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GLOSARIO

17B-Estradiol Esteroide derivado del colesterol. Posterior al rompimiento de la
cadena lateral y utilizando la via 5-delta o 4-delta, androstendiona es el
intermediario clave para su sintesis. Androstendiona es convertida a
testosterona la cual en turno sufre aromatizacion a estradiol, o, alternativamente,
androstendiona se aromatiza a estrona la cual es convertida a estradiol.
Acarreador de adenin nucleétidos (ANT) Proteina acarreadora del ATP
sintetizado en la matriz mitocondrial hacia el citosol. Cataliza el intercambio 1:1
de ADP?* del citoplasma por ATP* de la matriz de la mitocondria.

ADP (adenosin 5'-difosfato) Nucledtido que se produce por hidrolisis del
fosfato terminal del ATP. Genera ATP cuando es fosforilado por un proceso
generador de energia como la fosforilacién oxidativa.

AMP (Adenosina 5'-monofosfato) Uno de los cuatro nucléotidos en la molécula
de RNA. Para formar ATP se adicionan al AMP dos grupos fosfato.

Apaf-1 (factor-1 activador de proteasas apoptéticas) Proteina adaptadora
que se une al citocromo ¢ que se ha liberado de la mitocondria y que enlaza a la
caspasa-9 en presencia de ATP para activar a la caspasa-3, iniciando una
cascada de eventos que culminan en apoptosis.

Apoptosis Forma de muerte celular en la cual se activa un programa suicida
dentro de la célula. Se caracteriza por fragmentacion del DNA, encogimiento del
citoplasma, cambios en la membrana y muerte celular sin lisis o dafio a las
células vecinas. Es un fendmeno normal, que ocurre frecuentemente en un
organismo multicelular.

ATP (Adenosina 5'-trifosfato) Nucledsido trifosfato compuesto de adenina,
ribosa, y tres grupos fosfato el cual es el primer portador de energia en las
células. Los grupos fosfato terminal son altamente reactivos en el sentido de que
su hidrdlisis, o transferencia a otras moléculas, se lleva a cabo con liberacion de
una gran cantidad de energia libre.

ATP fosfohidrolasa Enzima que cataliza un proceso que involucra la hidrdlisis

de ATP para producir ADP y fosfato inorganico con la liberacidén de energia libre.



Autofagia Proceso dinamico programado en donde hay secuestro de material
celular en vacuolas con doble membrana que se fusiona con lisosomas
formando vacuolas autofagicas.

Bak y Bax Proteinas proapoptoticas miembros de la familia de proteinas
reguladoras Bcl-2, la expresidn excesiva actua a favor de la apoptosis. Bax
forma canales homooligoméricos que median el flujo de iones hacia la
mitocondria.

Bcl-2 Protooncogene, activado por translocacidén cromosomica en linfomas
humanos de células B (de aqui “bcl”). Codifica una proteina de membrana
plasmatica. El producto del gen suprime la via apoptética y es homologo del gen
ced-9.

Bcl-X Proteina antiapoptética que junto con Bcl-2 se inserta en la membrana
mitocondrial.

Bid Proteina miembro de la familia Bcl-2 con propiedades proapoptéticas. Su
rompimiento es mediado por caspasda-8.

Canal Aniénico dependiente de Voltaje VDAC

Canal mitocondrial con gran conductancia, que en su configuracion abierta es
permeable a moléculas de hasta 5000 daltones.

Caspasas (proteasas cisteinil-aspartico) Familia de enzimas proteoliticas
involucradas en el procesamiento de Interleucina-18y en la apoptosis.

Clso Concentracion de un inhibidor con la cual se observa el 50% de inhibicion
de la respuesta.

Cinasa Enzima que transfiere el grupo fosfato (y) Terminal del ATP a un sustrato. Las
proteincinasas, que fosforilan residuos especificos de serina, treonina o tirosina en
proteinas diana, cumplen un papel esencial en la regulacion de la actividad de muchas
proteinas celulares.

Cis-platino (cis-diaminoplatino dicloruro) Droga citotéxica usada en
quimioterapia tumoral. Se une al DNA y forma enlaces platino-nitrogeno con

guaninas adyacentes.



citocromo Proteinas coloreadas que contienen un grupo hemo y que funcionan
como transportadores de electrones durante la respiracion celular y la
fotosintesis.

Creatin cinasa (creatina fosfocinasa) (EC 2.7.3.2.) Enzima dimérica (82 kD)
que cataliza la formacién de ATP a partir de ADP y creatin fosfato en el musculo.
Dalton Unidad de masa molecular. Aproximadamente igual a la masa de un
atomo de hidrégeno (1.66 x 10 g)

Desoxinucleotidil transferasa Terminal TdT Enzima que cataliza la
incorporaciéon de nucleétidos a sitios de corte de cadenas de DNA.

DNA (Acido desoxirribonucléico) Polimero lineal largo compuesto por cuatro
tipos de nucledtidos de desoxirribosa, que contiene la informacion genética.

DNA (Acido desoxirribonucléico) Polinucleétido formado por unidades de
desoxirribonucledtidos unidos covalentemente. Sirve como el almacén de la
informacion genética dentro de la célula y es el portador de esta informacion de
generaciéon en generacion.

DNAasa Enzima que ataca enlaces en el DNA.

Dominio efector de muerte DED Dominio en el C-terminal de FADD y en el N-
terminal de FLICE. Las interacciones mediadas por esos dominios conduce al
ensamblaje del complejo sefialador inductor-de muerte DISC.

EGFR-P Receptor para factor de crecimiento epidérmico fosforilado.

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) Polipéptido mitogénico inicialmente
aislado de glandula submaxilar de ratén.

FADD Molécula adaptadora asociada al dominio de muerte de Fas.

Fas Proteina transmembranal (35 kDa) que media la apoptosis. Posee
homologia estructural con los receptores para TNF y NGF.

FasL Ligando de Fas.

HeLa Linea celular establecida derivadas de un cancer de cervix uterino
humano.

MAPK/ERK Protein-cinasa activada por mitdgenos;cinasa regulada

externamente. Cinasas de serina-treonina que son activadas cuando células en



reposo son tratadas con mitdégenos, y las cuales transmiten potencialmente la
sefial para entrar dentro del ciclo celular.

MPT Poro de permeabilidad transicional de la mitocondria. Es un megacanal
mitocondrial el cual es un complejo multiprotéico formado en el sitio de contacto
entre las membranas interna y externa de la mitocondria, exactamente donde
Bax, Bcl-2 y Bcl-X. son particularmente abundantes.

Necrosis Muerte de algunas o todas las células en un tejido como resultado de
dafio, infeccion o pérdida de irrigacion sanguinea.

Nucleosoma Pequefia unidad estructural de cromatina, compuesta por un
centro con forma de disco de proteinas histonas, alrededor del cual se arrolla un
segmento de DNA de unos 146 pares de bases.

Potencial de accidon Actividad eléctrica rapida transitoria, que sigue la ley del
todo o nada y se propaga por la membrana plasmatica de las células excitables,
como las neuronas y las células musculares. Los potenciales de accion, o
impulsos nerviosos, permiten la transmisibn a gran distancia en el sistema
nervioso.

Potencial transmembranal Diferencia de voltaje a través de una membrana
biologica, debida a un ligero exceso de iones positivos sobre una cara y iones
negativos, sobre la otra.

Procaspasa Proteina precursora, que al ser activada (por degradacion
proteolitica) da lugar a la caspasa activa.

Ras Perteneciente a familia de oncogenes, primero identificados como genes
transformantes del virus de sarcoma murino de Harvey y Kirsten. Proteina con
actividad GTPasa.

ROS Especies intermedias de oxigeno reactivas, generadas continuamente en
todos los sistemas aerdbicos.

Tubulina Proteina citoplasmatica abundante, encontrada principalmente en dos
formas, a y B. Un heterodimero de tubulina (una a y una ), constituye el
protdmero para el ensamblaje del microtubulo.

TUNEL-Método (Transferase-mediated dUTP nick-end labelling) Marcaje de los

sitios de corte de DNA mediado por transferasa utilizando dUTP marcados con



fluoresceina u otro tipo de marca. Facilita la visualizacion de las células en

apoptosis marcando los extremos de su DNA nuclear fragmentado.
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RESUMEN

Los digitalicos (esteroides cardioactivos) se han utilizado en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca por mas de 200 afos. Ademas del efecto inotropico
positivo, los digitalicos producen toxicidad severa en los sistemas
gastrointestinal y nervioso, asi como en el corazon. En la literatura se describen
los daios al tejido cardiaco posteriores a una intoxicacion aguda digitalica, sin
que se haya descrito el tipo de muerte celular inducida por la accién toxica de
estos farmacos. El propdsito de este trabajo fue investigar si la cardiotoxicidad
producida por los digitalicos involucra mecanismos de muerte celular y definir el
tipo de muerte. Primeramente utilizando cuatro digitalicos (Ouabaina,
Estrofantidina, Digoxina y Digoxigenina) en una linea celular de crecimiento
rapido (HelLa) expuesta a concentraciones crecientes de los farmacos (0-10uM)
se estudiaron los cambios en crecimiento, morfologia celular y bioquimicos.
Posteriormente en un modelo animal se indujo intoxicacion digitalica aguda (50-
60% de la dosis letal) para estudiar in vivo el tipo de muerte celular inducida por
la intoxicacion. Los resultados obtenidos in vitro prueban que los digitalicos
tienen un doble efecto sobre el crecimiento celular. A concentraciones menores
a 10 nM estimulan el crecimiento proliferativo sobre las células HelLa; a
concentraciones superiores a 10 nM inducen muerte celular con caracteristicas
de apoptosis y la via de activacion de este proceso fue mitocondrial. In vivo
empleando dos digitalicos la Ouabaina y la Digoxina se pudo demostrar que los
digitalicos empleados a dosis toxicas producen muerte celular in situ. Un periodo
de 5 horas fue suficiente para observar degradacion del DNA en patron
electroforético de escalera, liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria y
activacion de caspasas-9 y -3. Por lo que podemos concluir que tanto in vitro
como in vivo los digitalicos a concentraciones téxicas son capaces de inducir

muerte celular apoptética y la via de activacion es mitocondrial.



ABSTRACT

Digitalis compounds (cardioactive steroids) have been used for treatment of
heart failure for more than 200 years. Aside its positive inotropic effect, digitalics
produce severe toxicity in the gastrointestinal and central nervous systems, as
well as in the heart. Heart tissue damage has been described after an acute
digitalis intoxication, but no description exists of the cell death mechanism?
induced by the toxic effect of these compounds. The objective of this report is to
investigate if the digitalis induced cardiotoxicity involves cell death mechanisms
and to define its nature. To begin, four digitalis compounds (ouabain,
strophantidin, digoxin and digoxigenin) were used on a cell line of rapid growth
(HeLa), exposed to increasing concentrations of the drugs (0-10uM), and
changes in growth, cell morphology and biochemistry were analyzed.

Afterwards, in an animal model, an acute digitalis intoxication (50-60% LD [Lethal
dose]) was induced to study the in vivo cell death modality caused by
intoxication. In vitro results prove that digitalic compounds have a double effect
on cell growth. <10 nM concentrations stimulate a proliferative growth on HelLa
cells; >10 nM concentrations induce apoptotic cell death through a mitochondrial
pathway. In vivo, using two digitalis compounds (ouabain and digoxin), we
demonstrated that digitalis used at toxic dosages produces in situ cell death.

A five-hours time period was sufficient to observe DNA degradation in ladder
electrophoretic pattern, mitochondrial cytochrome c release and caspases-9 and-
3 activation. Consequently, we conclude that either in vivo as in vitro, digitialis
compounds at toxic dosages are capable to induce an apoptotic cell death

through a mitochondrial activation pathway.



1. Introduccioéon

Los digitalicos, glucdsidos cardiacos o también Illamados esteroides
cardioactivos, se encuentran en una gran variedad de plantas distribuidas sobre
una amplia area geografica. También se les ha encontrado en veneno de sapo,
los digitalicos de esta fuente carecen de la molécula de carbohidrato pero
poseen el mismo nucleo de anillos esteroideo que caracteriza a esta familia de
compuestos. Los glucésidos mas conocidos son aquellos obtenidos de la digital,
un género de Scrophulariaceae encontrada en Europa y Asia y conocida
principalmente por las especies Digitalis purptrea o la dedalera purpurea.
Inicialmente esas plantas se usaron en la forma de hoja seca o extracto crudo.
Los glucdsidos digitalicos se obtienen principalmente de D. purpdrea y D. lanata,
esta ultima es la fuente de obtencion de la digoxina. Los digitalicos de fuentes
naturales forman parte de una mezcla compleja (1-3).

En la actualidad el principio activo de los digitalicos usados en la clinica se
obtienen: la digoxina de las hojas de D. lanata, la digitoxina de D. purptrea y la
ouabaina de Strophantus gratus (2-5). Es de gran interés mencionar que en
Meéxico entre las plantas medicinales utilizadas por los antiguos pueblos del
Andhuac, se cita el Yoloxochitl o flor del corazon (Talauma mexicana) que al
parecer, tiene accion semejante a la digitalica. Investigaciones del siglo XX han
demostrado un efecto inotropico positivo bradicardizante del extracto de

Magnolia grandiflora o Talauma mexicana (6,7).

1.1 Estructura quimica

Los digitalicos no importa la fuente de la que provengan son derivados del
nucleo esteroideo general o nucleo ciclopentanoperhidro fenantreno al cual
pertenecen el colesterol y los acidos biliares, las hormonas sexuales, las
hormonas corticoadrenales y la vitamina D (1) fig 1.

La caracteristica principal del nucleo esteroideo de los digitalicos, que los

distingue de los demas esteroides existentes en la naturaleza es el tipo de union



entre los anillos A/B y C/D que son de tipo cis mientras que en los esteroides no

digitalicos estas uniones son de tipo trans (8).

Fig 1. Estructura quimica del nucleo esteroideo ciclopentano perhidro

fenantreno



Fig 2. Estereoquimica del Colestanol (A) y de la Digitoxigenina (B). Las
uniones entre los anillos son cis/frans/cis en la digitoxigenina, en el colestanol

son todas trans.



Los glucésidos cardiacos son esteroides que ademas del nucleo sefalado en la

fig 1 poseen una o mas moléculas de azucar en la posicion 33, fig 3 (8,9).

O o

Lactong

Lactona

Nucleo esteroideo

Fig. 3. Molécula base de los glucésidos. Basicamente los glucésidos
digitalicos encontrados en la naturaleza estan conformados por un nucleo
esteroideo un anillo lacténico en el C178 y de una a tres moléculas de azucar en

posicion 3[3.



El tipo de anillo lacténico encontrado en los esteroides cardioactivos naturales
ha permitido clasificarlos como: A) butendlidos | y Il (también conocidos como
cardendlidos) contienen una lactona a, B-insaturada de 5 miembros derivada del
acido 4-hidroxibutendico (butendlido); B) pentadiendlidos Il y IV (conocidos
como bufadiendlidos) contienen una lactona de seis miembros di-insaturada

derivada del acido 5-hidroxipentadiendico (pentadiendlido) Fig 4. (1).

Butendlidos Bufadiendlidos
R1 Rz Rs R4
(NR=H (1) Ramnosa- | CHO |[OH | H
glucosa
(INR=tris-digitoxosa (V) OH CHs | H OC(O)CH;0

HO —

CHj

OH
RO

Fig 4. Estructura quimica de Butendlidos (A) y Bufadiendlidos (B).




1.2 Empleo

El empleo de los digitalicos ha permanecido por mas de doscientos afios en el
tratamiento de las enfermedades cardiacas. Estos compuestos se han empleado
desde la época del antiguo Egipto. Los egipcios utilizaban las propiedades
medicinales de la Scilla (squillo = bulbo de Urginea scilla). Los romanos la
llegaron a emplear como diurético, cardiotonico, emético y veneno para las
ratas. La civilizacion China ha empleado por siglos la piel seca de sapo comun
(Bufo viridis y B. cinereus) la cuan contiene Frinina que posee accion de digital
(10). Un gran numero de plantas que en sus extractos contienen glucésidos
cardiacos se han usado por nativos, en diferentes partes del mundo, como

veneno en puntas de flecha y lanzas (10).

1.3 Uso terapéutico

Al inicio del siglo XX se acepta que el efecto primario de los digitalicos era sobre
el corazon y la droga establece un lugar como antiarritmico en la fibrilacion
auricular y el fluter, ademas se considera un agente inotropico positivo para la
insuficiencia cardiaca (11).

Las dos indicaciones principales para el uso de los glucdsidos cardiacos son la
insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) y las taquiarritmias auriculares. En el
tratamiento de la ICC, los digitalicos son utiles para los casos en los que existe
dilatacién ventricular, debido a la sobrecarga cronica secundaria a condiciones
tales como Ila hipertension, incompetencia valvular y cardiomiopatias
congestivas. Son menos efectivos en insuficiencia con gasto elevado,
secundaria a condiciones como el hipertiroidismo, anemia, desviaciones
arteriales venosas, etc. El valor de los digitalicos también es limitado en el
tratamiento de complicaciones cardiovasculares de enfermedad obstructiva
pulmonar crénica y casos en los cuales el ventriculo derecho esta hipertrofiado
(1).

La accion antiarritmica de los esteroides cardioactivos es el resultado de efectos
reflexogénicos sobre neuronas aferentes. El valor de los digitalicos en la ICC

proviene parcialmente del resultado de su efecto inotropico directo vy



parcialmente de los efectos reflexogénicos que hacen lento al corazén, reducen
la pre- y postcarga, dilatan los vasos coronarios, incrementan el flujo sanguineo
a los rifiones y reducen la actividad del sistema renina/angiotensina/aldosterona
(1).

El uso de los digitalicos ha pasado por periodos de aceptacion y rechazo en el
tratamiento de la ICC ya que han sido catalogados como drogas demasiado
toxicas para ser empleadas en la clinica. A pesar de ello muchos pacientes con
ICC se han visto beneficiados por el uso de estos farmacos y sin duda a otros no
les ha proporcionado un efecto benéfico (11). La controversia que ha existido
durante afios acerca de su utilidad en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
ha dado lugar a estudios controlados en los cuales se ha demostrado que la
digoxina es un agente efectivo en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
cronica en ritmo sinusal normal (12-15). En insuficiencia cardiaca
especificamente en etapa final, el tratamiento con glucésidos cadiacos puede
aun ser efectivo. Su eficacia clinica aunque exista controversia, no esta en duda
ya que se ha verificado por medio de estudios multicéntricos (16-19). Se debera
identificar a aquellos pacientes que mejor se beneficiaran con esta clase de

farmacos.

1.4 Mecanismo de accion

Una de las hipotesis mas aceptadas del mecanismo de accion de los glucosidos
cardiacos es a travées de una accion indirecta para incrementar las
concentraciones de Ca?* intracelular

([Ca®li ). Esto se debe a su accion inhibitoria especifica sobre la enzima
responsable del transporte contra gradiente de Na® y K' a través de la
membrana celular: la Adenosin trifosfatasa dependiente de Na® y K* (ATP
fosfohidrolasa EC 3.6.1.37), (ATPasa-Na‘'/K"), también conocida como bomba
de Na® y K" o bomba de Na®*. Se ha propuesto que la inhibicién parcial de la
bomba, da lugar al efecto inotrépico positivo mientras que un mayor grado de
inhibicién trae como consecuencia la presencia de arritmias (1, 20-23). La

ATPasa-Na’/K" es una proteina integral de la membrana que se encuentra en



las células de todos los eucariotes, es responsable de la translocacion de los
iones Na* y K* a través de la membrana celular, utilizando para ello la hidrolisis
de ATP fuente de energia para el transporte. Por cada tres iones sodio que son
bombeados hacia el exterior de la célula, dos iones potasio son transportados
hacia el interior (23,24). Este transporte produce tanto un gradiente quimico
como eléctrico a través de la membrana celular. ElI gradiente eléctrico es
esencial para mantener el potencial de reposo celular y para la actividad
excitable de las células del tejido nervioso y muscular.

La ATPasa-Na'/K" esta compuesta por dos subunidades en relacion equimolar;
la subunidad a con una masa molecular de ~113 kDa y la subunidad f
glucosidada con proporcion protéica de 35 kDa de una masa molecular total de
55 kDa (24,25). Existen isoformas de ambas subunidades las cuales son: a (a1,
a2,ya3)y B (B1, B2, y B3) (25-28). La subunidad a1 esta presente en la mayoria
de los tejidos, mientras que la a2 predomina en el musculo esquelético y
también se ha detectado en cerebro y corazon. La isoforma a3 se limita a los
tejidos cardiaco y nervioso. Estos datos junto con el hecho de que los genes de
la subunidad a se encuentran altamente conservados en la evolucion (29),
sugieren que cada isoforma a puede tener un papel biolégico especifico (30).
Las subunidades 31 y B2 son las formas predominantes en células de mamifero
donde B1 se encuentra expresada ubicuotamente y 32 aparece principalmente
en el tejido nervioso La isoforma B3 se ha identificado en testiculos, retina,
higado y pulmén (30,31). Se ha reportado ademas una subunidad pequefia (y)
de masa molecular de 8-12000 kDa y debido a que no se ha encontrado en
todos los tejidos donde la expresion de las subunidades a y B puede ser
facilmente identificable, se ha llegado a la conclusién que el péptido y no es
necesario para la actividad de la ATPasa-Na*/K*, mas bien se ha pensado que
su funcién es moduladora de la actividad de la enzima (32,33).

La ATPasa-Na'/K" purificada puede tener actividad como un dimero af, pero se
desconoce el estado real de agregacién funcional en las células, se cree que la
unidad funcional debe ser (af3)2. La subunidad a contiene el sitio de union para

el ATP, el de fosforilacion y los aminoacidos esenciales para la union de los



cationes y los glucosidos cardiacos, lo que sugiere que esta subunidad juega el
papel principal en la actividad catalitica de la enzima (25,30). La subunidad 3
parece estar involucrada en la maduracion de la enzima, en la colocacion de la
enzima en la membrana citoplasmatica, y en la estabilizacion de la conformacion

enzimatica intermedia la cual tiene gran afinidad por el K (25,30).

1.5 Interaccion de los glucésidos cardiacos con la ATPasa-Na'/K".

El ciclo de reaccion de la ATPasa-Na*/K" se ha discutido en varias revisiones
(20,34-36), y aunque es muy complejo, en la figura 5 se muestra un esquema
simplificado (esquema basico de Alberts y Post,) (37,38) modificado por Glynn &
Karlish (39). En este esquema se indican las cuatro conformaciones de la
enzima (E1, E2) y sus formas fosforiladas (E1~P, E2-P). El ciclo de reaccion
inicia por la unién de tres Na* a la enzima en el interior de la célula, esta union
requiere de Mg®* y ATP, la enzima se fosforila ocasionando un cambio
conformacional a E1~P (intermediario de alta energia) y se libera ADP al medio
permaneciendo Mg®" y Na* unidos; mediante un cambio de conformacién a E2-P
el Na* es transportado hacia el exterior donde es liberado; E2-P une dos iones
K* en el exterior y los transporta al interior celular, la union del K a esta forma
enzimatica promueve la liberacion del Pi 'y el Mg®* en el interior de la célula y la
enzima adopta la conformacién E2 la que en presencia de Na*, Mg®* y ATP se
transforma en E1 para volver a iniciar el ciclo reaccional (1). En cada ciclo se
transportan 3 iones Na* al exterior a cambio de 2 iones K* que son introducidos

a la célula y para ello se requiere de la hidrolisis de una molécula de ATP (35).
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Fig 5. Representacion esquematica del ciclo de reaccién de la ATPasa-
Na*/K" y la interaccion con ouabaina. Esquema de reaccion para el transporte
de Na* y K" dependiente de ATP por ATPasa-Na‘/K".

En estudios realizados con moléculas de digitalicos marcadas radioactivamente
se ha identificado que la forma enzimatica afin a los digitalicos es la forma E2-P.
Los glucésidos cardiacos inhiben el paso E2-P a E2, compitiendo con el K™ por
la misma forma enzimatica, pero no se une a ningun sitio de accion de los
efectores de la enzima, asi los digitalicos son considerados inhibidores
alostéricos, no competitivos que producen la transicion de un estado enzimatico
conformacional activo a uno inactivo (39-41). Beer y cols (41) han mostrado que
la interaccion del digitalico con la enzima ocasiona pérdida de afinidad por el
ATP en el sitio catalitico. La interaccién de los digitalicos con su sitio especifico
en la ATPasa-Na‘/K* se favorece por la presencia de Na*, Mg?* y ATP (forma
E.~P también nombrada forma 1) o por Mg* y Pi (forma Ex-P, forma II)

condiciones que llevan a la forma enzimatica E»-P, mientras que el K promueve



la liberacion del Pi de esta forma enzimatica y la conduce a continuar el ciclo
(41-43).

Las concentraciones terapéuticas de glucdsidos cardiacos producen una
inhibicion parcial (~30%) de la ATPasa-Na*/K". Al depolarizarse la célula hay
menos enzima disponible para restaurar el balance de Na* y K*. Sin embargo, la
enzima no inhibida actuara rapido por el incremento en la concentracion de Na*
intracelular ([Na']i) y el balance iénico se reestablecera antes de la préxima
depolarizacion (1). Este mecanismo incrementara transitoriamente la [Na']i, y el
Na'i alcanzara su concentracion mas alta por un periodo mas prolongado que
cuando la ATPasa-Na’/K" no estéa inhibida (8). El incremento transitorio en [Na']i
revierte la forma normal de accion del sistema intercambiador Na*/Ca* asi que
el Ca*" es transportado hacia el interior de la célula (1) incrementando asi las
[Ca?"]i las cuales van a ser disparadoras del mecanismo contractil (8).

De acuerdo a esta teoria, concentraciones toxicas de digitalicos ocasionan
inhibicion extensa de la ATPasa-Na*/K* (>60%) lo cual reduce el transporte de
Na® y K" a un grado que la restauracién de los niveles diastélicos normales no
son posibles antes de la préoxima depolarizacion. El resultado es un incremento
sostenido de [Na']i y como consecuencia un incremento sostenido de [Ca*i, lo
cual aunado a un decremento de [K']i da lugar a los efectos toxicos, el
mecanismo se esquematiza en la figura 6.

Como se ha mencionado la ATPasa-Na'/K" es una enzima que se encuentra en
todas las células eucaridticas, de ahi la factibilidad de localizarla en todos los
tejidos del cuerpo humano (43), especificamente en las células nerviosas y las
cardiacas la expresion de la enzima es abundante. Las diferentes isoenzimas de
la ATPasa-Na*/K" difieren en su sensibilidad a la accién de los digitalicos y esta
sensibilidad y la proporcién de su expresion depende del tejido y su funcion,
siendo el corazdn y el sistema nervioso de los 6rganos mas sensibles a la accion
digitalica (44-47).
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Fig. 6. Mecanismo de acciéon de la ATPasa-Na'/K', interacciéon con el

intercambiador Na*/Ca2".



1.6. Toxicidad

El sindrome de intoxicacion digitalica se conoce desde 1785, Withering describid
(48) algunos de los signos caracteristicos: "La digital cuando se administra en
dosis grandes y repetidas, ocasiona indisposicion, vomito, diarrea,
desvanecimiento, visibn confusa, objetos que aparecen en verde o amarillo;
incremento en la secrecién urinaria, pulso lento, aun tan bajo como 35 por
minuto, calosfrios, convulsiones, sincope y muerte". Mas adelante el
conocimiento de las propiedades farmacocinéticas de los digitalicos ha
disminuido la incidencia de la intoxicacion digitalica.

Se sabe que la cardiotoxicidad puede resultar de un incremento en el
automatismo y/o una disminucion en la conduccion (49). La relacién entre la
toxicidad digitalica y los niveles séricos del farmaco es compleja; la intoxicacion
clinica es el resultado de un desbalance electrofisiologico ocasionado por la
inhibicion persistente de su principal receptor, la ATPasa-Na*/K* (1,50).

La toxicidad de los glucésidos cardiacos provenientes de plantas como oleander,
dedalera, y lirio del valle es poco comun pero potencialmente letal. Existen
reportes de casos de intoxicacion de esas fuentes que implican la preparacion

de extractos y tés con fines criminales (51,52).

1.7. Mecanismos celulares de toxicidad inducida por digitalicos.

En tejido cardiaco aislado, la inhibicion de la bomba-Na* por concentraciones
toxicas de ouabaina conduce a la alteracion de la homeostasis i6nica, resultando
un incremento intracelular de Ca** y Na' y una pérdida de K' (53-55).
Consecuentemente, se desarrollan cambios deletéreos mecanicos, bioquimicos

y estructurales.

1.8. Cambios bioquimicos inducidos por dosis toxicas de ouabaina.

En 1982 Tanz y Rusell (56) observaron que al adicionar concentraciones
arritmogénicas de ouabaina 1.37 uM, a corazén aislado de cobayo (Sistema de
corazon aislado de Langendorff) hubo un incremento significantivo en la

liberacion de deshidrogenasa lactica (LDH) dentro del fluido coronario asi como



de la enzima creatin cinasa (CK). En paralelo con el declinamiento del flujo
coronario y el consumo de oxigeno por el miocardio, hay un decremento del ATP
ventricular de 23.6 a 5.8 pg/mg prot (56). Khatter y cols en 1989 (54) reportaron
lo siguiente: cuando se incrementan las concentraciones de Na® o Ca’
extracelular se puede facilitar la toxicidad mecanica cardiaca a través del
aumento en la entrada de Ca®'. La elevacién de [Ca®'] libre citosolico puede
incrementar la actividad de la ATPasa-Ca®" del reticulo sarcoplasmico lo cual
aumentara el consumo de ATP. Los niveles elevados de [Ca?‘] también causan
un desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias lo cual priva
a la célula de un suministro importante de energia. Experimentalmente también
en corazon aislado de cobayo con toxicidad mecanica inducida por ouabaina (1
uM), se ocasiond incremento en la concentracién intracelular de Ca*,
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa mitocondrial y la capacidad de la
mitocondria para generar ATP estuvo disminuida sustancialmente (54). Ademas
Tegtmeier y cols (53) reportaron en estudios realizados en corazon aislado de
conejo (preparacion de Starling) las variaciones en concentraciéon de los
siguientes parametros bioquimicos: ATP, Creatin-fosfato (CrP) y lactato con
respecto al tiempo transcurrido después de la perfusion de ouabaina (0.4 uM);
durante los primeros 5 min se indujo un efecto puramente inotropico positivo sin
signos de toxicidad y las concentraciones de ATP (18.8 pmoles/g de peso seco),
CrP (31.8 uymoles/g de peso seco) y lactato (2.1 uymoles/g de peso seco) no
fueron diferentes de los controles cuando se midieron antes de la perfusion de
ouabaina. A los 30 min se desarrollaron arritmias y el CrP fue significativamente
mas bajo (24 ymoles/g de peso seco) al compararlo con el tiempo 5 min. A los
90 min de la perfusion se incremento la presion diastdlica final en el ventriculo
izquierdo y los niveles de CrP (8 pmoles/mg de peso seco) y ATP (3.5 pmoles/g
de peso seco) fueron significativamente mas bajos que a los 5 min, por el
contrario los niveles de lactato en el perfusado aumentaron considerablemente

(30.8 umoles/g de peso seco).

Pilati y Paradise (55), Jacobus y cols (57) y Buja y cols, (58) atribuyeron al

incremento de las concentraciones intracelulares de Ca®* el deterioro en el



proceso de relajacion del musculo cardiaco. Este incremento conduce al
secuestro de Ca®" en el reticulo sarcoplasmico y la mitocondria, lo que puede
provocar el deterioro de la fosforilacion oxidativa, y como consecuencia una
produccién baja de ATP mitocondrial, la glucdlisis anaerdbica se hace evidente

por el gran incremento en la produccion de lactato (57,58).

De las consideraciones anteriores parece légico sugerir que la elevacion de
[Ca®*] libre en el citoplasma inducida por ouabaina inicia eventos intracelulares

perjudiciales que eventualmente conduciran a la muerte celular.
1.9. Muerte Celular

El concepto de suicidio celular surge por primera vez a finales de los 1950s. De
Duve propuso que las células pueden ser autodestruidas por una explosién de

sus lisosomas (59).

La patologia de los radicales libres aparecié en los 1960s, y se identific6 como
otro mecanismo de suicidio celular, observado en las células hepaticas como
resultado de la liberacion intracelular de radicales libres, la cual puede danar a
organelos celulares. Esta investigacion llevo al concepto de la existencia de una

via comun para la muerte celular inducida por diferentes causas (59-61).

La tercer forma de suicidio celular descrita fue apoptosis. El experimento critico
descrito por Kerr en 1972 fue muy simple: indujo atrofia hepatica ligando una
gran rama de la vena porta. Se presentd una discreta caida en el numero de
células por una secuencia de cambios que llamé al principio necrosis por
encogimiento, un afio después la llamd apoptosis (62). El siguiente gran paso
fue sobre la examinacion histolégica de los nucleos de linfocitos irradiados, los
cuales se desintegraban (63,64). En 1976 (64) y 1981 (65-67) tres grupos de
investigadores hicieron el analisis electroforético de la cromatina de los tejidos
irradiados y encontraron que el DNA (acido desoxirribonucléico) se rompe en
fragmentos que producen un patrén en escalera tipico, sugiriendo que los

fragmentos eran multiplos de nucleosomas (65). En 1984 Wyllie et al (67) ligaron



el patron en escalera con el fendomeno de apoptosis. Adicionando un marcador
bioquimico especifico adicional a los cambios morfolégicos de las células en

apoptosis.
1.10. Apoptosis. Muerte celular por suicidio.

Apoptosis es una forma de muerte celular caracterizada por criterios
morfoldgicos y bioquimicos y se puede considerar como una contraparte de la

mitosis, tal como propuso Graper en 1914 (59, 68,69).

1) Morfolégicamente la célula se encoge y llega a ser mas densa, tal como lo
describia su nombre original “necrosis por encogimiento” (70). La cromatina se
torna picnética y se empaca en masas uniformes apiladas contra la membrana
nuclear (marginacion de la cromatina) creando perfiles curveados que han dado
lugar a los términos descriptivos tales como: falciforme, media luna, naviforme.
El ndcleo puede romperse (kariorexis), y la célula presenta el fenbmeno de
gemacion que frecuentemente contiene fragmentos nucleares picnoticos. Esas
gemaciones tienden a desprenderse y convertirse en cuerpos apoptoéticos los
cuales pueden ser fagocitados por las células vecinas o permanecer libres, o
bien la célula puede encogerse dentro de una masa redonda y densa, como un

cuerpo apoptatico unico (69).
La mitocondria y otros organelos pueden hincharse un poco o no hacerlo.

2) Bioquimicamente, el DNA se rompe en segmentos que son multiplos de
aproximadamente 200 pares de bases (pb), debido al rompimiento especifico

entre nucleosomas.

3) El proceso es controlado genéticamente (71,72) y se puede iniciar por un reloj
interno o por agentes extracelulares como son las hormonas, citocinas, células

asesinas y una gran variedad de agentes quimicos, fisicos y virales.

4) La apoptosis puede seguir un curso rapido (la formacién de la gemacion hasta

el rompimiento completo puede tomar 34 minutos). En cortes de tejido rutinarios



el principal marcador es la kariorexis. Actualmente la identificacion de apoptosis
se puede hacer por medio de inmunohistoquimica, utilizando un método llamado
TUNEL que se basa en el marcaje de los extremos rotos de la cadena de DNA,
por medio de la enzima deoxinucleotidil terminal (TdT), la cual cataliza la
polimerizacion de nucledtidos marcados a los extremos 3'-OH libres del DNA
fragmentado de una forma independiente de templete (tincion de TUNEL, el
significado de las siglas viene de la expresion en inglés de TdT-mediated DUTP-
X nick end labeling) (73).

En resumen apoptosis puede ser definida como un proceso de muerte celular
altamente regulado para eliminar selectivamente células involucradas en el
desarrollo, en el recambio celular, en la atrofia tisular inducida por hormonas, en
la inmunidad mediada por células, en la regresion tumoral y en un gran numero
de desordenes patologicos como el SIDA y la enfermedad de Alzheimer (74,75).
En este tipo de muerte celular, la activacion de procesos catabdlicos vy
enzimaticos tiene lugar antes de la citolisis, lo cual facilita el reconocimiento,
captura y digestidon de las células apoptdticas por células vecinas no dafiadas
(76,77). La captaciéon de los deshechos celulares esta cuidadosamente
controlada; las células y cuerpos apoptoticos son especificamente reconocidos y
limpiados por las células epiteliales vecinas y por células fagociticas
profesionales (macrofagos), antes de que su contenido pueda ser liberado hacia
el medio extracelular, permitiendo por lo tanto que la muerte celular ocurra en
ausencia de inflamacion (76). Se ha asumido que la activaciéon de
endonucleasas y proteasas especificas (caspasas) no solamente constituirian
una caracteristica distintiva de apoptosis sino también determinarian el paso
decisivo (decision de morir o el compromiso de) que distingue a las células que

estan muriendo de aquellas que viven (77).

Finalmente, el nombre de apoptosis se origina del griego: apdé=desde,
ptosis=caida, sugiriendo que da la imagen de hojas que se van desprendiendo
discretamente del arbol por diferentes sitios. En oposicion a la muerte celular

masiva de un infarto (59).



1.11. Muerte celular programada y apopfosis.

Existe confusion con respecto a la forma de muerte celular que sigue un
programa celular; en apoptosis hay diferentes programas celulares 1) programas
para llevar a cabo el suicidio (programa ejecutor de muerte) y 2) programa para
iniciar el programa suicida.

El fendmeno llamado “muerte celular programada” recibié su nombre antes que
la apoptosis (78,79); éste se refiere a aquellas situaciones en las cuales las
células estan programadas a un tiempo fijo. Tal es el caso de ciertos grupos de
células durante el desarrollo embrional (80). Esta forma de muerte celular
obedece un programa en el sentido de que un reloj genético selecciona un
tiempo dado para la muerte de ciertas células. Llegado el tiempo un programa
diferente regula la forma de suicidio. En la mayoria de los casos esta muerte
programada se convierte en apoptosis, pero en otros no, en el caso de los
espermatocitos y espermatides en el curso de la espermatogénesis normal (81),
en la muerte celular masiva durante el desarrollo del sistema nervioso (82), o en
la muerte celular masiva de o6rganos completos durante la metamorfosis de
algunos insectos y otras especies (83). Esto significa que existen algunas
situaciones en las cuales hay muerte celular programada con cambios
morfoldgicos y bioquimicos y no son apoptosis. Por ultimo el programa genético
para la muerte celular programada es un reloj que especifica el momento del
suicidio, mientras que el programa genético de la apoptosis especifica los
medios para producir suicidio instantaneo. Por lo tanto queda especificado que

apoptosis y muerte celular programada son dos procesos diferentes.

1.12. Muerte celular Accidental
Muerte celular accidental, se denomina a aquel tipo de muerte que es
ocasionada accidentalmente por diferentes medios, quimicos o fisicos siempre y

cuando no entren dentro de un programa que lleve a la autodestruccion (59).



1.13. Necrosis

Muerte celular y necrosis son dos conceptos diferentes. Muerte celular es un
proceso que lleva al punto del no retorno, el cual, para el caso de células
hepaticas sometidas a isquemia total mueren en aproximadamente 150 min (59,
84), y en este tiempo escasamente se pueden apreciar algunos cambios en
cortes histologicos. La necrosis es completamente aparente solamente despés
de 12 a 24 h. Las células mueren mucho antes de que algun cambio necrético
pueda ser apreciado por medio de microscopia de luz. El término necrosis ha
sido empleado por aproximadamente 2000 afnos para expresar cambios
drasticos en los tejidos visibles al hojo humano y ocurriendo por lo tanto después
de la muerte celular.

La necrosis se caracteriza por cambios irreversibles en el nucleo (kariolisis,
picnosis, y kariorexis) y en el citoplasma (condensacion y eosinofilia intensa,
pérdida de la estructura y fragmentacion). Los tipos microscopicos mas comunes
de necrosis son: 1), células que murieron separadamente mostrando los
cambios morfologicos de apoptosis, en este caso se le da el nombre de necrosis
apoptotica, y 2) células agrupadas que murieron por isquemia, a este tipo se le
puede nombrar necrosis isquémica o necrosis masiva cuando se desconoce el
mecanismo. La muerte celular por isquemia es la variedad que mas se ha
estudiado aparte de la apoptosis y el nombre que se ha propuesto para este tipo
de muerte celular ha sido oncosis (59).

Las principales diferencias entre apoptosis y oncosis se detallan en la tabla 1y
en la fig 7 se presenta esquematicamente los cambios morfologicos que sufre

una célula al morir por diferentes vias.



Tabla I.1. Apoptosis vs.oncosis

Apoptosis

Oncosis

Fisiologica, patoldgica.

Accidental, siempre patoldgica

Membrana plasmatica intacta.

Lisis de membrana plasmatica.

Eliminacion heterofagica.
Inflamacién poca o ausente.

Inflamacion, fagocitosis por células
especializadas.

Encogimiento celular.

Hinchamiento celular.

Condensacion de la cromatina.

Hinchamiento mitocondrial.

Fragmentacion nuclear.

Permeabilidad de la membrana.

Gemacion

Vacuolizacion.

Patrén regular de fragmentacion de

DNA

Ruptura de DNA en fragmentos
inespecificos.

Procesamiento de
proteoliticas (caspasas)

enzimas

Desnaturalizacion de proteinas e
hidrolisis




Oncosis Apoptosis

Fig. 7. Cambios morfolégicos celulares en muerte celular por oncosis y
apoptosis. Esquema simplificado de cambios morfoldgicos celulares durante la
muerte celular.



1.14. Muerte Celular por Autofagia

La muerte celular autofagica describe una autodestruccién celular ejecutada por
medio de vacuolas lisosomales (85). Los estudios hechos por Lockshin, 1969;
Lockshin y Williams, 1965 (86,87), llevaron a al conclusion de que durante la
progresion de muerte celular, el conjunto de enzimas lisosomales se puede
expander a medida que se activa la muerte celular o mejor dicho se pueden
“activar” (formacion de vacuolas lisosomales en vez de lisosomas primarios)
(88). Los lisosomas detectados pueden ser lisosomas de células fagociticas o
puede haber una expansion del sistema lisosomal con el fin de formar vacuolas
autofagicas (89), las vacuolas autofagicas se han visto mas claramente en
células postmitoticas de vida larga como son los miocitos cardiacos, neuronas y
células epiteliales retinales de pigmento. En esas células la necesidad primaria
es la remosién de grandes cantidades de citoplasma y la destruccién del DNA no
necesariamente es prioritario, generalmente el tipo de muerte donde participan
vacuolas lisosomales no es ejecutada por caspasas. La autofagia se ha
observado en células atréficas, en las cuales se reduce el citoplasma y la célula
posiblemente permanezca en un estado quiescente y viva, el punto clave para
pasar de la vida a la muerte se desconoce y los estudios de los mecanismos que

llevan a muerte celular por autofagia estan en sus inicios (89,90).
1.15. Vias de activacion de apoptosis

Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el inicio y subsecuente
activacion de la apoptosis son multiples y dependen del estimulo inicial. Los
agentes quimicos dentro de los cuales entran los farmacos pueden ejercer un
efecto toxico via sefialamientos celulares apoptéticos (91-94). La apoptosis en
respuesta a un estrés celular ocasionado por la exposicion a dosis toxicas de
drogas puede seguir principalmente dos vias: una via extrinseca (via de

receptores de muerte) y otra intrinseca (via mitocondrial) (94).



1.16. Via extrinseca

La via extrinseca se inicia por la estimulaciéon de los llamados receptores de
muerte transmembranales como son el receptor Fas y el receptor para factor de
necrosis tumoral 1 (TNFR1). Después de la estimulacion de los receptores de
muerte por sus ligandos, ligando de Fas (FasL) y el factor de necrosis tumoral
(TNF), la molécula adaptadora asociada al dominio de muerte de Fas (FADD) y
la caspasa-8 proximal son reclutadas para formar un complejo sefalador
inductor de muerte (DISC) (95-100). La caspasa-8 es activada posterior al
reclutamiento al DISC (96,101,102) y es capaz de activar directamente a la
caspasa-3, la cual es una caspasa efectora, para iniciar la degradacion celular
(103,104).Por otro lado la caspasa-8 causa rompimiento proteolitico de Bid
(tBid=Bid truncado), lo que causa la oligomerizacion de Bax o Bak, las cuales se
insertan en la membrana externa mitocondrial, causando la liberacion de
pequefias moléculas asociadas con la cascada de caspasas de la via

mitocondrial que conduce a apoptosis (104) (Fig 8a).
1.17. Via intrinseca

La via intrinseca es activada por estrés celular, especificamente por estrés
mitocondrial causado por factores como dafo irreparable del ADN y por choque
térmico (77,94,95,105). En esta via se lleva a cabo la oligomerizacién y
translocacion de Bax/Bak del citoplasma a la mitocondria, el oligdbmero es
insertado dentro de la membrana externa e interactta con VDAC/ANT
resultando la formacion del poro mitocondrial MMP por el cual ocurre la
liberacion de moléculas pequefas proapoptoticas como el citocromo c y el factor
inductor de apoptosis (AlF). El citocromo c liberado del espacio intermembranal
al citoplasma se une al factor de apoptosis activador de proteasa-1 (Apaf-1) el
cual recluta a la procaspasa-9, formando un apoptosoma en la presencia de
ATP/dATP (105,106), posteriormente la caspasa-9 activada, activa a la caspasa-
3. La caspasa-3 rompe substratos como el inhibidor de DNAsa activado por

caspasa (ICAD) y poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), lo cual lleva a la



fragmentacion de DNA oligonucleosomal y muerte celular apoptética (via
cascada de caspasas) (106,107). Las vias extrinseca e intrinseca se encuentran

esquematizadas en la figura 8a y b.

Agonistas para receptor

(@) — de muerte

Receptor de Muerte

P22 Bid ] o
Estimulo citotéxico
(b)
P15 Bid Nucleo

ubstratos de Muerte

Fig 8. Esquema de vias de senalizacion extrinseca (a) e intrinseca (b) en

muerte celular apoptdtica.



1.18. Papel de la mitocondria en la muerte celular

Muchos estudios apoyan que la mitocondria juega un papel primordial en la
apoptosis y que este organelo celular sufre cambios tanto en su estructura como
en sus funciones. La mayoria de los datos convergen en tres fases para el
proceso de apoptosis: (i) fase pre-mitocondrial (fase de induccion) durante la
cual, dependiendo del estimulo inductor de apoptosis, una gran variedad de
cascadas de sefiales de transduccion o vias de dano se pueden activar; (ii) fase
mitocondrial (fase efectora) durante la cual la integridad de la mitocondria se
pierde y la decision de muerte se toma; y (iii) fase post-mitocondrial (fase de
degradacién) durante la cual se liberan de la mitocondria factores solubles que
van a activar hidrolasas catabdlicas responsables del mecanismo de
degradacién apoptoética de proteinas escenciales y DNA nuclear (108-110).
Principalmente son cuatro los argumentos que sugieren la participacion de la
mitocondria en la apoptosis. Primero, estudios de cinética indican que la
mitocondria sufre cambios importantes en la integridad de su membrana antes
de que se manifiesten las sefiales clasicas de apoptosis. Frecuentemente la
disipacion del potencial transmembranal mitocondrial (Ayn) precede a las otras
manifestaciones de apoptosis, incluyendo la activacion de caspasas y a los
cambios en la orientacion de los lipidos de la membrana plasmatica, en los
potenciales redox y en la homeostasis ionica (111-113). Ademas se ha
encontrado en las etapas tempranas de la apoptosis, una interrupcion en la
funcion de barrera de la membrana externa-mitocondrial con la consecuente
liberacion de proteinas solubles intermembranales al citosol (106,111-116).
Segundo, experimentalmente en sistemas libres de células se demuestra que los
productos de la mitocondria son limitantes de la velocidad de activacion de
caspasas y endonucleasas en extractos celulares (117-120). Tercero, datos
farmacologicos sefialan que algunas drogas que estabilizan la membrana
mitocondrial pueden prevenir la apoptosis (121-124). Cuarto, el analisis extenso
del producto del protooncogen Bcl-2 y de sus homodlogos inhibidores de
apoptosis o inductores-de apoptosis han revelado que actuan sobre la
mitocondria para regular la apoptosis (111,117,119-121,).



Una de las estructuras mitocondriales con participacion en la apoptosis es el
llamado poro de permeabilidad transicional (PT), también llamado megacanal
mitocondrial (111, 125,126), el cual es un complejo multiprotéico formado en el
sitio de contacto entre las membranas interna y externa de la mitocondria fig. 9.
El poro PT participa en la regulacion de: Ca2*, pH, potencial transmembranal y
volumen de la matriz, y funciona como un canal operado por Ca*-, voltaje-, pH-
y estado redox con diversos grados de conductancia y poca o practicamente
ninguna selectividad ionica. Las lineas de evidencia obtenidas por Kroemer et al
(111) que indican que el poro PT es un importante elemento en la apoptosis son:
primero, en células intactas, la apoptosis estd acompanada de una disipacion
temprana del Ayn. En varios modelos de apoptosis, inhibidores especificos del
poro PT inhiben esta disipacion del Ayn, y simultdneamente se inhibe la
activacion de caspasas y endonucleasas, lo cual indica que la apertura del poro
PT puede ser un evento critico de los procesos apoptoticos. Segundo, las
mitocondrias son un paso limitante en la activacibn de las caspasas y
endonucleasas en sistemas de apoptosis libres de células. Las mitocondrias
aisladas liberan factores apoptogénicos capaces de activar procaspasas o
endonucleasas una vez que se ha abierto el megacanal mitocondrial in vitro.
Tercero, la apertura del complejo que forma el poro PT, purificado y
reconstituido en liposomas se inhibe por las proteinas recombinantes Bcl-2 o
Bcl-X, estas proteinas también previenen la apertura del poro PT en células y
mitocondrias aisladas. Todos estos resultados de Kroemer et al sugieren que la
apertura del poro es suficiente y (principalmente) necesario para desencadenar
la apoptosis (111,125,126).
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Fig. 9. Complejo protéico del poro de transicion mitocondrial.

Este complejo protéico se ubica en el sitio de contacto entre la membrana interna y
externa mitocondrial. Ademas del canal anionico dependiente de voltaje (Porina, VDAC)
y de la Adenin Nucledtido Translocasa (ANT), que representan la parte componente
principal del complejo, también incluye a la Hexocinasa (HK, interactuando con el VDAC
desde el citosol), a la creatin cinasa (CK, interactuando con el PT desde el espacio
intermembranal), Ciclofiina D (CypD, interactuando con ANT desde la matriz
mitocondrial) y el Receptor para benzodiazepina tipo-periférico (PBR, interactuando con
el PT desde la membrana externa. HK y CK parecen asociarse con el PT de una forma
mutuamente exclusiva. Los miembros de la familia protéica Bcl-2, proapoptéticos y
antiapoptoéticos modulan la actividad del PT a través de interacciones directas con ANT
y VDAC.



2. Antecedentes del Estudio

En el musculo cardiaco tanto el efecto inotrépico como el téxico de los digitalicos
se han atribuido principalmente a la inhibicién parcial o total respectivamente, de
la enzima responsable del transporte activo de Na® y K' a través de la
membrana celular, la ATPasa-Na’/K® (127-130). Esa inhibicién provoca
incremento en la [Na']i y disminucién del K" intracelular [K']i; el aumento de
[Na*]i revierte el sentido del funcionamiento del intercambiador Na*/Ca** de la
membrana plasmatica, el cual normalmente funciona transportando Ca?* hacia el
exterior y a cambio transporta Na* al interior de la célula, la reversion aumenta
por lo tanto el Ca®* intracelular, lo que trae como consecuencia la activacion del
sistema contractil (130-135). Existen ademas en la literatura resultados de
estudios farmacolégicos que sugieren la existencia de un receptor en el interior
de la célula alterno a la ATPasa-Na'/K" para el efecto inotrépico de los
digitalicos (136-140). El mecanismo para el efecto téxico se atribuye a la
disminucién de K y a la sobrecarga de Ca®" intracelulares por la inhibicion
persistente de la bomba de Na*; en algunas circunstancias, la captura de Ca**
por la mitocondria puede transformarse de un mecanismo regulador fisioldgico y
util, a un proceso potencialmente perjudicial que puede dar lugar a la progresion
hacia muerte celular (141). Esos procesos se han atribuido principalmente a

2* intramitocondrial se

situaciones que surgen cuando la acumulacion de Ca
acompafa con alguna forma de estrés oxidativo. Desconociéndose el
mecanismo por el cual el efecto cardiotoxico de los digitalicos conduce hasta la
muerte a la célula cardiaca. De forma experimental Ishida y cols (142) probaron
que en cardiomiocitos expuestos a la accién téxica de ouabaina se produce una
sobrecarga de Ca?* mitocondrial, la cual se ha relacionado con alteracién del
funcionamiento del organelo (143). Entre los efectos secundarios a sobrecarga
de Ca®" mitocondrial han sido demostrados los siguientes:

1) Disminucion de la fosforilacion oxidativa con la consecuente reduccion de

ATP disponible.

2) Alteracion del mecanismo para liberar el Ca** del sarcoplasma.



3) Apertura del poro mitocondrial de permeabilidad transitoria (PMPT)
sensible a ciclosporina-A.

4) Disipacion repentina del potencial de membrana (144).

La persistencia de estos efectos puede causar dano irreversible hasta llevar a la
muerte celular la cual puede seguir un proceso dependiente de energia, como la
Apoptosis o bien una muerte celular no-apoptoética, como seria la muerte celular

por isquemia (oncosis) (59).

Entre las caracteristicas importantes que definen la muerte por apoptosis existe
la pérdida del volumen celular (59,145), que resulta de alteraciones en la
homeostasis de iones y en particular del movimiento de Na* y K*. La mayoria de
las células vivas tienen concentraciones intracelulares altas de K™ y bajas de
Na®, en contraste con el exterior celular, donde hay concentraciones altas de
Na® y bajas de K" (146). Dallaporta y cols, (146); Yu, (147); Bortner y cols, (148)
y Lang y cols., (149) han reportado evidencias que indican que en el proceso de
apoptosis hay un incremento inicial de Na® intracelular, seguido por una
disminucion de K™ y Na® intracelulares, lo que ha sugerido un papel regulador de
estos cationes durante las sefializaciones iniciales y la fase ejecutora de la
apoptosis (145-149). El mecanismo posible para pérdida de volumen celular es
congruente con la hipétesis de que la activacion de los canales de K* conduce a
la hiperpolarizacion de la membrana celular, incrementando la fuerza eléctrica
que conduce la salida de CI" al espacio extracelular. De esta forma si la
activacion de los canales de K* es paralela a la activacion de los canales de CI,
se llega a la pérdida de KCI con la consecuente pérdida de agua y de aqui el

encogimiento celular, caracteristico de apoptosis (149).



3. Justificacion del estudio

La intoxicacion digitalica se caracteriza por la pérdida de K* y el incremento de
Na" intracelulares. Estos efectos aunados a los producidos por la sobrecarga de
Ca®* podrian ser potentes mecanismos disparadores de muerte celular
apoptoética via mitocondrial. Es bien conocido el alto potencial citotéxico de los
glucésidos cardiacos pero se desconoce el mecanismo por el cual el efecto
cardiotoxico de los digitalicos conduce hasta la muerte a la célula cardiaca como
consecuencia de las alteraciones electrofisiolégicas originadas. Ignorandose
también si incluye mecanismos de activacion de vias que lleven hacia la muerte
apoptatica de la célula.

Ya que estos farmacos son ampliamente usados en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca congestiva, y la apoptosis juega un papel critico en el
desarrollo de este padecimiento es de gran importancia conocer los efectos
potenciales como inductores de muerte celular, para asi contar con las
herramientas necesarias para evitar los efectos deletéreos que puedan
ocasionar en un paciente bajo tratamiento digitalico, los resultados obtenidos
podrian ser la base para el disefio de nuevos farmacos que mantengan el efecto
inotropico positivo y que escapen la ruta de activacion de muerte celular en el

miocardio.



4. Hipotesis

La pérdida del equilibrio electrofisiolégico ocasionado por la accion toxica de los
digitalicos sobre células HelLa en cultivo y cardiomiocitos puede conducir a
muerte celular apoptatica.



5. Objetivos

5.1. Objetivo General

Establecer si la intoxicacion digitalica aguda induce muerte celular apoptética en

cardiomiocitos, y si asi sucede, investigar si la via mitocondrial es la via de

activacion de muerte celular por apoptosis.

5.2. Objetivos particulares

1)

2)

Determinar in vitro el tipo de muerte celular ocasionada por
concentraciones toxicas de digitalicos.

En cultivos celulares observar los cambios morfolégicos nucleares que se
presentan por la exposicion a concentraciones tdxicas de digitalicos.
Determinar si la exposicion a concentraciones toxicas de digitalicos
induce fragmentacion internucleosomal de DNA nuclear en cultivo celular.
Definir si la intoxicacion por digitalicos en cultivos celulares da lugar a
liberacion de citocromo ¢ con la consecuente activacion de enzimas
proteoliticas ejecutoras de muerte celular apoptotica.

En intoxicacion digitalica aguda en animales de experimentacion
(cobayos), detectar muerte celular in situ en cortes histolégicos de tejido
cardiaco por medio de microscopia de luz y electronica.

En base a los efectos que tienen sobre el equilibio electrofisioldgico,
explorar las posibles vias de muerte celular inducida por dosis tdxicas de

digitalicos en corazon.



6. Material

6.1. Cultivo celular

La linea celular HeLa se obtuvo de la American Type Culture Collection. Es una
linea celular obtenida de un adenocarcinoma del cérvix uterino humano (150). La
accion toxica de los digitalicos sobre Hela, ya fue demostrada con anterioridad
por Chopta y cols., concentraciones en el rango nM ocasionaron disminucion en
el numero de células (151). Con estos antecedentes se utilizd para evaluar la
capacidad inductora de muerte celular de los digitalicos. Las células HelLa se
cultivaron en medio de cultivo DMEM (Medio minimo escencial de Dulbecco)
complementado con 10% v/v de suero fetal bovino (SFB), obtenidos ambos de
Gibco. Los cultivos celulares se mantuvieron en monocapa a 37°C en camara

humeda con atmoésfera de CO, al 5%.

6.2. Digitalicos

Los glucdsidos digitalicos: ouabaina y digoxina asi como las geninas:
estrofantidina, y digoxigenina se obtuvieron de Sigma, St. Louis, MO.

6.3. Animales de experimentacion

Se trabajé con tres grupos de cobayos (Cavis porcellus), de sexo masculino

distribuidos de la siguiente forma:

Grupo Tratamiento Peso (g) (Promedio) n
I No tratamiento (control) 717.92 +73.68 5
Il Ouabaina 694.98 + 49.71 5
[l Digoxina 713.4 £ 33.93

7. Métodos



7.1. Efecto de digitalicos sobre poblacion celular

Las células HeLa se sembraron en placas para microtitulacién de 96 pozos,
ajustando el numero de células a 3000 células/pozo y se incubaron con
concentraciones crecientes de los digitalicos ouabaina, estrofantidina, digoxina
y digoxigenina (0.01 nM- 10 uM) a 37°C y 5% de CO, por 48, 72 y 96 h. Los
farmacos se disolvieron en etanol, y bajo las condiciones utilizadas la
concentracion final del etanol no excedi6 al 0.1% (v/v) en el medio de cultivo, lo
cual no afecté el crecimiento o la viabilidad celular (datos no presentados).
Ademas se incluyeron en el estudio un analogo estructural 17p-Estradiol y un
analogo de funcion el acido etacrinico el cual es un inhibidor de la ATPasa-
Na+/K+.

Los cambios en morfologia y densidad de la poblacion celular se observaron en
un microscopio invertido Zeiss. El nimero de células adheridas al fondo del
frasco de cultivo se determiné por el método publicado por Kueng y cols (152), el
cual tife los nucleos con cristal violeta en condiciones de fijacion, el colorante
absorbido se solubiliza y la cuantificacion se realiza determinando por medio de
un espectrofotometro la densidad Optica. Primeramente se probé que la
densidad optica correlacioné de una forma linear con el numero de células
(datos no mostrados). Descripcidn del método: al término de cada periodo de
incubacion las células se fijaron en etanol al 70% (v/v) a —20°C, se lavaron con
solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) y se tifieron con cristal violeta
(1% en agua). Después del lavado, la tincion se solubilizé en acido acético al
33% vy la absorbancia se determind en un lector de ELISA a 570 nm. Se
consideré 100% de crecimiento celular (incremento en el numero de células) al
control que correspondié al crecimiento celular en las mismas condiciones en
ausencia del farmaco. El estudio se hizo al menos por triplicado y los resultados

representan el valor promedio + desviacion estandar.



7.2. Tinciéon nuclear con bromuro de etidio

Para evaluar los cambios sufridos en la morfologia nuclear, las células Hela
bajo los efectos toxicos de los digitalicos se tifieron con bromuro de etidio (153).
Las células (2.5 x 10%) se sembraron en medio DMEM + SFB (10%) en camaras
de cultivo (Falcon) en presencia y en ausencia de ouabaina 70 nM o digoxina
230 nM por 72 h (estas concentraciones se calcularon a partir de las curvas
dosis respuesta obtenidas para cada digitalico), al término de las 72 h las células
se fijaron en etanol al 70% a —70°C durante 10 min, se pretrataron con RNAsa
por 1 h a 37°C y se tifieron por 5 min con bromuro de etidio (10 mg/ml). Las
células se observaron en microscopio Zeiss, usando epifuorescencia y se

fotografiaron a 400X de amplificacion utilizando un film Kodak plus X-Pan.

7.3. Analisis de DNA fragmentado en células Hela

La deteccion del DNA degradado en células tratadas y no tratadas con ouabaina
o digoxina se hizo utilizando concentraciones necesarias para ocasionar muerte
en mas del 50% de las células cultivadas, y estas fueron calculadas de las
curvas dosis respuesta (70 nM para ouabaina y 230 nM para digoxina). Se
siguié la metodologia descrita por Herrmann (154): las células Hela se
cultivaron en medio DMEM adicionado de 10% de SFB a 37°C y 5% de CO, por
72 h en botellas de cultivo de 25 cm?. Las células (aproximadamente 1 x 10°) se
rasparon de los platos de cultivo y se sedimentaron centrifugando a 500xg a 4°C
por 1 min, se descarto el sobrenadante y el botdn se lavé con PBS centrifugando
nuevamente. El boton se resuspendié en 0.1 ml de buffer de lisis (NP40 1%,
EDTA 20 mM. Tris 50 mM pH 7.9) y se incub6é por 10 seg. Después de
centrifugar por 5 min a 1600xg se colecté el sobrenadante y la extraccién se
repitié con la misma cantidad de buffer de lisis. Los sobrenadantes se juntaron y
se adicion6 SDS a una concentracion final de 1%. Se adicion6 RNAsa A (5ug
/ul) y se incubé a 56°C por 30 min. Enseguida se hizo una digestion con
proteinasa K (2.5 ug/ul) por 30 min a 37°C. ElI DNA se precipitdé adicionando 55

ul de acetato de amonio 10 M y 250 nl de etanol frio. EIl DNA se recuperd por



centrifugacion a 15000xg por 20 min a 4°C. Se retird el sobrenadante y el botdn
se resuspendio en 50 ul de Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 7.4 y se analiz6 por
medio de electroforesis en geles de agarosa al 1%. Las bandas se observaron
empleando un transiluminador con luz UV y se tomaron fotografias con camara

polaroid.

7.4. Liberacién de citocromo c y deteccion de caspasa-9 y -3.

Las células HeLa (1 x 10°) se expusieron a ouabaina (70 nM) o digoxina (230
nM) por 72 h, se incluyd un cultivo adicional (control) el cual no fue expuesto a
ningun digitalico y al medio de cultivo se le adicion6 la misma concentracion del
medio de disolucion de los digitalicos contenida en los cultivos tratados.
Después de 72 h, los cultivos se lavaron dos veces con PBS frio. A partir de
estos cultivos se obtuvieron extractos totales siguiendo la metodologia de
Bandala y cols, (155). Las fracciones citosélica y mitocondrial se obtuvieron por
permeacion selectiva con digitonina como han reportado Takasawa y Tanuma
(156) con minimas modificaciones. Brevemente: las células se permearon con
digitonina por 5 min a 4°C en buffer de extraccion citosolica (PBS al cual se le
adicion6 PMSF 0.3 mM vy digitonina 200 ug/ml). Posteriormente las células se
centrifugaron a 10,000xg por 10 min a 4°C. Los sobrenadantes (fraccion
citosdlica) se almacenaron a -20°C. Los botones se solubilizaron por 5 min a 4°C
en 1 ml de buffer de lisis mitocondrial (Tris-HCI 10 mM, pH 7.4, NaCl 50 mM,
EDTA 2 mM, Triton X-100 0.2%, NP-40 0.3% y Fenilmetanosulfonil fluoruro
[PMSF] 0.3 mM, aprotinina 10 pg/ml), enseguida se centrifugaron a 12,000%xg
por 20 min a 4°C, el sobrenadante se etiqueté como fraccién mitocondrial. Las
proteinas de las fracciones citosolica y mitocondrial se cuantificaron por la
metodologia de Lowry (157). Un mg de proteina de cada fraccién se precipitd
con acido tricloroacético al 5% (v/v) y se lavé dos veces con acetona, y
posteriormente se resuspendid en buffer para electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS). La misma cantidad de proteina, 15 ug (de
células tratadas y no tratadas) se puso en cada uno de los carriles para ser

sometidas a PAGE-SDS al 15% para determinar citocromo ¢ y 10% para



determinar caspasas-9 y -3. Los polipéptidos se transfirieron a membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Amersham, UK) y después de bloquear (con
leche descremada), el citocromo c se detectdé empleando un anticuerpo
policlonal contra citocromo c, el cual fue producido en conejo contra los
aminoacidos 1-104 que representan la longitud total del citocromo ¢ de caballo
(H-104): sc-7159 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Se utilizé el anticuerpo
producido en raton contra alfa-tubulina (reconoce la proteina tubulina de ~60
kDa en células eucaridticas) para control de carga protéica de fraccion citosélica
(CP06 Oncogene, CA, USA). La caspasa-9 se detectd con un anticuerpo
producido en conejo contra los aminoacidos 100-270 localizados en la region
interna de la caspasa-9 p35 de origen humano, que reacciona tanto con la
proteina precursora como con la procesada p35. Para detectar la caspasa-3 se
empled el anticuerpo producido en conejo contra el epitope correspondiente a
los aminoacidos 1-277 de la forma precursora de origen humano y detecta los
fragmentos p11, p17 y p22 y el precursor completo) (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA). Como control mitocondrial se empledé un anticuerpo contra rata
producido en conejo contra el Canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC)
dilucion 1:1000 (Alexis Biochemicals 210-785). Los inmunoblots se revelaron
usando un anticuerpo secundario anticonejo o anti-ratdbn conjugado con
peroxidasa (Amersham, UK) y la reaccion se visualizé por medio de
quimioluminiscencia-facilitada (Amersham), empleando films X-Omat AR films
(Kodak, México).

7.5. Intoxicacion digitalica en cobayos.

Los animales fueron mantenidos bajo condiciones estandar de temperatura y luz
(ciclos de 12 h luz/obscuridad) en el bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” y fueron alimentados con dieta estandar (Guinea Pig Lab Diet
5025, PMI Nutrition Internacional, Richmond, IN, USA) y agua ad libitum. Todos
los procedimientos con los animales se llevaron a cabo de acuerdo con Los
Reglamentos Federales para el Cuidado de Animales de Experimentacion
(Ministerio de Agricultura, SAGARPA, NOM-062-Z00-1999, México), los cuales



marcan los Lineamientos para Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, y
fueron aprobados por el Comité Institucional para Cuidado y Manejo de
Animales del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Durante todos
los experimentos se tuvo la precaucion de que los animales tuvieran el minimo
sufrimiento.

Para el estudio del efecto toxico de esteroides cardioactivos en animales se
eligieron el farmaco que mayor efecto citotoxico tuvo sobre células en cultivo
(ouabaina) y el que actualmente se emplea en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca congestiva (digoxina). El disefio de los experimentos de intoxicacion
digitalica se baso6 en los estudios reportados previamente por Méndez y cols
(158), Moe y Méndez (159) y Lu y Cols (160). La infusién del digitalico (disuelto
en alcohol y llevado a 8 ml con solucién salina isoténica) o vehiculo de
administracion (solucién salina isotonica) se administréo en una sola sesion por
via intravenosa (vena yugular) y bajo anestesia (pentobarbital sédico 38 mg/kg),
los cobayos se mantuvieron con respiracion artificial durante todo el
procedimiento. Por medio de una bomba de infusion se administré a los
animales del grupo Il una dosis de 121.57+21.05 nmoles de ouabaina/Kg
(88.57+15.33 pg de ouabaina/kg), para el grupo Il la dosis fue de 307.77+42.13
nmoles de digoxina/kg (240.36+32.9 ug de digoxina/kg). La velocidad de infusién
fue de 5 pg/kg/min; al grupo | (control) se le inyectaron 8 ml de solucion salina
adicionada de 50 ul de etanol absoluto (volumen de alcohol que contenia al
digitalico) a la misma velocidad que al grupo tratado (0.4 mi/min). El grado de
intoxicacion de los cobayos se diagnosticdé por medio de un electrocardiograma
(ECG) (Derivacion Il). La infusién del digitalico se suspendié cuando aparecieron
signos de intoxicacion severa (bloqueo auriculo ventricular y extrasistoles
multifocales). Una vez intoxicado el animal se mantuvo en observacion durante 5
h, llevando registro del ECG cada 20 min en un poligrafo VR6 (Electronics for
Medicine, Honeywell). Al finalizar el tiempo se procedio a extraer el corazon del
que inmediatamente se obtuvieron dos muestras, una seccion axial por la parte
media ventricular se fijo en formol al 10% en solucion salina amortiguada con

fosfatos pH 7.4 (PBS). Los tejidos fijados se incluyeron en parafina y se hicieron



cortes histologicos de 4um para deteccion de muerte celular apoptética in situ.
La segunda muestra inmediata a la primera de ~3 mm se fij6 en glutaraldehido-
formaldehido al 3% en PBS a 4°C para el estudio de microscopia electrénica.
7.6. Microscopia Electronica

Las muestras de ventriculo (fragmentos de menos de 3 mm) se fijaron en
glutaraldehido-formaldehido al 3% en PBS pH 7.4 por 1 h a 4°C. Después de
lavar en el mismo buffer, se postfijaron en OsO4 al 1% en PBS pH 7.4 por 1 h a
22°C. Posteriormente las muestras se deshidrataron en alcohol y se incluyeron
en Epon. Secciones semifinas se tifieron con azul de toluidina al 1% y se
observaron al microscopio de luz. Las secciones ultrafinas se tifieron con acetato
de uranilo al 60% en alcohol - citrato de plomo y se observaron en un
microscopio electrénico JEOL 10-10. La impresion de las imagenes se hizo con

una impresora Epson stylus photo 820.

7.7. Deteccién de muerte celular in situ.

Tincién de TUNEL (TdT-mediated DUTP-X nick end labeling) (73). Para detectar
la muerte cellular por apoptosis en tejido cardiaco de cobayo se siguieron las
instrucciones del fabricante de los reactivos (Roche, Germany, 1 684 817).
Brevemente: los cortes de tejido desparafinados y rehidratados se lavaron con
PBS y se incubaron con una mezcla de H;O, al 3% en metanol por 10 min a
temperatura ambiente. Después de tres lavados con PBS los cortes histologicos
se cubrieron con una mezcla de la enzima desoxinucleotidiltransferasa terminal
con la solucion de marcaje: DUTP-Fluoresceina. Las secciones se incubaron
con la mezcla por 30 min a 37°C en camara himeda. En cada caso se incluyd
un corte adicional (control negativo de la reaccién) al cual no se le adicionod la
enzima, para detectar uniones inespecificas. Al término de la incubacién los
cortes se lavaron cinco veces en PBS y se procedié a adicionar el anticuerpo
antifluoresceina acoplado a peroxidasa, la incubacion se llevo a cabo por 30 min
a 37°C. Después de lavar con PBS se procedi6 a incubar con el sustrato para la
peroxidasa (H20O, en buffer Tris 0.05M-HCI pH 8.0 adicionado de 3,3'-



Diaminobenzidina 1 mg/ml). La contratincién se hizo con Hematoxilina de Harris
y se observaron los cortes en un microscopio Olympus BX51.

Evaluacion de la tincion.

Los cortes se observaron a 400X de amplificacion y se considerd una tincion
positiva para la tincion de TUNEL cuando se detect6 un precipitado de color café
localizado exclusivamente en el nucleo de cardiomiocitos integros. La seccion se
dividié en 4 cuadrantes y se analizaron 5 campos por cuadrante anotando el
numero de células positivas por campo. Los resultados de los conteos de los

grupos Il y lll se compararon con los del grupo |.

7.8. Obtencion de DNA de cardiomiocitos y analisis electroforético.

Para detectar rompimiento de DNA internucleosomal inducido por
concentraciones toxicas de los digitalicos se determiné la presencia de
fragmentos de peso molecular bajo (<1000 pb) en miocitos de cobayos llevados
a intoxicacion digitalica aguda. Los cobayos fueron tratados de la siguiente
forma: se inyectaron intraperitonealmente con 116 ug/kg de peso corporal de
ouabaina y con 307 pg/kg de peso en los tratados con digoxina. Los digitalicos
disueltos en etanol se llevaron a un volumen de 8.0 ml con solucion salina (ss)
para administrarse a los cobayos. Los cobayos control solo recibieron 8 ml de
ss intraperitonealmente (la ss contenia la misma concentracién del solvente
empleado para los digitalicos). Para cerciorarse de la intoxicacion digitalica a los
animales se les tom6é un ECG y se dejaron bajo efecto durante 18 hs.
Posteriormente se sacrificaron bajo anestesia. El corazon se extrajo y se obtuvo
el ventriculo izquierdo para disponer de la porcidn mas grande del 6érgano para
aislar miocitos por tratamiento con tripsina (0.1%) y colagenasa (0.025%). Los
fibroblastos contaminantes se eliminaron incubando la poblacién celular obtenida
en una botella de cultivo con medio Ham’s F10 suplementado con suero fetal
bovino al 10% por 1 hora a 37°C. De esta forma los fibroblastos se adhirieron al
fondo de la botella y el sobrenadante rico en miocitos se separé para extraer el

DNA siguiendo la metodologia descrita por Herrmann (154) la cual se detalla en



la seccion 5.5. EI DNA aislado se sometio a electroforesis en geles de agarosa al
1% con bromuro de etidio, utilizando como marcador DNA ladder 100 pb (Life
Technologies). Las bandas se observaron empleando un transiluminador con luz

UV y se tomaron fotografias con camara Polaroid.
7.9. Obtencién de mitocondrias de corazén

Las mitocondrias de corazon de cobayo se obtuvieron por el método descrito por
Bhattacharya y cols (161). Los corazones de los cobayos control y tratados con
ouabaina como se hizo para el analisis de DNA, se removieron rapidamente y se
colocaron en una solucion amortiguadora (sol A) fria (4°C) conteniendo:
sacarosa 250 mM, EDTA 1mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.3, MgCl, 1.5 mM, DTT 1.0
mM, PMSF 0.05 mM, ademas se adiciono una mezcla de inhibidores de
proteasas (Complete, Roche), los corazones se cortaron finamente con tijeras y
los fragmentos se lavaron con la sol A varias veces hasta eliminar la sangre
remanente, se agregaron 10 ml de la sol A a la cual se adicionaron 10 mg de la
enzima Nagarse (Sigma). Después de 10 min sobre hielo, los fragmentos de
tejido cardiaco se centrifugaron a 11,169 xg por 3 min (4°C) (Sorvall RC-28S,
rotor SS34). Los botones se homogenizaron (5 veces) en 10 ml de la sol A con
un homogenizador Potter-Elvehjem y después se centrifugaron a 1370xg por 10
min (4°C). Los botones se desecharon y los sobrenadantes se centrifugaron a
11,169%g por 10 min (4°C). Los botones conteniendo la fraccion mitocondrial se
resuspendieron en 250 ul de la sol A y los sobrenadantes (citosol) se usaron
para determinar la presencia de citocromo c y caspasas -3 y -9. La
concentracion de proteina se determind por el método de Lowry (157). Dos mg
de proteina de la fraccidn mitocondrial (control y tratada con ouabaina) se
resuspendieron en 1 ml de la solucién amortiguadora B (sol B) que contenia:
Tris-Acetato 10 mM pH 8.0, IGEPAL 0.5%, CaCl; 5.0 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.1
mM y que se empled para la extraccion del citocromo ¢ por la metodologia de
Yang (118); las mitocondrias en solucién se dejaron sobre hielo por 15 min y se
centrifugaron a 100,000xg (Sorvall-Ultra Pro 80, rotor T880) por 60 min (4°C).



Los sobrenadantes se utilizaron para la determinacion de citocromo ¢ por medio

de western blot y analisis espectrofotométrico.
7.10. Deteccion de citocromo ¢ por medio de Western blot.

De los extractos protéicos de citosol y mitocondrias de corazéon se tomaron 30
Mg para su analisis por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
como se describe en la seccion 7.4. El citocromo ¢ se detecté por medio de un
anticuerpo policlonal de conejo contra citocromo c [(H-104): sc-7159, (Santa
Cruz Biotechnology, CA. USA)] a una dilucién 1:500; las proteinas transferidas
se revelaron empleando un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
(lgG-HRP) 1:8000 (Amersham-Pharmacia, UK). La unién del anticuerpo se hizo
evidente por medio de quimioluminiscencia facilitada (Roche Molecular

Biochemicals) y se emplearon films X-Omat AR (Kodak, México).
7.11. Analisis de caspasas -3 (CPP32) y -9 activadas

De la fraccion citosdlica se tomaron 20 ug de proteina para analizarla por medio
de Western-blot como en la seccién 7.4. La presencia de CPP32 y su fragmento
de 17 kDa se detectaron a través de la incubacién con un anticuerpo primario
contra CPP32 humana (anti-rabbit caspase 3, Cell Signaling Technology,
#9662), 1:1000 en TBS-T con 5% de leche baja en grasa. La caspasa-9 se
detectdé empleando un anticuerpo contra caspasa -9 fragmentada (9501, Cell
Signaling Technology). La reaccién se hizo evidente empleando un anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (anti-rabbit I1g-G, Dako) 1:5000 en PBS
con 5% de leche, y se utilizd6 quimioluminiscencia facilitada (Amersham) para
hacer la deteccion. Como control de carga proteinica se utilizé Tubulina
(Amersham n 356, 50 kDa).

7.12. Analisis espectrofotométrico de citocromo c

Las mediciones de citocromo c presente en los extractos citosolicos o de

mitocondria tratada con Tritdn X-100 se hicieron a 400-600 nm (162) en un



espectrofotometro de doble rayo (Shimadzu 2501 TC). Se empleé como

referencia una solucién estandar preparada con citocromo c purificado (Sigma).

7.13. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos del estudio in vitro se realizé con la ayuda del
software GraphPad Prism v3.0. Los valores de Clsy se calcularon por medio de
regresion no linear de las curvas dosis respuesta. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos en cultivo celular
se evaluaron por medio de ANOVA de una via, seguida de la prueba de
Bonferroni. En el estudio hecho en animales los datos se expresaron como la
mediat Desviacion estandar (DE), las diferencias entre grupos se analizé por
medio de la prueba t de student y ANOVA. Una prueba se considero

estadisticamente significativa para valores de P<0.05.

7.14. Reactivos

La Proteinasa-K, colagenasa tipo IV, los medios de cultivo DMEM y Ham’s F10,
el suero fetal de bovino (SFB) y la agarosa se adquirieron de GIBCO, Life
Technologies (Grand Island, N. Y. USA). La ouabaina, estrofantidina, digoxina,
digoxigenina, ac. Etacrinico, 17B-estradiol, bromuro de etidio, ditiotreitol (DTT),
IGEPAL CA-630, fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), citocromo c tipo VI,
dodecilsulfato de sodio, RNAsa A, acrilamida, bis-acrilamida y las sales
empleadas en la preparacion de las soluciones amortiguadoras se adquirieron
de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA. Los reactivos para detectar muerte
celular in situ y la mezcla de inhibidores de proteasas (Complete) se obtuvieron
en Roche (Penzberg, Germany). Los demas reactivos utilizados en preparacion

de soluciones amortiguadoras se obtuvieron de J.T. Baker.



8. RESULTADOS.

8.1. Efecto de digitalicos sobre crecimiento de células HelLa
La ouabaina, estrofantidina, digoxina y digoxigenina fueron capaces de inducir
muerte de las células HeLa a concentraciones mayores o iguales a 10 nM e

inducir cambios morfologicos sugerentes de apoptosis (figs. 2A, By C; 4By C).

8.2. Efecto de concentraciones no toxicas de digitalicos sobre el
crecimiento de células HelLa

Al estudiar el efecto de concentraciones no toxicas (0.1-1.0 nM) de dos
glucosidos (ouabaina y digoxina) y dos geninas (estrofantidina y digoxigenina)
sobre el crecimiento de células Hela, se observd un efecto dependiente del
tiempo y la concentracién. Cuando los cultivos de células HelLa se expusieron a
esas drogas por 48 h y la concentracion en el medio era <10 nM, se observé un
incremento en la poblacion celular en comparacion al crecimiento en el cultivo
celular control. La ouabaina presenté capacidad como inductor de crecimiento
celular a baja concentracién (0.01 nM) causé un aumento en el numero de
células hasta en un 40% comparado al cultivo control (p<0.001). El efecto de la
estrofantidina, digoxina y de la digoxigenina fue menor que el de la ouabaina,
(fig 1A). Cuando los cultivos fueron incubados en la presencia de digitalicos por
72 h se observo una fase de transicion, la ouabaina y la estrofantidina no
tuvieron efecto mientras que la digoxina y la digoxigenina estimularon el
crecimiento celular en un 10-20% (fig 1B). Cuando se incremento el periodo de
exposicion a los digitalicos a 96 h no se observaron cambios en el numero de
células en comparacion al cultivo celular control a concentraciones menores a 10
nM (fig 1C). Al incubar las células HeLa con un inhibidor de la ATPasa-Na'/K"
como el acido etacrinico cuya estructura quimica no es esteroidea, y con el
analogo del nucleo esteroideo de la molécula digitalica, el 17B-Estradiol, se
observd que ninguno tuvo efecto sobre el crecimiento celular a esas

concentraciones.
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Fig 1 A. Efecto de concentraciones bajas de digitalicos sobre el
crecimiento de células HelLa. Las células (3x10° en 100 ul) cultivadas en
placas de 96 pozos se expusieron por 48 h a las concentraciones indicadas de
ouabaina, estrofantidina, digoxina o digoxigenina. Cultivo control: se adicion6
s6lo medio de cultivo. El numero de células se determind como se describe en
Métodos seccion 7.1. Los resultados se expresan como el numero de células
relativas (%) con referencia al crecimiento (control) en ausencia de farmaco el
cual se consideré 100% de crecimiento. *P<0.001 vs. control. **P<0.001 vs. los

demas.
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Fig 1B. Efecto de concentraciones bajas de digitalicos sobre el crecimiento
de células HeLa. Las células (3x10% en 100 pl) cultivadas en placas de 96 pozos se
expusieron por 72h a las concentraciones indicadas de ouabaina, estrofantidina,
digoxina o digoxigenina. Los resultados se expresan como el numero de células
relativas (%) con referencia al cultivo en ausencia de farmaco (control) el cual se
considerd 100% de crecimiento. Las barras con valores positivos indican aumento en el
ndamero de células, las barras con valores negativos indican disminucion del nUmero de

células.
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Fig 1C. Efecto de concentraciones bajas de digitalicos sobre el crecimiento
de células HeLa. Las células (3x10° en 100 pl) cultivadas en placas de 96 pozos se
expusieron por 96 h a las concentraciones indicadas de ouabaina, estrofantidina,
digoxina o digoxigenina. Cultivo control: se adicioné s6lo medio de cultivo. EI niUmero
de células se determind como se describe en Seccién 7.1. Los resultados se expresan
como el numero de células relativas (%) con referencia al cultivo control. *P<0.001 vs.
control. **P<0.001 vs. los demas. Valores positivos= aumento en poblacién celular.
Valores negativos = disminucién en la poblacion celular con respecto al crecimiento en

ausencia de farmaco.



8.3. Efecto citotéxico sobre células Hel a.

Excluyendo a la digoxina, el efecto citotoxico de los digitalicos a las 48 h se
presentd solamente cuando la concentracion de la droga en el cultivo celular era
superior a 0.1 uyM (fig 2A). A un tiempo de exposicién de 72 h la ouabaina
disminuye la poblacion celular con respecto al crecimiento en el cultivo control a
una concentracion 210 nM, mientras que los otros digitalicos ejercen el mismo
efecto a partir de concentraciones de 0.1 uM (fig 2B); la accidén inhibidora sobre
el incremento en el numero de células HelLa por los digitalicos es mas
pronunciada al aumentar el tiempo de exposicion a 96 h (fig 2C). Cuando en el
medio de cultivo habia concentraciones superiores a 0.1 pM y las células se
exponian por un periodo de 48 y 72 h los cuatro digitalicos estudiados
ocasionaron muerte celular en la misma proporcion. De los cuatro digitalicos
estudiados la ouabaina fue el compuesto con mayor efecto citotoxico ya que
causo una disminucion del 91% en el numero de células a concentraciones de
0.1 uM. Los valores de Clsy se obtuvieron de las curvas concentracion vs.
respuesta para cada compuesto y estos se muestran en la tabla R1. Los valores
mas bajos de Clsy corresponden a los periodos mas grandes de exposicion
como es el caso de la ouabaina y la estrofantidina, la Clsy para digoxina y
digoxigenina, no se modificaron por el tiempo de exposicion. Los glucdsidos
mostraron un efecto citotdxico superior al de las geninas sobre células Hela, los
valores de Clsp obtenidos para un tiempo de exposicién de 96 h fue 17.61 y 51.6
nM para ouabaina y digoxina respectivamente, mientras que para estrofantidina
y digoxigenina fueron de 169 y 297 nM, (Tabla R1).
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Fig 2A. Efecto de digitalicos a concentraciones superiores a 10 nM sobre
crecimiento de células HeLa. Las células (3x10° en 100 ul) se expusieron a las
concentraciones indicadas de cada farmaco por 48 h. La inhibicion del crecimiento
celular se determiné como se describe en Métodos (sec. 7.7). Las barras representan el
porcentaje del nimero de células en relacion al cultivo control considerado 100% de
crecimiento. Los valores positivos indican aumento en poblacion celular; los valores
negativos indican disminucién en poblacién célular. Los valores representan la
mediatD.E. de cuatro experimentos. *P<0.001 vs. Control, **P<0.001 vs. 1.0 yM.
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celular se determiné como se describe en Métodos (sec. 7.7). Las barras representan el
porcentaje del numero de células en relacién al cultivo en ausencia del inhibidor (100%

concentraciones indicadas de cada farmaco por 72 h. La inhibicion del crecimeinto

Fig 2B. Efecto de digitalicos a concentraciones superiores a 10 nM sobre
crecimiento de células HelLa. Las células (3x10° en 100 pl) se expusieron a las

*P<0.001 vs. control, **P<0.001 vs. 1.0 uM.

de crecimiento).
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Fig 2C. Efecto de digitalicos a concentraciones superiores a 10 nM sobre
crecimiento de células HelLa. Las células (3x10° en 100 pl) se expusieron a las
concentraciones indicadas de cada farmaco por 96 h. La inhibicion del
crecimeinto celular se determind como se describe en Métodos. Las barras
representan el porcentaje del numero de células en relacién al numero de
células en ausencia del inhibidor considerado el 100% de crecimiento. Los
valores representan la mediatD.E. de cuatro experimentos. *P<0.001 vs. control,
**P<0.001 vs. 1.0 yM.



8.4. Efecto de anadlogos estructurales y funcionales de digitalicos sobre
crecimiento de células HeLa.

El acido etacrinico (Ac Et) cuya estructura se muestra en la fig 3A, es un
diurético inhibidor de la ATPasa-Na*/K", actia sobre la misma conformacion
enzimatica sobre la que actuan los digitalicos (E2-P) y no induce efectos
inotropicos positivos (163). Este farmaco se utiliz6 como analogo funcional de
los digitalicos, para conocer si la viabilidad de células HelLa disminuia por el
simple hecho de inhibir a la ATPasa-Na‘/K*. El Ac Et no tuvo efecto sobre el
crecimiento celular a concentraciones inferiores a 1.0 uM; a concentraciones
superiores se observo un efecto inductor de muerte de células HelLa (fig 4), la

Clso que se obtuvo para este efecto fue de 7.16 uM (Tabla R1).
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Fig. 3. Estructura molecular de: A) Acido 2,3-Dicloro-4-(metilénbutiril)fenoxil

acético: Acido etacrinico. B) 17B-Estradiol.

La hormona 17pB-estradiol posee una estructura quimica similar al nucleo
esteroideo (fig. 3B) de los digitalicos por lo cual fue empleado como analogo
estructural. La adicion de concentraciones hasta de 10 nM de 17-estradiol al
medio de cultivo no provocdé cambio alguno sobre el numero de células.
Concentraciones por arriba de 10 nM inhibieron el crecimiento celular siguiendo
un comportamiento sigmoidal, efecto mas pronunciado a concentraciones entre
1-10 uM (fig 4), la Clso para el efecto observado fue de 5.85 uM (Tabla R1).
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Fig. 4.- Efecto de analogos de digitalicos de estructura y de funciéon sobre
el crecimiento de células Hela.

Las células (3x10° en 100 pl) se expusieron a las concentraciones indicadas de
los farmacos por 72 h. La densidad de poblacion celular se determiné como se
describe en Métodos para la accion de los digitalicos. EI 100% fue el crecimiento

celular en ausencia de farmaco en el medio de cultivo.



Tabla R1. Potencial citotéxico de diferentes esteroides cardioactivos y

compuestos relacionados.

Tiempo (h)

48 72 96
Compuesto Clso (nM)
Ouabaina 209 30.9 17.61
Estrofantidina 292 287 169
Digoxina 40.9 49.8 51.6
Digoxigenina 241 284 297
*17B-Estradiol 5.85 uM
**Acido 7.16 uM
Etacrinico

Compuestos *Estructuralmente y **funcionalmente relacionados.
Los valores de Clsp se calcularon por regresién no linear de las curvas

concentracién-respuesta.



8.5. Induccién de apoptosis.

Para observar los cambios morfoldgicos nucleares de células HelLa por efectos
toxicos de digitalicos se eligieron dos glucésidos digitalicos, ouabaina que tuvo
la mayor capacidad citotdéxica y digoxina como farmaco empleado en el
tratamiento de insuficiencia cardiaca. Los cambios se visualisaron por medio de
tincion con bromuro de etidio, en la fig. 5 a, b y ¢ se muestra que los nucleos de
las células tratadas con ouabaina y digoxina son mas pequefos que los nucleos
de las células no tratadas. Asimismo los nucleos de las células tratadas con
digitalicos muestran imagenes caracteristicas de fragmentacién nuclear que son
consistentes con los cambios morfolégicos de una muerte celular por apoptosis.
Para apoyar estos resultados se llevé a cabo el analisis electroforético del DNA
de las células HelLa tratadas y no tratadas con ouabaina y digoxina. La
presencia de ouabaina 100 nM y digoxina 230 nM en el medio de cultivo por 72
hs provocé la fragmentacion del DNA extraido con un patron de degradacion
caracteristico de apoptosis, en la poblacién celular adherida al plato de cultivo,
(fig. 6 linea 3), los resultados de las células tratadas con digoxina (no mostrados)
fueron similares a los que se muestran con ouabaina. Las células no tratadas no
mostraron degradacion del DNA nuclear, el DNA no difundié a través del gel

debido a su alto peso molecular (fig 6, linea 4).



Fig.5 Tincion nuclear con bromuro de etidio en células expuestas a la

accion toxica de digitalicos.

A) Células HelLa no tratadas e incubadas el mismo tiempo que las expuestas a
digitalicos. B) Células HelLa tratadas con ouabaina 70 nM. C) Células Hela
tratadas con digoxina 230 nM. Tiempo de exposicion = 72 h. Las flechas senalan

nucleos condensados y fragmentados de células HelLa.



Fig. 6. Electroforesis de DNA nuclear en geles de agarosa.

El DNA extraido de las células HelLa expuestas a ouabaina 100 nM por 72 h se
analizaron electroforéticamente en las condiciones descritas en Métodos. Carril
1, marcador de tamafo de DNA en pb. Carril 2, DNA de células tratadas con
ouabaina (células flotantes). Carril 3, DNA de células tratadas con ouabaina
(células adheridas al fondo de la botella de cultivo). Carril 4, DNA de células no

expuestas a digitalicos. Las flechas sefialan dos bandas de DNA degradado.



8.6. Deteccion de citocromo c y caspasas -3y -9

La liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria es un paso critico en la induccion
de apoptosis, este importante evento se presentd por la accion téxica de la
ouabaina y la digoxina. El citocromo c liberado fue detectado por medio de
Western Blot en la fraccion citosdlica de células HelLa después de 72 h de
incubacion con ouabaina 70 nM o digoxina 230 nM (fig 7A), con la
correspondiente reduccidon de citocromo ¢ en la fraccion mitocondrial.
Consistente con la liberacion del citocromo ¢ mitocondrial, el tratamiento con
concentraciones toxicas de ouabaina y digoxina indujo la activacion de las
caspasas-3 y -9. Los andlisis realizados por medio de inmunoblot de los
extractos citosolicos demostraron que los digitalicos ouabaina y digoxina
originaron el rompimiento de la procaspasa-3 de 32 kDa y de la procaspasa-9 de
49 kDa en fragmentos de peso molecular menor. Es notorio que una cantidad
importante de proteina de 32 kDa aparece aun sin degradar en los extractos
provenientes de células Hela tratados con ouabaina y digoxina (fig 7B). En el
caso de procaspasa-9, se observaron diferencias en los procesos proteoliticos
generados por la accion téxica de los digitalicos; ouabaina fue capaz de inducir
la degradacion total de la procaspasa-9, mientras que la digoxina sélo parcial (fig
7B, panel superior).
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Fig. 7. Liberacion de citocromo ¢ mitochondrial y activacion de caspasas-9

y -3 inducida por ouabaina y digoxina.

A) Panel superior. Western blot de citocromo ¢ de extractos de células HelLa

B)

(fraccidn citosdlica) expuestas a concentraciones téxicas de ouabaina
(100 nM) y digoxina (230 nM). Panel intermedio Western blot de fraccién
mitocondrial. Panel inferior. Como control de carga protéica se utilizé un
anticuerpo especifico contra el canal anidnico dependiente de voltaje
presente solo en mitocondria.

Panel superior. Western blot de caspasa-9. Panel intermedio. Western
blot de caspasa-3. Se utilizaron extractos celulares de células Hela
expuestas a la accion toxica de ouabaina y digoxina. Se empled tubulina
como control de carga protéica. Las flechas sefalan la banda
correspondiente a las caspasas fragmentadas. Como control de
activacion de caspasas, las células Hela se expusieron a la accion téxica

de cisplatino. Los procedimientos se describen en Métodos.




8.7. Intoxicacion digitalica

Una vez que se probé que la ouabaina era capaz de inducir cambios
morfoldgicos y bioquimicos compatibles con apoptosis, en una linea celular de
crecimiento rapido y sensible a la accion toxica de los digitalicos, se procedio a
realizar el estudio en un animal integro llevado a un nivel de intoxicacion aguda
no letal (50% de la dosis letal). Los cobayos no tratados registraron un trazo
normal en el ECG el cual se mantuvo sin cambios durante las 5 h bajo
observacion (fig 8A). Los animales llevados a intoxicacion presentaron cambios
caracteristicos de intoxicacion digitalica en el ECG durante la primera hora
posterior al inicio de la infusién del farmaco, como arritmias, latidos prematuros
multifocales y bloqueo auriculo-ventricular (fig 8B). La frecuencia cardiaca se
mantuvo alrededor de 300 ciclos/min (valores normales=230-380 ciclos/min)

durante las 5 h que se mantuvo el cobayo intoxicado.



Fig. 8-A Electrocardiograma (ECG) de cobayo control.

Trazo DIl de ECG de cobayo no tratado. Trazo superior velocidad del papel 25
mm/seg. Trazo inferior, velocidad del papel 50 mm/seg. Se observa ritmo sinusal

con frecuencia de 200 latidos por min.
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Fig. 8-B. ECG de cobayo tratado con ouabaina.

Panel superior izquierdo, trazo control previo a la administracién de ouabaina.
Ritmo sinusal. Panel superior derecho, trazo grabado después de 15 min de
infusion de ouabaina (dosis aplicada: 60 nmoles), se observa taquicardia sinusal
con frecuencia de 250 latidos/min. Panel inferior trazo registrado después de 25
min de infusion de ouabaina (dosis aplicada: 112 nmoles) en el que se

encuentra bigeminismo con frecuencia cardiaca de 300 latidos/min.



8.8. Muerte celular in situ

Los cortes histoldgicos de los corazones de los cobayos intoxicados procesados
para la deteccién de células apoptéticas in situ (tincion de TUNEL) mostraron
miocitos con una tincion café intensa localizada exclusivamente en el nucleo
celular fig 9A y B, mientras que los cortes histoldgicos correspondientes a los
corazones de los cobayos control presentaron escasas células con una tincidn
nuclear débilmente positiva fig 9C, el control de la reaccidén para descartar union
inespecifica resulté negativo fig 9D. En ningun corte histolégico se observan
areas con necrosis ni infiltrado inflamatorio.

En los cortes histolégicos de corazones tratados con ouabaina un mayor numero
de células presentaron tincidén nuclear positiva para la reaccion de TUNEL-tabla
R2 (conteos promedio de 9 a 30 nucleos positivos por campo); para los
corazones tratados con digoxina el numero de células con tincion nuclear
positiva fue menor (conteos promedio de 2 a 14 nucleos positivos por campo) y
en los corazones del grupo control el numero de células con tincion nuclear
positiva siempre fue menor (2 a 9 nucleos positivos por campo) que para los dos

grupos intoxicados con digitalicos.



Fig 9. Determinacion de apoptosis de células de miocardio. Analisis de muerte
celular in situ cortes de tejido de miocardio por medio de tincion de TUNEL. Cinco h
después del tratamiento, se obtuvieron los corazones de cobayos con y sin tratamiento
para procesarlos para la deteccion de muerte celular in situ, la tincion de TUNEL
(precipitado café en nucleos de cardiomiocitos) se realiz6 en cortes de tejido de 4um. La
contratincion se hizo con hematoxilina.

A) Tincion de TUNEL positiva en un corte histolégico de corazén de cobayo
intoxicado con ouabaina. Microfotografia tomada a 100X.

B) Corte histolégico de corazén de cobayo intoxicado con digoxina. Miocitos
intactos con tincion positiva para TUNEL.Microfotografia tomada a 80X.

C) Seccion histolégica de corazén de cobayo no tratado; se muestran escasas
células con tincién nuclear débilmente positiva para TUNEL. Microfotografia
tomada a 80X.

D) Control negativo de la reaccion, donde la enzima deoxinucleotidil transferasa no
fue adicionada, para eliminar la posibilidad de unién inespecifica del anticuerpo

contra la fluoresceina. Microfotografia tomada a 100X.



Tabla R2. Reaccion de TUNEL en cortes histolégicos de corazones de

cobayo

GRUPO CASO NUCLEOS (+)/CAMPO*

| Control

512
9+3.2

a b ON -
N
I+
N

11.5%3.5
1519
9.4614.6
30.45£12.79
22+3.8

Il Ouabaina

a Hh WO DN =

2.55%1.4
9.9216.5
6.0814.63
11.0612.35
1414

lll Digoxina

a b WO DN =

*MediatDesviaciéon Estandard.

Las diferencias entre los grupos se evaluaron por t de Student para datos no
apareados y analisis de varianza de una via (ANOVA). Ouabaina vs. control
P<0.01, Digoxina vs. control P<0.05.



8.9. Deteccion de DNA nuclear fragmentado

Al extraer DNA de cardiomiocitos de cobayos intoxicados con digitalicos a dosis
al 50% de la letal, y analizarlo por medio de electroforesis en geles de agarosa
se observaron bandas de DNA de PM inferior a 1000 pb (200 y 400 pb) con
imagenes semejantes para los corazones de cobayo tratado con digoxina (Fig
10 carril 2-A) y para el DNA del corazén de cobayo tratado con ouabaina (carril
1-B). EI DNA de corazon del cobayo no tratado (control) no muestra degradacién
(carril 2-B).



400
200

Fig. 10. Fragmentaciéon de DNA genémico de cardiomiocitos de cobayo
tratados con digoxina o ouabaina. EIl DNA gendémico se aislé de miocitos de
corazén con o sin tratamiento y se sometio a electroforesis en geles de agarosa
al 1%. La fragmentacion de DNA internucleosomal (~200-pb) se visualizdé bajo
luz ultravioleta

A) 1. Marcador de longitud de DNA (Los numeros indican pares de bases). 2.
DNA de cardiomiocitos de corazon de cobayo tratados con digoxina. B) 1. DNA
de cardiomiocitos tratados con ouabaina. 2. DNA de cardiomiocitos de corazon

de cobayo control. Las flechas sefialan las bandas de DNA fragmentado.



8.10. Microscopia electrénica

Cinco horas después de la administracion del digitalico, el tejido cardiaco fue
sometido a un proceso de fijacion para el analisis ultramicroscépico el cual se
enfocd al estado de las mitocondrias y a la organizacion de la cromatina nuclear.
La observacion en el microscopio electronico reveld que dosis de ouabaina al
50% de la dosis letal produjo dafio a las mitocondrias y cambios discretos en el
arreglo de la cromatina nuclear fig 11. Las micrografias electronicas del tejido
del ventriculo izquierdo del cobayo control (no tratado) y del tratado con
ouabaina en las figuras 11 A y B respectivamente, muestran que en el tejido
control, las mitocondrias son mas densas y sus crestas presentan un arreglo
paralelo; las miofibrillas permanecen normales y en el nucleo la cromatina no
muestra anormalidades. En el tejido cardiaco que ha sido sometido a
intoxicacion digitalica, algunas mitocondrias muestran sus crestas distorsionadas
y las membranas parecen estar rotas. Parte de la cromatina nuclear aparece
compactada hacia la periferia del nucleo. En el citoplasma se observaron
vacuolas lisosomales autofagicas (fig 11B), no observadas en el tejido cardiaco

control.



Fig. 11-A. Micrografias electrénicas de musculo ventricular de corazén de cobayo

obtenido 5 h después de la aplicacion de medio de infusién (ss).

Fig. 11- B. Micrografia electronica de corte de tejido ventricular tratado con ouabaina
(121 ug/kg). Una célula representativa muestra que la ouabaina induce alteraciones en
mitocondrias y nucleo, también se observa la presencia de vacuolas autofagicas (VA) y

en la periferia del nucleo se observan cumulos de cromatina (Cr).



8.11. Deteccion de citocromo c por Western blot

Con el fin de investigar si el efecto toxico de los digitalicos era capaz de inducir
in vivo la liberacidon de citocromo ¢ de la mitocondria, se eligio el digitadlico mas
toxico, ouabaina, para realizar un analisis por medio de Western blot para
detectar citocromo c¢ tanto en las fracciones mitocondriales como en las
citosolicas. En la figura 12 A, en el carril correspondiente al citosol del corazon
tratado, se puede observar una banda detectada por un anticuerpo producido
contra el citocromo ¢, banda que no se detecta en el carril correspondiente al
citosol del corazon no tratado. Al tratar las mitocondrias con un detergente
(IGEPAL) se liber6 su contenido y el contenido proteinico se sometié a
electroforesis y por medio de Western blot se detectaron las diferencias entre el
contenido de citocromo ¢ de las mitocondrias de tejido cardiaco control y las del
corazon tratado con dosis toxicas de ouabaina (fig 12B); en el extracto
mitocondrial del control se detectdé una banda mas densa, indicando mayor

cantidad de citocromo c.

8.12. Cuantificacion de citocromo c en fracciones mitocondrial y citosdlica

Para apoyar las observaciones previas se hizo el analisis espectrofotométrico de
citocromo ¢ a 550 nm (banda a) (164) posterior a la reduccion con ascorbato,
tanto en el extracto mitocondrial [mitocondrias tratadas con 0.3% (v/v) de Triton
X-100] como en la fraccién citosolica del tejido cardiaco control y del tratado con
ouabaina. El analisis de las lecturas a 550 nm mostré diferencias en las
concentraciones de citocromo c entre el citosol control y el tratado con ouabaina
(5.9 £ 0.406 nmoles de citocromo c/mg de proteina, n=4 y 9.64 + 0.804 nmoles
citocromo c/mg de proteina, n=4, respectivamente) (P=0.0004) figura 12C. El
extracto mitocondrial de ambos tejidos también se analizé a 550 nm y en la fig
12D se puede apreciar que el extracto del tejido cardiaco control contenia
mayor cantidad de citocromo c (5.983+0.442 nmoles/mg de proteina, n=4) que el
extracto correspondiente al tejido cardiaco tratado con ouabaina (5.04+0.34

nmoles/mg de proteina, n=4) (P=0.0273).
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Fig 12. Liberacion de citocromo ¢ mitocondrial inducida por accién toxica de ouabaina.

A) Proteina citosdlica (30 ug); B) Proteina mitocondrial (30 ug) se procesaron por medio de
PAGE-SDS (15%) y por medio de inmunoblotting se detecté la presencia de citocromo ¢
utilizando un anticuerpo especifico contra citocromo ¢ como se describe en Métodos. El marcaje
se detectdé por medio de quimioluminiscencia facilitada. Los extractos citosélicos de los
corazones tratados con glucdsidos cardiacos muestran la presencia de mayor cantidad de
citocromo ¢ comparado con los extractos del control (corazén no-tratado) con la reduccién
correspondiente en los extractos mitocondriales. C=Control, T=Tratado con ouabaina. La flecha
sefala una banda de PM = 12,000 Da. Los resultados mostrados son representativos de tres
experimentos independientes.

Analisis espectrofotométrico de citocromo c. C) extracto citosdlico, D) extracto mitocondrial.
Los extractos de las fracciones mitocondrial y citosélica obtenidos como se describié en Métodos
de corazones control y tratados con ouabaina se utilizaron para la determinacion
espectrofotométrica de citocromo c liberado (analisis del pico de absorcion a 550 nm). Como
control se empled una solucion estandar de citocromo ¢ purificado (15 mg/ml). El barrido
espectrofotométrico se hizo de 600-400 nm. Los resultados se expresaron como la mediazerror

estandar de cuatro experimentos independientes. *P<0.05 vs. control.



8.13. Caspasas -3y -9

Teniendo como antecedente que la via de activacion de apoptosis inducida por
los digitalicos in vitro resultd ser por la activacién de las caspasas-9 y -3 se
decidié explorar en el sistema in vivo la misma via. Una vez probada la
liberacion de citocromo ¢ mitocondrial se realizo el analisis electroforético de
proteinas citosodlicas procedentes de los tejidos cardiacos tratados y no tratados
buscando caspasas-9 y -3 activadas. Los resultados del analisis electroforético
se muestran en la fig 13A y B. Se observa que consistente con el mecanismo
dependiente de citocromo c, el tratamiento con ouabaina o digoxina di6 como
resultado el procesamiento (rompimiento) de la procaspasa-3 (32 kDa) a
fragmentos de 20 kDa; y de la procaspasa-9 (49 kDa) a fragmentos de 37 kDa
(figuras 13A y B respectivamente); como control del proceso de activacion de
caspasa-9 se utilizaron células Hela tratadas y no tratadas con cis-platino para
observar la presencia y degradacion de esta caspasa inducida por el efecto
toxico esta droga (efecto ya reportado por Horky y cols.) (165), y se observan
notables diferencias entre la activacién de caspasa-9 por cis-platino en células
HelLa y la ocasionada por los digitalicos en el tejido cardiaco (fig 13B). Para
descartar la posible activacion de la via extrinseca también se analizé por

Western blot la caspasa-8 y no se encontré activada (datos no mostrados).
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Fig 13. Procesamiento de procaspasas -3 y -9 inducido por ouabaina y
digoxina.

Extractos de proteina citosélica obtenidos de corazones tratados y no-tratados (control)
con ouabaina o digoxina se analizaron para detectar la presencia y procesamiento de
caspasa-3 y -9 por medio de inmunoblots como se describe en Métodos. A) Efecto de
ouabaina y digoxina sobre el rompimiento de procaspasa-3. Carril: 1. control; 2. tratado
con ouabaina; 3. tratado con digoxina. B) Efecto de ouabaina y digoxina sobre el
rompimiento de procaspasa-9. Carril: 1. control; 2. tratado con ouabaina; 3. tratado con
digoxina; 4. células HelLa no tratadas; 5. HelLa tratadas con cis-platino. Los extractos
citosodlicos de las células Hela tratadas con cis-platino 40 yM (18 h) se usaron como
control positivo de procesamiento de procaspasa-9. El anticuerpo no reconoce a la
procaspasa-9 no fragmentada. Detecta la region interna de los fragmentos grandes (37
kDa con el prodominio de 17 kDa) de caspasa-9 tras el rompimiento en el acido

aspartico 330. La tubulina se utilizé6 como control de carga protéica.



9. Discusion

El efecto antiproliferativo de los digitalicos sobre modelos de células tumorales y
sobre linfocitos se describié desde hace 20 afos (166-169), los estudios de
aplicabilidad en el campo de la oncologia no prosperaron debido a la
imposibilidad de eliminar el efecto cardiotoxico de estos farmacos. La primera
fase del presente estudio se enfocd a investigar si el efecto antiproliferativo de
los digitalicos esta asociado con procesos apoptéticos incluyendo cambios
morfoldgicos y degradacion de DNA en la linea celular Hela.

Los resultados muestran un comportamiento bifasico para el efecto de los
digitalicos sobre el crecimiento de la linea celular humana Hela que es
dependiente del tiempo y la concentracion. A concentraciones menores a 10 nM
y tiempo de incubacion de 48 hs los digitalicos estimularon la proliferacion
celular (fig.1A). Estas concentraciones no téxicas causaron que la poblacion
celular se incrementara hasta en un 40% con respecto al crecimiento de las
células no tratadas, este efecto de los digitalicos confirma lo que ya fue
observado con anterioridad por Christen y Dormand (170,171) en estudios sobre
induccion de proliferacion en linfocitos. Recientemente se han publicado reportes
en los cuales el papel bifuncional de los digitalicos es persistente; a
concentraciones <10 nM, el efecto es estimulador sobre la proliferacion celular,
mientras que a concentraciones >10 nM, es inhibidor del crecimiento celular
(172,173). Estos se han realizado principalmente con Ouabaina en células de
musculo liso vascular de rata y perro, y recientemente de humanos (173,174),
asi como en células de musculo liso de prostata de humano (172) y en epitelio
renal de rata en los estudios de Dmitrieva y Doris (175), quienes han obtenido
resultados semejantes. EI mecanismo que se ha propuesto para el efecto
inductor de proliferacién ejercido por la ouabaina en cultivos celulares se ha
adjudicado a su interaccion con la ATPasa-Na*/K"; que ocurre a concentraciones
que no inducen inhibicién de la actividad enzimatica y tranforman a la molécula
en un sistema transductor de sefales (135,174,176-178.) que activa la via de
sefalizacién de la protein-cinasa activada por mitégenos (MAP-kinasa) y que

ocasiona un crecimiento mitotico (173-175). Sin embargo en el presente estudio



cuando se empled un inhibidor de la ATPasa-Na*/K" de estructura molecular no-
esteroidea como es el Ac. Etacrinico y que tiene la propiedad de unirse a la
misma conformacién enzimatica a la cual se unen los digitalicos (E>-P) (163), no
se observo el efecto inductor de crecimiento proliferativo sobre células Hela;
consecuentemente, es posible que el mecanismo inductor de crecimiento celular
sea diferente a la interaccion de la molélula digitalica con la ATPasa-Na‘/K". El
Ac. Etacrinico solamente provocod disminucion en la poblacion celular, vy
probablemente este efecto se inicie por la inhibicion de la ATPasa-Na'/K*. En
base a los resultados obtenidos en células HelLa a bajas concentraciones de
digitalicos se hace necesario definir el mecanismo por el cual los digitalicos
estimulan la proliferacion celular.

Los resultados obtenidos cuando se emplearon concentraciones superiores a 10
nM (figs.2A, B y C), sefialan que la inhibicion de la viabilidad celular en células
HelLa por efectos citotoxicos de los digitalicos, involucra activacion de
mecanismos que llevan a muerte celular por apoptosis. Esto quedd de
manifiesto con la observacion de los cambios morfolégicos y bioquimicos que
presentaron las células tratadas con digitalicos. Las células afectadas por las
dosis téxicas de esteroides cardioactivos redujeron su tamafo, presentaron
condensacién y fragmentacion nuclear como lo demuestra la tincion con
bromuro de etidio, y el DNA de las células tratadas con ouabaina mostré un
patron electroforético de degradacion (en escalera) lo cual no sucedié en las
células no tratadas.

Las curvas dosis respuesta sugieren que el efecto citotoxico se ejerce como
consecuencia de la interaccion del digitalico con su receptor, ya que la inhibicion
de la viabilidad celular sigue un comportamiento sigmoidal dependiente de la
dosis del farmaco y del tiempo de incubacién. La Clsy para el efecto inhibidor del
crecimiento celular de ouabaina, fue de 18 nM (tabla R2) y este valor
corresponde con la Clsp para el efecto inhibidor de este farmaco sobre la
ATPasa-Na’/K" en la linea celular HeLa (23 nM) (179), lo que indica que el
efecto citotoxico esta mediado por la inhibicion de la ATPasa-Na*/K". La afinidad

de la enzima es mayor hacia los compuestos glucosidados que a las geninas, la



afinidad se incrementa de 5-10 veces con respecto a la observada para las
geninas. Este comportamiento es semejante al observado en musculo cardiaco
para el efecto inotropico (1).

El analogo estructural 173-estradiol indujo muerte celular a concentraciones muy
superiores a las cuales tiene efecto fisioldgico (1x107'% M) (180). La Clso (UM) fue
superior a las obtenidas para los digitalicos (nM), se puede decir que la molécula
esteroidea no es responsable del efecto citotdxico observado, ya que la afinidad
es baja en comparacién a la mostrada por los digitalicos, y queda de manifiesto
la sensibilidad del receptor hacia la conformacion cis de la unién de los anillos C-
D del nucleo esteroideo de los digitalicos ya que como es sabido el tipo de
conformacion de las hormonas esteroideas es trans entre la union de esos
anillos (8). El efecto antiproliferativo del 17B-estradiol en una linea celular
carente de receptores estrogénicos puede deberse a una accion no genomica e
inespecifica ya que las concentraciones a las cuales se pudo observar son
elevadas.

Se ha descrito en los ultimos afos la gran capacidad de los digitalicos para
inducir apoptosis en células tumorales. La mayoria de los estudios reportados
que analizan el comportamiento de los digitalicos para inducir apoptosis usan
concentraciones consideradas cardiotoxicas (>10 nM) (181,182). Solamente en
el estudio de Johanson (183) se demuestra que la digitoxina tiene efecto
citotoxico sobre células tumorales a concentraciones no cardiotdxicas. La
apoptosis inducida por digitalicos en cultivos celulares de préstata humana se
inicia con el aumento de las concentraciones intracelulares de Ca** de forma
persistente, hasta ocasionar la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria y la
activacion de las caspasas-8 y -3 (181). En células HelLa se pudo probar que por
la accién téxica de ouabaina y digoxina se libera citocromo ¢ de la mitocondria
hacia el citosol lo cual indica que en el mecanismo inductor de muerte celular
existe dafio mitocondrial con la consecuente liberacion del citocromo c.
Consistente con un proceso apoptoético dependiente de citocromo c, se detectd
la presencia de productos de degradacién proteolitica de caspasas-9 y -3, lo cual

no se observo en las células no tratadas con digitalicos.



En las células tumorales, el funcionamiento 6ptimo de la ATPasa-Na‘/K® es
necesario para la regulacién del control metabdlico energético, esta enzima
suministra ADP y Pi a los sistemas glicolitico y mitocondrial generadores de
ATP. La inhibicion de la ATPasa-Na*/K+ por dosis toxicas de digitalicos trae
como consecuencia el cese del suministro de ADP y Pi, ademas de ocasionar
una disminucion en la concentracion de K* y acumulacion de Na* intracelulares
lo que activa al intercambiador Na*/Ca®* para funcionar en forma invertida (saca
Na*y a cambio introduce Ca®*) lo que provoca un incremento en el Ca* interno.
Las células HelLa no expresan el intercambiador Na*/Ca®* en su membrana
celular (184,185) consecuentemente, este mecanismo puede ser excluido. Sin
embargo no se puede descartar un incremento de Ca?" intracelular inducido por
movilizacon en las reservas internas de Ca®. Todas estas situaciones
ocasionadas por la accion toxica de los digitdlicos y mantenidas
persistentemente provocan un desequilibrio electrofisiolégico que interrumpe la
proliferacién celular y acciona mecanismos via mitocondrial que llevan a una
muerte celular apoptatica en las células en cultivo.

En células excitables como las neuronas de corteza cerebral Xiao y cols (186)
probaron que la ouabaina a concentraciones toxicas (100 pM) induce muerte
celular con caracteristicas tanto de apoptosis como de necrosis. La observacion
se hizo en cultivo de tejidos.

En miocitos cardiacos se desconoce si el dafio celular producido después de
una intoxicacion digitadlica aguda ocasiona muerte celular, y si ocurre, es
importante conocer su naturaleza. Este es el primer reporte de analisis in vivo
del efecto inductor de apoptosis de los digitalicos.

Una de las principales caracteristicas de la apoptosis es la degradacion del
DNA, la cual en las fases iniciales del proceso es selectiva para las regiones de
enlace internucleosomal de la molécula (187,188). La ruptura del DNA puede ser
detectada in situ por medio de una tinciéon denominada TUNEL, la cual se basa
en un marcaje enzimatico del extremo 3’'OH terminal efectuado por la
desoxinucleotidil transferasa utilizando para ello nucleétidos modificados
(biotina-dUTP, DIG-dUTP, fluoresceina-dUTP) (73).



El analisis de los cortes histoldgicos de tejido cardiaco expuesto a intoxicacion
digitalica aguda y sometidos a la reaccién de TUNEL demostré que la ouabaina
induce mayor degradacion del DNA nuclear en un mayor numero de células que
la digoxina y, por el contrario en los cortes histolégicos de los corazones no
expuestos a digitalicos (control) s6lo se observaron escasas células con una
tincion levemente positiva para TUNEL.

Los resultados anteriores se confirmaron por la presencia de bandas de
degradacién de 200-400 pb en electroforesis en geles de agarosa (fig 10), que
solamente se observaron en el DNA proveniente de tejido cardiaco intoxicado
con ouabaina o digoxina. El tamafo de estos fragmentos de DNA hace pensar
en fragmentos nucleosomales los cuales tienen una longitud promedio de 200 pb
(189), La variacién en la longitud depende del tipo de célula (£5 pb). El promedio
es de 180-200 pb, pero se han encontrado valores tan bajos como 156 pb y altos
como 260 pb (190). Haciendo un analisis de la movilidad electroforética de las
bandas observadas y comparandola con la presentada por el marcador de
tamano de DNA se encontré que la banda pequeha corresponde a 220 pb, la
otra a 460 pb y la mayor corresponde a un tamano de 525 pb. La primera
presenta un tamafo similar a un nucleosoma y la de 460 pb corresponde en
tamafo a fragmentos compuestos por dos nucleosomas. Hallazgos semejantes
a los encontrados en este estudio han sido reportados por Deckwert et al. (191),
en un trabajo realizado con cultivos de neuronas crecidas en ausencia de
factores de crecimiento; el analisis electroforético de DNA oligonucleosomal
mostré que los tamafos de los fragmentos de DNA son ligeramente mayores
que los que se observan comunmente en un modelo clasico de apoptosis como
es el de timocitos expuestos a glucocorticoides (192). Esto puede atribuirse a las
diferencias especificas en la longitud de la region internucleosomal sensible al
efecto de las nucleasas entre los distintos tipos de células la cual puede variar
desde 8 pb hasta 146 pb (190), o a la accidn de nucleasas celular-especificas
activadas por diversos mecanismos. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que la degradacion del DNA ocurre en fragmentos

internucleosomales monomeéricos de aproximadamente 200 pb y en diméricos



de 400 pb. La banda de mayor tamafo (525 pb) que aparece persistentemente,
podria representar dos unidades nucleosomales unidas por una region de mayor
tamano de DNA internucleosomal, o bien tratarse de una cadena sencilla
originada por la accion de nucleasas especificas, sin embargo, esta teoria debe
confirmarse por medio de un estudio disefado para explorar los efectos de
nucleasas activadas por digitalicos tal como se ha hecho en el estudio del efecto
inductor de apoptosis por glucocorticoides sobre timocitos (193).

En resumen, en el presente estudio, por medio de la tincion de TUNEL vy la
electroforesis en geles de agarosa del DNA extraido de los miocitos cardiacos
de los cobayos tratados con dosis toxicas de digitalicos, se encontré que los
miocitos sufren un proceso de degradacién celular que involucra fragmentacion
de DNA internucleosomal.

Por otro lado, ninguna de las secciones de tejido correspondientes a los
corazones de animales intoxicados present6 areas de necrosis, indicando que la
muerte celular inducida por los digitalicos es compatible con apoptosis. Sin
embargo los cortes histologicos observados con microscopia de luz soélo
mostraron escasas células con condensacion nuclear y las imagenes clasicas de
agregacion de la cromatina en la periferia del nucleo fueron pocas. Una posible
explicacion del escaso numero de células con imagenes nucleares
caracteristicas de apoptosis, es que se esta observando una etapa temprana y
la condensacion y posterior fragmentacion requiere de un tiempo superior a
cinco horas, periodo del efecto téxico de los digitalicos al cual los animales se
expusieron en este estudio. En el analisis por microscopia electronica, se
observd que en algunos nucleos de los miocitos cardiacos la cromatina se
condensa en la periferia de la membrana nuclear, el cual es un paso previo a la
condensacion total de la cromatina (194,195), lo cual apoya la consideracion
previa. En el citoplasma de los miocitos tratados llamoé la atencidn la presencia
de vacuolas lisosomales autofagicas, las cuales no se detectaron en las células
control; éstas se han visto en células postmitéticas, diferenciadas y de vida larga
como son las neuronas y los miocitos cardiacos (90,196). En este tipo de células

la necesidad primaria es la remocién de grandes cantidades de citoplasma y la



destruccion del DNA no es necesariamente prioridad, generalmente el tipo de
muerte donde participan vacuolas lisosomales no es ejecutada por caspasas
(197,198). Esas estructuras intracelulares se han observado en desordenes
patoldgicos neurodegenerativos como las enfermedades de Alzheimer (199) y
Parkinson (200) y en miocitos de corazones humanos insuficientes (198). Es
necesario entonces, continuar con un seguimiento temporal de este fenbmeno
para poder describir el proceso completo de los cambios morfolégicos asi como
la participacidon de otros sistemas de autoeliminacién celular diferentes a
apoptosis que se inducen por la accion téxica de los digitalicos.

El mecanismo por el cual la ouabaina y la digoxina inducen muerte celular
apoptotica continua siendo motivo de investigacion. En estudios realizados in
vitro con adenocarcinoma de préstata humana, en neuronas de corteza cerebral
de raton en cultivo y en la primera etapa de este estudio con células Hela, se ha
demostrado que después de un dafo ocasionado por concentraciones toxicas
de digitalicos, se incrementan las concentraciones internas de Ca®*, esto
promueve la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria con la consecuente
activacion de caspasas y degradacion del DNA internucleosomal (181,202,203).
En este estudio, se provocd un desequilibrio electrofisiologico administrando
dosis toxicas de digitalicos (50-60% de la dosis letal) a un animal vivo y se
detecté por medio de dos metodologias diferentes que el efecto tdéxico de los
digitalicos produce la liberacion de citocromo ¢ de las mitocondrias cardiacas, de
una forma semejante a la que se ha reportado en los trabajos realizados con
células en cultivo (202-204). La liberacion de citocromo ¢ es una de las vias que
promueve la activacion de una familia de enzimas proteoliticas denominadas
caspasas. Las caspasas son sintetizadas como precursores latentes o
procaspasas, Yy son convertidas a proteasas activas durante el proceso de
apoptosis, por medio de una protedlisis complicadamente regulada (205-207). La
protedlisis ocurre en residuos aspartico criticos que conforman el sitio de
reconocimiento de las caspasas hacia el sustrato (205). Las caspasas
frecuentemente funcionan en cascadas. En esta cascada una caspasa iniciadora

se activa por su interaccion con un adaptador de caspasas el cual promueve la



agregacion de caspasas. Las caspasas activadas promueven la apoptosis de
diferentes formas: activando a otras enzimas destructoras como las DNAsas,
promoviendo la liberacion de citocromo ¢ mitocondrial y degradando proteinas
clave tanto estructurales como reguladoras intracelulares (205-207).

En diferentes modelos de apoptosis diversos estimulos que provocan
alteraciones en la mitocondria conducen a la liberacién de citocromo c, que
normalmente reside en el espacio comprendido entre las membranas externa e
interna de la mitocondria, esta liberacion media la activacion de procaspasas
(111). En este trabajo, se indujo una sobrecarga de Ca®" intracelular en los
cardiomiocitos por la accién toxica de los digitalicos (142), lo cual produjo
cambios en la mitocondria con posterior activacion de las caspasas-9 y -3, que
se hizo evidente por la presencia de los productos de degradacion proteolitica de
las procaspasas-9 y -3 detectados en el citosol de los homogenados de tejido
cardiaco de cobayos intoxicados con digitalicos. La caspasa-9 corresponde al
grupo llamado iniciadoras, las cuales son responsables de iniciar la cascada de
caspasas por medio de agregacion después de recibir el estimulo proapoptotico.
Dentro del grupo se encuentran la -2, -8, -9 y la -10. El segundo grupo que en
orden de funcion es posterior al anterior, se ha denominado ejecutor, y dentro de
él estan las caspasas-3, -6 y-7 que se consideran las responsables de la
destruccion de las células (205,206). En este estudio se encontraron degradadas
las caspasas-9 y -3 indicando que la via que lleva a la muerte celular en
cardiomiocitos post-intoxicacion digitalica aguda involucra la activacion de éstas.
Pelletier y cols (207) previamente han reportado que la adicion de
concentraciones altas de Ca®" a un extracto celular es suficiente para inducir la
activacion de caspasas y para producir apoptosis nuclear. A diferencia de los
estudios que emplean sistemas in vitro para evaluar la capacidad inductora de
apoptosis de los digitalicos, en este estudio se ha utilizado un animal integro
vivo, el cual asemejaria con mayor certeza las condiciones reales.

En conjunto el trabajo considera que el mecanismo por el cual los digitalicos
inducen muerte celular tanto en células HeLa como en organismos vivos puede

seguir una via comun, en la cual el Ca?" tiene un papel preponderante. Di Lisa y



cols. (144) han demostrado que la exposicién de cardiomiocitos de rata a la
accion toxica de la ouabaina, provoca una sobrecarga de Ca?* en la mitocondria.
Esta sobrecarga de Ca** se ha relacionado con deterioro de las funciones de la
mitocondria. Dentro de los efectos adversos que siguen a la sobrecarga de Ca®*
mitocondrial se han descrito los siguientes: reduccion de la fosforilacion oxidativa
con la consecuente disminucion de disponibilidad de ATP y la disipacion
repentina del potencial de membrana; tanto la sobrecarga de Ca®*, como la
disminucion en la produccién de ATP, que en la intoxicacion digitalica se
acentua debido a la falta de suministro de ADP y Pi a la mitocondria por efecto
secundario a la inhibicion de la ATPasa-Na'/K", son factores que provocan la
apertura de el llamado Poro Transicional Mitocondrial (PTM), la apertura de este
poro trae como consecuencia la liberacién entre otras moléculas la del citocromo
c y Ca* hacia el espacio extramitocondrial, lo cual dispara la cascada de
eventos que llevan a la muerte celular.

Finalmente, los resultados obtenidos nos permiten proponer el mecanismo
mostrado en la figura 13-A La inhibicién persistente de la ATPasa-Na‘/K* de los
cardiomiocitos por la accién de las concentraciones toxicas de los digitalicos
causa acumulacion de [Na']i lo cual estimula al intercambiador Na*/Ca®* de la
membrana citoplasmatica para extraer el Na* acumulado y a cambio transportar
Ca*" al interior produciéndose un incremento significante de [Ca®']i. La
sobrecarga acumulada de Ca®" y la falta de suministro de ADP y Pi secundario a
la inhibicion de la bomba de Na* provoca deterioro mitocondrial con la
consecuente apertura del PMT vy liberacion de citocromo c. La cascada de
caspasas se activa por la degradacion de la caspasa-9 y posterior degradacion
de la caspasa-3. La caspasa efectora-3 rompe multiples proteinas intracelulares
y degradacién de ADN nuclear produciendo la muerte celular. En este
mecanismo se descarta una via inespecifica asociada a Fas (receptor de
muerte) ya que en el analisis de caspasas no se encontré6 a la caspasa-8
activada (fig 14-A). Por otra parte, un mecanismo que involucre la activacion de

la ATPasa-Na'/K* como un sistema traductor de sefiales como proponen Xie y



Askari y Tian (135,178,208) (Fig 14-B) funcionaria solamente a concentraciones
no toxicas de digitalicos.

Los hallazgos anteriormente mencionados son indicadores de apoptosis, aunque
no todos los miocitos que presentaron positiva la prueba de TUNEL para
fragmentacion de DNA nuclear presentaron la morfologia tipica de apoptosis
(condensacion total de la cromatina y encogimiento celular), se piensa que la
muerte celular inducida por los digitalicos es principalmente apoptdtica, aunque

un mecanismo de muerte celular mixta no se podria descartar.
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Procaspasa-9 Procaspasa-3
(Activada) (Activada) —p APOPTOSIS

Fig 14A. Mecanismo propuesto para la induccion de muerte celular en
cardiomiocitos por intoxicacion digitalica aguda. Mecanismo activado por
concentraciones toxicas de digitalicos. Fas=Receptor de muerte; Apaf-1=Factor-

1 activador de apoptosis por proteasas.
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Fig 14-B. Mecanismo de senalizacion activado por digitalicos a
concentraciones no toxicas.

Src=Protein-cinasa citoplasmatica; EGFR-P=Receptor para factor de crecimiento
epidérmico fosforilado; Ras=Proteina GTPasa; MAPK=Protein-cinasa activada

por mitdgenos; ROS= Especies reactivas de oxigeno.



10. Conclusiones

Las conclusiones a las que nos conducen los resultados del trabajo son:

1)

2)

Los digitalicos a concentraciones téxicas ocasionan muerte celular tanto
in vitro como in vivo.

In vitro en células HelLa expuestas a concentraciones toxicas de
digitalicos se producen cambios morfolégicos como condensacion vy
fragmentacion nuclear y encogimiento celular.

In vitro los efectos citotoxicos de los digitalicos ocasionaron degradacion
de DNA en fragmentos nucleosomales.

La via de muerte celular activada por los digitalicos en células HelLa es
mitocondrial con liberacion de citocromo c y activacion de caspasas-9 y -
3.

In vivo por la intoxicacibn aguda digitalica, se detectaron en tejido
cardiaco, miocitos en apoptosis

Los niveles toxicos de la ouabaina y la digoxina provocaron marginacion
de la cromatina en la periferia del nucleo (fase temprana) de los
cardiomiocitos y degradacion de DNA nuclear en fragmentos multiplos de
nucleosomas.

La intoxicacion digitalica aguda in vivo ocasiond liberacion de citocromo ¢
mitocondrial y activacion de procaspasas-9 vy -3.

La via de muerte celular apoptética activada por digitalicos en células
HelLa y cardiomiocitos de cobayo es mitocondrial.



11. Perspectivas.

Siendo los digitalicos unos de los farmacos que por mas tiempo se han
empleado en el tratamiento de una enfermedad. Es ademas de interesante, util
continuar estudiando la capacidad que han mostrado tener tanto como
estimuladores del crecimiento celular, asi como inductores de muerte celular
apoptotica.

Los resultados obtenidos en este trabajo han despertado el interés por investigar
en animales de experimentacion con insuficiencia cardiaca, si contribuyen en la
estimulacion del crecimiento hipertréfico e identificar a los factores de
crecimiento involucrados en este proceso. Asi mismo es de gran importancia
averiguar si los mecanismos de sefializacion in vivo corresponden con lo que se
ha observado por otros autores in vitro.

En cuanto a las propiedades demostradas como inductores de apoptosis a dosis
toxicas en cobayos, el presente estudio tiene una limitante, solamente se
hicieron observaciones de los cambios morfolégicos ocasionados en
cardiomiocitos por un periodo de 5 h que fue el tiempo de experimentacién, por
lo cual no se lograron observar las imagenes clasicas de condensacion total de
la cromatina nuclear. Se hace necesario hacer un curso temporal a 18, 24, 48 y
72 h con el fin de definir si este proceso de muerte celular concluye con la
condensacion total de la cromatina.

Por otro lado ya que concentraciones subletales conducen a la muerte parcial de
los cardiomiocitos la pregunta es ¢ qué pasa con un corazon que ha sufrido una
intoxicacién aguda por digitalicos? ¢Qué procesos de reparacion tisular se
desencadenan posteriormente del dafo irreparable del tejido cardiaco?

Este trabajo deja varias rutas a seguir, abiertas para la investigaciéon de estos

farmacos que continuan siendo de gran interés después de 200 afos.
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Abstract

In the HeLa tumor cell line, we studied the characteristics of the dual effect of digitalis compounds on cell growth (proliferation and death). In
addition, we explored whether both effects occur by means of the same mechanism. HeLa cell cultures were exposed to increasing concentrations
(0.01nM-10uM) of ouabain, strophantidin, digoxin, and digoxigenin at 24—96h intervals. Cell growth in treated cultures was compared with cell
growth under nontreated conditions. Additionally, we studied changes in nuclear morphology, as well as in genomic DNA degradation,
cytochrome c release, and caspase-9 and -3 presence and processing induced by toxic concentrations of digitalis.

Digitalis compounds increased HeLa cell number when exposed to concentrations <10nM during a 48h period. Ethacrynic acid (a nonsteroid
inhibitor for Na'/K'-ATPase) did not induce cell growth at these concentrations. Digitalis concentrations >10nM induced cell death in a
concentration- and exposure period-dependent fashion. Changes in nuclear morphology, DNA fragmentation, mitochondrial cytochrome c release,
and proteolytic processing of caspases-9 and -3, suggest apoptotic cell death. The ICs, for the inducing effect of apoptosis by ouabain at 96h was
18nM and corresponds with the ICs, for the Na”K-ATPase inhibition in HeLa cells.

In conclusion, the dual effect of digitalis compounds on HeLa cells growth is concentration and time-dependent. The apoptosis-inducing effect
correlates with inhibition of Na'/K*-ATPase. Proliferation does not appear to be mediated through this pathway. The apoptosis-induction pathway

is possibly cytochrome c-dependent.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Digitalis; Growth cell; Apoptosis; Cytochrome ¢

1. Introduction

Cardiac glycosides are steroid molecules that have different
and varied effects; among these are: the positive inotropic effect
on heart muscle, and the inductive effect on cell growth, either
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hypertrophic on heart muscle cells or proliferative on vascular
smooth muscle cells (Abramowitz et al., 2003), lymphocytes,
and prostate cells (Scheiner-Bobis and Schoner, 2001; Chueh et
al., 2001); in addition, there is an antiproliferative effect on
different human cell lines, aside from these properties, they
posses widely known powerful neuro- and cardiotoxic actions
(Ooi and Colucci, 2001).

Taken together, the inotropic and toxic effects of these drugs
have been attributed to interaction with Na*/K'-ATPase, the
enzyme responsible for Na', K' transport across the cell
membrane (Repke and Portius, 1963; Repke et al., 1995).

The HeLa cell line has been used for many years in tumor-
cell biologic behavior studies as well as in the evaluation of the
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mechanism of action of different cytostatic drugs (Velazquez et
al., 1998; Lee et al., 2002). This cell line is highly sensitive to
the cytotoxic effect of digitalis (Gupta et al., 1989). The
mechanisms through which digitalis inhibits cell proliferation
and causes cell death in this cell line are unknown, and at
present it has not been demonstrated whether digitalis is capable
of stimulating HeLa cell growth. The aim of our study was to
characterize the double effect of digitalis compounds on cell
growth (proliferation and death) and to explore the pathways for
inducing both effects on this cell line.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

HeLa cell line was maintained as a monolayer in Dulbecco’s
minimal essential medium (DMEM) containing 10% (v/v) fetal
bovine serum (FBS) and incubated at 37°C in a humidified
chamber in an atmosphere containing 5% CO,.

2.2. Digitalis effects on cell growth

Cells were seeded into 96-well dishes at a density of
3.0x10° in 100l of medium. Cells were treated with different
concentrations (0.1nM—10uM) of digitalis (ouabain, strophan-
tidin, digoxin, and digoxigenin) for 24, 48, 72, or 96h. The
drugs were dissolved in ethanol (not exceeding 0.1%, v/v). In all
assays, we added to the control cell culture the same
concentration of ethanol added to treated cultures, which
caused no effect on cell growth. Ethacrynic acid was used as a
nonsteroidal inhibitor of Na*/K "-ATPase. Digitalis effects were
assayed measuring the number of adherent cells on microplates
(Kueng et al., 1989); in this method, optical density (OD) is
linearly related with cell number. Absorbance registered by cells
treated with digitalis compounds was compared with that
obtained for nontreated cells, which is considered 100% of cell
growth (control). ICso values were calculated from concentra-
tion—response curves. Data are given as mean +standard error of
the mean (S.E.M). ICso=concentration of glycoside resulting in
50% inhibition of cell growth. Each result described is based on
at least three different determinations.

2.3. Histologic examination

To evaluate changes in nuclear morphology, HeLa cells
under the effects of toxic ouabain and digoxin concentrations
were stained with ethidium bromide as described previously
(Ruppova et al., 1999). Cells were visualized in a Zeiss
microscope, using epifluorescence for ethidium bromide stain
and photographed on Kodak Plus X-Pan film.

2.4. Low molecular weight DNA analysis

Cells (approximately 1x 10°), treated with ouabain 100nM
and nontreated (control) cells, were used for DNA extraction
and conventional analysis by agarose gel electrophoresis
(Herrmann et al., 1994).

2.5. Cytochrome c release and caspase-9 and -3 detection

HeLa cells (1x10°) were exposed to ouabain (70nM) or
digoxin (230nM) for 72h (these concentrations were calculated
from dose—response curves obtained for each digitalis compound);
subsequently, cultures were washed twice with cold PBS. In
control experiments, cells were incubated with medium with the
same ethanol concentration as treated cultures. Total cell extracts
were prepared as described by Bandala et al. (2001). Cellular
fractions were obtained by selective digitonin permeabilization as
reported previously (Takasawa and Tanuma, 2003) with minor
modifications. Cells were incubated in on ice-cold extraction buffer
(0.2mg/ml digitonin in PBS) for Smin. Cells were centrifuged for
Smin at 1000xg at 4°C; the pellet containing mitochondria was
lysed in on ice-cold buffer containing [SOmM Tris, pH 7.4,
150mM NaCl, 2mM EDTA, 2mM EGTA, 0.2% Triton X-100,
0.3% NP-40, 0.3mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF),
10 pg/ml aprotinin] for Smin. Finally, mitochondria were centri-
fuged at 10,000xg for 10min at 4°C, the supernatant was con-
centrated by precipitation with 5% trichloroacetic acid and washed
twice with acetone, and proteins were resuspended in sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
buffer. Equal amounts of protein were resolved by 10% SDS-
PAGE. Polypeptides were transferred to polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes (Amersham, UK) and, after blocking, cyto-
chrome ¢ was detected using a monoclonal antibody raised against
cytochrome ¢ (H-104): sc-7159 (Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA), alpha-tubulin (Oncogene, CA, USA), and caspases-9 and
-3 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Blots were developed
using a horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(Amersham) and visualized using enhanced chemiluminiscence
(Amersham), with X-Omat AR films (Kodak, Mexico).

2.6. Substances

Proteinase K (fungal), DMEM and FBS were obtained from
GIBCO, while ouabain, strophantidin, digoxin, digoxigenin,
ethacrynic acid, RNAase A, and other chemicals were obtained
from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

2.7. Statistical analysis

Statistical analysis of data was performed with the aid of
GraphPad Prism v3.0 software. ICsq values were calculated by
nonlinear regression from dose—response curves. Statistical
significance between treatments was evaluated by one-way
Analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni’s test.
We report mean values+S.E.M.; differences were identified as
significant if the P value was <0.05.

3. Results

3.1. Effect of low concentrations of digitalis compounds on
Hela cells growth

Twenty-four hour exposure to digitalis compounds induced
no changes in cellular growth (not shown) as compared with
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control plates. The effect of nontoxic concentrations (0.1—
10nM) of glycosides and genines on HeLa cells growth was
time- and concentration-dependent. When HeLa cell cultures
were exposed to these drugs for 48 h at concentrations < 10nM,
an increase in cell population was observed when compared
with the control cell culture. Ouabain was the most powerful
cell growth inducer because at very low concentrations
(0.01nM), it caused an increase in cell number up to 40%
compared with the control culture (P<0.001). The effects of
strophantidin, digoxin and digoxigenin, although noticeable,
were weaker than those of ouabain (Fig. 1). When we prolonged
the digitalis exposure period to 72 and 96h, no further changes
in cell number were observed compared with the control cell
culture at concentrations <10nM (figure not shown). Ethacry-
nic acid had no effect on cell growth at these concentrations.

3.2. Inhibitory effect on cell growth

Excluding digoxin, the digitalis cytotoxic effect at 48h was
evident only when cell culture drug concentrations were
>0.1uM (Fig. 1). At 72h of exposure, ouabain decreased cell
populations at 10nM or higher concentrations, while the other
digitalis compounds exerted this effect at concentrations of
0.1uM (figure not shown); the inhibitory action of digitalis

100 [ ouabain
B3 strophantidin
digoxin
75 7 [ digoxigenin

compounds on HeLa cells growth is more pronounced when
exposure lapse is increased to 96h (figure not shown). Ouabain
was the compound with the strongest cytotoxic effect because it
caused a drop of 91% in cell number at [0.1 uM]. ICs( values
were obtained from dose-vs.-response curves for each com-
pound (curves not shown). Lowest ICs, values corresponded to
longest exposure periods. Glycosides showed a stronger
cytotoxic effect on HeLa cells than genines; at 96 h of exposure,
ICsq for ouabain (17.61nM) was 9.5 times lower than that of
strophantidin (169nM), and ICs, for digoxin (51.6nM) was
5.75lower than that of digoxigenin (297nM).

Ethacrynic acid had no effect on cell growth in concentra-
tions up to 1.0puM; higher concentrations had an inhibitory
effect on cell cultures, and the ICs, obtained for this effect was
7.16 uM.

3.3. Apoptosis induction

To analyze nuclear morphology changes in HeLa cells
mediated by digitalis toxic effects, two digitalis derivatives were
selected: ouabain and digoxin, which had the greater cytotoxic
effect. These induced changes were apparent with an ethidium
bromide stain. In Fig. 1B nuclei of treated cells showed
characteristic images of nuclear fragmentation that are
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Fig. 1. (A) Effect of digitalis compounds on HeLa cell growth. Cells (3 x 10% in 100 ul) cultured in 96-well plates were exposed for 48 h at indicated concentrations of
ouabain, strophantidin, digoxin, or digoxigenin. Control culture: medium plus alcohol at the same concentration employed in treated cultures was added. Cell number
was determined as described under Materials and methods. Results are expressed as relative cell number (%) with reference to control. *£<0.001 vs. Control;
**P<0.001 vs. each other. (B) Nuclear staining with ethidium bromide in cells exposed to the toxic effect of ouabain and digoxin. Control: nontreated cells; +Ouab:
cells treated with 70 nM of ouabain, and +Digox: cells treated with 230 nM of digoxin. Exposure time=72 h. Arrows indicate apoptotic bodies. (C) DNA gel
electrophoresis. DNA from HeLa cells exposed in culture to ouabain 100 nM for 72 h. DNA extracted as described in Materials and methods was analyzed by 1.5%
agarose gel electrophoresis. Lines (from left to right): (1) DNA size marker; (2) DNA from ouabain-treated cells (floating cells); (3) DNA from ouabain-treated cells
(attached cells), and (4) DNA from nontreated cells. Arrows indicate bands of degraded DNA.
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Fig. 2. Ouabain and digoxin induce release of cytochrome ¢ from mitochondria
and cleavage of caspases 9 and 3. (A) Western blot assays of cytochrome ¢ (Cyt
¢) from cytosolic (top panel) and mitochondria (middle panel) extracts of HeLa
cells exposed to ouabain and digoxin. A mitochondria-specific antibody (mito.
Ag.) was used as a loading control (bottom panel). (B) Western blot assays of
caspase-9 (top panel) and caspase-3 (middle panel) after exposure of HeLa cells
to ouabain and digoxin. Tubulin was used as internal loading control (bottom
panel). Arrows indicate cleaved caspases. Cisplatin-exposed HeLa cells were
used as control for caspase activation. Procedures were performed as stated in
Materials and methods.

compatible with morphologic changes of apoptosis-mediated
cell death.

To support these results, we performed electrophoretic
analysis of DNA of HeLa cells treated and not treated with
ouabain. Presence of ouabain [100nM] in the culture medium
for 72h produced DNA fragmentation, showing an apoptosis-
specific degradation pattern of the cell population that adhered
to the culture dish (Fig. 1C); this was not observed in DNA of
nontreated HeLa cells.

Cytochrome ¢ release from mitochondria is a critical
apoptotic event; this important event was induced by ouabain
and digoxin, and cytochrome c release was detected by Western
blot in the cytosolic fraction 72h after incubation with 70nM
ouabain or 230nM digoxin (Fig. 2A), with a corresponding
mitochondrial cytochrome ¢ reduction. Consistent with cyto-
chrome ¢ release, ouabain and digoxin treatment induced
caspase-9 and -3 activation. Immunoblot analyses of cytosolic
extracts demonstrated that ouabain and digoxin originated
cleavage of the 32kDa procaspase-3 and 49kDa procaspase-9
into lower molecular weight fragments. It was noteworthy that
an important amount of undegraded 32kDa protein remained
observable in ouabain- and digoxin-treated extracts (Fig. 2B). In
the case of procaspase-9, we observed differences in the
proteolytic process generated by the toxic action of the different
digitalics; ouabain induced total degradation of procaspase-9,
while a quantity of procaspase-9 remained without degrading
when the drug employed was digoxin (Fig. 2B, upper panel).

4. Discussion

In this work, we demonstrated that digitalis compounds
play a bifunctional role on growth of the HeLa tumor cell
line, and that the observed effects were time- and concentra-
tion-dependent. At concentrations <10nM and a 48h
incubation period, genines as well as cardiac glycosides

stimulated tumor cell growth. The inductive effect of cell
proliferation by nontoxic concentrations of cardiac steroids
has been observed since 1975 by Christen and Dornand
(Christen et al., 1975; Dornand and Kaplan, 1976) in studies
on cell growth inducers for lymphocytes. Lately, reports have
been published in which the bifunctional role of these drugs
is persistent; at concentrations <10nM, a stimulating effect on
cell proliferation has been observed, while at concentrations
>10nM, an inhibitory effect on cell growth is produced
(Chueh et al., 2001; Abramowitz et al., 2003). The inductive
effect on cell proliferation with low concentrations of
digitalics has been studied mainly with ouabain in cell
cultures of vascular smooth muscle of rat and dog, and
recently in humans (Koksoy et al., 2001; Abramowitz et al.,
2003), as well as in human prostate smooth muscle cells
(Chueh et al., 2001) and in kidney epithelium of rat in the
studies of Dmitrieva and Doris (2003), who obtained results
similar to those of our study group. The mechanism proposed
for ouabain’s proliferative inductive effect is its interaction
with Na"/K"-ATPase; this interaction occurs at concentrations
that do not induce enzyme activity inhibition and that
transform it into a signal transducer system (Xie and Askari,
2002), which activates the mitogen-activated protein-kinase
(MAP-kinase) signaling pathway and causes a mitotic cell
growth (Koksoy et al., 2001; Abramowitz et al., 2003;
Dmitrieva and Doris, 2003). However in our study, when we
used a nonsteroid inhibitor of Na'/K'-ATPase such as
ethacrynic acid, which binds to the same enzymatic
conformation on which digitalis compounds act: E,-P (Askari
and Koyal, 1971), we were unable to induce proliferative
growth on HeLa cells; consequently, we believe that the
digitalis mechanism for cell growth induction may be
different to the simple interaction with Na'/K'-ATPase,
unlike others observations. Ethacrynic acid solely induced a
cell population decrease, and we believe that this cytotoxic
effect involves Na'/K"-ATPase inhibition.

The results obtained in this study suggest that cell
proliferation inhibition of HelLa cells by means of cytotoxic
digitalis effects involves mechanisms of apoptotic cell death
that are demonstrated through biochemical and morphologic
changes. Cells affected by toxic dosages of cardiac steroids
shrank and presented nuclear condensation, DNA fragmenta-
tion, and apoptotic bodies, all characteristic changes of
apoptotic cell death. Detection of mitochondrial cytochrome ¢
in the cytosolic fraction indicates that in the cell death induction
mechanism there exists mitochondrial damage with consequent
cytochrome ¢ release. Consistent with activation of a cyto-
chrome c-dependent apoptotic cell death pathway, we observed
the presence of the proteolytic degradation products of
caspases-9 and -3, which was not observed in nontreated cells.

Dose—response curves suggest that this cytotoxic effect is
exerted through a receptor—digitalis interaction, because cell
growth inhibition possesses a sigmoid dose-dependent behav-
ior, and the ICs, dose for the ouabain inhibitory effect (18nM)
corresponds with the ICs, for Na‘/K "-ATPase inhibition in this
cell line (23nM) (Schultheis et al., 1993). The ability to induce
apoptosis by glycosides was 5—10 times higher than that of
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genines; this behavior is similar to that observed regarding the
inotropic effect on heart muscle (Thomas et al., 1990).

The powerful proapoptotic effect of digitalis compounds has
already been described; in the majority of cell culture studies,
digitalis concentrations utilized to reach the apoptotic effect are
considered cardiotoxic (>10nM) (McConkey et al., 2000; Olej
et al., 1998; Yeh et al., 2001). Only in the study by Johanson
digitoxin had a cytotoxic effect on tumor cells at noncardiotoxic
concentrations (Johanson et al., 2001). Studies in prostate
cancer cells (McConkey et al., 2000; Yeh et al., 2001) have
described that toxic concentrations of digitalis cause a sustained
elevation of internal Ca®" that provokes apoptotic cell death.
McConkey et al. observed that oleandrine, ouabain, and digoxin
induced apoptosis in metastatic human prostate-cancer cell
lines. In this cell death process, sustained internal Ca®"
increases were observed with consequent release of cytochrome
¢ from mitochondria followed by proteolytic processing of
caspases 8§ and 3.

In our study, the pathway that becomes activated by digitalis
in HeLa cells to cause apoptotic cell death involves mitochon-
drial cytochrome c¢ liberation to the cytosol and procaspase-9
and -3 processing, different from that reported in prostate cancer
cells. Sufficient reasons exist for thinking that the initial step is
the ionic imbalance induced by persistent Na'/K'-ATPase
inhibition. In excitable cells, toxic mechanism of digitalis has
been attributed to an increase in intracellular calcium concen-
tration, mediated by the Na“/Ca?" exchanger and by a decrease
in intracellular K concentration. HeLa cells do not express the
Na'/Ca** exchanger (Liu et al., 2000; Furman et al., 1995);
consequently, this mechanism can be excluded. However, an
intracellular calcium increase can be induced by an alteration in
the intracellular calcium-storing function. On the other hand,
our data suggest that the inductive effect on cell proliferation
possesses few possibilities for exertion through a digitalis-
enzyme binding, because when we employed ethacrynic acid it
was unable to induce a cell population increase.

In conclusion, ouabain, strophantidin, digoxin, and digox-
igenin have a bifunctional effect on HeLa cells growth and
proliferation; this dual effect is concentration- and time-
dependent. Exposure periods of 48h and concentrations
<10nM induced an increase in cell population. A 72h exposure
is the turning point between growth effect induction and its turn-
off. Longer exposure periods and concentrations >10nM
decrease HelLa cells growth, inducing morphologic and
biochemical changes suggestive of cytochrome c-dependent
pathway apoptotic cell death. Digitalis compound-induced cell
proliferation apparently is independent of an interaction with
Na'/K'-ATPase.

After 200 years, the cellular effects of digitalis compounds
comprise a complex issue involving different mechanisms that,
can lead to cell growth or death, depending on cell type and
experimental conditions.
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Abstract

Our aim in performing this study was to analyze in vivo the cell death mechanism induced by toxic doses of digitalis compounds on guinea-pig
cardiomyocytes. We analyzed three study groups of five male guinea pigs each. Guinea pigs were intoxicated under anesthesia with ouabain or
digoxin (at a 50—60% lethal dose); the control group did not receive digitalis. A 5-hours period elapsed before guinea pig hearts were extracted to
obtain left ventricle tissue. We carried out isolation of mitochondria and cytosol, cytochrome ¢ and caspase-3 and -9 determination, and
electrophoretic analysis of nuclear DNA. TdT-mediated DUTP-X nick end labeling (TUNEL) reaction was performed in histologic preparations to
identify in situ apoptotic cell death. Ultrastructural analysis was performed by electron microscopy. Electrophoretic analysis of DNA showed
degradation into fragments of 200—400 base pairs in digitalis-treated groups. TUNEL reaction demonstrated the following: in the control group,
<10 positive nuclei per field; in the digoxin-treated group, 2—14 positive nuclei per field, while in the ouabain-treated group counts ranged from
9-30 positive nuclei per field. Extracts from ouabain-treated hearts had an elevation of cytochrome ¢ in cytosol and a corresponding decrease in
mitochondria; this release of cytochrome ¢ provoked activation of caspase-9 and -3. Electron microscopy revealed presence of autophagic vesicles
in cytoplasm of treated hearts. Toxic dosages of digitalis at 50—60% of the lethal dose are capable of inducing cytochrome c release from
mitochondria, processing of procaspase-9 and -3, and DNA fragmentation; these observations are mainly indicative of apoptosis, although a mixed
mechanism of cell death cannot be ruled out.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Apoptosis; Myocytes; Ouabain; Digoxin; Caspase-3; Caspase-9; Cytochrome ¢

1. Introduction

The main pharmacologic effect of digitalis compounds is
their property to increase the contractile strength of heart muscle
in a dose-dependent way positive inotropic effect. This property
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has been the mainstay of treatment of heart failure during the last
200 years. In addition to its inotropic effect, digitalis produces
severe toxicity in the gastrointestinal and nervous systems, as
well as in the heart itself (Ooi and Colucci, 2001; Dec, 2003).
Both inotropic and toxic effects have been attributed prin-
cipally to total or partial inhibition respectively, of the responsible
enzyme for Na* and K transport through the cell membrane, that
is, Na'—K"-dependent adenosintriphosphatase (Na'/K"-ATPase)
(Skou, 1990; Repke et al., 1995). It has been proposed that the
toxicity mechanism is due to a decrease in K™ and an overload of
Ca®" intracellularly due to persistent inhibition of the Na*-pump,
producing electrophysiologic changes such as reduction in resting
potential and a rise in cell automatism that leads to homeostasis loss
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and cell death (Langer, 1981). In a previous study (Ramirez-Ortega
et al, 2006) in which the digitalis effect on HeLa cells growth was
evaluated, it was shown that at toxic concentrations (> 10 nM) these
compounds are able to induce morphologic (nuclear condensation
and fragmentation) and biochemical (release of mytochondrial
cytochrome ¢, caspase-9 and -3 activation, nuclear DNA degra-
dation) changes related with apoptotic cell death.

The majority of studies related with apoptosis induction by
drugs used in in vitro systems leave doubts with regard to
reproducibility of results when applied in an in vivo setting;
therefore, it is important to study in vivo, the nature of the damage
produced on heart myocytes by acute digitalis intoxication.

There are several studies on the mechanisms of heart tissue
damage after acute intoxication with digitalis (Tegtmeier et al.,
1992; Khatter et al., 1989; Pilati and Paradise, 1982); however,
there are no reports on the cell death mechanism. Because both
Ca”" and K" are critical regulators of cellular life and death
(Marks, 1997; McConkey and Orrenius, 1996, McConkey and
Orrenius, 1997; Hughes and Cidlowski, 1999; Bortner etal., 1997;
Dallaporta et al., 1998), there ocurrs in digitalis intoxication an
accumulation of Ca®* and a loss of intracellular K™ (Charlemagne,
1993; Tanz and Russell, 1983; Hanstein, 1986), events that could
be inducers of apoptotic cell death. In this study, we explored the
hypothesis that an electrophysiologic imbalance produced by
toxic doses of digitalis could trigger cell death by apoptosis in
myocytes.

Our main objective was to determine, in cardiomyocytes of
digitalis-sensitive animals (guinea pigs), the cell death pathway
activated as a consequence of acute digitalis intoxication.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Ouabain, digoxin, ethidium bromide, dithiotreitol (DTT),
IGEPAL CA-630, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), cyto-
chrome ¢ type VI, trypsin type III, nagarse, Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS), acrylamide, and bisacrylamide were obtained from
Sigma Chemical Company, (St. Louis, MO, USA), while
colagenase type IV, Ham’s F10, bovine fetal serum (BFS), and
agarose were obtained from Gibco, Life Technologies (Grand
Island, N.Y. USA). Kits for apoptosis detection in situ and the
mixture of protease inhibitors were obtained from Roche
(Penzberg, Germany). All other chemicals of the highest available
purity were purchased commercially.

2.2. Animals

We performed the study on three groups of male guinea pigs
(Cavis porcellus) weighing 600-700 g with the following
distribution: group I, no treatment (control) (n=>5); group II,
ouabain treatment (n=5) and group III, digoxin treatment (n=5).

2.3. Intoxication of guinea pigs with digitalis compounds

With regard to intoxication of guinea pigs with digitalis
compounds, all procedures were approved by The Institutional

Research Committee for Animal Use and Care, and this
investigation was in agreement with the U.S. National Institutes
of Health’s Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.
The design of the digitalic intoxication experiments was based
on the studies of Mendez et al. (1953), Moe and Mendez (1951)
and Lu et al. (1993). Administration of digitalis or infusion
media (isotonic saline solution [ss]) was carried out intrave-
nously (i.v.) (jugular vein) and under general anesthesia
(sodium pentobarbital, 38 mg/kg); guinea pigs were maintained
under controlled ventilation throughout the procedure. Ouabain
and digoxin were continously perfused until signs of severe
intoxication appeared (atrial-ventricular blockade and multifo-
cal premature beats). For group II, dosage was 121.57+
21.05 nmol of ouabain/kg (88.57+£15.33 ug of ouabain/kg),
while dosage for group III was 307.77+42.13 nmol of digoxin/
kg (240.36+£32.90 pg of digoxin/kg). Infusion rate was 5 pug/kg/
min; to group I (control), 8 ml of ss were infused at the same rate
as treated groups. The intoxication level was diagnosed via an
electrocardiogram (ECG) (Lead IT). Animals were maintained at
intoxication levels for 5 h, with ECG registration every 20 min
by means of a polygraph VR6 (Electronics for Medicine,
Honeywell). After this period, the heart was perfused (5 min)
with 2% paraformaldehyde and 1% glutaraldehyde in cold ss
buffered with phosphates at pH 7.4 (PBS). The heart was
extracted and left ventricle was obtained. The left ventricle was
chosen to obtain a significant amount of tissue to perform the
different measurements and determinations, as required by the
design of our study. We made an axial cut and the fragment was
preserved in 10% formaldehyde in PBS. The preserved tissues
were embedded in paraffin, and 4 pm histologic sections were
obtained to detect apoptotic in situ cell death.

2.4. Electron microscopy analysis

Samples (block <1 mm?) were fixed in 3% glutaraldehyde—
formaldehyde in PBS pH 7.4 for 1 h at 4 °C; after washing in the
same buffer, they were post-fixed in 1% OsO, in PBS pH 7.4 for
1 h at 22 °C. Samples were then alcohol-dehydrated and
embedded in Epon. Semi-thin sections were stained with 1%
toluidine blue and observed by light microscopy. Ultra-thin
sections were stained with 60% uranyl acetate in alcohol and
lead citrate, and were observed with a JEOL 10-10 electron
microscope. Printed images were obtained utilizing a Epson
stylus photo 820 printer.

2.5. Detection of in situ cell death

TdT-mediated DUTP-X nick end labeling (TUNEL stain)
was employed to detect apoptotic cell death in guinea-pig heart-
tissue sections following manufacturer instructions (Roche,
Germany, 1 684 817). Counterstaining was carried out with
Harris hematoxylin, and sections were evaluated with an
Olympus microscope under 400x amplification. A positive
TUNEL staining was considered when a brown-colored
precipitate was detected and when this was located exclusively
in the nuclei of intact cardiomyocytes. Sections were divided
into four quadrants and five fields (40x-objective field) per
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Table 1
TUNEL reaction in histology sections from guinea pigs hearts

Nuclei (+)/field*

3+24
2424
7+2
5+2
9+3.2
11.5+3.5
15+9
9.46+4.6
30.45+12.79
22+3.8
2.55+1.4
9.92+6.5
6.08+4.63
11.06+2.35
14+4

Group Case
1

1I

1T

Nh W= U h W~ W0k W —

1. — Control group (non treated).

II. — Ouabain treated group.

III. — Digoxin treated group.

*Mean+S.E.M.

Differences among groups: ouabain vs. control, P<0.001; digoxin vs. control,
P=0.03; ouabain vs. digoxin, P=0.088.

quadrant were analyzed, recording the number of positive cells
per field. Results of cell counts in groups II and III were
compared with those of group I (Table 1).

2.6. DNA electrophoresis

To detect internucleosomal DNA breakage induced by toxic
concentrations of digitalis, the presence of low-molecular-
weight DNA fragments in guinea pig myocytes, was deter-
mined. Three groups of Guinea pigs (ouabain, digoxin and
control; n=3 in each group) were treated as described in Section
2.3. To confirm the DNA fragmentation pattern after 18 h of
causing acute cardiac intoxication, another group (n=3 for each
treatment) was studied. Subsequently, the heart was extracted
and a left ventricle fragment was obtained to isolate myocytes
by treatment with trypsin (0.1%) and collagenase (0.025%).
Contaminant fibroblasts were eliminated by incubating the
obtained cell population in a culture flask with Ham’s F 10
media, supplemented with 10% BFS for 1 h at 37 °C. Thus,
myocyte-rich supernatant was separated to extract DNA
(Herrmann et al.,, 1994). Isolated DNA was subjected to
electrophoresis in agarose gel at 1% with ethidium bromide.
Bands were observed with a transilluminator with ultraviolet
light (UV) and photographs were taken with a Polaroid camera.

2.7. Isolation of heart mitochondria

Mitochondria from guinea pig hearts were isolated by the
method of Bhattacharya et al. (1991). Hearts from control and
ouabain-treated guinea pigs were quickly removed as described
for DNA analysis, minced on ice, and resuspended in 10 ml of
cold buffer A [250 mM sucrose, | mM EDTA, 10 mM Tris—HCI
pH 7.3, 1.5 mM MgCl,, 1.0 mM DTT, 0.05 mM PMSF, and a
mixture of protease inhibitors (Complete, Roche)], fragments
were rinsed, and 10 ml of buffer A plus nagarse (10 mg) were

added. After 10 min on ice, tissues were centrifuged at 11,169 xg
for 3 min at 4 °C (Sorvall RC-28S, rotor SS34). Pellets were
homogenized (five times) in 10 ml of buffer A with a Potter—
Elvehjem homogenizer and centrifuged at 1370 xg for 10 min at
4 °C. Pellets were discarded and supernatants were then
centrifuged at 13,528 xg for 10 min at 4 °C. Mitochondrial
pellets were resuspended in buffer A (250 pl) and supernatants
(cytosol) were used for cytochrome ¢ and caspase-3 and -9
determination. Protein concentrations were determined by the
Lowry method (Lowry etal., 1951). Two mg from mitochondrial
fraction (control and ouabain-treated) were resuspended in 1 ml
of buffer B (10 mM Tris—acetate pH 8.0, 0.5% IGEPAL, 5.0 mM
CaCly, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF) for cytochrome ¢ extraction
(Yang et al., 1997); mitochondria in solution were left on ice for
15 min and centrifuged at 100,000 xg (Sorvall-Ultra Pro 80,
rotor T880) for 60 min at 4 °C. Supernatants were utilized for
cytochrome ¢ determination by Western blotting and spectro-
photometric analysis.

2.8. Western blot of cytochrome ¢

Thirty pg of protein extracts from cytosol or mitochondria
were analyzed on a 15% SDS-polyacrylamide electrophoresis
gel (PAGE). Separated proteins were then electroblotted onto
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Amersham-
Pharmacia, UK) after blocking, cytochrome ¢ was detected
using a rabbit monoclonal antibody raised against cytochrome
c [(H-104): sc-7159, (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)] at
a dilution of 1:500; blots were developed using a peroxidase-
conjugated secondary antibody (IgG-HRP) 1:8000 (Amer-
sham-Pharmacia). Antibody binding was visualized using en-
hanced chemiluminiscence (Roche Molecular Biochemicals)
with X-Omat AR films (Kodak, Mexico). Preparation of cyto-
solic fractions was performed as described in Section 2.7.

2.9. Immunoblot analysis of caspase-3 (CPP32) and cleaved
caspase-9

Cytosolic proteins (20 pg) were resolved by SDS-PAGE
(12% W/V) at 70 mA for 2 h and transferred onto PVDF
membranes. CPP32/17 was detected through incubation with a
primary antibody against human CPP32 (anti-rabbit caspase-3,
Cell Signaling Technology, #9662), 1:1000 in Tris-buffered
saline-Tween 20 (TBS-T) -5% milk. Caspase-9 was detected
through a primary antibody against cleaved caspase-9 (9501,
Cell Signaling Technology). Caspase-8 was detected through
the antibody (anti-rabbit caspase-8 [MACH; FLICE], AB1879,
Chemicon). Secondary antibodies were horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit IgG (Dako, 1:5000 in PBS-5% milk), and
immunoreactive bands were visualized by enhanced chemilu-
miniscence detection (Amersham). a-tubulin (Amersham, N
356, 50 kDa) was used as proteic load control.

2.10. Cytochrome c spectrophotometric analysis

Cytochrome ¢ measurements in extracts from cytosol or
mitochondria solubilized with 0.3% Triton X-100 were performed
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Fig. 1. Determination of myocardial cell apoptosis. /n situ analysis of myocardial sections stained with TdT-mediated dUTP-X nick end labeling (TUNEL). Five h after
treatment, 4-pm paraffin-embedded tissue sections were prepared from guinea-pig hearts. TUNEL staining (brown) of cardiac myocyte nuclei with counterstaining
with hematoxylin. A) Positive TUNEL staining in a heart-tissue section of guinea pig intoxicated with ouabain. B) Histology section of guinea-pig heart tissue
intoxicated with digoxin. Intact myocytes with positive nuclear staining for TUNEL. C) Histology section of non-treated guinea pig heart tissue, in which scarce cells
with positive nuclear staining for TUNEL are shown. D) Negative control reaction in which the enzyme deoxynucleotidyl transferase was not added.

Microphotographs were obtained as follows: A and D=100x% and B and C=80x.

at 400—600 nm in a double-beam spectrophotometer (Shimadzu
2501 TC). Cytochrome ¢ type VI purified from horse heart
(Sigma) was used as reference.

2.11. Na" /K" -ATPase activity

In sarcolemmal vesicles obtained from the homogenate of
intoxicated and non-intoxicated hearts, we measured Na*, K-
dependent hydrolisis of ATP as reported by Ramirez et al.
(2005).

2.12. Statistical analysis

Data were expressed as means=statistical error of the mean
(S.E.M). Statistical evaluation was conducted by Student ¢ test
for unpaired data, and one-way analysis of variance (ANOVA).
A P<0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Digitalis intoxication

Non-treated guinea pigs showed a normal ECG trace that
remained unchanged during 5 h under observation. Animals
under digitalis intoxication presented ECG signs of severe
intoxication (presence of premature ventricular beats and
arrhythmia). Heart rate had a mean value of 300 beats/min
(normal range=230-380 cycles/min) during the 5 h that guinea
pigs underwent intoxication. Na'/K'-ATPase activity deter-
mined in the sarcolemmal vesicles of intoxicated heart homo-
genates was 22.47+8 pmol Pi/mg Protein/h while in non-
treated it was 42.34+5 pmol Pi/mg Protein/h.

3.2. In situ cell death detection

No myocardial sections from intoxicated hearts had areas of
necrosis, hemorrhage or inflammatory tissue; tissue from
ouabain-intoxicated guinea pigs and processed for apoptotic
cell detection in situ (TUNEL staining) showed myocytes with
an intense brownish stain located exclusively in cell nuclei
(Fig. 1A); the same reaction was present in tissue preparations
from digoxin-treated hearts with differences in nuclear-staining
intensity as shown in Fig. 1B. It is noteworthy that the majority
of nuclei with positive staining did not present condensation,
while tissue sections corresponding to control guinea-pig hearts
presented scarce cells with a weakly positive nuclear stain
(Fig. 1C). Negative control assay showed no staining (Fig. 1D).

In ouabain-treated hearts, we found a greater number of
cells with positive nuclear staining for TUNEL reaction
(Table 1); counts ranged from 9—30 positive nuclei per field. In
the digoxin-treated group, counts ranged from 2—11 positive
nuclei per field, and in the control group the cell count with
positive nuclear staining was always lower than that of
digitalis compound-treated groups (2—7 nuclei positive per
power field).

3.3. Nuclear fragmented DNA detection

When nuclear DNA from guinea-pig hearts intoxicated for 5
and 18 h with a 50% of LDs, was extracted, we observed that
electrophoretic analysis of DNA in agarose gels (Fig. 2)
demonstrated DNA fragmentation with similar images for
digoxin-treated guinea-pig hearts (Fig. 2A, lane 2) and for
ouabain-treated guinea pig hearts (Fig. 2B, lane 1). The size
calculated by electrophoretic mobility of three bands observed
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Fig. 2. Genomic DNA fragmentation of guinea pigs cardiomyocytes treated with
digoxin or ouabain. Genomic DNA was isolated from heart myocytes with or
without treatment and subjected to electrophoresis in agarose gel at 1%.
Oligonucleosomal length DNA fragmentation was visualized under ultraviolet
light. A) 1. DNA size marker, 2. DNA from guinea-pigs cardiomyocytes treated with
digoxin; B) 1. DNA from cardiomyocytes treated with ouabain, 2. DNA from
control cardiomyocytes. Arrows indicate fragmented DNA.

was of 220, 460, and 525 bp. DNA from non-treated guinea-pig
hearts did not show fragmentation (Fig. 2B, lane 2).

3.4. Electronic microscopy

Five h after ouabain administration, heart tissue had a
fixation process for ultramicroscopic analysis focused on
mitochondrial status and nuclear chromatin organization.
Electromicroscopic observation revealed that dosages at 50%
of lethal ouabain dose produced mitochondrial damage and
changes in nuclear chromatin arrangement. Electronic micro-
graphies of left-ventricle tissue of control guinea pigs and
ouabain-treated hearts in Fig. 3 A and B, respectively,

Control

QOuabain

Fig. 3. Electron micrographs of guinea-pig ventricular muscle obtained 5 h after
application of A) infusion medium and, B) ouabain (121 pg/kg). A representative
cell shows that ouabain-induced alterations in mitochondrias and nucleus and
autophagic vacuoles appear in the cytoplasm. AV =autophagic vacuoles.

demonstrated that in control tissue mitochondria are denser
and their cristae arrangement is parallel, while myofibrils
remain normal. Nuclear chromatin arrangement does not show
abnormalities. After 5 h of intoxication with ouabain, some
mitochondria demonstrated distorted cristae, and the membrane
appeared to be broken. Part of the nuclear chromatin appears
compacted toward the nuclear border. Autophagic lysosomal
vacuoles are present in cytoplasm (Fig. 3B), which are not
observed in control tissue.

3.5. Cytochrome c detection by Western blot

To investigate whether toxic doses of ouabain may induce
cytochrome c¢ release from mitochondria, we performed
Western blot analysis in mitochondria and cytosolic fractions
(Fig. 4A, and B). In Fig. 4A in the lane corresponding to treated
heart, we can observe a band detected by an antibody raised
against cytochrome ¢, which is not found in the lane
corresponding to cytosol obtained from control heart tissue.
When mitochondria were treated with the non-ionic detergent
IGEPAL, their contents were released; this proteinic content
was subjected to electrophoresis, and by Western blot
methodology differences in cytochrome ¢ content were detected
between control heart tissue and ouabain-treated tissue
(Fig. 4B). In the control mitochondrial extract, we detected a
greater amount of cytochrome c.

cytosol mitochondria

A c T B c T

B

9]
o

nmol cyt-c/mg prot
2

nmol cyt-c/mg prot
hrid

control Quabain Control  Quabain

Fig. 4. Ouabain-induced cytochrome c release from mitochondria. A) Cytosolic
protein (30 pg); B) mitochondrial protein (30 pg) were subjected to SDS-PAGE
(15%), and immunoblotting analysis of presence of cytochrome ¢ was
performed with anti-cytochrome ¢ antibodies, as described under Materials
and methods section. Labeling was detected by enhanced chemiluminiscence.
When hearts were treated with cardiac glycosides, there appeared to be more
cytochrome ¢ release into the cytosol as compared with control (non-treated
heart), with a corresponding reduction in mitochondria. C =control, T=ouabain-
treated. The results shown are representative of three independent experiments.
Spectrophotometric analysis of cytochrome ¢ from C) cytosol, and D)
mitochondrial extracts. Cytosolic fractions and mitochondrial extracts obtained
as described in Materials and methods section from control and ouabain-treated
hearts were used for spectrophotometric determination of released cytochrome ¢
(analysis at 550 nm). A standard solution of purified cytochrome ¢ (15 mg/ml)
was used as control. Spectra were recorder in the range of 600—400 nm. Results
were expressed as meanz+standard error of the mean (S.E.M.) from four
independent experiments. ¥*P<0.05 vs. control.
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Fig. 5. Ouabain and digoxin induced processing of procaspases-3 and -9.
Cytosolic protein extracts obtained from hearts treated and non-treated (control)
with ouabain or digoxin were analyzed for presence and processing of caspase-3
and -9 by immunoblots as described in Materials and methods section. Labeling
was detected by chemiluminiscence. A) Effect of ouabain and digoxin on
caspase-3 cleavage. 1. Control, 2. Ouabain-treated, 3. Digoxin treated, B) effect
of ouabain and digoxin on caspase-9 cleavage. 1. Control, 2. Ouabain-treated, 3.
Digoxin-treated, 4. HeLa non-treated, 5. HeLa treated with cis-platin. Cytosolic
extracts from HeLa cells treated with cis-platin 40 uM (18 h) were used as
positive control of caspase-9 processing. The antibody does not recognize the
uncleaved procaspase-9. It detects endogenous levels of the large fragment
(37 kDa with prodomain/17 kDa) of caspase-9 following cleavage at aspartic
acid 330.

3.6. Cytochrome c quantification in mitochondrial and cytosolic
fraction

To support the previous observations, we performed spectro-
photometric analysis of cytochrome ¢ at 550 nm (band o)
(Appaix et al.,, 2000) after reduction with ascorbate, in the
mitochondrial extract obtained after treatment with 0.3% triton X-
100 as well as in the cytosolic fraction from control heart tissue
and from that treated with ouabain. Analysis of spectra at 550 nm
showed differences in cytochrome ¢ concentrations between the
control cytosol (5.940.406 nmol/mg of protein, n=4) and those
obtained from ouabain-treated heart tissue (9.64+0.804 nmol
cytochrome ¢/mg protein, n=4) (P=0.0004) (Fig. 4C). Mito-
chondria from both tissues were treated with Triton X-100 to
release cytochrome ¢, and absorbance was measured at 550 nm of
the released proteinic content. The mitochondrial extract of
control heart tissue contained more cytochrome c¢ (5.983+
0.442 nmol/mg of protein, n=4) than that treated with ouabain
(5.04+0.34 nmol/mg of protein, n=4) (P=0.0273) (Fig. 4D).

Cytochrome ¢ normally resides in the space between
mitochondrial internal and external membranes; its release is
provoked by several cellular stress stimuli, such as the cytotoxic
effect of drugs. This abnormal release of cytochrome ¢ to
cytosol promotes activation of the effector proteases (caspases)
of cytochrome-dependent cell death (Wieckowski et al., 2001).
Consistent with this mechanism, ouabain or digoxin treatment
resulted in the processing of caspase-3 and -9 (Fig. 5A and B);
thus, as control we used HelLa cells treated and non-treated with
cis-platinum to observe the presence and degradation of
caspase-9 induced by the toxic effect of this drug, as has been
previously reported (Horky et al., 2001), and noticeable
differences are shown between these (lanes 4 and 5 Fig. 5B).
Analysis of caspase-8 did not show activation of this by the
toxic action of the digitalics.

4. Discussion

In excitable cells (cultured brain cortex neurons) Xiao et al.,
in 2002 observed that ouabain at toxic concentrations (100 uM)
induced cell death with apoptotic and necrotic characteristics. In
heart myocytes, it is unknown whether cell damage produced
after acute digitalis intoxication causes cell death, and if it this
indeed does occur, its nature.

The main characteristic of apoptosis is DNA degradation,
which in the initial phases is selective for the internucleosomal
DNA bond regions (Xiao et al., 2002; Earnshaw, 1995). DNA
rupture can be detected in situ by enzymatic labeling of the
3’0OH terminal with modified nucleotides (biotin-DTUP, DIG-
dUTP, fluorescein-dUTP) TUNEL stain (Khodarev et al.,
1998).

With regard to the histochemical TUNEL stain, our results
demonstrate that histology slides of ouabain-exposed heart
tissues exhibit stronger nuclear staining as well as a greater
number of stained nuclei than those treated with digoxin.
Contrariwise, heart tissue obtained from control guinea pigs
presented only some cells with weak positive staining. There are
reports that cast doubt on the specificity of the TUNEL reaction;
this test was performed initially, and after suggestive findings of
apoptosis were observed with the staining, we extracted
myocytes and analyzed whether DNA degradation was present.
Afterwards, and to confirm our findings, we maintained our
experimental subjects under intoxication for 18 h; final results
confirmed our observations at 5 h.

DNA fragmentation was confirmed by the presence of
characteristic bands on agarose gel electrophoresis. These bands
with 220, 460 and 525 bp were observed only in lines
corresponding to DNA extracted from ouabain- or digoxin-
treated hearts; this degradation pattern was not observed in
DNA from non-treated hearts. The smallest band presents a size
similar to a nucleosome, and the 460 bp corresponds to a
nucleosome dimmer. Deckwerth and Johnson, 1993, reported
this observation in cell death studies of neurons grown in the
absence of growth factors; in this study, oligonucleosomal DNA
fragments are slightly larger than those observed in glucocor-
ticoid-exposed thymocytes. This could be due to specific cell
differences in the length of the internucleosomal region
sensitive to the nucleases effect, or to different cell-specific
nucleases activated by other mechanisms. We believe that the
degradation of the cardiomyocytes DNA occurs in 200 bp
fragments and dimmers with an approximate size of 400 bp. The
larger sized band (525 bp) that appears persistently could be
produced by a single-chain nuclease; however, this must be
confirmed with a study designed to explore the effects of
specific digitalis-activated nucleases.

In our study with histochemical TUNEL stain and agarose-
gel electrophoresis of heart myocyte-isolated DNA obtained
from digitalis-intoxicated guinea pigs, we found that these
myocytes suffered a cell degradation process with internucleo-
somal DNA fragmentation. No tissue sections corresponding to
digitalis-treated animals showed necrotic areas, indicating that
digitalis-induced cell death is compatible with apoptosis. In the
images observed under light microscopy, only scarce cells
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showed the characteristic morphology of apoptosis (chromatin
condensation and nuclear fragmentation). A possible explana-
tion for this is that we are observing the first stage of apoptosis,
and the condensation and posterior fragmentation process
requires more than a 5-h period of the toxic digitalis effects to
which the animals in our study were exposed. With electronic
microscopy, we were able to observe that in some nuclei,
chromatin condensed in the periphery of the nuclear membrane,
a step prior to total chromatin condensation (Gavrieli et al.,
1992; Messam et al., 1998; Susin et al., 2000), providing
support for the previous consideration.

Cytoplasm of treated cardiomyocytes showed autophagic
lysosomal vacuoles, which were not detected in control cells;
these intracellular structures have been observed in pathological
neurodegenerative disorders such as Parkinson’s (Anglade
etal., 1997) and Alzheimer’s (Stadelmann et al., 1999) diseases
and in myocytes from failing human hearts (Kostin et al., 2003).
Thus, it is necessary to continue with a timely follow-up of these
phenomena in order to describe the complete process of
digitalis-induced morphologic changes.

The mechanism by means of which ouabain and digoxin
induce apoptotic cell death remains under investigation. In in
vitro studies with human (prostate adenocarcinoma, HeLa cells)
and mouse (cortical neurons) cell cultures, it has been shown
that after the toxic digitalis insult, intracellular concentrations of
Ca?" increase; this promotes cytochrome ¢ release from
mitochondria with consequent caspase activation and inter-
nucleosomal DNA degradation (Wieckowski et al., 2001;
McConkey et al., 2000, Ramirez-Ortega et al., 2006). In our
study, we provoked an electrophysiologic imbalance by
administering toxic dosages (50—60% of the lethal dose) of
digitalis compounds to a live animal and detected with two
different methods that the effect of digitalis produces cyto-
chrome c¢ release from heart mitochondria in a similar way to
that observed in in vitro experiments (McConkey et al., 2000;
Slee et al., 2000; Pu et al., 2002). Cytochrome c release is one of
the pathways that promotes activation of the caspase cascade
(proteases that execute cell death through apoptosis) (Ekert
et al., 2004; Chang and Yiang, 2000). Mitochondrial alterations
leading to cytochrome c¢ release are thought to mediate
procaspase activation in many apoptosis models. In our study,
we induced intracellular Ca®" overload provoked by the toxic
action of digitalis (Langer, 1981; Ishida et al., 2001) in guinea-
pig cardiomyocytes. This favored caspase-9 and -3 activation as
demonstrated by the presence of proteolytic degradation
products from procaspase-9 and -3 in digitalis-intoxicated
guinea pig-cytosols. Pelletier et al. (2005), previously reported
that the addition of high Ca®" concentrations to a cell extract is
sufficient to induce caspase activation and to produce nuclear
apoptosis.

We believe that the mechanism of ouabain and digoxin to
induce apoptotic cell death either in cultured cells or in live
organisms could follow a common pathway, in which Ca*"
plays a principal role. Experimentally exposing rat cardiomyo-
cytes to the toxic action of ouabain, a Ca®" overload is produced
in the mitochondria. This intracellular Ca** overload has been
related with a mitochondrial disfunction (Di Lisa et al., 1998).

Among the later effects of a mitochondrial Ca®" overload, the
following have been reported: reduction of the oxidative
phosphorylation with the consequent decrease of ATP avail-
ability and the sudden dissipation of the mitochondrial
membrane potential; both Ca®" overload as well as lowered
availability of ATP which gets worse due to the lack of ADP and
Pi supply to the mitochondria secondary to Na'/K'-ATPase
inhibition provoke an opening of the mitochondrial permeabil-
ity transition pore (MPT), with the consequent release of
cytochrome ¢ and Ca®" into the extramitochondrial space,
which triggers the cascade of events leading to cellular death
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Fig. 6. Proposed mechanism for induction of cell death in cardiomyocites by
acute digitalics intoxication. The persistent inhibition of cardiomyocytes Na'/K*
ATPase by digitalis provokes accumulation of [Na+]i which stimulates the Na'/
Ca®" exchanger of the cytoplasmatic membrane to extract the accumulated Na™;
this produces a significant increase in [Ca>']i. The prolonged overload of Ca**
and the lack of ADP and Pi secondary to pump inhibition provoke
mytochondrial dysfunction with consequent release of cytochrome c. The
caspases-9 and -3 cascade is triggered. The effector caspase-3 breaks multiple
intracellular proteins producing cell death. A) Activated mechanism for toxic
concentrations of digitalics B) activated mechanism for non toxic concentration
of digitalis. Src (cytoplasmic tyrosine kinase), EGFR-P (phosphorilated receptor
for epidermal growth factor), Ras (GTPase-protein), MAPK (mitogen-activated
protein kinase). ROS (reactive oxygen species), Fas (Death receptor).
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(Di Lisa et al., 1998). Finally, the results obtained allow us to
propose a schematic mechanism in Fig. 6. In our model, we
discarded a Fas-associated non-specific mechanism because we
did not find an activated caspase-8 (Fig. 6A). On the other hand,
a mechanism involving ATPase activation as part of a signal
transducer system as proposed by Xie and Askari, 2002, Xie
et al., 1999 (Fig. 6B) would be turned on under non-toxic
digitalis-concentration conditions. In our experimental model,
we provoked an acute intoxication which produces, aside of the
effect of the Ca>* overload, the decrease in ATP production by
the mitochondria, and the affectation of the mitochondrial
membrane potential, which causes the opening of the MPT and
the consequent release of cytochrome c, activation of caspase-3
and -9, and DNA degradation.

In our work and unlike previous studies that employ in vitro
systems to evaluate the apoptotic ability of digitalis, we used a
living animal model, which possesses a greater resemblance to real
conditions.

In conclusion, ouabain and digoxin at LD 50-60% induce
cytochrome ¢ release from mitochondria, procaspases-9 and -3
activation, peripheral nuclear chromatin condensation, and DNA
fragmentation, all indicative of apoptosis. Although not all
myocytes with DNA fragmentation display the typical morpho-
logic features of apoptosis (total chromatin condensation, cell
shrinkage), we believe that digitalis-induced cell death is mainly
apoptotic, although a mixed mechanism of cell death cannot be
ruled out.

Future experiments should be performed to explore these
issues in a comprehensive manner.
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