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RESUMEN

Sticholisina II (St II) es una citolisina producida por la anemona marina Stichodactyla
helianthus. Esta toxina posee una elevada afinidad por la esfingomielina e induce muerte
celular a través de la formacidn de poros en las membranas. En este trabajo se
caracteriza el mecanismo de muerte celular inducido por St II en células tumorales
mediante el analisis de algunos aspectos morfoldgicos y bioquimicos utilizando como
modelos células Raji y un mieloma en ratones Balb/c. La actividad citotoxica de St II
contra células Raji se testdo mediante la liberacion de LDH y por la incorporacion de yoduro
de propidio a través del poro de la toxina. La actividad de las caspasas se determind
mediante un kit de deteccidon de caspasas y se observaron las células al microscopio de
fluorescencia. St II resultd ser citotoxica contra las células Raji. La formacion de poro de
St II en células Raji condujo a un incremento del volumen celular y a la liberacion de los
componentes citoplasmaticos, lo cual fue observado al microscopio 'éptico y que son
caracteristicos de una muerte celular por necrosis. En las células tratadas con St II no
hubo induccién de caspasas, ni formacidon de cuerpos apoptéticos. La administracion
intratumoral de St IT a un mieloma desarrollado en ratones Balb/c, demostrd que la toxina
indujo una necrosis extensa en el tumor sin provocar toxicidad sistémica aparente. Una
mejor comprension de la interaccion de St II con las membranas puede contribuir al

disefio racional de inmunotoxinas con potencial terapéutico.



INTRODUCCION

La Sticholisina II (St II) es una proteina citolitica producida por la anémona marina
Stichodactyla helianthus. Esta toxina pertenece a la familia de las actinoporinas las
cuales se caracterizan por una masa molecular de 20kDa, plI basico, capacidad de
formar poros oligoméricos en membranas naturales y modelos y elevada afinidad
por la esfingomielina, considerandose a este fosfolipido su receptor natural (Lanio y
col. 2001). Su actividad citotoxica y citolitica (Tejuca y col, 1999;Lanio y col, 2001)
resulta con mayor probabilidad de la formacion de poros oligoméricos hidrofilicos de
alrededor de 1nm de radio en la membrana celular (Tejuca, y col, 2001). Se ha
demostrado que la formacion del poro por esta toxina en la membrana eritrocitaria
conduce al movimiento de iones a favor de su gradiente electroquimico, y el agua
accede al interior de la célula para equilibrar la descompensacion osmoética que se
genera ya que la hemoglobina no puede salir al exterior celular a través del poro.
Los mecanismos de los cuales dispone la célula para contrarrestar este dafio no son
suficientes, de manera tal que el eritrocito rebasa su volumen critico y estalla
(Tejuca y col, 2001; Celedon y col, 2005). Se conoce que St II posee un sitio de
reconocimiento a fosfocolina (Manchefio y col, 2003) y que se une a esfingomielina
y a la fosfatidilcolina no asi al colesterol ni a fosfatidiletanolamina (Martinez y col.
2007). Los reportes sobre la accidn de las actinoporinas en otros modelos celulares
son escasos (Tejuca y col, 1999; Tejuca y col, 2004) y por lo general no abordan
los cambios morfologicos vy fisioldgicos inducidos en las células por la accidon de las
toxinas. La pérdida de integridad de la membrana plasmatica conlleva a la muerte
celular. El estudio con la actinoporina RTX-A producida por la anémona Heteractis
crispa sugiere un mecanismo de muerte mediado por apoptosis (Fedorov y col,
2010), lo que no se corresponde con ensayos realizados en proteinas formadoras
de poros las cuales inducen un mecanismo de necrosis rapida en diferentes tipos
celulares (Knapp y col, 2010).

Entre las aplicaciones mas atractivas de esta toxina se encuentra la construccion de
inmunotoxinas contra células tumorales y parasitarias (Tejuca y col, 2004) y su
utilizacion como herramientas para liberar antigenos al citosol de las células del

sistema inmune (Lanio y col, 2010).



El conocimiento de las alteraciones de la morfofisiologia celular que se generan
como resultado de la accién de St II resulta esencial para el disefio de conjugados
con fines terapéuticos que incluyan a las proteinas formadoras de poros como
elementos téxicos o moduladores de la respuesta celular. En este trabajo nos
proponemos evaluar algunos marcadores morfoldgicos y bioquimicos de la muerte

celular inducida por la St II en células de linfoma B humano (Raji).

MATERIALES Y METODOS

Purificacion de la Sticholisina II. La purificaciéon de St II se llevd a cabo de
acuerdo con el procedimiento previamente descrito por Lanio y col (2001). La
determinacion de la concentracion de la proteina se realizd por medidas de
absorbancia a una A de 280 nm y se utilizd el coeficiente de extincién para St II de

1.87 mg/mL descrito previamente por Lanio y col., 2001.

Actividad citotoxica de St II en células Raji. Las células de linfoma B humano
(células Raji) se cultivaron en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino
10 % y que contenia penicilina y estreptomicina. La viabilidad celular se siguid
mediante la tincién con Tripan Azul.

La actividad permeabilizante de St II en estas células se llevd a cabo mediante la
incorporacion de yoduro de propidio (PI) a través del poro de la toxina medida por
citometria de flujo. Las suspensiones celulares se incubaron con la toxina y 5 min
antes de la lectura en el citometro de flujo se adiciond el PI. Las cinéticas se
realizaron durante 25 min a diferentes concentraciones de toxina. Los resultados
obtenidos se representan como porcentaje de células permeabilizadas en funcion
del tiempo de ensayo.

Ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa.

La determinacion de la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) se llevo a cabo
de acuerdo con las instrucciones del kit de deteccién de citotoxicidad de la LDH
(Roche). El porcentaje de citotoxicidad se determind mediante la siguiente
ecuacion: Citotoxicidad (%) = (DO-DL)/(DH-DL) x 100 donde:

DO es el valor de absorbancia experimental, DL es la absorbancia en ausencia de
toxina (liberacion espontanea de LDH), DH es la absorbancia en presencia de Triton
X-100 (1%).

A partir de estos valores se construyeron las curvas de citotoxicidad en funcion de
la concentracion de toxina y del ajuste a una funcion de Boltzman se determiné la
concentracién de toxina necesaria para la liberacion del 50 % de la LDH presente
en las células.

Cambios morfoldgicos inducidos por St II en células Raji.
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Las células Raji se incubaron con diferentes concentraciones de St II (0.1, 10, 100
y 1000 pM durante 10 min. Luego se secaron y se fijaron con formaldehido 4%.
Las muestras se sometieron a la tincion con Hematoxilina/Eosina y se observaron al
microscopio optico.

Formacion de cuerpos apoptéticos inducidos por la toxina

La células Raji se incubaron con St II por 24 h en medio libre de suero. Luego se
secaron y fijaron con formaldehido 4 %. Las muestras se sometieron a la tincion
con Hematoxilina/Eosina y se observaron al microscopio éptico. Paralelamente se
preparo el control negativo en ausencia de toxina y el control positivo en presencia
de Doxorrubicina.

Activacion de caspasas inducida por la toxina en células Raji

La activacién de caspasas fue determinada usando un Kit de ensayo de deteccidn
de caspasa (Immunochemistry Technologies, LLC) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las células Raji se cultivaron a una densidad éptima para la induccién
de apoptosis con Doxorrubicina 0.5 yM durante 24h. Paralelamente las células se
incubaron con diferentes concentraciones subliticas de St II. Las muestras se
observaron bajo el microscopio de fluorescencia usando un filtro (excitacion 550
nm, emisién 580 nm) para ver la fluorescencia roja de las células positivas a
caspasas.

Actividad antitumoral de St II in vivo.

Para la evaluacion de la actividad antitumoral de St II in vivo, se inocularon 32
ratones BALB/c con 300000 células de X63 en 200uL de PBS, por via subcutanea en
el flanco. Inmediatamente después los ratones de cada tratamiento se
distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos de 8 ratones cada uno. A los 14
dias de inoculados, recibieron la primera dosis de St II por via intratumoral. Las
otras dos dosis la recibieron en dias alternos durante 1 semana. Se monitored el
volumen tumoral tres veces por semana y la sobrevida de los ratones. Pasado ese
tiempo, los ratones se sacrificaron y se analizaron los tumores y los dérganos
(higado, bazo, pulmoén, rifidon) para determinar la toxicidad de St II en los mismos
y el efecto de St II en el tumor. Las muestras se sometieron a un analisis
patoldgico.

RESULTADOS

La sticholisina II es una proteina potencialmente citotdxica, lo cual parece ser el
resultado de la formacién de poros oligoméricos e hidrofilicos de alrededor de 1 nm
de radio hidrodindmico interno tanto en membranas naturales como modelos
(Tejuca y col., 1999; Lanio y col., 2001; Tejuca y col., 2001; Anderluh y Macek,
2002). Las actinoporinas son toxinas muy potentes que afectan a la casi totalidad

de las células eucariontes sobre las cuales han sido ensayadas (Giraldi y col., 1976;



Avila y col., 1988, 1989; Zorec y col., 1990; Batrukova y col, 1991; Pederzolli y
col., 1995; Anderluh y Macek, 2002; 2003; Tejuca y col., 2004; Soletti y col.,
2008; Garcia y col., 2009; Ravindran y col., 2010; Sanchez y col., 2012). La razén
para esta aparente no selectividad es que emplean la esfingomielina, un lipido

ubicuo en las células animales, como aceptor de baja afinidad (Macek y col., 1995).

Actividad citotoxica de St II en células Raji

La actividad citotoxica de St II se evalud células Raji como modelo para caracterizar
el mecanismo de muerte celular inducida por estas toxinas. De acuerdo con los
datos obtenidos a partir de mediciones realizadas en liposomas (De los Rios y col,
1998), los poros formados por St II permiten la entrada de cationes al interior
celular y por tanto de cationes propidios los cuales se asocian con los acidos
nucleicos y se obtiene como resultado un incremento de la intensidad de la
fluorescencia del PI, lo que permite cuantificar las células permeabilizadas por las
toxinas. (Alegre-Cebollada y col, 2006)

La actividad permeabilizante de St II en células Raji se llevd a cabo por la medicidon
de la incorporaciéon de PI (Figura 1A) a través del poro de la toxina medido por
citometria de flujo. Como se puede observar, el tratamiento con las toxinas hizo a
las células mas permeables al fluoréforo y la sefial fluorescente se detectd pocos
minutos después de la adicidon de la toxina. La actividad permeabilizante de St II es
dependiente de la dosis y del tiempo de ensayo En la Figura 1B, se muestra la
incorporacion de PI al interior celular a través del poro de St II en funcidn del
tiempo observada al microscopio de fluorescencia.

Cambios morfoldgicos inducidos por St II en células Raji observados al
microscopio optico.

Para estudiar el efecto de St II sobre las células Raji mediante el microscopio 6ptico
de campo brillante las células se incubaron con diferentes concentraciones de St II
durante 10 minutos. Luego se sometieron a la tincion con hematoxilina/eosina y se
observaron al microscopio '6ptico de campo brillante. Como se puede observar en
las Figura 2 Ay B, St II induce un incremento del volumen celular caracteristico de
una muerte celular por necrosis, con la liberacion del contenido intracelular
producto de la ruptura de la membrana celular como ha sido descrito por varios
autores (Majno y Joris, 1995; Lecoeur y col, 2001), para caracterizar la muerte
celular por necrosis oncética. Este resultado fue dependiente de la concentracién de
toxina en el ensayo (Figura 2C).

Formacion de cuerpos apoptéticos inducidos por St II.



Para evaluar la formacién de cuerpos apoptéticos inducida por St II, se incubaron
las células Raji con St II 100 pM durante 24 h. Pasado ese tiempo se sometieron a
tincion con hematoxilina/eosina y posterior observacion al microscopio 'éptico de
campo brillante. Paralelamente se trataron células con Doxorrubicina, un inductor
de apoptosis. Como se puede observar en la Figura 3, la Doxorrubicina fue capaz
de inducir la aparicion de cuerpos apoptéticos, en tanto, la toxina no indujo la
formacion de los mismos en las condiciones ensayadas , lo cual es caracteristico de
una muerte celular no apoptoética. La formacion de cuerpos apoptéticos ocurre sin
liberacion del contenido citoplasmatico u organulos subcelulares al medio externo
ya que, a diferencia de la muerte celular por necrosis, no se produce rotura de la
membrana plasmatica.

Activacion de las enzimas caspasas inducida por St II en células Raji.

La activacion de las caspasas es una caracteristica de la apoptosis. Las vias de
sefalizaciéon en la apoptosis convergen en la activacion de las caspasas
intracelulares las cuales propagan la sefalizacion de muerte mediante la
degradacién de proteinas claves en la funcidn celular. La Doxorrubicina, provocé la
activacion de caspasas en un 65 %, en tanto, St II no mostré diferencias
significativas con relacion al control (aproximadamente un 10 %) medido por
microscopia de fluorescencia (Figura 4). Este resultado sugiere que St II induce un
mecanismo de muerte independiente de la activacion de las caspasas.

Actividad antitumoral de St II in vivo

El analisis patoldgico mostrd en el grupo control la existencia de células de caracter
neoplasico con formas que variaban desde redondeadas a fusiformes, con nucleos
claros y redondeados con varios nucléolos evidentes, presentando campos de
células diferenciadas a moderadamente diferenciadas asi como zonas pequefias de
necrosis con predominio de neutrdfilos. En los grupos tratados con St II se
evidencid un area extensa de necrosis intratumoral en varios campos con
predominio de neutrofilos, que rompia la infraestructura tumoral, evidencidandose
una posible accién antineoplasica (Figura 5). Los drganos analizados de los
animales tratados con St II no mostraron alteraciones aparentes con relacion a los
organos del grupo control (no tratado).

CONCLUSIONES

1. La actividad permeabilizante de las sticholisinas medida por la incorporacion de
yoduro de propidio a través del poro de la toxina resulté ser dependiente de la
dosis y del tiempo de reaccion.

2. La incubacion de células de linfoma B humano con concentraciones subliticas de
St II durante 24 h no indujo activacién de caspasas a diferencia de las células

tratadas con Doxorrubicina, un inductor de apoptosis.
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3. La incubacién de las células Raji con St II provocd hinchamiento celular asi como la
liberacion del contenido citoplasmatico al medio extracelular y no ocurrié formacién de
cuerpos apoptéticos mediante microscopia Optica a diferencia de las células tratadas con
Doxorrubicina donde si se evidencia la formacién de éstos.

5 El analisis anatomopatolégico del efecto intratumoral de St II mostré una extensa
necrosis con predominio de neutrofilos, que rompia la infraestructura tumoral sugiriendo

una posible accidn antineopléasica de esta toxina.
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Figura 1. Actividad permeabilizante de St II en células Raji. A: Cinéticas de
permeabilizacion inducida por diferentes cantidades St II. Se midié la incorporacion
de yoduro de propidio a través del poro de la toxina. Los puntos representan la

media y la desviacion estandar de al menos tres ensayos realizados. B: Fotografias
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al microscopio de fluorescencia de la incorporacidon de yoduro de propidio a través

del poro de la toxina a diferentes tiempos.
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Figura 2 Observacion al microscopio optico del efecto de St II sobre células Raji. A:
Células controles B: Células tratadas con St II 100 pM. St II induce incremento del
volumen celular y liberacién del contenido citoplasmatico al medio extracelular.
Magnificacion 400x C: Células tratadas con diferentes concentraciones de St II. St
IT induce incremento del volumen celular y liberacion del contenido citoplasmatico
al medio extracelular dependiente de la dosis utilizada en el ensayo. En todos los
casos, las muestras se tifieron con hematoxilina/eosina. Concentracidén celular:
5x10°cells/mL.
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Figura 3. Formacion de cuerpos apoptéticos. A:Células Raji sin tratar (control).
B: Células Raji tratadas con Doxorrubicina 0.5 yM y C: Células Raji incubadas con
St II (100 pM) durante 24h. Las muestras se tifieron con hematoxilina/eosina.
Concentracidn celular: 5x10° celulas/mL. St II no indujo la formacién de cuerpos
apoptoticos. Magnificacion 1000x.
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Figura 4. Activacion de caspasas inducidas por St II detectada por microscopia de
fluorescencia. St II no mostrd activacion de caspasas a las 24 h de tratamiento en
las concentraciones ensayadas. Existen diferencias significativas entre las células

tratadas con Doxorrubicina y las tratadas con St II. Las diferencias significativas

entre el porcentaje de activacion de caspasas se encontraron mediante un ANOVA vy
un analisis de Duncan (p<0.001).

Figura 5. Actividad antitumoral in vivo de St II. A: Mieloma sin tratar (control). B:
Mieloma tratado con St II (500 nM). C: Mieloma tratado con St II (30 uM). D: Infiltrado
de neutrofilos en mieloma tratado con St II ( 500 nM). Los tumores se procesaron y los
cortes se tifieron con hematoxilina/eosina.
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