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INTRODUCCION

Las enzimas ciclooxigenasas (COX) catalizan el primer
paso en la biosintesis de las prostaglandinas (PG) y los
tromboxanos. La isoforma COX-1 se expresa constituti-
vamente en varios tejidos, mientras que la COX-2 es in-
ducible por factores de crecimiento, promotores tumora-
les y citoquinas. El papel de la COX-2 en la produccién y
el desarrollo de tumores preneopldsicos estd bien estable-
cido, especialmente en el cancer de colon'. Varios autores
han descrito que el incremento en la expresion de COX-2
en tejidos y la produccién de PG podria contribuir al de-
sarrollo de otros cdnceres, como el carcinoma hepatocelu-
lar (CHC)?. La expresién de COX-2 se ha demostrado en
varios contextos de la patologia hepdtica: regeneracién
tras hepatectomia parcial’, modelos animales de cirrosis,
células de hepatoma humanas, infeccién crénica por el vi-
rus de la hepatitis C* y CHC. Uno de los mecanismos pro-
puestos para explicar la contribucion de COX-2 al desa-
rrollo y la progresion tumoral es la inhibicién de la
apoptosis (fig. 1).

La apoptosis estd mediada por la activacion de las caspa-
sas, una familia de las cisteina proteasas’. La activacion
de caspasas tiene lugar por al menos dos mecanismos
bien conocidos: la via extrinseca o de receptores de muer-
te, iniciada por agonistas de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral como TNFo, FasL y Apo2 ligando/
TRAIL, y la via intrinseca o mitocondrial®. En la via mi-
tocondrial, la activacién de caspasas se produce como re-
sultado de la liberacién del citocromo C de la mitocon-
dria, un proceso regulado por la familia de proteinas de
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Bcl-2. En el higado, las vias intrinseca y extrinseca son
operativas. El higado humano y el de ratén expresan
constitutivamente Fas, y esta via parece tener gran rele-
vancia en los procesos apoptdticos en hepatocitos sanos y
en la patogenia de enfermedades como la hepatitis viral y
la cirrosis’. En cambio, el CHC es uno de los tumores re-
sistentes a la apoptosis mediada por Fas.

Hemos utilizado dos aproximaciones para expresar COX-
2 en células hepdticas y estudiar los mecanismos implica-
dos en la inhibicién de la apoptosis dependiente de COX-
2. En primer lugar, generamos lineas celulares hepaticas
que expresan COX-2 mediante transfeccién estable con
un vector que contiene el ADNc de la COX-2 humana.
Para el estudio in vivo hemos usado un sistema de trans-
fecciéon hidrodindmica para administrar a los ratones el
plasmido pcDNA3hCOX-2-GFP. Nuestros resultados
muestran que tanto in vitro como in vivo la expresion de
COX-2 inhibe directamente la apoptosis en hepatocitos
mediante mecanismos que implican la inhibicién de las
caspasas 3 y 9, una disminucién de la expresion de p53 y
Bax, y un incremento de las vias de supervivencia me-
diante la activacion de Akt.

MATERIAL Y METODOS

Reactivos

Los reactivos de electroforesis fueron de Bio-Rad (Hercules, Estados
Unidos); anticuerpos de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, Estados Uni-
dos), BD Biosciences (San José, Estados Unidos), R & D Systems Inc.
(Minneapolis, Estados Unidos) y Cell Signaling Technology (Beverly,
Estados Unidos); sustratos fluorescentes de Calbiochem (La Jolla, Esta-
dos Unidos), y medios de cultivo El meE de BioWhittaker (Walkersvi-
lle, Estados Unidos).

Cultivo celular y transfeccion estable

La linea celular humana CCL-13 (Chang liver, CHL) hepatica no tumo-
ral® fue adquirida en la ATCC (American Type Culture Collection, Ma-
nassas, Estados Unidos) y cultivada segtin sus indicaciones. Para las
transfecciones, se utiliz6 Fugene 6. Las células CHL fueron transfecta-
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Fig. 1. Implicacion de la ciclooxigenasa 2 en la enfermedad hepdtica.

das y seleccionadas en medio suplementado con 500 pg/ml de G418
(geneticina). Se detectaron colonias resistentes al antibiético, que se ais-
laron y subcultivaron. Las células con expresion estable de los vectores
pcDNA3hCOX-2 y pcDNA3 se denominaron CHL-C y CHL-V, respec-
tivamente (fig. 2).

Caracterizacion de los vectores

Los vectores pcDNA3 y pEGFP-N1 fueron adquiridos de Invitrogen y
BD Biosciences (Clontech), respectivamente. El ADNc de COX-2 full-
length’® fue donado amablemente por S. Prescott (Huntsman Cancer Ins-
titute, Utah, Estados Unidos) y posteriormente fue clonado en el vector
de expresion pcDNA3. La proteina de fusion COX-2-GFP se obtuvo
como estd descrito'’.

Distribucion del ciclo celular

Se resuspendieron las células en PBS, y se las fij6 en etanol al 70%.
Posteriormente se las incubd con 0,05% de yoduro de propidio (IP) y
0,1 mg/ml ARNasa durante 30 min para analizarlas en un citémetro
CyAn MLE-R (DakoCytomation).

Analisis de cortes histoldgicos de higado

Los tejidos fueron crioprotegidos y congelados. Los cortes seriados de
10 um se fijaron, bloquearon y trataron con antisuero GFP (1:50; Mole-
cular Probes) en suero de caballo al 5% a 4 °C. Tras 3 lavados con PBS,
las secciones se incubaron a una dilucién 1:500 del anticuerpo secunda-
rio fluorescente (IgG-Alexa Fluor 488), se lavaron, y la fluorescencia se
visualiz6 y cuantificé con un microscopio Radiance 2100 (Bio-Rad) y
software Lasersharp. Para la deteccion y cuantificacién de la apoptosis
se usaron reactivos comerciales para TUNEL (Roche).

Ensayo de la actividad caspasa in vitro

Los extractos de tejido se prepararon en tamp6n de 10 mmol de HEPES
apH 7,9; 1 mmol de EGTA, 1 mmol de EDTA, 120 mmol de CINa, in-
hibidores de proteasas y un 0,5% de Nonidet P-40 frio. Los sustratos
utilizados para determinar la actividad de la caspasa 3 y la caspasa 9
fueron N-acetil-DEVD-AMC y N-acetil-LEHD-AFC respectivamente.

Extractos celulares y Western blot

Las células (2-3 x 10°) o muestras de tejido (100 mg) fueron homoge-
neizadas en tampon de lisis: 10 mmol de Tris-CIH a pH 7,5; 1 mmol de
CLMg; 1 mmol de EGTA; un 10% de glicerol; 0,1 mmol PMSF, y un
0,5% de CHAPS. Los extractos se agitaron durante 30 min y se centrifu-
garon a 13.000 g'!. Para determinar la liberacién de citocromo C al cito-
sol desde la mitocondria, se obtuvieron extractos celulares segiin se ha-
bia descrito previamente'”. Se fraccionaron electroforéticamente
cantidades iguales de proteina en un gel SDS poliacrilamida al 10%, en
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condiciones desnaturalizantes. A continuacién se transfirieron a mem-
branas HybondTM-PVDF (Amersham). Las cantidades relativas de
Bax, p53, citocromo C y Akt/P-Akt (S473) se determinaron en el ex-
tracto proteico adecuado, con los correspondientes anticuerpos. Las
membranas fueron reveladas por el protocolo de ECL (Amersham). Las
membranas se expusieron a peliculas autorradiogrificas (Hyperfilm-
MP, Amersham). La cuantificacion se realizé por densitometria y se ex-
presé en unidades arbitrarias.

Transfeccién hidrodinamica en raton

Los plasmidos (100 pug en 2 ml de CINa al 0,9%) se inyectaron en la
vena de la cola de ratones adultos machos Swiss CD1 (Charles River)
de 18-22 g'3. Se utilizaron 5 animales para cada condicidn, y tras 24 h
fueron tratados intraperitonealmente con una tnica dosis de anticuerpo
monoclonal anti-FAS, Jo2 (0,3 pg/g peso) disuelto en CINa al 0,9%.
Los animales fueron sacrificados 5 h después y los higados fueron con-
gelados en N, liquido.

Métodos estadisticos

Los valores presentados son la media + la desviacién estandar (DE). La
significacién estadistica de las diferencias se evalué mediante el andlisis
de Mann-Whitney. El nivel de significacion se define como p < 0,05.

RESULTADOS

La expresion de COX-2 en células hepaticas inhibe
la apoptosis

El andlisis del ciclo celular por tincién con IP y FACS re-
vel6 que la expresion de COX-2 se asocia con una marca-
da inhibicién de la apoptosis en CHL-C tras 72 h de culti-
vo en ausencia de suero (fig. 3A). Tras 72 h de cultivo,
s6lo un 4% de las células CHL-C fueron apoptdticas,
comparado con un 11% de las células CHL-V (fig. 3B).
Ademas, las células CHL-C fueron resistentes a la induc-
cioén de apoptosis por estaurosporina o camptotecina, con
una disminucién de la apoptosis del 30% respecto a las

Modelos de estudio

Linea celular CHL humana no tumoral transfectada estable
con vector de expresion para hCOX-2

L.| CHL-V (control)

CHL-C (COX-2)

Induccién de apoptosis por
ausencia de suero

Expresion de hCOX2 en higado de ratén mediante
transfeccién hidrodinamica

Induccién de apoptosis con anticuerpo anti-Fas
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Fig. 2. Modelos para el estudio de la relacion de la ciclooxigenasa 2
con el proceso de apoptosis.
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CHL-V. Ambas lineas, en cambio, fueron resistentes a la
induccion de apoptosis por anti-Fas (resultados no mos-
trados).

La COX-2 altera la expresion y la actividad
de los marcadores de apoptosis

Para investigar los mecanismos por los que la COX-2
inhibe la apoptosis en el higado, medimos en primer lu-
gar la actividad de las caspasas 3 y 9 por andlisis fluori-
métrico. Como muestran las figuras 4A y B, la actividad
de las caspasas 3 y 9 fue notablemente menor en las
CHL-C que en las CHL-V. La figura 5 muestra el efecto
de COX-2 en la expresion de varias proteinas relaciona-
das con el proceso apoptdtico. La expresion de p53 dis-
minuyé notablemente en las células CHL-C tras 6 h de
ausencia de suero, mientras que en las CHL-V se mantu-
vo. Por el contrario, la expresion de Bax, ausente en am-
bas lineas al 10% de SBF, se observé en CHL-V desde
las 6 h en ausencia de suero, pero no se detecté en CHL-
C incluso tras 72 h sin suero. Ademads, el citocromo C
apareci6 en el citosol solamente en CHL-V (figs. 5A y
B). La PI3K/Akt es central en la integracién de diversas
vias de supervivencia. Los valores de fosfo-Akt
(Ser473) se incrementaron en las células que expresan
COX-2, lo que indica que participan en la supervivencia
inducida por COX-2 (figs. 5C y D).

La expresion transitoria de COX-2 inhibe la apoptosis
hepatica in vivo

Para examinar si la expresion de COX-2 inhibia la apop-
tosis en células de higado en el animal entero, desarrolla-
mos un modelo in vivo para liberar el gen de la COX-2 en
el higado mediante un sistema de transfeccién hidrodina-
mica. La COX-2 se expresaba aproximadamente en un
35% de las células hepaticas de animales transfectados
con una construccién GFP-COX-2, segtn se deduce de la
fluorescencia observada (fig. 6A). La transfeccién con
GFP-COX-2 en el higado impidié la apoptosis inducida
por Fas, como se demuestra de la inhibicién de la activi-
dad de caspasa 3 (fig. 6B) y la atenuacién del marcaje en
el andlisis por TUNEL (fig. 6C).

DISCUSION

El papel de COX-2 como inhibidor de las vias apoptdti-
cas se ha demostrado en algunos modelos in vivo de rato-
nes transgénicos. Los transgénicos que expresan COX-2
en la glandula mamaria desarrollan tumores, tienen canti-
dades reducidas de proteinas proapoptdticas Bax y Bcl-
xL y aumentadas de Bcl-2!*. En queratinocitos de 1dmina
basal, los resultados son contradictorios, ya que se ha des-
crito hiperplasia de la epidermis por un lado y supresion
del desarrollo de tumores por otro'>!%. Los ratones trans-
génicos con expresiéon de COX-2 en las neuronas desarro-
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Fig. 3. La expresion de la ciclooxigenasa 2 inhibe la apoptosis en las
células hepdticas. Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo. (A)
Histogramas representativos de tincion con IP en las células CHL-V 'y
CHL-C tras 72 h al 0% y al 10% de SBF. (B) Efecto de la concentra-
cion de SBF en el porcentaje de células apoptdticas tras 72 h de cultivo.
Todos los datos presentados son la media + desviacion estdndar de 4
experimentos independientes. *p < 0,05 respecto a las células control
CHL-V. **p < 0,05 respecto a las células al 0% SBF.

llaron deficiencias cognitivas con la edad debido a un in-
cremento en la apoptosis neuronal'’”. Un estudio reciente
demostr6é que se producian tumores de hiperplasia gastri-
ca en ratones transgénicos con expresion de COX-2 y
prostaglandina E sintetasa microsomal ‘8,
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Fig. 4. La expresion de la ciclooxigenasa 2 suprime la actividad de las caspasas. Determinacion de la actividad de caspasa 3 (A) y 9 (B) en células
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Fig. 5. Cambios en los indicadores de apoptosis en células con expresion estable de ciclooxigenasa 2. Western blot que muestra la expresion de p53 y
Bax en las lineas CHL-V'y CHL-C en ausencia de SBF 'y la liberacion de citocromo C al citosol (A, B). Normalizacion con betaactina. Determinacion
de P-Akt (C, D). Los resultados muestran Wetern blot representativos y los datos son la media + desviacion estdndar de 3 experimentos independien-
tes. *p < 0,05 respecto a las células control CHL-V.

Aunque diversos estudios experimentales han demostrado ~ ma géstrico, donde se demostré que las células epiteliales
in vitro una correlacion clara entre la expresiéon de COX-2  de intestino de rata transfectadas establemente con COX-2
y la inhibicién de la apoptosis, atin no se comprende los  son resistentes a la apoptosis inducida por butirato'®.

mecanismos moleculares subyacentes. La mayor parte del =~ Trabajos recientes han constatado un incremento en la ex-
trabajo se ha desarrollado en células de colon o de carcino-  presién de COX-2 en el higado de pacientes con CHC,
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Fig. 6. La transfeccion hidrodindmica con GFP-COX-2 inhibe la apoptosis inducida por Fas en el higado. Los ratones fueron transfectados con 100
ug de plasmido con el gen de GFP o GFP-COX-2. Los animales control fueron inyectados con suero salino. (A) Fluorescencia de GFP en secciones
de higado a 24 h tras la transfeccion hidrodindmica. (B) Medida de la actividad de caspasa 3 después del tratamiento con Jo2. (C) Cuantificacion de
la apoptosis por TUNEL en secciones de higado tras la inyeccion de Jo2. Todos los resultados son la media + desviacion estdndar de 5 animales por

condicion. *p < 0,05 respecto a los animales transfectados con GFP.

especialmente en tejido cirrdtico, asi como en el tumor
bien diferenciado®. En CHC, la expresién de COX-2 pa-
rece estar aumentada en los estadios tempranos y dismi-
nuida en los estadios avanzados. Se han propuesto algu-
nas vias de sefializacion como mediadores de la
inhibiciéon de la apoptosis dependiente de COX-2. La
PGE, inhibe la apoptosis en las células de la mucosa gas-
trica mediante la via mitocondrial y la activacién de
PKAZ?!. Hay varios estudios que describen un efecto di-
recto de la expresion de COX-2 en la apoptosis en el hi-
gado o las células del CHC. Leng et al?? encontraron un
incremento en la fosforilaciéon de Akt en células Hep3B
transfectadas transitoria o permanentemente con un vec-
tor de expresion de la COX-2. El inhibidor selectivo cele-
coxib disminuyé la activacién de Akt e indujo la activa-
cién de caspasa 9 y 3 con la liberacion del citocromo C.
Nuestros resultados muestran una inhibicién clara de las
actividades de caspasa 3 y 9 en células que expresan
COX-2. La ausencia del citocromo C en el citosol de las
células CHL-C tras la exposicion al estimulo proapoptdti-
co implica claramente que las prostaglandinas producidas
por COX-2 actdan en la via mitocondrial impidiendo la
apoptosis.

Se ha descrito que la COX-2 promueve la supervivencia
de células del carcinoma de pulmén humano mediante la
activacion de la via PI3K/Akt®. Nuestros resultados de-

muestran que la PGE, producida por COX-2 induce un
incremento significativo en la fosforilaciéon de Akt, lo que
indica la implicacién de Akt en la supervivencia de las
células del CHC dependiente de COX-2. La activacion de
la p53 es importante en la induccién de la apoptosis por
varios estimulos. Una vez activada, la p53 regula negati-
vamente la progresion del ciclo celular e induce apoptosis
mediante la regulacién del gen proapoptético Bax en va-
rias lineas celulares®. En este sentido nuestros resultados
muestran un descenso importante en los valores de p53 en
las células CHL-C.

Los resultados obtenidos in vivo en ratones con transfec-
cion hidrodindmica de COX-2 demostraron claramente
que las PG producidas por COX-2 protegen el higado de
la apoptosis mediada por Fas, de acuerdo con los resulta-
dos obtenidos in vitro en las lineas celulares.

En resumen, los resultados presentados en este estudio,
indican que las PG producidas por COX-2 en el higado,
tanto in vitro como in vivo, inhiben la apoptosis. Dada la
alta frecuencia de expresion de COX-2 en CHC, es de es-
perar que la COX-2 proporcione una ventaja a los carci-
nomas que la expresen. Este hallazgo podria explicar los
efectos antiapoptéticos y hepatoprotectores de la PGE,
tras el dafio hepdtico agudo y la importante contribucién
de la COX-2 al desarrollo de tumores mediante un incre-
mento en la resistencia a la apoptosis en CHC.
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