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RESUMEN

La desoxirribonucleasa (DNasa 1) es una nucleasa,
capaz de intervenir en la degradacién y reparacion de
los acidos nucleicos. También participa en la elimina-
cion de céelulas danadas, envejecidas o neoplasicas acti-
vando los sistemas relacionados con la muerte celular
programada (MCP).

Elfracaso paraeliminar a las células neoplasicas por
medio de la MCP, es debido entre otras cosas, a la dis-
minucion en la concentracion o actividad de las nucleasas
en este tipo de celulas, favoreciendo el desarrollo de la
masa tumoral.

En este estudio, se valoré la viabilidad y capacidad
de proliferacion de las siguientes lineas tumorales:
Calu-1, SK-MES-1, Hela, HEp-2, L-929; y en las si-
guientes celulas normales: mononucleares totales de
sangre periférica (MNTSP) de pacientes sin cancery en
los fibroblastos fetales MRC-5. La DNasal se dosifico
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sobre el cultivo celular a las siguientes concentracio-
nes: 0.75, 1.5, 3.0, 6.0, v 9.0 ug/mL. Los resultados
mostraron una correlacion de dosis respuesta en la
viabilidad y proliferacion, con una pérdida en la viabi-
lidad cercana al 100% para HeLa y HEp-2, y del 50%
aproximadamente en Calu-1, SK-MES-1 y L-929,
comparadas con MNTSP vy fibroblastos MRC-5, que
redujeron de un 10 a 14% sus valores a la concentra-
cion mas alta de DNasa I; en los resultados obtenidos
al medir la proliferacion celular, la tendencia fue si-
milar en las lineas celulares a las concentraciones mas
altas de la nucleasa. Al valorar viabilidad y prolifera-
cion celular, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05); al comparar los resultados
obtenidos de células normales vy lineas célulares de
origen tumoral. La importancia de la DNasa I, como
parte de un control fisiologico natural de la prolifera-
cion celular, como lo es la MCP, y los resultados obte-
nidos en este trabajo, nos permiten sugerir su posible
utilizacion complementaria a la terepeéutica tradicional
en el tratamiento del cancer.

ABSTRACT

Deoxyribonuclease (DNase I) is a nuclease involved in
degradation and repair of nucleic acids. It also
participates in elimination of damaged, aged or
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neoplastic cells by activating systems related to
programmed cell death (PCD).

Failure to eliminate neoplastic cells through PCD is
partially due to a decreased concentration or low activi-
ty of nucleases in this celltype, favoringthe development
of the tumoral mass.

In this study the viability and proliferation ability
were evaluated for the following tumor cell lines: CaLu-
1,SK-MES-1, HeLa, HEp-2, L-929, and for the following
normal cells: peripheral blood mononuclear total cells
(PBMNTC) from patients without cancer, and for MRC-
5 fetal fibroblasts. DNase | was administered to the cell
cultures at 0.75, 1.5, 3.0, 6.0, and 9.0 ug/mL concen-
trations. Our results showed adose-response correlation
with the viability and proliferation responses, with a
loss of viability close to 100% for HelLa and HEp-2, and
closeto 50% in CaLu-1, SK-MES-1 and L-929, compared
with PBMNTC and MRC-5 fibroblasts, values which
werereduced in 10 and 14% at highest DNase I concen-
tration. With respect to cell proliferation results,
tendency was similar in the cell lines at highest nuclease
concentrations. Statistical differences (p<0.05)
appeared when viability and cell proliferation between
normal and tumoral cells were compared. The
importance of DNase | as part of the natural physiolo-
gical control of cell proliferation, as it is the PCD, and
the results obtained in this work, lead us to suggest the
possibility of the complementary use of DNase | added
to the traditional cancer treatment.

INTRODUCCION

En todas las células existen, normalmente, enzimas
capaces de degradar a los acidos nucleicos, conocidos
como nucleasas. A esta familia pertenece la DNasa 1.
Endonucleasa que tiene una amplia distribuciéon en la
economia orgéanica, v que ademas de su funcién
enzimatica, puede interveniren la reparacion?, replicacién
y degradacion de los acidos nucleicos?. Cumple ademas,
una funcién importante en la eliminacién de células
envejecidas, danadas o tumorales?.

En el cancer, uno de los mecanismos para el control
del crecimiento tumoral es la muerte celular programada
(MCP), cuyo patrén morfolégico se conoce como apop-
tosis®, la cual estd caracterizada por colapso nuclear,
formacién de vesiculas autofagicas, degradacién de la
cromatina y formacién de protuberancias en la membra-
na celular®. En el proceso de la MCP se sintetizan y
funcionan en forma importante las nucleasas, de las
cuales se han descrito al menos cuatro tipos (NUC-18,
DNasa ll, DNasa independiente de Ca**, nuc-1)8, desta-
cando principalmente la DNasa I”. Esta enzima se aislo
inicialmente de péncreas bovino, pero actualmente se
sabe que tiene una amplia distribucién en el organismo®.
Su actividad es dependiente de los iones Ca**, Mg**, y
Mn*,

En varios trabajos de investigacion, se ha mostrado
que las nucleasas se encuentran alteradas en su actividad
o concentracién en células cancerosas’, lo que bloquea
un mecanismo de control natural de la proliferacién de
células tumorales, como es la MCP. Uno de los posibles

mecanismos de inhibicién, que se proponen, se derivade
la accion de los bncogenes que se encuentran mas
activados en las células tumorales, ya que se conoce que
productos derivados de ellos pueden interferir con la
MCP, en forma directa o indirectal® 1,

Entre las diversas opciones terapéuticas con las que se
trabaja para el tratamiento del cancer, se tiene la utiliza-
cién de fosfodiesterasas, entre las que se incluye a la
DNasa I'2, dadas sus caracteristicas e importancia en uno
de los mecanismos naturales de la proliferacion celular,
como lo esla MCP. Su utilidad como un agente adicional
en el tratamiento del cancer, se ha corroborado en
experimentos realizados en células cancerosas proceden-
tes de diversos organismos, tanto in vivo como in
vitro311 ademas se ha observado que tiene la capacidad
de disgregar ala masa tumoral, lo que facilitaria la entrada
de los agentes quimioterapéuticos; asi como su actividad
en la degradacion de los acidos nucleicos. En el estudio
que se presenta, el objetivo es valorar el efecto de una
nucleasa (DNasal), en la viabilidad y capacidad proliferativa
de células epidermoides de origen tumoral y células
normales (de origen no tumoral) in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares

Ceélulas tumorales, obtenidas dela American Type Culture
Collection (ATCC): 1) HEp-2 de un carcinoma epidermoide
de laringe humano; 2) Hel a, carcinoma epidermoide de
cervix uterino humano; 3) Calu-1, carcinoma epidermoide
de pulmén humano; 4) SK-MES-1, carcinoma epidermoide
de pulmén; 5) L-929, procedente de tejido conectivo de
ratén.

Controles normales (origen no tumoral): 1) MRC-5,
fibroblastos de pulmén fetal humano y 2) Mononucleares
totales de sangre periférica (MNTSP) de dos pacientes
sanos (MNTSP-1 y MNTSP-2), sin procesos tumorales,
obtenidas por puncién venosa en jeringa heparinizada.

Cultivos celulares

Las células crecen en botellas de cultivo de 50 mL
(NUNC, Co.), con medio de cultivo RPMI-1640 suple-
mentado al 10% con suero fetal de ternera (SFT) (SIGMA,
Co.), 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina (GIBCO, Co). En atmoésferade CO,al 5%
y con una temperatura de 37°C. Cuando las células
llegaron a confluencia en las botellas de cultivo, se
desprendieron incubandolas con tripsina al 0.5%y EDTA
(acido etilén diamino tetrazoico) 0.2% (SIGMA, Co.).
Posteriormente se resuspendieron en medio de cultivo
suplementado con SFT y antibi6ticos. La viabilidad se
valord con azul de tripan. En placas de cultivo de 24
pozos, se sembraron 200,000 células por pozo en un
volumen de 1 mL de medio de cultivo.

Incubacion con la DNasa I
Se incubaron los tipos celulares ya mencionados, con una
de las siguientes concentraciones de DNasa | (Hypatia) en
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pH9.5: 0.75, 1.5, 3.0, 6.0, vy9.0 pg/mL que se adicio-
narén a las células en cultivo, se dejé actuar durante 24
horas al término de las cuales se realizé el conteo de
células viables en los diferentes cultivos, y se observo al
microscopio de luz. Se hicieron cinco experimentos por
duplicado para cada concentracién de DNasa | utilizada.

Valoracion de la viabilidad celular

Se usaron dos colorantes vitales: el azul de tripan y el
cristal violeta (SIGMA, Co.). Se extrajo el sobrenadante
y las células suspendidas de cada uno de los pozos,
después se transfirieron a un tubo de ensayo lavandolas
por centrifugacién vy resuspendiéndolas en un volumen
de 1 mL de medio de cultivo. de donde se tomé 30 pl
v se mezcléd volumen a volumen con una solucion al 20%
de azul de tripan, se realizé el conteo de células vivas en
una camara de Neubauer. Las células que permanecen
adheridas al pozo de cultivo se tripsinizan y se repite el
procedimiento mencionado.

En placas distintas se utiliza cristal violeta al 0.5%
(peso/volumen) en metanol al 70%; sobre las células
adheridas a la placa de cultivo, este colorante tife y fija
a las células viables y se comparan los resultados obteni-
dos con el azul tripan.

Proliferacion celular

Para evaluar la proliferacién, se marcaron los cultivos
celulares con *H-timidina, y se incubé con la deso-
xirribonucleasa, utilizando las mismas concentraciones
utilizadas en los experimentos para viabilidad. En placas
de cultivo de 96 pozos (NUNC, Co.), se sembraron
50,000 células/pozo con las concentraciones de DNasa
I, durante 24 horas, al término de este tiempo, se marco
con 1 uCi/pozo y se incubd por 18 horas, después de las
cuales se cosechd v se leyd en un contador de centelleo
(BECKMAN, modelo LS6000SE). Los resultados se
muestran como unidades de estimulacién y porcentajes
de cuentas por minuto (cpm). Se realizaron cinco
experimentos por duplicado para cada una de las concen-
traciones de nucleasa utilizadas.

Analisis estadistico
Se realizé la prueba de Dunnet (p<0.05).

RESULTADOS

Viabilidad
En la figura 1 podemos observar el efecto que tiene la
DNasa I sobre la viabilidad de las lineas celulares utiliza-
das. Para el valor del 1009%, se consideraron los resulta-
dos obtenidos de los conteos celulares en los pozos con-
trol, en donde no se tenia la presencia de la DNasa 1.
La concentracién mas baja que se utilizé fue de 0.75
ug/mL, tuvo un minimo efecto citolitico en las lineas
tumorales del 15 al 7%, mientras que en las MRC-5 y en
las MNTSP de los dos controles ne hubo ningun efecto.
En relacién con la segunda concentracion utilizada (1.5
ug/mL), se observd un incremento en su accién hacién-

dose mas patente en las HEp-2, en donde el 31% de las
ceélulas se lisaron, mientras que las SK-MES-1 solo
mostraron una citélisis del 5%, en los mononucleares
obtenidos de un sujeto control; también se observd una
pérdida del 5% en la viabilidad (MNTSP-2), mientras que
en las MNTSP-1 y en las células MRC-5 no se observo
ningiin cambio. Con la concentracién de 3.0 ug/mL se
tuvo una caida de la viabilidad cercana al 50% tanto en
células HEp-2, como en las Hel .a; en comparacion las
células Calu-1, SK-MES-1y 1.-929 mostraron una dismi-
nucién en su viabilidad del 12 al 6%; en los controles el
efecto oscilo entre el 5-3%.

Al utilizar 6.0 pg/mL de la nucleasa. se tuvo una caida
en la viabilidad de 65-90% para las células HEp-2y Hel a.
mientras que las lineas Calu-1 y L-929 tuvieron une
perdida del 40% aproximadamente. Elgrupo que mostré
la menor sensibilidad al efecto de la DNasa | fue el de las
SK-MES-1 con un 18%. Los valores para los controles
fueron del 10-5%. Con 9.0 pg/mL las células que
mostraron una mayor pérdida en la viabilidad fueron las
HEp-2 y Hel.a (88-96%), mientras que para las Calu-1
SK-MES-1 y L.-929 los valores se encontraron entre e
46-55%, los controles en esta concentracién variaron de
10 al 14%.

120

-\ " SK-Mes
L-929
£ Calu

% de viabilidad

HEp-2
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Figura 1. Se observaque las células que mostraron unamavyo
perdida de su viabilidad fueron células HEp-2y Hel.a, mientra
que SK-Mes, L-929y Calu sufrieron una disminucién aproxime

da al 50%, los valores para los controles se encuentran entre u
10 a 15%.

La tincién con cristal violeta. la podemos observar el
la figura 2. el color uniforme nos habla de la viabilidad d
la monocapa de células que se encuentran en el pozo d



Biol. Moé Alarado Vasquez y cols.

. [0 il 5

LA 4%
[ ]

_—
-

@ ®§
Pe e
OX X
_1'_3&"'}@’

{

£y
- —

F

% _;,)-;} %)

=

Figura 2. Ejempla de tincidn con cristal vialeta, las concentra-
ciones de DNasa | se incrementan de izquierda a derecha, en las
dos lineas horizontales superiores se tiene a células MRC-5, en
las dos lineas inferiores se encuentran céhilas HEp-2. El color
constante en los pozos nos indica que las células de la monocapa
son viables, mientras que la perdida de color implica despren-
dimiento v muerte celular,

cultive, mientras que la falta de color nos indica despren-
dimiento asi como muerte celular. En esta figura, tene-
mos un ejemplo de lincién con cristal vicleta, en la
primera v segunda hilera superiores (horizontalmente)
tenemos células MRC-5, v podemos observar que la
tincion es uniforme con excepcién de los tltimos pozos,
en donde se tiene una ligera pérdida de color, las
concentraciones de DNasa | se incrementan de izquierda
a derecha, en las dos lineas inferiores, tenemos células
HEp-2 v observamos que la pérdida en la tincién se
observa a partir del pozo nimero 4 (concentracion de 3.0
ng/ml).

Figura 3. Células HEp-2 en cultive de 24 horas sin DNasa 1.

En la figura 3 observamos el aspecto de un cultivo de
celulas HEp-2 sin DNasal alas 24 horas, estas células son
adherentes y como se observa en la figura su morfologia,

contorno y constitucion es la que se presenta normal-
mente en cultivo. En la figura 4 las células han sido
expuestas a la concentracion de 9.0 pg/mL, en esta
condicién las células se redondean, se despegan de la
placa de cultive, el niicleo celular se contrae, se forman
pequenas vesiculas en el interior celular v en general
pierden su morfologia caracteristica.

Al comparar las figuras 3 y 4, cuando la incubacién de
los cultivos celulares se realiza en presencia de la nucleasa,
o bien, cuando ésta no se encuentra presente en el
cultivo, el cambio es drastico, las células que estan
cultivadas con 9.0 pg de DNasa | muestran caracteristicas
semejantes a las que se observan en células apoptéticas.

Figura 4. Células HEp-2 incubadas por 24 horas con 9.0 pg/
ml, a este tiempo las células se desprenden de la placa de
cultive, se redondean v el niicles celular se contrae.

Proliferacion
Los valores obtenidos con la incorporacién de timidina
tritiada se tienen en la figura 5 y se reportan como
unidades de estimulacion (U.E.) en la tabla [. Se observa
que con la DNasa | a la concentracion de 0.75 pg/mL
células Hela y Calu-1 muestran un 107% en sus cpm, en
los otros tipos celulares de origen tumoral, los porcenta-
jes se encuentran en un intervalo que va del 91-100%.
Los valores encontrados en los controles van del 95
(MNT-2) hasta un 120% (MNT-1). Al utilizar 1.5 pg/mL
se obtuvo un incremento en las cpm para las células Hela
{112%); mientras que HEp-2, Calu-1 v SK-MES-1 estan
en un intervalo que va de 94-99%, las L.-929 muestran
una caida hasta del 50%. Los controles MRC-5 no
muestran ningtn cambio, pero las MNT-1 v 2 tienen un
incremento en sus valores que van del 105 al 118%.
‘La concentracion de 3.0 pg/mL afecta de manera
minima a las células Calu-1 vy SK-MES-1 (94 v 97%
respectivamente), mientras que las células HEp-2 y Hela
(82 y 86%) muestran una disminucién mayor en sus
porcentajes, las L-929 presentan el descenso mas pro-
nunciado (68.8%); por su parte las MNT-1 v 2 tienen un
incremento que va del 110 al 114%, vy las MRC-5 ven
disminuidos ligeramente sus valores (95%). Con 6.0 pg/
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Tabla I. Unidades de estimulacién (U.E.) en lineas celulares transformadas y normales en presencia de DNasa a

diferentes concentraciones.

SK-Mes 1 1 0.99 0.97 0.9 0.71
HEp-2 1 0.96 0.94 0.82 0.56 0.47
Hela 1 1.07 1.12 0.86 0.64 0.51
Cal.u 1 1.07 0.96 094 0.75 0.73
MRC-5 1 0.98 1 0.95 093 0.89
MNT-1 1 1.2 1.05 1.1 1.07 09
MNT-2 1 0.95 1.18 1.14 0.97 0.86
L-929 1 091 0.75 0.688 0.65 0.517
DNasa 0.0 pg/mL 0.75 15 3.0 6.0 9.0

Con las concentraciones mas bajas de DNasa se tiene un ligero aumento en las U.E., los cambios que podemos considerar como
importantes se tienen con 6 v 9 pg/mL en las células L-929, HelLa y HEp-2.

mL las células SK-MES-1 tienen un descenso ligeramente
mayor en su porcentaje de incorporacion de timidina
tritiada (90%), en los demas tipos celulares de origen
tumoral la disminucién es mas grande y va del 56% (HEp-
2)hasta el 75% (Calu-1). Los controles MRC-5 y las MNT-
2 ven afectados ligeramente sus valores (93 y 97%

respectivamente), en las MNT-1 se tiene un aumento
hasta el 107%.
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Figura 5. Se observa con las concentraciones bajas de DNasa
un incremento en las cpm para varios tipos celulares, las
diferencias significativas las tenemos con 6 v 9 pa/mlL, princi-
palmente en las células 1L.-929, Hel a v HEp-2.

Al incubar las diferentes lineas celulares tanto de
origen tumoral como normal con 9.0 pg/mL. se encon-
tré que SK-MES-1 y Calu-1 tienen un descenso en sus
cpm hasta del 71 y 73%, para las células HEp-2, Hel.a
y L-929 sus valores caen desde el 47 hasta el 52%
aproximadamente. Es interesante hacer notar que los
controles, si bien muestran también una disminucion en
sus registros, a esta concentracion el efecto es menor
manteniéndose entre el 86 y el 90%.

DISCUSION

Como se observa en la figura 1, las lineas celulares
utilizadas muestran un comportamiento de dosis-res-
puesta en presencia de la DNasa |, las células Hel.a vy
HEp-2 son quienes muestran una pérdida mayor de
viabilidad casi del 100%, mientras que las SK-MES-1,
L-929y Calu-1 aproximadamente del 50%, los controles
ven disminuida su viabilidad en un 15%. La drastica caida
en los valores de las células Hela y HEp-2, es bastante
significativo (con 9.0 pg/ml), la explicacién a ésto puede
estar relacionada con su capacidad proliferativa, se ha
visto que células con una gran actividad mitética, son mas
sensibles a la accion de las DNasas y solo se necesita la
entrada de una minima cantidad de la enzima para
mostrar efecto citolitico'®>. Como se comenté con ante-
rioridad, la accién de las nucleasas en general se encuen-
tra alterada en las células cancerosas?, lo cual influye para
que la célula transformada no pueda ser eliminada por
medio de la MCP, al administrar endonucleasa exogena,
se intenta corregir la deficiencia que existe en las células
tumorales, lo que daria como resultado una disminucion
en la viabilidad de las células, al influir probablemente,
para su entrada en la MCP, tal y como se muestra en la
figura 1'%,

Los datos encontrados al marcar con timidina tritiada
se muestran en la figura 5, a bajas concentraciones de
DNasa I (0.75-3.0 pg/mL), tenemos que las MNT-1y 2,
HelLa, Calu-1y SK-MES-1 muestran estimulacion o bien,
ninguin efecto significativo en su actividad proliferativa,
no sucede asicon las células HEp-2y L-929 que muestran
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una disminucion en la incorporacién de timidina tritiada
conforme se incrementan las concentraciones de la
nucleasa. Se ha descrito que la célula en MCP, es
metabolicamente muy activa'®, en este trabajo se observa
alta actividad al utilizar las concentraciones mas bajas de
la DNasa l. las cpm se incrementan de forma notable en
algunos tipos celulares, debido quizas a que los mecanis-
mos implicados en la MCP se activan.

En las figuras 3 y 4, se observa el aspecto que tienen
las células en presencia o ausencia de la endonucleasa, y
mas ain en presencia de la DNasa [ pues en ella se
observan algunas de las caracteristicas de las células que
se encuentran en MCP?, con el patrén caracteristico de
la apoptosis como son: colapsamiento nuclear, vesiculas
autofogicas, formacion de vesiculas en la membrana
celular.

Como se observa en los resultados obtenidos, tene-
mos que las celulas de origen tumoral son quienes
muestran una mayor pérdida en su viabilidad, asi como
en su capacidad de proliferacion, al comparar con los
valores de las células de origen no tumoral. Con base a
lo anterior, se propone la utilizacion de la DNasa I por sus
caracteristicas y por su importancia en la MCP, como un
agente suplementario en el tratamiento del cancer. Se
tiene como fundamento entre otras cosas, los resultados
obtenidos al utilizar a este tipo de enzima para disgregar
a la masa tumoral. con lo que se facilitarfa la entrada de
los agentes quimioterapéuticos que se utilizan comun-
mente en el tramiento del cancer!'’. Al utilizar DNasal, se
ha encontrado que en un 68% de sujetos con cancer se
tiene. una mejor respuesta al tratarniento convencionals,
si bien el tipo de proceso canceroso que estos sujetos
mostraban es diverso. lo cual da pie para una discusiéon
aparte. Se ha usado ademas la determinacion sérica de
nucleasas como un factor de pronéstico vy evolucién en
pacientes con tratamiento para linfomas'®. La diferencia
en las respuesta de células normales y lineas neoplasicas,
concuerda con algunos trabajos en los cuales se ha
encontrado que las nucleasas tienen mayor afinidad y
efecto en células cancerosas®®. Por otra parte, cabe
mencionar. que entre las muchas lineas de investigacion
que se siguen actualmente, se busca explotar las caracte-
risticas de la MCP, utilizando diversos agentes inductores
de esta. pues se ha visto que una deficiente activacion de
la MCP esta implicada en una gran diversidad de padeci-
mientos®!. entre los que se incluye, como va se comento
al cancer.

Actualmente. nos encontramos realizando expe-
rimentos complementarios que aporten mas datos como
apoyo de nuestras hipotesis, asi como en la manera en
que se encuentra actuando la DNasa |.
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