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Mecanismo de toxicidad celular inducida por digitalicos.

Estudio con ouabaina.

Margarita del C Ramirez Ortega,* Vilma Maldonado Lagunas,** Jorge Meléndez Zajgla,**
Gabriela Zarco Olvera,* Ma. Del Carmen Avila Casados,* Jorge Suarez Munguia,*** Gustavo

Pastelin Hernandez*

Resumen

La accidn toxica de los digitalicos ocasiona a ni-
vel celular una sobrecarga intracelular de Ca2+y
un decremento de las concentraciones internas
de K+. Siendo el Ca2+ y el K+ reguladores criti-
cos de vida y muerte celular, el propésito de este
estudio fue explorar la via de muerte celular que
se activa por el desequilibrio iénico originado por
intoxicacion digitalica. Se presentan los resulta-
dos de los estudios sobre toxicidad celular reali-
zados con ouabaina sobre cultivo de células HelLa
en monocapa y sobre corazén de cobayo llevado
a intoxicacion digitalica. Resultados: En cultivo
de tejidos, la ouabaina indujo inhibicion de la via-
bilidad celular de una forma dependiente del tiem-
po y de las dosis empleadas. Por medio de una
tincion con bromuro de etidio se observo conden-
sacion y fragmentacion nuclear. El andlisis elec-
troforético del DNA nuclear en geles de agarosa,
mostré un patron de degradacién caracteristico
de apoptosis. En cortes histolégicos de corazén
de cobayo llevado a intoxicacién con ouabaina
(50-60% de la dosis letal), se detecté muerte ce-
lular in situ por medio de la tincion de TUNEL.
Concluimos que el desequilibrio fisiolégico y eléc-
trico ocasionado por dosis toxicas de ouabaina
activa mecanismos que llevan a muerte celular
via apoptosis en células de crecimiento rapido y
en miocitos cardiacos.

Summary

MECHANISM OF CELL TOXICITY INDUCED BY
DIGITALIS COMPOUNDS. STUDY WITH OUABAIN

The toxic effect of digitalis compounds at cell le-
vel produces an intracellular Ca2+overload and a
decrease in intracellular concentrations of K+. Sin-
ce Ca2+ and K+ are critical modulators of life and
death, the purpose of this study was to explore
the cell death pathway activated through the ionic
imbalance provoked by digitalis intoxication. We
present results of cell toxicity in a study perfor-
med with ouabain acting on a HelLa cells culture
and on guinea pig heart myocites under ouabain
intoxication. Results: In tissue culture, ouabain
produced inhibition of cell viability in a time and
dose dependent manner. Through ethidium-bro-
mide staining, nuclear condensation and fragmen-
tation were observed. The electrophoretic analy-
sis of nuclear DNA in agarose gel showed a de-
gradation pattern characteristic of apoptosis. In
histologic sections of guinea pig heart under oua-
bain intoxication (50-60% of lethal doses), in situ
cell death was detected by in situ DNA TUNEL
labeling. We conclude that the electrical and phy-
siologic imbalance produced by toxic doses of
ouabain activates mechanisms that cause cell
death via apoptosis in heart myocites and fast
growing cells.
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Introduccién

| efecto farmacol 6gico principal delosdi-
E gitélicos es su capacidad paraincremen-

tar la fuerza de contraccion del miocar-
dio de una forma dosis dependiente “efecto
inotrépico positivo”, esta propiedad ha sido la
base del tratamiento de lainsuficiencia cardiaca
congestiva por muchos afios.! Los mecanismos
por los cuales los digitélicos gjercen su accién
son complejos y no se limitan auna solaviaya
gue actlian sobre el coraz6n modificando la acti-
vidad mecanicay eléctrica, sobre el musculoliso
vascular y sobre el sistema nervioso auténomo.
Ademasdé efectoinotrdpico, losdigitdlicoseer-
cen efectos téxicos severos sobre el corazon y
|os sistemas nervioso y gastrointestinal .
Tanto € efecto inotrépico como € téxico se han
atribuido principalmente alainhibicion parcia o
total respectivamente delaenzimaresponsable del
transporte activo de Na+ y K+ atravésdelamem-
branacelular, laAdenosin trifosfatasa dependien-
tede Nat+ y K+ (ATPasa-Nat/K+). Lainhibicién
de la cominmente llamada bomba de Nat+, trae
COMO consecuencia un incremento en la concen-
tracion intracelular de Na+ ([Nat]i) y unadismi-
nucion del K+ intracelular ([K*]), el incremento
de [Nat]i activaa intercambiador Na+/Ca2+ de
la membrana citoplasmética aumentando por 1o
tanto el Ca2+ intracelular, el Ca2+ esamacenado
en € reticulo sarcoplasmico y se libera con cada
potencial de accion para activar €l aparato con-
tréctil.? Los resultados de estudios farmacol 6gi-
€os no permiten descartar laexistenciade un me-
canismo intracelular alterno alainhibicion dela
ATPasa-Nat+/K+ para €l efecto inotrépico de los
digitlicos.® El mecanismo para € efecto toxico
se atribuye a la sobrecarga de Ca2+ y disminu-
cion de K+ intracelulares por lainhibicion persis-
tente de la bomba de Nat+, de tal forma que la
homeostasis no se puede mantener y sobreviene
|a degradacion celular.?
Apoptosis es un proceso dependiente de energia
organizado €l cual lleva a la muerte celular. Su
definicidn se basa en distintos criterios morfol 6-
gicos’y por la demostracion de la degradacion
del DNA internucleosomal ,® 1a cual esllevadaa
cabo por laactivacion selectivade DNAsas.” Las
caracteristicas morfol égicas de apoptosis inclu-
yen: marginacioén de lacromatina, condensacién
y fragmentacién nuclear y encogimiento de la
célula con preservacion de organel os. Ensegui-
dalacélulase fragmentaen cuerpos apoptoticos
dentro de una membrana integra, los cuales son
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fagocitados posteriormente por células vecinas
con ausenciadeinflamacion.’ Laapoptosis ocu-
rre en células aisladas. La muerte celular no-
apoptética, como seriala muerte celular por is-
gquemia (oncosis), se caracteriza por la
disminucion delasreservas de ATP intracelular,
hinchamiento de la célula con rompimiento de
organelos y membrana plasmética. En los teji-
dos afectados se observan grupos de células ne-
créticas e inflamacion.®®

Poco se ha estudiado acerca del dafio y muerte
celular anivel detegjido cardiaco posterior auna
intoxicacién aguda por digitalicos. Tanto laacu-
mulacién de Ca2+ como la pérdida de K+ intra-
celulares pueden activar enzimas relacionadas
con muerte celular apoptética.®® Consideramos
que el desequilibrio electrofisiol 6gico ocasiona-
do por concentraciones toxicas de digitalicos
puede detonar lainduccién de muerte celular via
apoptosis, por lo cua nuestro interés fue estu-
diar el mecanismo de muerte celular inducida por
dosistoxicas de ouabainaen unalineacelular de
crecimiento répido y en cardiomiocitos de coba-
yo llevado aintoxicacion digitalica.

Material y métodos

Cultivo celular

Para evaluar el efecto inductor de muerte celular
delaouabaina, seempled lalineacelular sensible
adigitdlicos Hel a (linea celular humana obteni-
dade un carcinomaepidermoide del cérvix uteri-
no). Las células Hel a se cultivaron en medio
DMEM (Medio minimo esencial de Dulbecco)
complementado con 10% v/v de suero fetal bovi-
no, obtenidos ambos de Gibco. L os cultivos celu-
lares se mantuvieron en monocapaa 370C en c&
mara himeda con atmdsferade CO, a 5%.

Viabilidad celular

El digitdlico ouabainay reactivos con grado de
pureza para biologia molecular, fueron obteni-
dos en Sigma, St. Louis, MO.

Las células Hel.a se sembraron en placas para
microtitulacion de 96 pozos, ajustando € nime-
ro de células a3000 células/pozo y seincubaron
con concentraciones crecientes de ouabaina (0.01
nM- 10 uM) a37°Cy 5% de CO, por 48, 72y 96
hs. Los cambios en morfologia y densidad de
poblacion celular se observaron en un microsco-
pio invertido Zeiss. Al término de cada periodo
de incubacion las células se fijaron y se tifieron
con cristal violeta al 1% en agua destilada. La
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Viabilidad celular (%)
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absorbancia se midi6 en un lector de ELISA a
570 nm. Se consider6 el 100% de viabilidad ce-
lular a control que correspondi6 a crecimiento
celular en las mismas condiciones en ausencia
del digitdlico. Todos los experimentos se hicie-
ron a menos por triplicado y los resultados gra-
ficados representan el valor promedio + desvia-
cion estandar.

Tincion nuclear con bromuro de etidio
Céulas Hel a se sembraron en camaras de 2x3
cm en presencia'y en ausencia de ouabaina 70
nM por 72 hs. Las células sefijaron con etanol al
70% a-70°C por 10 min, se trataron con RNasa
por 1 hr a 37°C y se tifieron por 5 min con bro-
muro de etidio (10 mg/ml). Las células se obser-
varon en microscopio Zeiss, usando epifluores-
cenciay sefotografiaron a400x deamplificacion
utilizando un film Kodak Plus X-Pan.

Analisisde DNA de bajo peso molecular
Ladeteccion del DNA degradado en célulastra
tadas y no tratadas se hizo siguiendo la metodo-
logia descrita por Herrmann.*®

I ntoxicacion de cobayos con ouabaina

Se trabaj6 con dos grupos de 5 cobayos macho
con un peso promedio de 700 g. Los cobayos se
anestesiaron con pentobarbital sodico (38 mg/kg)
y se mantuvieron con respiracion artificial du-

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Log [ouabaina], log M

Fig. 1. Curva dosis respuesta para el efecto de ouabaina sobre la viabilidad
de células Hela. La viabilidad de las células HelLa expuestas a las concen-
traciones indicadas de ouabaina se comparé con la viabilidad de las células
no tratadas (100% de viabilidad), como se describe en métodos. Los tiem-
pos de exposicion fueron de 48, 72 y 96 hs. Los valores representan el
promedio de tres experimentos diferentes.
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rante todo el procedimiento. Lainfusién del di-
gitalico o vehicul o de administracion (grupo con-
trol) se realiz6 por via intravenosa (vena yugu-
lar) empleando unabombadeinfusion. Al grupo
tratado se le administraron 129 + 19 nmoles de
ouabaina’kg (94.18 + 13.83 g de ouabaina/kg)
en 8 ml de solucién salina isotonica (ss) a una
velocidad de infusion de 5 pg/min. Al grupo no
tratado se le infundieron 8 ml de ss ala misma
velocidad que el grupo tratado (0.4 ml/min). El
grado de intoxicacion de los cobayos se diag-
nosticé por medio de un electrocardiograma
(ECG) (Derivacion-I1). Lainfusién del digitali-
co se suspendid cuando aparecieron signos de
intoxicacion (bloqueo auriculoventricular avan-
zado y extrasistoles ventriculares multifocales).
Unavez intoxicado el animal se mantuvo en ob-
servacion durante 5 hs, llevando registro del ECG
cada 20 min en un poligrafo VR6 (Electronics
for Medicine, Honeywell). Al finalizar el tiempo
se procedio aextraer el corazén, inmediatamen-
te se hizo un corte axial por la parte media ven-
tricular. Dicho fragmento de tejido cardiaco se
fij6 en formol al 10% en solucién salina amorti-
guada con fosfatos pH 7.4 (PBS). Lostejidos fi-
jados seincluyeron en parafinay se hicieron cor-
tes histol 6gicos de 5 um para deteccion de muerte
celular apoptoticain situ y tincién con hematoxi-
lina-eosina (HE).

Deteccion de muerte celular in situ

Tincion de TUNEL (TdT-mediated DUTP-X nick
end labeling). Los reactivos para deteccion de
muerte celular in situ se obtuvieron de Roche y
sesiguieron lasinstrucciones del fabricante para
ladeteccion de células en apoptosis en cortes de
tejido cardiaco de cobayo. Unavez redlizada la
tincion los cortes se contratifieron con eosina'y
se observaron en un microscopio Olympus a
400X de amplificacion. Se considerd unatincién
positiva para la tincién de TUNEL cuando se
observé un precipitado de color café localizado
exclusivamente en el nlcleo de cardiomiocitos
integros.

Resultados

El cultivo de células Hel a tratado con ouabaina
presenté cambios morfol 6gicos como disminu-
cion del tamafio celular y condensaci én nucl ear,
cambios que no se observaron en el cultivo celu-
lar no expuesto al digitélico.

EnlaFigura 1 donde se grafica el porcentaje de
viabilidad celular en funcién delaconcentracion
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de ouabaina observamos que lainhibicion de la
viabilidad celular es dependiente del tiempo y
de las concentraciones de fa&rmaco adicionadas
al cultivo. A las 48 hs de exposicion, se pudieron
apreciar dos efectos: a concentraciones menores
a 100 nM la ouabaina estimulé el crecimiento
celular y aconcentraciones superiores aésta, tie-
ne un marcado efecto inhibitorio delaviabilidad
celular. Al aumentar el tiempo de exposicion a
72 hsel efecto estimulador desaparecey €l efec-
to citotoxico de la ouabaina se hace evidente a
partir de concentracionesde 1 nM, este efecto se
incrementaal prolongar €l tiempo de exposicion
a96 hs. Los valores de CI50 obtenidos dela cur-
va dosis respuesta disminuyeron notablemente

Fig. 2. Induccién de apoptosis en células HelLa por ouabaina. a) En ausen-
cia de ouabaina, b) en presencia de ouabaina 70 nM. La tincién nuclear
con bromuro de etidio se menciona en métodos. Las puntas de flecha se-
fialan los nucleos con cambios tipicos de apoptosis.
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conforme aumento el tiempo de incubacién con
el digitalico, parael tiempo de 48 hs €l valor de
CI50 fue de 525 nM, para 72 hsde 69 nM y para
96 hs de 21.4 nM.

Induccién de apoptosis

L os cambios en lamorfologia nuclear en células
HelL a por efecto citotéxico de la ouabaina se
pudieron visualizar empleando unatincion fluo-
rescente con bromuro de etidio, en laFigura 2a
se observan los nucleos de las células no trata-
das, los cuales conservan un tamario uniforme
sin fragmentacién mientras que los ndcleos de
las células expuestas a dosis citotdxicas son de
menor tamafio y muestran iméagenes caracteris-
ticas de fragmentacion nuclear (Fig. 2b), consis-
tentes con los cambios que se presentan durante
el proceso de muerte celular por apoptosis.
Para apoyar |os anteriores resultados |levamos a
cabo el andlisis electroforético del DNA de las
células HelL a expuestas y no expuestas a la ac-
cion del digitalico. Lapresenciade ouabaina 100
nM en el medio de cultivo por 72 hsdio lugar a
lafragmentacién del DNA con un patrén de de-
gradacion caracteristico de apoptosis, 1o cual no
se presento en las células no tratadas (Fig. 3).

Deteccién de apoptosisin situ

Una vez que se comprobd que la ouabaina es
capaz de inducir cambios morfologicos y bio-
guimicos compatibles con apoptosis, en una li-
nea celular de crecimiento rapido y sensible a
los digitdlicos, se procedio arealizar € estudio
en animales anestesiados (cobayo) que recibie-
ron el 50-60% de ladosis letal de ouabaina. Los
cobayos no tratados registraron un trazo normal
en el ECG €l cual se mantuvo sin cambios du-
rantelas 5 hsbajo observacion. Losanimaleslle-
vados aintoxicacion digitalica presentaron cam-
biosen el ECG durantela primerahora posterior
al inicio de la infusién del farmaco como blo-
queo auriculoventricular completo y extrasisto-
les ventriculares.

Los cortes histol égicos de los corazones de los
cobayos intoxicados procesados para la detec-
cion de células apoptdticas in situ (tincion de
TUNEL) mostraron miocitos con unatincion café
intensa localizada exclusivamente en el nlcleo
celular mientras que los cortes histol égicos co-
rrespondientes a los corazones de los cobayos
control presentaron escasas células con unatin-
cion nuclear débilmente positiva. El control de
lareaccion, paradescartar unién inespecificare-
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sult6 negativo. En los cortes de corazdn tefiidos
con HE no se observd infiltrado inflamatorio ni
ZONas con Necrosis.

Discusion

El efecto antiproliferativo de los digitalicos so-
bre células tumorales se describié de manera
imprecisa desde hace mas de 20 afios* cuando
seintento utilizarlos como agentes antineopl asi-
cos. La linea celular HeLa es muy sensible al
efecto citotoxico de | os esteroides cardioactivos
motivo por €l cual se utilizé en este trabajo para
definir e mecanismo que conduce a una célula

Fig. 3. Andlisis electroforético de DNA gendmico de células Hela tratadas
con ouabaina. EI DNA genémico se aislo de células HeLa mantenidas por
72 hs en presencia y en ausencia de ouabaina 100 nM. EI DNA se sometié
a electroforesis en geles de agarosa al 1.5%. 1) Marcador de peso molecular,
2y 3) DNA de células expuestas al efecto de ouabaina y 4) DNA de células
no tratadas.
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expuesta a dosi s toxicas de estos farmacos hacia
la degradacion.

En este estudio qued6 de manifiesto un efecto bi-
fésico de la ouabaina sobre la viabilidad de lali-
nea empleada atiempos de exposicion de48 hs, a
concentraci ones bajas (menoresa 100 nM) laoua-
baina provoca que la poblacion celular seamayor
hasta en un 40% con respecto a crecimiento del

cultivo control. Este efecto no se observa cuando
seincrementael tiempo de exposicién al farmaco
por 72y 96 hs. Esto pareceindicar que laouabai-
na interacttia con dos mecanismos o dos isofor-
masdelaATPasa-Nat+/K+, el estimulante del cre-
cimiento pudiera ser un efecto de interaccion
reversiblergpidamientrasqueel efectotxicobien
puede ser por laformacidn de un complejo enzi-
ma-digitdlico con un tiempo de vida media pro-
longado o tratarse de dos mecanismos indepen-
dientes, uno responsable del efecto toxico y otro
del efecto estimulador que pudiera no estar rela-
cionado con actividad sobre la ATPasa-Na+/K +.
El efecto citotoxico de la ouabaina se incrementa
conforme aumenta el tiempo de interaccion con
€l cultivo celular, la dosis necesaria para inhibir
en un 50% laviabilidad celular es 25 veces menor
aun tiempo de 96 hs que larequerida paralograr
el mismo efecto alas 48 hs.

El efecto citotoxico de laouabainasobre lalinea
celular tumoral Hel a provoca cambios en la
morfol ogia como encogimiento celular, conden-
sacion y fragmentacion nuclear asi como degra-
dacion del DNA nuclear en fragmentos de bajo
peso molecular, cambios caracteristicos de muer-
te celular apoptética

Lamayoriadelos estudios acercadelos mecanis-

mos de citotoxicidad inducidapor farmacos sehan

realizado en sistemas in vitro dgjando la duda si

los resultados observados son reproduciblesen un

sistema integro vivo. Empleando una especie de
roedor sensible ala accion de los digitalicos, he-

mos encontrado que | os efectos toxicos de la oua-

baina siguen una via que conduce a la degrada-

cion del DNA nuclear, por medio de una
metodologia que detecta especificamente los si-
tios de corte del DNA internucleosomal (tincién
de TUNEL). Los cortes histolgicos correspon-
dientes alos corazones de cobayos llevados ain-
toxicacion digitélicapresentan células con tincion
nuclear positiva especifica para la reaccion de
TUNEL. No se observé infiltrado inflamatorio ni

areas de necrosis por |o que creemos que €l meca-
nismo decitotoxicidad inducido por cuabainalleva
auna muerte celular via apoptosis.
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Conclusiones

Podemos concluir que el mecanismo quellevaa
|a degradacion celular como resultado de intoxi-
cacién por ouabaina (50-60% de la dosis letal)
tanto en miocitos cardiacos de cobayo como en

MC Ramirez Ortega y cols.

células de crecimiento rapido no excitables, hu-
manas, esta relacionado con apoptosis. El des-
equilibrio electrofisioldgico ocasionado por la
inhibicion total delaATPasa-Nat/K+ es detona
dor de este tipo de muerte celular.
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