmente por K, esta estrategia
experimental nos permitié evaluar la relevancia de acumulacion del monovalente sobre
la recarga secundaria de Ca®" citosoélico. Este tratamiento provocé un alza primaria de
calcio de la misma magnitud a la observada con el tampon KRH-glc normal,
Sorprendentemente no ocurri6 el alza secundaria de calcio en estas células
desprovistas de Na* extracelular. El retorno del Na* al medio extracelular indujo el alza
secundaria de calcio.

Este resultado revela la dependencia del sodio extracelular en la sobrecarga
secundaria de calcio. Paralelamente se realizaron experimentos de muerte celular en
células HelLa expuestas a H,O, durante 3 horas continuas en tampén KRH-glc privado
de Na’ y reemplazado por Cs® o K* (Figura A.2b). Estos tratamientos protegieron
significativamente la muerte de estas células. Las células controles expuestas a KRH
normal alcanzaron una mortalidad de un 43,7 * 3,5% (n=3), la exposicion a KRH-Cs" un
12,7+ 2,9% (n=3) y el tratamiento con KRH-K" lis6 al 17,9 + 3,5% (n=3) de la poblacion

celular.
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Figura A.2 El aumento del Na’ intracelular es necesario para que ocurra la
sobrecarga secundaria del Ca®* citosélico. Dependencia del Na* extracelular en la
muerte necrdética. a, Células cargadas con Fluo-3 en presencia de H,O,. Los datos
representan el promedio de 8-10 células, representativo de 3 experimentos por
separado. b, Las células fueron incubadas en presencia de H,O, en tampén KRH-glc, el
Na® fue reemplazado equimolarmente por Cs® y K'. El retiro del iébn Na® protegio
significativamente la muerte necroética (* p<0.05). Los datos son representados como

promedio * error estandar de 3 experimentos realizados por duplicado.
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A.3 La inhibicion de la bomba de Na'/K* ATPasa revierte el alza secundaria de
calcio inducida por H,O, y protege de la necrosis.

La acumulacién intracelular de iones Na* y Ca** en células sometidas a estrés
oxidativo, activa mecanismos de regulacion en la célula para mantener la homeostasis
i6bnica al interior de la célula. EI mecanismo por el cual las células regulan la
concentracion citosolica de iones Na* es a través de la bomba de Na'/K* ATPasa, una
proteina encargada de movilizar iones Na* hacia el espacio extracelular en contra de su
gradiente de concentracion a expensas de la hidrolisis de ATP.

Para evaluar la participacion de la Na*/K* ATPasa en la sobrecarga de Ca*'
inducida por estrés oxidativo, células HelLa fueron cargadas con Fluo-3 y expuestas a
H,O,. La inhibicién farmacoldgica (ouabaina 1 mM) y funcional (tampon KRH libre de
K") de la bomba de Na'/K* ATPasa revirti6 la sobrecarga secundaria de calcio. Este
resultado demuestra que la actividad de la bomba de Na'/K* ATPasa durante estrés
oxidativo inhibe la extrusion del calcio citosolico. La inhibicion de la Na'/K* ATPasa
activo la salida del Ca** acumulado en el citosol de células sometidas a estrés oxidativo.
Consistente con este resultado fue la proteccion de la muerte necrética en células
expuestas a H,O, en presencia de ouabaina 1 mM. Células HelLa fueron sometidas a
H,O, durante 3 horas continuas en presencia o ausencia de ouabaina 1 mM. El
porcentaje de células muertas en el tratamiento control alcanz6 un 65,8 + 1,4% (n=3),
mientras que la inhibicion de la bomba de Na'/K* ATP asa lis6 al 39,2 + 1,7% (n=3) de

la poblacion celular.
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Figura A.3 La inhibicién de la bomba Na'/K" ATPasa revierte el alza secundaria de
calcio inducida por H,O, y protege de la necrosis. a,b Células cargadas con Fluo-3
en presencia de H,O, el alza tardia fue revertida por la inhibicibn farmacoldgica y
funcional de la bomba de Na*/K* ATPasa, con ouabaina 1 mM y con el tampén KRH-glc
libre de K*. Los datos representan el promedio de 8-10 células, representativo de 3
experimentos por separado. ¢, Las células fueron incubadas en presencia de H,O, en
tampon KRH-glc. El tratamiento con ouabaina protegié significativamente la muerte
necrética (* p<0.05). Los datos son representados como promedio + error estandar de 3

experimentos.
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A.4 La inhibicion metabdlica glicolitica y mitocondrial inducen el alza secundaria
de calcio en células sometidas a estrés oxidativo.

La dependencia de la funcion de la bomba de Na*/K* ATPasa en la extrusion del
Ca?* en células sometidas a estrés oxidativo sugiere que existe una comunicacién
directa entre los mecanismos de salida de los cationes Na*y Ca?'. De esta manera la
bomba de Na'/K* ATPasa y PMCA utilizan la energia proveniente de la hidrolisis de
ATP para movilizar estos cationes en contra de la gradiente de concentracion. Existen
reportes que en neuronas expuestas a glutamato la bomba de Na'/K* ATPasa utilizaria
el 60% del pool de ATP celular para expulsar el Na* acumulado en el citosol tras la
estimulacién con glutamato (Hevner et al, 1992). Segun estos resultados es probable
que en el momento que se inicia la sobrecarga secundaria de calcio, la tasa de hidrdlisis
de ATP por la bomba de Na® sea mayor a la de la PMCA. Este evento explicaria la
pérdida de extrusién del divalente hacia el espacio extracelular con la consecuente
acumulacion del calcio intracelular.

Para evaluar la dependencia del ATP en la sobrecarga secundaria de calcio,
células HelLa fueron cargadas con Fluo-3 y expuestas a H,0O,. Posterior al alza inicial
del Ca*" citosdlico las células fueron expuestas a los inhibidores metabdlicos
mitocondriales rotenona 2 uM, FCCP 2 uM y acido iodoacético 500 uM , un inhibidor de
la via glicolitica a nivel de la enzima GAPDH. Todos estos tratamientos indujeron la
sobrecarga tardia de calcio, lo que sugiere que la concentracion de ATP es un evento
critico que da cuenta del inicio de la sobrecarga secundaria de calcio responsable de la

posterior necrosis en células HeLa sometidas a estrés oxidativo.
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Figura A.4 La inhibicibn metabdlica glicolitica y mitocondrial inducen el alza
secundaria de calcio en células sometidas a estrés oxidativo. Células cargadas con
Fluo-3 en presencia de H,0O,, el alza tardia fue inducida por la inhibicion metabdlica con
acido iodoacético 500 pM + 2-DOG 5 mM (a) y detenida en ausencia de Ca?'
extracelular, rotenona 2 uM (b) y FCCP 2 uM (c) en tampon KRH-glc. Los datos

representan el promedio de 8-10 células + error estandar, representativo de 3

experimentos por separado.
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