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RESUMEN

El cancer de ovario es la séptima neoplasia maligna en Colombia y en el mundo, con un
incremento en el porcentaje de muertes en mujeres de 45 a 50 afios de acuerdo con el
altimo reporte registrado por el sistema de informacion de cancer - SICC (1). El
diagnostico de cancer de ovario es uno de los mas dificiles debido a que las mujeres con
cancer en estadios | y Il de la escala FIGO (Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia) no presentan ningun sintoma, razén por la cual, el diagnéstico de esta
patologia se realiza en estadios Il y IV.

El tratamiento en los estadios Il y IV incluye una terapia combinada basada en
compuestos platinos y taxanos. Sin embargo, aproximadamente del 10 al 15% de los
pacientes hacen resistencia a esta quimioterapia (2). A partir del sexto al doceavo mes
las pacientes hacen resistencia al cisplatino, lo que conduce a la muerte.

La literatura internacional ha sugerido a las proteinas de choque térmico (HSP’s) como
posibles causantes de la refractariedad a los farmacos. Las HSP’s son una familia de
proteinas que cumplen funciones de chaperonas moleculares en la mayoria de procesos
quimicos y moleculares que realiza la célula (2).

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue identificar si las proteinas de choque térmico
Hsp70 y Hsp90 cambian su expresion intracelular y en la membrana celular de la linea
celular MES-OV de cancer de ovario y de origen humano al ser tratada a diferentes
concentraciones de cisplatino.

Para esto se usé epi-inmunofluorescencia directa y se identificé la expresion de las
proteinas de choque térmico Hsp70 y Hsp90. Se encontré que al tratar la linea celular

MES-OV con concentraciones de 111.4uM, 148.6 uM, 185.8 uM de cisplatino la proteina



Hsp70 intracelular aumenta del 61.9% al 100% y del 37% al 98% en membrana celular,
también se encontré que la Hsp90 intracelular aumenta de 91.2% al 99.5%, sin embargo,
en membrana se encontro que pasa de 59.5% a 8% al ser tratada con 111.4 uM, a 17.6%
al ser tratada con 148.6 uM y a 63.2% al ser tratada con 185.8 uM de cisplatino.

Este hallazgo sugiere que las proteinas de choque térmico estan involucradas en el

mecanismo de adaptacion y resistencia de las células tumorales al cisplatino.

Palabras clave: proteinas de choque térmico, cancer de ovario, cisplatino.



1. INTRODUCCION

El cancer de ovario es una de las principales causas de muerte en mujeres a nivel
mundial. El riesgo que tienen las mujeres de padecer esta neoplasia es de 1 en 78 con

una probabilidad de muerte de aproximadamente 1 en 108 (3).

Este tipo de cancer es diagnosticado principalmente en mujeres entre los 45 a los 75
afos de edad (1). Esta neoplasia maligna puede causar diferentes signos y sintomas que
tienden a ser persistentes que suelen ser graves y presentarse con mayor frecuencia,
donde se destaca el cansancio, dolor de espalda, dolor durante las relaciones sexuales,
cambios en el periodo menstrual, que incluyen sangrado profuso o sangrado irregular e
hinchazén abdominal con pérdida de peso (3). No obstante, en la actualidad no existe
ningun método eficaz que facilite el diagndstico temprano de esta neoplasia maligna, por

lo cual el 75% de los casos se diagnostican en fases avanzadas (3).

En Colombia, el diagnostico de cancer de ovario consta del examen fisico mediante
ecografia, medicion sérica de marcadores tumorales como el CA125 y posteriormente la
intervencién quirdrgica por laparotomia exploratoria para confirmar el diagnéstico (4). En
los ultimos afios, las mujeres que padecen de este tipo de cancer hacen resistencia al
cisplatino, la cual se observa a partir del sexto o doceavo mes de suministracion del
farmaco y como consecuencia un porcentaje de respuesta al cisplatino inferior o igual del
10%(4).

Es de interés conocer el efecto del cisplatino sobre la expresion de la proteina de choque

térmico 70y 90 (Hsp70y Hsp90) en la linea celular de cancer de ovario MES-OV, de esta



forma se podrian postular como proteinas que participan en el mecanismo de adaptacion

y resistencia de la célula tumoral a este quimioterapéutico.

El mal funcionamiento de las chaperonas moleculares puede deberse a modificaciones
post-traduccionales patologicas como oxidacion, fosforilacion, acetilacion o glicacion que
causa pérdida o ganancia de la funcion. En algunas neoplasias, las proteinas de choque
térmico o chaperonas moleculares pueden favorecer el crecimiento y proliferacion de
células malignas ayudando a la formacién del tumor (5). La accion antiapoptotica de
Hsp90 ha sido demostrada por su interaccion con proteinas de la familia de las quinasas
al generar sefales de supervivencia en respuesta al estimulo de factores de crecimiento
favoreciendo a la supervivencia celular (6). Por otra parte, Hsp70 interfiere con la
apoptosis inhibiendo la formacion del apoptosoma, uniéndose directamente a APAF-1

evitando su oligomerizacion y bloqueando el ensamblaje del apoptosoma (7).

En este trabajo se evalud “in vitro” la expresion de Hsp70 y Hsp90 intracelular y en
membrana usando métodos inmunoldgicos al adicionar 111.4uM, 148.6 uM y 185.8 uM
de cisplatino a las células MES-OV (ATCC) induciendo dosis letales 25, 50 y 70. Se us6
epi-inmunofluorescencia directa para identificar la expresion de las proteinas y sefales
de muerte celular. Se us6é 7-AAD y Apopxin para detectar sefiales de apoptosis o

necrosis y para identificar sefiales de fragmentacion del DNA se uso el ensayo de TUNEL.

La identificacion de las proteinas de choque térmico en pacientes con cancer podria ser
una herramienta Util para el seguimiento y la evoluciéon de la neoplasia ademas de

determinar si el tratamiento de quimioterapia es eficaz.



2. ANTECEDENTES

Diversos estudios han identificado el rol de las proteinas de choque térmico en procesos
de adaptacién oncogénica ya que permite el plegamiento de proteinas aberrantes, en el
cual las HSP’s ayudan al plegamiento de proteinas involucradas en la proliferacion
celular, entre otros; por este motivo han sido postuladas como posibles blancos
terapéuticos contra el cancer.

Alaiya A. et al (8) identificO mediante electroforesis en gel bidimensional la expresion de
varias proteinas en tumores ovaricos, detectando la sobreexpresion de proteinas de
choque térmico, entre los cuales se encontré la Hsp90. Los autores sugirieron que esta
proteina esta involucrada en la presentacion de antigenos tumorales en la superficie
celular.

De igual forma, las HSP’s podrian ser un blanco ideal para crear marcadores tumorales
ayudando al diagnéstico de cancer. Luo L. et al (9) en el afio 2002, identificaron antigenos
tumorales en cancer de ovario mediante analisis seroldgicos en liquido ascitico utilizando
la técnica de ADN complementario (cDNA) recombinante de cinco pacientes
diagnosticadas con cancer de ovario, en la cual concluyeron que Hsp90 puede
representar un nuevo biomarcador para el cancer de ovario. Adicional a esto, identificaron
anticuerpos contra la Hsp90, lo cual podria indicar que podria ser utilizada como vacuna

contra el cancer de ovario.



Por otra parte, Ozlem G. et al (10) en el afio 2003, determinaron mediante
inmunohistoquimica la expresion de las proteinas de choque térmico Hsp27, Hsp70 y
Hsp90 asociadas a parametros clinico patoldgicos y de supervivencia en carcinomas
epiteliales de ovario, en donde encontraron que la expresion de Hsp70 Y Hsp90 no tenia
valor prondstico, ni relevancia en carcinomas epiteliales de ovario, sin embargo, la
expresion de Hsp27 en estos tumores podrian ser indicadores confiables de prondstico

para el cancer de ovario.

La resistencia a los farmacos utilizados en la quimioterapia ha sido un factor importante
en mujeres con cancer de ovario, indicando un mal prondstico y un tiempo de
supervivencia inferior a los 5 afios. Chu S. et al (11) demostraron en la linea celular
SKOV3 (ATCC), que la proteina HSP90AA1 se sobreexpresa, infiriendo que esta proteina
podria funcionar como un factor de supervivencia en las células de cancer de ovario
promoviendo a la quimioresistencia al cisplatino. No obstante, Yang X. et al (12) en el afio
2012, demostraron que en células de cancer de ovario resistentes a cisplatino (OV2008
y A2780cp), no se da la translocacién de Bax a las mitocondrias impidiendo la liberacién
de citocromo C, Smac/ DIABLO y HrtA2 /Omi. Los autores concluyeron que la
translocacion de Bax a la mitocondria se ve alterada en las células quimiorresistentes al
demostrar que Hsp70 previene la translocaciébn mitocondrial de Bax, siendo un

determinante importante de la resistencia al cisplatino en células de cancer de ovario.

3. MARCO TEORICO



3.1 Cancer de ovario

La carcinogénesis es un fendmeno en donde existe la transformacion de células normales
a células malignas generalmente por una serie de mutaciones que le permite a la célula
dividirse sin necesidad de algun tipo de sefial, es decir es autbnoma y tiene la capacidad
de generar una descendencia que conserva la mutacion, es decir un clon. Posteriormente
las células descendentes acumulan diversas mutaciones y permite generar nuevos
clones que presentan mayor capacidad de crecimiento, sobrevida y altas tasas de
proliferacion logrando un fenotipo diferente a la célula de origen. Las alteraciones
genéticas en la carcinogénesis fueron expuestas al descubrir el genoma humano,
mostrando que existen genes homologos a virus retrovirales relacionados con el
desarrollo de tumores. Cuando dicha proteina se encuentra mutada se denomina
oncogén y es de tipo dominante, el cual incrementa la sobrevida y la proliferacion de las
células tumorales (13).

Para que las mutaciones que inician en las células tumorales alcancen a persistir en una
célula y den origen a su clon, la célula y su microambiente deben dar efectos
fundamentales como la inestabilidad gendémica que consiste en la presencia y
acumulacion de mutaciones y la inflamacion tumorogénica en donde interactdan células
del sistema inmune y células anormales estableciendo el microambiente tumoral (13). El
altimo reporte encontrado en la pagina de informacion de cancer en Colombia revela que
en el aio 2012 hubo una incidencia de aproximadamente 111 mujeres y un promedio de
517 mujeres fallecidas por la patologia (1).

Alrededor del 90% de la presencia del cancer de ovario son carcinomas, y basado en

histopatologia, analisis molecular y genético e inmunohistoquimica actualmente se



distinguen los siguientes tipos principales: carcinoma seroso de alto y bajo grado,
carcinoma endometrioide, carcinoma de células claras, carcinoma mucinoso. Estos tipos
de tumores segun el autor Prat J. (14) son enfermedades inherentemente diferentes
puesto que presentan diferencias en factores de riesgo epidemiolégico y genético, por
lesiones precursoras, por la respuesta a la quimioterapia y por eventos moleculares

durante la oncogénesis.

Figural. Caracteristicas clinicas y moleculares de los tipos mas comunes de

Tipo de carcinoma: HGSC

Factores de Riesgo: BRCA1/2

Lesiones Precursoras: Carcinoma intraepitelial tubarico.
Patron de Propagacion: Difusion transcelomica muy temprana.
Anormalidades Moleculares: BRCA, p53
Quimiosensibilidad: Alto

Pronéstico:  Malo

Tipo de carcinoma: LGSC

Factores de Riesgo: ¢?

Lesiones Precursoras: Tumor borderline seroso.
Patrén de Propagacion: Difusién transceldmica.
Anormalidades Moleculares: BRAF, KRAS.
Quimiosensibilidad: Intermedio

Prondéstico:  Intermedio

Tipo de carcinoma: MC

Factores de Riesgo: ¢,?

Lesiones Precursoras: cistadenoma / tumor borderline?
Patron de Propagacion: Generalmente confinado al ovario.
Anormalidades Moleculares: KRAS, HER2
Quimiosensibilidad: Bajo

Pronéstico:  Favorable

Tipo de carcinoma: EC

Factores de Riesgo: HNPCC

Lesiones Precursoras: Endometriosis atipica

Patrén de Propagacion: Por lo general, confinado a la pelvis
Anormalidades Moleculares: PTEN ARID1A
Quimiosensibilidad: Alto




Prondéstico: Favorable

Tipo de carcinoma: CCC

Factores de Riesgo: ¢7?

Lesiones Precursoras: Endometriosis atipica

Patrén de Propagacion: Por lo general, confinado a lapelvis
Anormalidades Moleculares: HNF1 ARID1A
Quimiosensibilidad: Bajo

Prondstico:  Intermedio

Fuente: Informacién extraida y editada de Prat, J. (2012). Ovarian carcinomas: Five distinct diseases with
different origins, genetic alterations, and clinicopathological features.2012, 460(3), 237-249.
https://doi.org/10.1007/s00428-012-1203-5. HGSC Carcinoma seroso de alto grado, LGSC Carcinoma
seroso de bajo grado, MC Carcinoma mucinoso, EC Carcinoma endometrioide, CCC Carcinoma de células
claras, HNPCC Carcinoma colorrectal hereditario no polipdsico.

La estadificacion del cancer de ovario se realiza por medio de una biopsia quirargica de
la zona afectada y del liquido abdominal usando la escala FIGO. En el afio 2013 se
realizaron cambios a esta escala FIGO de cancer de ovario, trompas de Falopio y cancer
peritoneal primario, el cual fue liderado por el Comité Para La Oncologia Ginecoldgica-
FIGO donde exponen nuevos criterios para describir los estadios del cancer ginecoldgico

(15).

Tabla 1. Clasificacion por etapas para el cancer de ovario, trompa de Falopio, y
peritoneo.

Estadio Etapas Del Cancer Categoria

I Tumor limitado a ovarios o trompas de Falopio T1-NO-MO

Tumor limitado a un ovario (capsula intacta) o a

IA trompa de Falopio; sin tumor en la superficie del

T1a-NO-MO



IC1

IC2

IC3

A
1B

AL
INAL()

INAL(ii)

A2

B

tubo ovarico o de trompa de Falopio; no hay células
malignas en ascitis y en lavados peritoneales.
Tumor limitado a ambos ovarios (capsula intacta) o
a trompas de Falopio; sin tumor en la superficie del
tubo ovarico o de trompa de Falopio; no hay células
malignas en lavados peritoneales.

Tumor limitado a uno o ambos ovarios o trompas de
Falopio, con cualquiera de las siguientes
caracteristicas:

Derrame quirurgico

Ruptura de la capsula antes de la cirugia o
presencia de tumor en la superficie del ovario o la
trompa de Falopio

Células malignas en ascitis o0 en lavados
peritoneales.

El tumor incluye uno o ambos ovarios o trompas
de Falopio con extensién pélvica (debajo del
borde pélvico). También puede presentar cancer
peritoneal primario

Extension y/o implantes en el Gtero y/o en las
trompas de Falopio y/o los ovarios.

Extension a otros tejidos intraperitoneales pélvicos.
El tumor involucra uno o ambos ovarios o
trompas de Falopio, o puede presentar cancer
peritoneal primario con extension confirmada
citolégica o histolégicamente al peritoneo fuera
de la pelvis y/o metastasis a los ganglios
linfaticos retroperitoneales.

Ganglios linfaticos retroperitoneales positivos
(citologicamente o histologicamente comprobados)
Metastasis de hasta 10 mm en la dimension mas
grande

Metéastasis de mas de 10 mm en la dimension mas
grande

Implicacion peritoneal microscopica extrapélvica
(sobre el borde pélvico) con o sin ganglios linfaticos
retroperitoneales positivos

Metastasis peritoneal macroscopica mas alla de la
pelvis con aumento de hasta 2 cm de diametro, con

T1b-NO-MO

T1c1-NO-MO

T1c2-NO-MO

T1c3-NO-MO

T2-NO-MO

T2a-NO-MO
T2b-NO-MO

T1/T2-N1-MO

T3a2-NO/N1-
MO

T3b-NO/N1-MO



0 sin metastasis a la region retroperitoneal de
ganglios linfaticos

Metastasis peritoneal macroscopica mas alla de la
pelvis con didmetro mayor de 2 cm, con o sin
metéstasis a los ganglios linfaticos retroperitoneales

e : . . T3c-NO/N1-MO0
(incluye la extension del tumor a la capsula de
higado y bazo sin afectacion parenquimatosa de
ninguno de los 6rganos)

( Metastasis a distancia que excluye metastasis M1

peritoneales
IVA Derrame pleural con citologia positiva Mla
Metéastasis parenquimatosas y metastasis a 6rganos
extraabdominales (incluidos los ganglios linfaticos
inguinales y los ganglios linfaticos fuera de la
cavidad abdominal).

VB M1b

Fuente: Informacion tomada de Prat, J., & Committee, F. (2013). International Journal of Gynecology and
Obstetrics Staging classification for cancer of the ovary, fallopian tube, and peritoneum > . International
Journal of Gynecology and Obstetrics, 124, 1-5. https://doi.org/10.1016/j.ijgo.2013.10.001
T: extensién del tumor; N: propagacion a los ganglios linfaticos regionales (NO: sin metastasis de ganglios
linfaticos regionales; N1: metastasis de los ganglios linfaticos regionales); M: propagacion a sitios distantes
(MO: sin metastasis a distancia; M1: metastasis a distancia). **El estadio IV puede presentar o no T oN.

3.2 Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico- HSP’s son macromoléculas altamente conservadas
encontradas en todas las células de los seres vivos cumpliendo diversas funciones en
donde se destaca la de chaperona molecular. Las HSP’s estan constantemente
involucradas en el plegamiento de las proteinas nacientes que sintetiza la célula y
sobreexpresadas como respuesta en células bajo condiciones de estrés. Asimismo, las
HSP’s participan en varios procesos celulares importantes como ensamblaje, secrecion,
trafico de proteinas, degradacién de proteinas aberrantes y regulacién de los factores de

transcripcion. Del mismo modo se ha descrito que las HSP’s son proteinas que juegan



papeles importantes en la supervivencia celular debido a la intervencion que tiene en

mecanismos citoprotectores (16).

La proteina Hsp70 es un componente central de la red celular de chaperonas
moleculares. La Hsp70 proteina citoplasmatica ayuda a una gran variedad de procesos
de plegamiento de proteinas en la célula mediante la asociacion transitoria de su dominio
de union a sustrato con segmentos peptidicos hidrofébicos cortos encontrados en las
proteinas cliente. La funcion de Hsp70 requiere una accion coordinada de los tres
dominios que la conforman. La Hsp70 consta de: un dominio amino terminal de 44 kDa
que une e hidroliza ATP y un dominio carboxilo terminal de 30 kDa que contiene el
dominio de unién al péptido. La union del sustrato se produce en una region hidrofébica
en el SBD con una afinidad y cinética dependientes del estado de nucleétidos del NBD.
La forma de Hsp70 unida a ATP tiene una baja afinidad de union al sustrato y una tasa
de intercambio rapido, mientras que la forma unida a ADP muestra una afinidad mas alta
y tasas de cambio mas lentas. Hsp70 revela que los dos tercios amino terminal de esta
proteina esta mucho mas conservados que la regién carboxilo terminal lo que explica que
haya un dominio ATPasa conservado seguido de una regién de union al péptido variable
(14,17).

La principal diferencia entre ATP y ADP es la ubicacion del dominio carboxilo terminal,
gue se coloca sobre la region de union del sustrato cuando ADP esta unido y por lo tanto,
reduce la liberacion del sustrato unido. Los cambios estructurales en el NBD sobre la
hidrolisis de ATP inducen los cambios conformacionales en el SBD y en el dominio
carboxilo terminal que conducen a esta retencion de sustrato, lo que indica una fuerte

comunicacion entre los dominios. En consecuencia, el sustrato al acoplarse al SBD altera



su estructura de forma que transmite una sefial al NBD que estimula la hidrolisis de ATP,
y por lo tanto, aumenta su afinidad de union a Hsp70. Posteriormente, los factores de
intercambio de nucledtidos promueven la liberaciéon de ADP, lo que le facilita a Hsp70
adquirir nuevas moléculas de ATP y por lo tanto permite la restauracion de la proteina al
estado de baja afinidad que permite la liberacidén del sustrato (14,17).

La Hsp90 es una de las proteinas mas abundantes de la familia de proteinas de choque
térmico. Esta proteina citoplasmatica esta involucrada en muchos procesos celulares
mas alla del plegamiento de proteinas, que incluyen la reparacion del DNA, el desarrollo,
la respuesta inmune y enfermedad neurodegenerativa. La Hsp90 consta de 3 dominios
estructurales altamente conservados: el dominio amino terminal (NTD), que media
vinculante para ATP; el dominio medio (MD), que es importante para la hidrélisis de ATP
y la unién de HSP90 a las proteinas clientes; y el dominio carboxilo terminal (CTD), que
es responsable de la dimerizacion de Hsp90.También posee un motivo funcional
importante que interactlia con sus co-chaperonas (MEEVD) y estéa formada por Met-Glu-
Glu-Val-Asp. En la ausencia de ATP hsp90 adopta una conformacién abierta en forma de
“V” pero cuando la Hsp90 se encuentra regulada por ATP induce reordenamientos que
conducen a un dominio amino terminal cerrado. Tras la unién de ATP existen nuevos
ajustes en el NTD asegurando nuevos aminoacidos conservados, en donde la
denominada “bisagra” se cierra unido al ATP conduciendo a un estado intermedio en
donde se dimeriza NTD y luego se asocia con el dominio medio con la finalidad de
hidrolizar el ATP. Después de la hidrdlisis, los NTD se disocian y se libera ADP y fosfato

inorganico (Pi) y HSP90 vuelve a la conformacién abierta en forma de “V” (18).



3.3 Proteinas de choque térmico en cancer

En cancer de ovario Stope et al'?> muestra que las proteinas Hsp27, Hsp70 y Hsp90
controlan funciones ovaricas como la regulacion de la foliculogénesis, la homeostasis
hormonal y en la regulacién de los mecanismos apoptéticos. Cuando las células ovaricas
son estimuladas hormonalmente, induce a la expresion de Hsp27 y Hsp90 el cual estan
involucrados en el desarrollo del foliculo ovarico. También demostré que Hsp70 actlua
como un inhibidor de los efectos esteroideos; altos niveles de esta proteina se
correlaciona con la regulacién negativa del receptor de estrogeno y la expresion del
receptor de progesterona. También se ha demostrado en diversos tejidos que las HSP’s,
particularmente Hsp70 y Hsp90 controlan la funcionalidad del receptor de esteroides
nucleares y el receptor de andrégenos sugiriendo que la modulacion dependiente de
HSP de la fisiologia del ovario sano esté impulsada principalmente por el control del

receptor de esteroides sexuales (19).

Las proteinas de choque térmico Hsp70 y Hsp90 en tumores malignos suelen estar
sobreexpresadas correlacionandose con la tasa de proliferacion celular y malignidad. La
Hsp70 inhibe la apoptosis es multiples puntos, en la via intrinseca inhibe a la activacion
de Bax previniendo la permeabilizacion de la membrana mitocondria y liberacion de
factores proapoptoticos. En la via extrinseca la Hsp70 actia inhibiendo la unién del
Complejo de Iniciacion de Sefalizacion de Muerte evitando la cascada de las caspasas.
Asimismo, esta proteina es crucial para en el mantenimiento de la integridad del DNA
uniéndose a la poli (ADPribosa) polimerasa-1 (PARP-1) y adicionalmente tiene funciones

de reparacion del DNA por el sistema de escision- Hsp90 tiene un papel en el surgimiento



de polimorfismos y mutaciones que ayudan a la evolucién de clones resistentes ademas
de estabilizar las conformaciones de proteinas mutantes que surgen durante la

transformacién como p53 (16).

Ademas de ser secretado libremente, las proteinas de choque térmico también se pueden
liberar de las células dentro de estructuras vesiculares conocidas como exosomas, y de
esta forma ejercer efectos inflamatorios o inmunosupresores dependiendo de la
naturaleza de las células blanco. La Hsp90 que interactua con al menos dos proteinas de
la superficie celular en donde se incluye la metaloproteina 2 de la matriz de proteasa
extracelular (MMP2), factor clave en la progresion del cancer y el receptor de LDL LRP1.
Estos efectos fueron mediados principalmente por Hsp90-alfa mientras que Hsp90-beta,
se mantuvo en gran medida a nivel intracelular. Hsp90 extracelular podria desencadenar
el crecimiento del tumor, en este caso a través de la activacion sostenida de la via MEK
/| ERK. Ademas, Hsp90 extracelular podria desencadenar un cambio morfolégico-
transicion mesenquimal epitelial (EMT): una transformacion celular que se asocio con

pérdida del marcador epitelial E-cadhedrina (19).

3.4 Cisplatino

3.4.1 Mecanismo de accién
El cisplatino es un farmaco utilizado en la quimioterapia clasificada en los agentes
derivados del platino. El farmaco se activa una vez que ingresa a la célula. Una vez en el

citoplasma, los &tomos de cloruro que contiene la molécula de cisplatino son desplazados



por moléculas de agua. Este producto hidrolizado es un electréfilo potente que puede
reaccionar con cualquier nucleofilo en donde se encuentra incluidos los grupos sulfhidrilo
en las proteinas y los atomos donadores de nitrégeno en los acidos nucleicos. El
cisplatino se une al centro reactivo del nitrégeno 7 en residuos de purina causando dafios
en el acido desoxirribonucleico (DNA) en las células cancerosas bloqueando la division
celular y en muerte celular programada (apoptosis). Los enlaces intracatenarios de bases
de purina con cisplatino son los mas frecuentes y notables en los cambios del DNA, sin
embargo pueden ocurrir enlaces intercatenarios y aductos no funcionales que
contribuyen a la toxicidad del cisplatino al modular los genes de expresion; sin embargo
este farmaco aparte de inducir apoptosis, también puede inducir estrés oxidativo,

implicarse en vias de sefalizacion como PKC, MAPK, JNK, p38 MAPK, AKT, p53(22).

La apoptosis es un tipo controlado de muerte celular que depende de energia y conduce
a la contraccion celular, condensacion de cromatina, gemacion de membrana,
externalizacidn de fosfatidilserina y activacion de la familia de cisteina proteasas llamadas
caspasas. La activacion de las caspasas es el paso clave en el comienzo de la apoptosis
iniciando la cascada con las caspasas 8 y 9. Un defecto en las vias de sefializacion
apoptéticas podria ser una de las causas de resistencia a cisplatino. Hay dos vias
principales de apoptosis la intrinseca y la extrinseca. La via extrinseca se inicia cuando
los ligandos se unen al receptor del factor de necrosis tumoral-a (TNFa) seguido de
oligomerizacién e incorporaciéon de la procaspasa 8 a través de moléculas adaptadoras
para formar el complejo de sefalizacion de induccion a muerte (DISC). La via intrinseca
se inicia por el estrés celular, en este caso como el dafio del DNA, lo que resulta en la

induccion de las proteinas de la familia Bcl-2 y asi liberar el citocromo-c de las



mitocondrias que causan la activacion de procaspasa-9 a través de la interaccion con la
proteina peptidasa apoptotica activadora del factor 1 y asi formar el apoptosoma (16,
20).

El estrés genotodxico inducido por cisplatino activa multiples vias de transduccién que
pueden contribuir a la apoptosis anteriormente mencionada o a la resistencia a la
quimioterapia. Esa resistencia puede estar mediada por las HSP’s por tal razén, se
espera cambios en la expresion de estas proteinas en desarrollo de resistencia celular al

farmaco (20).

3.4.2 Efectos secundarios del cisplatino

La insuficiencia renal se relaciona con el dafio tubular que se puede observar, durante la
segunda semana después de la dosis del farmaco suministrada y se manifiesta mediante
un aumento en la creatinina seérica, el BUN, el acido drico sérico o mediante una
disminucién de la depuracion de creatinina. La insuficiencia renal es generalmente de
leve a moderada y reversible bajo las dosis usuales del medicamento; sin embargo, dosis
altas o repetidas de cisplatino pueden aumentar la gravedad y la duracion de la
insuficiencia renal produciendo que sea irreversible. También puede presentar
neuropatias que ocurren infrecuentemente con dosis usuales del medicamento. Estas
son sensoriales por naturaleza pero también pueden incluir dificultades motrices, reflejos
reducidos y debilidad en las piernas, también se han reportado neuropatia autbnoma,
convulsiones, dificultad en el habla, pérdida del gusto y de la memoria. Estas neuropatias

aparecen luego de un tratamiento prolongado, pero también se han desarrollado después



de una dosis Unica del medicamento. La neuropatia periférica puede ser irreversible en
algunos pacientes; sin embargo, ha sido parcial o completamente reversible en otros,
después de la interrupcion del tratamiento con cisplatino. Las nauseas y vomitos ocurren
en la mayoria de los pacientes tratados con cisplatino; por lo general, se inician dentro
de la primera hora del tratamiento y duran hasta 24 horas o mas. Estos efectos adversos
se alivian solo parcialmente con antieméticos estandar y la gravedad de estos sintomas
puede reducirse mediante la division de la dosis total por ciclos en dosis mas pequefas

(21).

4. DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio experimental.

4.2 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

4.2.1. Cultivo celular linea MES-OV

Para realizar el cultivo celular se tomé un vial de la linea celular MES-OV de la camara
de nitrogeno liquido y se procedi6 a descongelar durante 2 minutos a 37°C.
Posteriormente, el contenido del vial se traspasoé a un tubo falcon de 15 mL, se adiciono
4 mL de medio RPMI+ SFB 10% Yy se centrifugo a 1200 RPM durante 5 minutos. Se retir0
el sobrenadante y se adicion6 al precipitado 3 mL de medio RPMI+ SFB 10%, se

homogenizo y el contenido se sembrGé en una caja de cultivo T25, se incubo en una



atmosfera de 37°C y 5% CO:. El crecimiento fue supervisado diariamente hasta que las

células (MES-OV) alcanzaban una confluencia del 70 al 80% (22).

4.2.2 Ensayo de viabilidad celular con MTT

Células en confluencia del 70% fueron tratadas con 2 mL de tripsina al 0.5 % e incubando
por 5 minutos a 37°C. Posteriormente, se adicioné 3 mL de medio RPMI + SFB al 10%,
se centrifugdé a 1200 RPM durante 5 minutos. Se retir0 el sobrenadante y al precipitado
obtenido se le adicion6 1 mL de medio RPMI+ SFB 10% y se homogenizd. Se realizo el
conteo celular usando camara de Neubauer, para esto se adiciono a la cAmara 4 pL de
células y 6 pL de azul tripan obteniendo los 10 pL necesarios para ocupar la profundidad
de la camara y asi iniciar a contar las células. Se conté las células que no estaban tefiidas
con azul tripan localizadas en los cuatro cuadrantes encontrados en las esquinas de la
camara y el numero de células contadas se multiplicé por 10.000 y se dividio por 4 (total

de los cuadrantes contados); obteniendo el nimero de células viables pormicrolitro.

Posteriormente, se sembraron 3X10° células de la linea MES-OV por cada pozo hasta
completar los 96 pozos de la caja de cultivo y se dej6 incubar por 24 horas para permitir
la adherencia de las células. Después las células se trataron con cisplatino y para esto
se inici6 con 200 uM, como la concentracibn mas alta (definida por revisién de la
literatura), a partir de esta concentracién se realizaron diluciones seriadas hasta una

concentracion final de 1,5 puM. Se incub6 por 24 horas 37°C.

Una vez tratadas las células con cisplatino, se realizé el ensayo de MTT como prueba de

viabilidad celular. Este ensayo mide la funcién de la mitocondria. Es basado en la



reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-difeniltetrazol (MTT) por la
enzima succinato-deshidrogenasa de las células vivas. Para esto se adicion6 5 pL de
reactivo MTT por pozo, se incubo por 2 horas a 37°C, tiempo en el cual se formaron los
cristales de formazan. Luego se adicion6 50 uL de DMSO para disolver los cristales y se
incubo por otras dos horas, para luego medir la densidad éptica por espectrofotometria
a una longitud de onda de 490 nm. (Espectrofotometro Chromate) (Este procedimiento
se realiza por triplicado a las 0 (basal) 24, 48 y 72 horas y por duplicado a las 96 horas

(23).

4.2.3. Determinacion de dosis letales por método probit.

Probit es un método estadistico utilizado para el analisis de la relacion que existe entre
un estimulo y una respuesta por lo general cuantitativa (22). La identificacion de la dosis
letal es la determinacion de la concentracion de un téxico o compuesto que induce un
porcentaje de muerte a una poblacion de estudio en un tiempo determinado. La regresion
probit permite determinar la relacion que existe entre una variable independiente (la
dosis) y una variable dependiente (la respuesta). Para la determinacion de la DL25, DL50
y DL70 con el método probit, se partié del ensayo de viabilidad celular realizado con el
reactivo MTT, en donde se convirti6 las concentraciones empleadas de cisplatino a
logaritmo en base 10 (Logio) y el porcentaje de células muertas a unidades probit. El
porcentaje de células muertas se hallé6 promediando las densidades Opticas obtenidas a
las 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con cisplatino, restando el promedio obtenido

con la densidad o6ptica del control (células sin tratamiento) y posteriormente realizando



una regla de tres por cada tiempo (horas). Los porcentajes de células muertas se observa

en latabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de muerte de células MES-OV a las 24, 48, 72, 96 horas post-
tratamiento.

CONCENTRACION 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 96 HORAS
200 62 66 71 69
100 16 49 64 67
50 12 42 55 66
25 0 a7 59 63

Fuente: Elaboracion propia

Posterior a esto, se realiz6 calculos estadisticos de regresion por medio de Microsoft
Excel 2010, obteniendo el intercepto y la variable en X, para emplear la siguiente formula:
Y=ax+b; siendo Y= la dosis letal a determinar en nimero probit, a= la variable en x, b= la
intercepcidon y x= la concentracion del farmaco que se debe utilizar para obtener la DL
gue se requiere (incognita), cabe resaltar que este dato es obtenido en nimero probit y
se debe sacar el antilogaritmo para obtener la concentracién del farmaco para obtener

las dosis letales (24).

4.2.4. Inmunofluorescencia directa

Es una técnica de inmunomarcacién que utiliza anticuerpos unidos a un fluoréforo, el cual
emite una sefal fluorescente para su deteccion. La inmunofluorescencia directa, también
conocida por sus siglas IFD hace uso de un Unico anticuerpo que se encuentra
guimicamente unido a un fluoroforo. El anticuerpo reconoce la molécula diana y se une a

ella directamente emitiendo fluorescencia.



La presencia de las proteinas fue determinada mediante métodos inmunolégicos usando
la técnica de citometria de flujo FACSCanto Il - Configuracion 4-2-2 y mediante el
microscopio de fluorescencia Leica 2500 para visualizar las proteinas Hsp70 y Hsp90 la
célula. Se sembraron 2X108de células de la linea celular de cancer de ovario MES-OV
en dos cajas multipozo de 6 con medio RPMI +SFB al 10% y se incubaron a 37°C,
supervisando diariamente hasta obtener 4X10° células aproximadamente por pozo. Se
trataron las células con 111.4uM, 148.6 UMy 185.8 uM de cisplatino que permite obtener
DL25, DL50, DL70 a las 24 horas halladas por el método probit y se incubaron a 37°C y
5% CO:2 por 24 horas. Las concentraciones de cisplatino para obtener cada dosis letal se

adiciond en el siguiente orden:

l N . L
I m l
‘m .w

24 horas posteriores al tratamiento, se retirg el cisplatino de las dos cajas de cultivo de 6
pozos y se adicion6 200 pL de tripsina al 0.5 % por cada pozo y se incubo por 5 minutos
a 37°C.Se tomo el contenido de los pozos por dosis letal en tubos falcon de 15 mL (tubo
1: pozos 1,4; tubo 2: pozos 2,5; tubo 3: pozos 3,6) teniendo al final 3 tubos falcén con su
correspondiente dosis letal. A cada tubo falcon se adicioné 2 mL de medio RPMI + SFB
al 10% y se centrifug6 a 1200 rpm durante 5 minutos.

Una vez se obtuvo el precipitado celular de cada dosis letal, se adicion6 1 mL de

paraformaldehido al 4% a cada tubo falcén y se incubo por 20 minutos a temperatura



ambiente con el fin de fijar las células. Un grupo de células fue permeabilizado y otro
grupo no. Para determinar las proteinas Hsp70 y Hsp90 intracelulares, las células se
permeabilizaron con saponina al 0.01% y para determinar la proteinas en la membrana,
las células no fueron permeabilizadas. Al final se usé como controles células tratadas
con cisplatino pero sin anticuerpo y células sin tratamiento para observar

autofluorescencia.

4.2.5 Deteccion de Apoptosis/Necrosis kit abcam

Para deteccion de sefales de muerte por apoptosis y necrosis se uso el “kit de deteccion
de apoptosis / necrosis” de la casa comercial abcam (ab176749), el cual monitorea
simultaneamente las células apoptoticas, necroticas y viables por medio de sefiales de

fluorescencia

Se sembraron 1,5 X10*células en laminillas cubreobjeto de 10x10 mm de diametro, se
incubo durante 24 horas a 37°C y 5% COz para obtener una confluencia del 70 al 80%,
posteriormente se adiciono las concentraciones de cisplatino dell11.4 uM, 146.6 uM, y
185.8 uM correspondientes a las dosis letales 25,50, 70, respectivamente (obtenidas por
el método probit). Las células tratadas fueron incubadas durante 24 horas 37°C y 5%
CO2. Después las células fueron lavadas con el buffer del kit y en se adiciono 1uL de
indicador Apopxin, 0.5 uL de 7-AAD y 0.5 pL de Cytocalcein 450, se incubd a 37°C por 1
hora y posteriormente se lavaron las células dos veces con el buffer del kit y se procede
a analizar bajo el microscopio de fluorescencia Leica 2500. El 7-AAD es impermeable y
permite detectar células en necrosis debido a la perdida de la integridad de la membrana

plasmatica identificando el ndcleo de las células necréticas que se pueden observar con



fluorescencia roja. Apopxin Green es un marcador que permite detectar células en
apoptosis cuando estas exponen fosfatidilserina en la membrana observando una
fluorescencia de color verde. La citocalceina permite detectar células vivas por la entrada
del fluoréforo al citoplasma de las células viables que se puede observar con

fluorescencia azul.

4.2.6 Prueba de TUNEL Alexa Fluor 647

EL ensayo de TUNEL Alexa Fluor 647 es basado en la incorporacién de
deoxiuridinatrifosfato (dUTPs) modificados por la enzima terminal deoxinucleodil-
transferasa (TdT) al extremo 3’'OH del fragmento de DNA. Esta técnica es empleada para
identificar fragmentacion del DNA.

Se sembraron 1,5 X10*células en laminillas cubreobjeto de 10x10 mm de diametro, se
incubo durante 24 horas a 37°C y 5% CO:2 para obtener una confluencia del 70 al 80%,
posteriormente se adiciono las concentraciones de cisplatino de111.4 uM, 146.6 uM, y
185.8 uM correspondientes a las dosis letales 25,50, 70, respectivamente (obtenidas por
el método probit). Las células tratadas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C EL
ensayo de TUNEL fue realizado de la siguiente manera. Se adicion6 50 pL de buffer de
reaccion (reaccién TdT) y se incubd por 10 minutos, tiempo en el que se une con los
nucleodtidos en los extremos 3’ libre del DNA fragmentado. Posteriormente se removi6 el
buffer, se lavo con PBS 1X y se adiciond 50 pL de cocktail de reaccion TdT compuesto
por TdT, EQUTP y TdT. Este cocktail permite catalizar la adicion de los dUTPs al extremo
3’ de las cadenas de DNA fragmentadas. Se adiciono 50 pL de reactivo Click-iT y se llevo
a incubar por 30 minutos, permitiendo que el anticuerpo secundario se una a los dUTPs

modificados. El reactivo mencionado anteriormente esta compuesto por buffer de



reaccion Click-iT y por el aditivo de buffer de reaccion Click-iT. Por ultimo, se adicion6 50
uL de Hoechst para visualizar los nucleos de las células. Se dej6é actuar por un minuto y
se removio con PBS 1X. Las laminillas fueron analizadas bajo el microscopio de
fluorescencia Leica 2500, teniendo en cuenta que la longitud de onda en la que se excita
el fluoréforo Alexa Fluor 647 es 650 nm y la absorbancia en la que emite fluorescencia
es de 670nm y para Hoechst la absorbancia en la que se excita el fluoréforo es de 350

nm y en la que emite fluorescencia es 470 nm.

4.3 Estadistica
Los resultados fueron analizados con el método de T- test usando el programa Graphpad

Prism version 5.



5. RESULTADOS

5.1 Cultivo celular linea MES-OV

La linea celular MES-OV (ATCC) fue cultivada en medio RPMI + SFB al 10% en caja T25
al iniciar este proyecto de investigacion. Esta linea presenta una morfologia similar a un

epitelio con propiedades adherentes como se ve reflejado en la figura 2.

Figura 2. Células de la linea MES-OV

Fuente: Imagen tomada de ATCC the essentials of life science research, globally delivered. Disponible en:
https://lwww.atcc.org/en/products/cells_and_microorganisms/by _ tissue/ovary/crl-3272.aspx. En la figura 2
se observa morfologia de las células de la linea mes-ov. a. baja densidad de células, b. alta densidad de

células, confluencia de + 80%.

5.2 Viabilidad celular con MTT



La prueba de viabilidad inici6 sembrando 3X10° células de la linea MES-OV por pozo en
una caja de 96 pozos durante 24 horas en atmésfera de 37°C y 5% CO:2 para obtener una
confluencia del 80%.

Para examinar si el cisplatino afecta la viabilidad celular, las células MES-OV fueron
tratadas con dosis de 1,5 uM a 200uM durante diferentes horas. La viabilidad fue medida
usando el ensayo de MTT. La formacién de cristales de formazan produce un color violeta
indicando que las células son viables dado que contienen enzimas deshidrogenasas
activas capaces de reducir el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-difeniltetrazol.

(Figura 3. Prueba de viabilidad con MTT)

Figura 3. Prueba de viabilidad con MTT

Fuente: Imagenes propias. A. caja multipozo de 96 donde se observa la escala de color a las 0,24, 48, 72
y 96 horas de tratamiento con cisplatino. En la fila inferior de la caja multipozo se encuentran células sin
tratamiento (control). B. Formacion de cristales de formazan en 20X. C. cristales disueltos con DMSO.

La viabilidad de las células MES-OV disminuye a través del tiempo de exposiciéon al

cisplatino y a medida que aumenta la concentracién del mismo, mostrado por disminucion



en la densidad Optica durante el ensayo de MTT. Esto indica que el cisplatino tiene un
efecto toxico sobre estas células. Adicionalmente, se observa que la concentracion de
200puM disminuye la viabilidad celular un 72% aproximadamente y mantiene una
viabilidad del 28% hasta las 96 horas. Las concentraciones de 25uM, 50uM y 100uM
inducen disminucion de la viabilidad de aproximadamente el 49% a las 48 horas y
disminuye casi al 25% a las 96 horas como se observa en la grafica 1 (ensayo de

viabilidad celular en células tratadas con cisplatino)

Grafica 1. Ensayo de viabilidad celular en células tratadas con cisplatino
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Ensayo colorimétrico de viabilidad con MTT en linea celular MES-OV tratada a diferentes concentraciones
de cisplatino a través del tiempo (horas); el control contiene células MES-OV sin tratar (linearoja).

5.3 Determinacion de dosis letales por método probit



Con el objetivo de determinar la DL25, DL50 y DL70, con la cual se determinara la
expresion de las proteinas Hsp90 y Hsp70 , se convirtid las concentraciones empleadas
de cisplatino a logaritmo en base 10 (Logio) y el porcentaje de células muertas se obtuvo
a partir del ensayo de viabilidad celular y el resultado se convirtié a unidades probit. Los
resultados de las concentraciones de cisplatino para inducir DL25, DL50 y DL70 a las 24
horas en unidades probit fueron de: 2.05, 2.10 y 2.20. Al sacar el Anti log10 a las unidades
probit, las concentraciones de cisplatino fueron 111.4 uM, 146.6 pM, y 185.8 uM
registradas en la gréafica 2 (concentraciones de cisplatino para obtener DL25, DL50 y
DL70 a las 24 horas).

A partir del resultado hallado, se trataron las células de la linea MES- OV con esas
concentraciones y los cultivos se observaron a las 24 horas mediante el microscopio
invertido Leica como se observa en la figura 4. Al ser tratadas las células MES-OV con
las concentraciones de cisplatino halladas mediante el método probit (111.4 uM, 146.6
UM, y 185.8 uM) se observé muerte celular en los cultivos y a su vez, aumenté al

incrementar la concentracion del farmaco.

Gréfica 2. Concentraciones de cisplatino para obtener la DL25, DL50 y DL70 a las
24 horas.
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Determinacion de dosis letales de CDDP para la linea celular MES-OV basado en metodologia probit. En
color rojo se observa la concentracién para hallar la DL25, en color verde se observa la concentracion para
hallar la DL50 y en color azul se observa la concentracion para hallar la DL70 tanto en unidades probit

como en uM a las 24 horas.

Figura 4. Células MES-OV al ser tratadas con cisplatino.

Fuente: Propia. Imagen tomada con microscopio invertido Leica DM IL LED. A. Células MES-OV sin
tratamiento; B. Células MES-OV tratada con DL25 de CDDP, C. Células MES-OV DL50 de CDDP, D.

Células MES-OV DL70 de CDPP.



5.4 Determinacion de Hsp70 en linea celular MES-QV al ser tratada con

cisplatino mediante la técnica de Inmunofluorescencia.

La proteina Hsp70 ha sido relacionada con procesos de carcinogénesis y/o resistencia a
farmacos en varios tipos de cancer (4,12). En este trabajo se identificd el efecto de la
concentracion del cisplatino con concentraciones que inducen DL25, DL50 y DL70
cambian su expresion respecto a células sin tratamiento. Para esto se llevo a cabo la
técnica de epi-inmunofluorescencia después de cultivar las células MES-QV vy tratarlas
con DL25, DL50 y DL70 de cisplatino.

Posteriormente se tomaron 50.000 células (aproximadamente) de células que fueron
permeabilizadas para detectar la proteina intracelular. Se encontré que la proteina se
sobreexpresa a nivel intracelular y en membrana en las células MES-OV con respecto a
las células sin tratamiento (cisplatino). Se detectd que el cisplatino induce aumento de la
proteina Hsp70 intracelular. En células sin tratamiento, se detectd una expresion del
61.9% de las células, mientras que en las tratadas con DL 25, DL50, DL70 aumento la
expresion del 99% al 100% de las células (tabla 2). Como medida del porcentaje de
proteinas promedio que expresa cada célula, se evalud la Intensidad Media de
Fluorescencia- IMF que pasa de una expresion intracelular de 61.9 % a 99 % con DL25
y 100% con DL50 y DL70 y en membrana pasa de una expresion de 37% a 93% con
DL25, 97% con DL50 y 98% con DL70 (ver tabla 2). Como medida de fluorescencia se
graficé la intensidad media de fluorescencia — IMF, en donde se detect6 que la DL25,
DL50 y DL70 intracelular y en membrana aumenta. Estos resultados en conjunto
muestran que la proteina de choque térmico Hsp70 aumenta su expresiéon en células bajo

condiciones de estrés como lo muestra la tabla 2 y las figuras 5-6.



La proteina Hsp70 se identifico mediante citometria de flujo e Inmunofluorescencia
directa después de cultivar las células MES-OV y posteriormente tratarlas con DL25,
DL50 y DL70 de cisplatino, en donde se identificé que la proteina se sobreexpresa en la
periferia de las células MES-OV al aumentar la concentracion de cisplatino con respecto
a la expresion basal. Cabe resaltar, que la IMF basal es identificada mediante la sefial

del fluoréforo Hoechst indicando la viabilidad celular de las células MES-OV (ATCC).

Tabla 2. Determinacion de Hsp70

Dosis letal Porcen_taje de Intensidad media de

expresion (%) fluorescencia (RFU)
Basal intracelular 61,9 1,897
Basal periferia 37 3,948
DL25 intracelular 99 2,205
DL25 periferia 93 0,67
DL50 intracelular 100 3,407
DL50 periferia 97 1,889
DL70 intracelular 100 4,417
DL70 periferia 98 2,12

Fuente: elaboracion propia



Figura 5. Proteina de choque térmico Hsp70 periferia.
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Fuente: elaboracion propia. En la figura 5 se observa en la parte superior la citometria de flujo, seguida de
la IFD y por ultimo de la IMF, revelando datos basales y de las correspondientes dosis letales de la proteina



Hsp70 en la periferia de las células MES-OV. El porcentaje de expresién y las unidades relativas de

fluorescencia se encuentran registradas en la tabla 2.

Figura 6. Proteina de choque térmico Hsp70 intracelular.
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Fuente: elaboracién propia. En la figura 6 se observa en la parte superior la citometria de flujo seguida de
la IFD, revelando datos basales y de las correspondientes dosis letales de la proteina Hsp70.A nivel
intracelular de las células MES-OV.

5.5 Determinacion de Hsp90 en linea celular MES-QV al ser tratada con

cisplatino mediante la técnica de Inmunofluorescencia.

Con el objetivo de identificar la proteina Hsp90 en las células MES-OV tratadas, la

proteina Hsp90 se identific6 mediante citometria de flujo después de cultivar las células

MES-OV vy tratarlas con DL25, DL50 y DL70 de cisplatino. Posteriormente se tomé un

porcentaje de células que fueron permeabilizadas con saponina al 0.01% para detectar



la proteina intracelular. Se encontré que la proteina se sobreexpresa a nivel intracelular
en las células MES-OV (ATCC) con respecto al dato basal. Se detectd que pasa de una
expresion intracelular de 91.2 % a estar en 98 % con las concentraciones que inducen
DL25, 99% con las concentraciones que inducen DL50 y 99.5% con las concentraciones
que inducen DL70. Sin embargo en membrana la proteina Hsp90 tiene un porcentaje de
expresion ambiguo ya que pasa de una expresion de 59.5% a estar en 8% con DL25,
17.6% con DL50 y 63.2% con DL70 (ver tabla 3). Como medida de fluorescencia se
graficod la intensidad media de fluorescencia detectando que la DL25, DL50 y DL70
intracelular aumenta pero la fluorescencia basal arroja unidades relativas de
fluorescencia (URF) mayores a expensas del fluoréforo Hoechst indicando la viabilidad
celular de las células MES-OV (ATCC). Estos resultados en conjunto muestran que la

proteina de choque térmico Hsp90 aumenta su expresion intracelular en células bajo

Tabla3. Determinacion de Hsp90

Dosis letal Porcen_taje de Intensidad media de

expresion (%) fluorescencia (RFU)
Basal intracelular 91,2 3,501
Basal periferia 59,5 1,032
DL25 intracelular 98 0,626
DL25 periferia 8 0,137
DL50 intracelular 99 0,981
DL50 periferia 17,6 0,073
DL70 intracelular 99,5 1,76
DL70 periferia 63,2 0,17

conditioaes: dtabsiésrcpnpia 0 muestra la tabla 3 y la figura 7.



Figura 7. Proteina de shock térmico Hsp90 en membrana
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Fuente: elaboracion propia En la figura 7 se observa en la parte superior la citometria de flujo, seguida de
la IFD y por ultimo de la IMF, revelando datos basales y de las correspondientes dosis letales de la proteina
Hsp90 en la periferia de las células MES-QOV. El porcentaje de expresion y las unidades relativas de
fluorescencia se encuentran registradas en la tabla 3.

Figura 8. Proteina de shock térmico Hsp90 intracelular.
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Fuente: elaboracién propia. En la figura 8 se observa en la parte superior la citometria de flujo seguida de
la IFD, revelando datos basales y de las correspondientes dosis letales de la proteina Hsp90 A nivel
intracelular de las células MES-OV. El porcentaje de expresion y las unidades relativas de fluorescencia se
encuentran registradas en la tabla 3.



5.6 ldentificacion de senales de muerte en linea celular MES-OV al ser

tratada con cisplatino.

La apoptosis es un proceso activo y programado de desmantelamiento celular autbnomo
que evita la inflamacion. Durante la muerte celular se dan cambios morfoldgicos,
bioquimicos y moleculares. Uno de los cambios morfolégicos durante la muerte celular
son los cambios que se dan en la membrana citoplasmatica. Durante procesos de muerte
relacionados con apoptosis hay exposicion de la fosfatidilserina a la cara externa de la

membrana celular sin alteracion de la permeabilidad celular como sucede en la necrosis.

Estos eventos pueden ser detectados por el kit apoptosis/ necrosis de la casa comercial
abcam® al ser detectado por inmunofluorescencia por el uso de anexina marcada con
fluoroforos o apopxin los cuales se unen a este fosfolipido (fosfatidilserina); mientras que
la permeabilidad se detecta por uso de 7-AAD que se une a los ndcleos de las células

con dafio en la membrana indicando permeabilidad de la membrana.

Se identificé las sefiales de muerte en la linea MES-OV expuestas a cisplatino en DL25,
DL50 y DL70. Para esto se uso la técnica de Inmunofluorescencia y el kit apoptosis/
necrosis de la casa comercial abcam®. Se encontraron sefiales positivas con los tres
fluoréforos que emplea la técnica. A medida que aumenta la dosis letal, aumenta el
porcentaje de células positivas de Apopxin Green, 7-AAD y asimismo disminuye el
porcentaje de células positivas del fluoréforo Cytocalcein, indicando muerte celular
relacionada con apoptosis y necrosis. La IMF de 7-AAD en células MES-OV indica que

las células perdieron la integridad de su membrana, ademas de exponer fosfatidilserina



en la membrana celular, lo cual se observa con la IMF que emite el fluoréforo Apopxin

Green.

Figura 9. Sefiales de muerte identificadas con kit apoptosis/necrosis abcam.
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Fuente: elaboracion propia, imagen tomada con microscopio de fluorescencia Leica 2500. En la figura 9
las células MES —OV al ser tratadas con DL25, DL50 y DL70 muestra fluorescencia para los tres
indicadores: Apopxin Green, para 7-AAD y Cytocalcein violet 450. A medida que aumenta la dosis letal
disminuye la intensidad del fluor6foro CytoCalcein violet 450 (azul), indicando que disminuye la viabilidad
celular. Por otro lado, el indicador de Apopxin Green (verde) se observa en las células al ser tratadas con
las tres dosis letales, sin embargo la intensidad no es la misma, en la DL25 es baja, en la DL50 es alta y
en la DL70 es intermedia demostrando que las células MES-OV entran en apoptosis al ser tratadas con
cisplatino, pero, al visualizarse el indicador 7-AAD (rojo) revela que hay dafio en la membrana de las
células.



5.7 Determinacion de la fragmentacion del DNA de las células MES-OV (ATCC) al

ser tratada con DL25, DL50 y DL70 de cisplatino

Una sefial de muerte celular es la fragmentacion del DNA (23). Dado que se identifico

que el cisplatino a las 24 horas causa muerte celular relacionada con apoptosis, se

determind si el farmaco induce fragmentacion de DNA. Este ensayo fue evaluado

mediante el ensayo del TUNEL Alexa Fluor 647. Las células MES-OV expuestas a DL25,

DL50 y DL70 fueron positivas para fragmentacion del DNA.

Figura 10. Identificacion de cambios en la fragmentacion del DNA kit TUNEL Alexa
Fluor 647.
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Fuente: elaboracion propia, imagen tomada con microscopio de fluorescencia Leica 2500. En la figura 10
las células MES —OV al ser tratadas con DL25, DL50 y DL70 muestra fluorescencia para los dos fluoroforos.
Hoechst permite visualizar los nacleos de las células y Alexa Fluor 647 indica ruptura del DNA. Los datos
de IMF en unidades relativa de fluorescencia son: DNAsal.5 RFU; DL25 1.3 RFU; DL50 2 RFU; DL70 5.7
RFU.

6. DISCUSION

Las proteinas de choque térmico han sido relacionadas con la resistencia a farmacos
utilizados en la terapia del cancer(4,12-13). En este trabajo se muestra que el cisplatino
induce cambios en la expresion de las proteinas de choque térmico Hsp70 y Hsp90 en
un modelo “in vitro".

La expresion de las proteinas Hsp70 y Hsp90 cambia en células de la linea MES-OV
cuando son expuestas a concentraciones de cisplatino que inducen DL25, DL50 y DL70
indicando que ellas pueden participar de procesos relacionados con respuesta al estrés
generado por este farmaco (cisplatino). Vallespi et al. (23) sugirieron que la expresion de
una o mas proteinas de choque térmico le confiere proteccion a la célula tumoral. Asi
mismo, Vallespi et al. (23) y Lianos et al. (16) sefialaron que Hsp70 esté involucrada en
la inhibicion de la apoptosis porque bloquea el ensamblaje del complejo multiproteico del
apoptosoma y que mediante esta inhibe la muerte celular durante los inicios del estrés
celular. De igual modo, plantearon que la Hsp90 cumple mas funciones a parte de inhibir
la apoptosis. Entre ellas la de facilitar la transformacién neoplasica de la célula en donde
destacan que es la Unica chaperona en mantener varias oncoproteinas activas.

La expresion de la Hsp70 en la membrana aumento en las células MES-OV cuando se

expuso a la DL25, DL50 y DL70 de cisplatino, ademas de aumentar la intensidad media



de fluorescencia, indicando que esta proteina se transloca a la membrana citoplasmatica
durante el estrés generado por cisplatino. Multhoff G. et al (24) plante6 que la Hsp70 tiene
afinidad con la fosfatidilserina y que esta proteina de choque térmico participa en el
mecanismo flip-flop y asi facilita mas el transporte de Hsp70 desde el interior del célula a
la cara externa de la membrana.

Asi mismo Schilling D. et al (25), Lancaster G. et al (26) y Multhoff G. et al (27) expusieron
la estrecha relacion de Hsp70 y fosfatidilserina fuera de las balsas lipidicas en la
membrana plasmatica de las células tumorales, corroborando que la sobreexpresion de
las HSP’s en la membrana podria generar una reorganizacion de la bicapa lipidica y
podria modular la interaccion de la Hsp70 con los componentes lipidicos de la membrana
celular, siendo un hallazgo clave para utilizar la Hsp70 como posible marcador tumoral

ya que esta proteina se sobreexpresa solo en células tumorales.

Los resultados obtenidos también guardan relacién con Stope M. et al (19) al sefialar que
las proteinas de choque térmico se sobreexpresan al estar bajo condiciones de estrés a
causa de los farmacos generando quimioresistencia.

Al tratar las células con DL25 y DL50 de cisplatino la expresion de Hsp90 fue baja en la
membrana a comparacion de las células que no se trataron con cisplatino debido a la
actividad de chaperona que realizaba la Hsp90 intracelular al plegar las posibles
proteinas aberrantes de las células MES-OV producto del tratamiento con cisplatino. No
obstante, con la DL70 la Hsp90 tuvo un porcentaje mas alto (63%) que las otras dosis
letales (DL25 8%; DL50 17.5%) posiblemente a la translocacién del citoplasma a la
membrana que realizdé la Hsp90a. Chen B. et al (28) expone que las células bajo

condiciones de estrés inducen la liberacién de Hsp90a de forma constitutiva dado que la



sobreexpresion del factor inducible por hipoxia (HIF-1) se produce en un 40% de tumores
humanos, haciendo que la Hsp90a se trasloque a la membrana celular. En efecto, lo

mencionado anteriormente es acorde con lo que se hallé en esta investigacion.

Al tratar las células MES-OV con cisplatino, se identificO que el este induce muerte
relacionada con la ruptura del DNA probablemente después de la formacion de aductos
(20). Dado que las diferentes concentraciones de cisplatino usadas indujeron
fragmentacién del DNA, evaluamos si esta fragmentacibn aumenta a medida que
aumenta la dosis letal mediante el analisis de la Intensidad Media De Fluorescencia -IMF.

Se identificé que la IMF de DL25 induce 1.3 RFU, la DL50 2.0 RFU y DL70 5.7 RFU.

El presente estudio, muestra que el cisplatino induce cambios en la expresién de
proteinas de choque térmico en la linea MES-OV (ATCC) de cancer de ovario indicado
gue estas proteinas participan en la modulacién de la respuesta a estrés y que pueden

ser candidatos como biomarcadores o proteinas blanco para terapia dirigida.



7. CONCLUSION

1 Se determiné cambios en las proteinas de choque térmico Hsp70 y Hsp90
intracelular y en membrana celular mediante la técnica de epi-
inmunufluorescencia.

2 Se identifico que las células de la linea MES-OV expresan fosfatidilserina en la
membrana celular y ademas presenta dafios en la membrana cuando fueron
tratadas con cisplatino.

3. Se detectd fragmentacion del DNA en las células de la linea MES-OV

corroborando el mecanismo de accion del cisplatino.



8. SUGERENCIAS

8.1 Evaluar cambios en la expresion de las proteinas de choque térmico Hsp27'y
Hsp60 en la linea celular MES-OV al ser tratada con cisplatino.
8.2 Evaluar la expresion del protooncogén Her2 junto con la expresion de Hsp90 en

la membrana de la linea celular MES-OV al ser tratada con cisplatino.
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