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INTRODUCCION

a muerte celular puede adoptar dos patrones diferentes tanto desde el punto de vista

morfologico como bioquimico. La necrosis o muerte celular accidental, es la
resultante de la accion de una noxa letal (Ej. Isquemia prolongada, agentes quimicos y fisicos,
etc). Se observa solo en condiciones patologicas, afectando a un gran nimero de células, en
forma pasiva, sin requerir de energia. Morfologicamente ocasiona un importante edema celular,
con pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y posterior pasaje del contenido
intracitoplasmatico al espacio extracelular, hecho que determina una reaccion inflamatoria que
aumenta el dafo tisular (1). Por otro lado, la apoptosis o muerte celular programada, es un
proceso observable tanto en condiciones fisiologicas (Ej. embriogénesis, durante el desarrollo
del tejido linfoide, etc.) como patologicas (Ej. enfermedades neurodegenerativas, injuria
isquémica, S.I.D.A, cancer), afectando a células aisladas o a grupos de células. El proceso se
desarrolla en forma activa, ya que requiere de energia trifosfato de adenosina (ATP) y en
algunos casos de expresion génica.

Se debe destacar que las mismas noxas que ocasionan necrosis también pueden llevar a la
apoptosis cuando actiian en dosis o concentraciones subletales, permitiendo esto, el desarrollo de
diferentes modelos experimentales no soélo in vivo (2) sino también in vitro. Morfologicamente,
el proceso apoptotico es dindmico, consistiendo en la produccion de cambios celulares
resultantes de la activacion de un grupo de proenzimas citoplasmaticas denominadas caspasas
(cisteinproteasas) (3). Estas son las responsables de cambios tales como: retraccion celular,
protrusiones citoplasmaticas de diversos tamafios (blebs, blisters y ballons), condensacion de la
cromatina, fragmentacion internucleosomal del ADN y segmentacion nuclear, dando como
resultado final la formacion de cuerpos apoptoticos por fragmentacion de la célula. Dichos
cuerpos se hallan rodeados por membrana plasmatica indemne que impide la salida del
contenido citoplasmatico al espacio extracelular, evitando asi, una reaccion inflamatoria que
seria perjudicial (1, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9).

La apoptosis tiene una doble importancia en oncologia, por un lado su desregulacion interviene
en la génesis del cancer y por otro lado estas mismas alteraciones hacen resistentes a las células
tumorales al tratamiento radioterapico y quimioterdpico (las dos modalidades mas importantes
en el tratamiento del cancer). Las células con un trastorno en los mecanismos apoptoticos poseen
una capacidad reducida para responder a los agentes que dafian al ADN, al citoesqueleto, o que
afectan la progresion del ciclo celular.

Muchos agentes quimioterapicos actiian en fases especificas del ciclo celular y en consecuencia
tienen afinidad so6lo en células que se encuentran en el pool proliferativo (células en division). Al
mismo tiempo las neoplasias mas susceptibles al tratamiento quimioterapico son aquellas que
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tienen una gran fraccion de crecimiento, es decir, un alto porcentaje de células en proceso de
division (10).

De los diversos quimioterapicos que actian como antimetabolitos el Metotrexate (MTX) es
una droga citotoxica ampliamente utilizada en el tratamiento del cancer, con especial actividad
contra la leucemia, linfoma, cancer de mama, coriocarcinoma, etc. E1 mecanismo de acciéon mas
conocido de este agente consiste en la inhibicion de la dihidrofolato reductasa (DHFR), enzima
encargada de mantener una concentracion intracelular adecuada de folatos en su forma reducida
(11, 12,13).

Para que el folato funcione como cofactor en reacciones en las que se realiza la transferencia de
moléculas con un atomo de carbono (monocarboxilic as) debe sufrir un proceso de reduccion por
la enzima (DHFR) que lo convierte en tetrahidrofolato (FH4). La deplecion de folatos reducidos
(FH4) que ocasiona la inhibicion de la enzima DHFR por el MTX, determina una interrupcion
en la sintesis del ADN y ARN. Al mismo tiempo se interfiere con la capacidad celular para
reparar los dafios a las cadenas de ADN llevando esto a una ruptura de las mismas.

Es importante resaltar que en toda la bibliografia examinada hasta la fecha, tanto internacional
como nacional, no se hace referencia a los cambios en la morfologia de las células neoplésicas
expuestas al MTX. Seria util el conocimiento de este lltimo aspecto ya que permitiria aclarar
conceptos basicos, tales como la via de muerte celular (necrosis o apoptosis), utilizada por este
agente quimioterapico.

OBJETIVO

La finalidad del presente trabajo es describir los hallazgos morfologicos provocados por el
efecto citotoxico del MTX sobre un cultivo celular, es decir, mediante técnicas de investigacion
“in vitro”.

MATERIALES Y METODOS

Células y medio de cultivo: Para el desarrollo de este modelo se utilizo el cultivo celular HeLLa
(sub-linea Hep-2) (14,15) correspondiente a un adenocarcinoma de cuello uterino. Las células
fueron mantenidas en botellas de cultivo de 25 cm2 (Corning, NY) con RPMI Médium 1640
(Roswell Park Memorial Institute Culture Médium 1640) suplementado con suero bovino fetal
(5%), Gentamicina 50 microgramos/ml y 0,005 M de buffer (4-(2- Hydroxyethyl)-1- piperazine
ethane sulphonic acid) (HEPES) (Hyclone ®) en atmosfera con CO2 al 5% y 95% de aire a 37°
C. Para el examen microscopico se sembraron aproximadamente 35 x104 células en
cubreobjetos de vidrio de 24mm cubiertos con Polilisina y colocados en discos de Petri de 35mm
de diametro.

Droga e induccion de apoptosis: Como agente inductor se utiliz6 MTX (Metotrexate ® ,
Lederle, Buenos Aires, Argentina) el cual se adicion6 al medio de cultivo en una concentracion
de 1 mg/ml durante 48 horas. Como controles se utilizaron cultivos sin el agregado de agente
inductor.

Preparacion de las muestras: Después de 48 horas de tratamiento, las células adherentes a los
cubreobjetos fueron fijadas con cytospray y coloreadas con la técnica de Papanicolaou
modificada para la evaluacion morfoldgica mediante microscopia dptica convencional.

Procedimiento de coloracion: Después de la fijacion, los cubreobjetos fueron transferidos sin
dejarlos secar desde el alcohol 96° al agua destilada, pasando por alcohol 70°,50° y agua
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corriente. Posteriormente se los colored durante 1 minuto con Hematoxilina modificada para
Papanicolaou (Biopur, Rosario, Argentina), luego se los colocd en agua corriente y agua
destilada por 2 minutos, y se los trasfirié a través de alcohol 50%, 70% y96% sucesivamente.
Los cubreobjetos fueron posteriormente coloreados con Orange G6 (Biopur, Rosario,
Argentina), durante 3 minutos, lavados en 3 cambios de alcohol 96%, coloreados con Eosina-
Alcohdlica (EA) (EA 36, Biopur, Rosario, Argentina) por 2 minutos y luego lavados en 3
cambios de alcohol 96°, 2 cambios de alcohol absoluto y 2 cambios de xilol. Finalmente, los
cubreobjetos fueron montados sobre portaobjetos usando Balsamo natural de Canada.

Examen citologico: Los portaobjetos se examinaron mediante un microscopio optico (Leitz
Wetzlar, Germany) usando objetivos de 40 y 100 x, las células fueron analizadas de acuerdo con
los criterios morfologicos clasicos de Kerr y colaboradores (16).

Evaluacion: Para evaluar el proceso de induccion de apoptosis, se contaron aproximadamente
1200 células en ambos grupos, tratado y control, donde se identificaron los siguientes tipos
celulares: Células sin afectacion morfologica, células en mitosis, células apoptoticas y células
multinucleadas. Como método estadistico se utilizo el Test de Chi2 (x2).

RESULTADOS

El desarrollo de este modelo nos permiti6 un analisis no solo cualitativo sino también

cuantitativo.

Los hallazgos cualitativos mostraron ademas de la morfologia clasica de la apoptosis, la
presencia de grandes masas de material cromatinico condensado y actimulos eosinofilicos
intranucleares e intracitoplasmaticos de naturaleza incierta (Fig 1,2 3 y 4).

F

Fig 1. Células Hep-2 apoptdticas. Notese la presencia de
las tipicas protrusiones citoplasmaticas y cuerpos
apoptoticos (flechas).

Fig 2. Células Hep-2 apoptoticas. Presencia de material
cromatinico condensado e inclusiones intracitoplasma-
tticas (flecha).
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Fig 3. Células Hep-2 apoptdticas. Presencia de protri
siones citoplasmaticas y formacion de cuerpo apoptotico
(flecha).
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Fig 4. Células Hep-2 apoptoticas. Presencia de protri
siones citoplasmaticas y acumulos eosinofilicos

intranucleares (flechas)

Por otro lado, desde el punto de vista cuantitativo la observacion microscopica reveld en el
grupo control, 96% de células no afectadas; 2,6% de células en mitosis; 0,9 % de células
apoptdticas y 0,5 % de células multinucleadas, mientras que en el grupo tratado con metotrexate
los porcentajes fueron 60,1 %; 0,2 %; 39,5 % y 0,2 % respectivamente. Las diferencias entre los
grupos fueron estadisticamente significativas (p < 0,001).
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CONCLUSION

El desarrollo de nuestro modelo experimental de induccion de apoptosis In Vitro en células
HeLa (sub-linea Hep-2) de un adenocarcinoma de cuello uterino humano nos permitié observar

que:

Si bien el mecanismo por el cudl el metotrexate induce citotoxicidad sigue siendo tema de
continua investigacion, se sabe que s efectos ocurren durante la fase S del ciclo celular,
induciendo dafio al DNA. Nuestros hallazgos morfologicos correspondientes a la accion
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citotoxica del metotrexate In Vitro nos permiten concluir que esta droga no es la excepcion con
respecto a otros agentes quimioterapicos y que su mecanismo de accion consistiria en el dafio del
ADN vy posterior activacion de la via apoptotica.

La morfologia apoptotica observada presenta caracteristicas distintivas, de facil determinacion
mediante el uso de microscopio optico y técnicas de coloracion de rutina.
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