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SUMMARY

Docetaxel, a drug used in advanced stages of breast cancer, induces stabilization of
microtubules, inhibiting the process of cell division and consequently causes a special type
of cell death called mitotic catastrophe. Recently it has been shown that the Ski protein, when
overexpressed, induces mitotic catastrophe in Mouse Embryo Fibroblasts (MEFs). In this work,
we evaluated the effect of Ski over expression on docetaxelinduced cell death in a breast
cancer cell line, MCF-7. Cells overexpressing GFP (control) or GFP-Ski were incubated with
0-25-50-100 nM docetaxel for 72 hours. Cell death was evaluated by studying cellular and
nuclear morphology by fluorescence microscopy. We found that at 25 nM, 50 nM and 100 nM,
docetaxel induced an average of 77.93, 90.04 and 90.39% cell death in control cells; and
86.89, 83.54 and 87.22% in cells overexpressing Ski, respectively. No significant differences
were found regarding drug concentrations or Ski over expression. However, under basal
conditions (without docetaxel), over expression of Ski significantly induced mitotic catastrophe
compared to control cells (22.04% vs. 2.38% cell death). This data support previous findings
suggesting that Ski participates in the activation of mitotic catastrophe in cells with mitotic
defects, as a mechanism to preserve chromosom estability.
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INTRODUCCION

| cdncer de mama es la neoplasia maligna mds

frecuente en la mujer occidental y la principal
causa de muerte por cdncer en la mujer en pai-
ses desarrollados y algunos de América Latina. En
Chile se conoce parcialmente la incidencia de cdn-
cer de mama, ya que la notificacién obligatoria de
los casos nuevos se realiza solo desde hace un par
afos y principalmente en los servicios pablicos que
representan el 72% de la poblacién chilena”. En
2008, el cincer de mama en Chile alcanzé una tasa
de mortalidad observada de 14,5 por 100.000%.

El cdncer de mama se presenta en diferentes esta-
dios. El prondstico en general depende del estadio
en que éste sea detectado. El conocer el prondstico
de un paciente con cdncer permite, entre otras co-
sas, elegir la terapéutica mds apropiada, evaluar la
eficacia del tratamiento, informar al paciente o a
sus familiares acerca de la posible evolucién y ma-
nejar racionalmente las eventuales complicaciones
que puedan aparecer en el curso de la enferme-

dad®.

El cdncer de mama localmente avanzado se carac-
teriza por un aumento significativo del volumen
mamario, con un tumor de tamafo variable, pero
que infiltra la piel, ulcerdndola o no y con infiltra-
cién de los ganglios linfticos regionales®.

Una de las drogas quimioterapéuticas utilizadas en
casos de cancer de mama localmente avanzado es
docetaxel (Taxotere®)®. Esta droga induce muerte
celular a través de la estabilizacién de los microtu-
bulos, inhibiendo la despolimerizacién de éstos, lo
que provoca en las células una incapacidad para
realizar funciones vitales, tales como el transpor-
te de sustancias mediado por el citoesqueleto y la
division celular. Asi, esta droga afecta preferente-
mente a las células cancerigenas, las que poseen
una alta proliferacién y divisién celular®.
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Docetaxel induce particularmente dos tipos de
muerte celular: apoptosis y catdstrofe mitdtica. La
apoptosis es un proceso activo que implica sintesis
proteica, en el cual la célula sufre una condensa-
cién nuclear y citoplasmdtica. Sus caracteristicas
morfoldgicas revelan condensacién de la cromatina
nuclear, desintegracién del nucléolo, disminucién
del tamano nuclear, alteraciones del citoesqueleto y
aspecto de burbuja de la membrana, aunque no se
rompa. Durante el proceso final ocurre fragmen-
tacién del DNA debido a una ruptura internucleo-
somal del DNA y se forman fragmentos nucleares
recubiertos de membrana (cuerpos apoptdticos),
que son fagocitados sin evidencia de reaccién in-
flamatoria®. Por su parte, la catdstrofe mitdtica
resulta de una mitosis aberrante. Las células que
sufren este tipo de muerte celular muestran una
morfologia caracteristica: son de un mayor tama-
fio que las células normales y poseen numerosos
microndcleos que corresponden a grupos indivi-
duales de cromosomas disgregados”.

Los componentes moleculares que participan en la
activacién de la catdstrofe mitética no son del todo
conocidos”. Recientemente se ha descrito que la
sobreexpresion de la proteina Ski induce catdstro-
fe mitética en fibroblastos embrionarios de ratén

(MEFs)®.

Ski es un corepresor transcripcional que se expresa
practicamente en todos los tejidos, aunque en ba-
jos niveles. Se ha descrito que Ski participa en la
regulacién de la proliferacién y mielinizacién de
células de Schwann. También se ha demostrado
que influye en el crecimiento y la diferenciaciéon de
las células hematopoyéticas in vitro. Por Gltimo,
se ha observado que la expresion de Ski se altera en
muchas condiciones patoldgicas, como la cicatri-
zacién de heridas, la regeneracién del higado y la
nefropatia obstructiva®.

Ski se ha descrito como oncogen en células aviares;
sin embargo, tras nuevos estudios efectuados en
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células de mamiferos, también se ha sugerido que
Ski no sélo funciona como oncogen, sino que en
ciertas células actuaria como supresor de tumores.
Estudios realizados en fibroblastos embrionarios
de ratones knock our para el gen SKI (MEFs Ski
(-/-)) mostraron que la ausencia del gen SK7 induce
la generacién de aneuploidias. Estas células presen-
taron un nimero variable de cromosomas, de 33 a
75, cuando lo normal es 2n=40. Esta aneuplidia se
produce principalmente por defectos en la segrega-
cién cromosémica en mitosis®.

Interesantemente, una sobreexpresion de Ski en las
células MEFs Ski (-/-) indujo la muerte celular por
apoptosis y, principalmente, por catdstrofe mitdti-
ca, sugiriendo que Ski participaria en los mecanis-
mos de muerte celular inducidos por defectos en
la mitosis.

Dado que docetaxel es una droga que ataca el apa-
rato mitdtico e induce muerte por catdstrofe mi-
tdtica, en este trabajo se evalud el efecto que una
sobreexpresién de la proteina Ski tendria sobre la
muerte celular inducida por docetaxel en una linea
celular de cdncer de mama.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular. Las células MCEF-7 aisladas ini-
cialmente en 1970 a partir de una efusién pleural
de una paciente con carcinoma mamario metas-
tasico'” fueron mantenidas a 37°C con atmésfera
de 5% de CO,, en medio DMEM (Dulbecco’s Mo-
dified Eagle’s Medium), suplementado con 10% de

suero fetal bovino, antibi6ticos y glutamina.

Transfeccién y tratamiento. Las células fueron
cultivadas sobre cubreobjetos tratados con poli-L-
Lisina (Sigma) y transfectadas con un plasmidio
control (pPCMV-EGFP-C1) que codifica para la
proteina GFP (green fluorescent protein) o un plas-
midio codificante para Ski (pCMV-EGFP-SKI),
utilizando lipofectamina 2000 y siguiendo las ins-
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trucciones del proveedor (Invitrogen). Luego de
24 horas las células fueron tratadas con docetaxel
(Selleckchem) a diferentes concentraciones (25-50-

100 nM) o con el vehiculo (DMSO) durante 72

horas.

Marcacién fluorescente de citoplasma y niicleo.
Pasadas las 72 horas de incubacién con el trata-
miento, las células se lavaron en solucién tampén
fostato (PBS) y se fijaron con paraformaldehido al
3,7% por 10 minutos y se permeabilizaron con tri-
t6n al 0,1% por 10 minutos a temperatura ambien-
te. Para la marcacion de citoplasma las células fija-
das se incubaron con faloidina-Texas Red (1:1000)
por 45 minutos. Posteriormente se realizaron tres
lavados por 5 minutos cada uno con PBS. Final-
mente las muestras se incubaron con DAPI (para
la marcacién nuclear) y se montaron (Prolong™?®,
Invitrogen) sobre portaobjetos para su visualiza-
cién en microscopio de fluorescencia (DSU Con-

focal Microscope, Olympus).

Cuantificacién de la muerte celular. La muerte
celular se determiné de acuerdo a la morfologia nu-
clear y celular. Para cada tratamiento (0-25-50-100
nM docetaxel), se evaluaron al menos 100 células
de cada tipo (MCE-7/GFP y MCEF-7/GFP-8ki) y
se compararon los porcentajes de células muertas
(apoptosis+catdstrofe mitética). Los experimen-
tos se realizaron 3 veces (N=3). Las diferencias
entre los porcentajes se determinaron utilizando
la prueba de ANOVA bidireccional (Two-way
ANOVA), con correccién de Bonferroni. La di-
ferencia entre la muerte observada en células
MCE-7/GFP v/s MCF-7/GFP-Ski en ausencia de
droga (muerte basal) se estimé mediante prueba

de t de Student.

RESULTADOS

Para evaluar el porcentaje de muerte celular en cé-
lulas MCF-7 se consideréd como criterio la mor-
fologia celular y nuclear. Para esto, el citoplasma
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celular fue detectado mediante la tincién fluores-

cente de faloidina (molécula que une filamentos
de actina). A su vez el nicleo fue identificado me-
diante la tincién con DAPI (molécula fluorescen-
te que une DNA). De esta forma se discriminé
claramente entre células normales (vivas), células
apoptdticas y células con catdstrofe mitdtica. La
Figura 1 muestra un ejemplo de células norma-
les y una apoptdtica. Se puede evidenciar la dis-
minucién de tamano y la condensacién nuclear
tipicos de una célula apoptdtica. Por su parte, las
células que sufren catdstrofe mitdtica aumentan
sustancialmente su tamafno y muestran un niicleo
fragmentado en minindcleos (Figura 2). Notese la
diferencia de tamano comparado con las células
normales y apoptética (ver barras de escala).

Utilizando este criterio, se obtuvo que la sobreex-
presién de la proteina Ski produjo un aumento sig-
nificativo de la muerte celular en células en con-
diciones basales (sin docetaxel), en comparacién
con las células controles que sobreexpresan GFP
(22.04% vs. 2.38%, respectivamente) (Figura 3).
Esta muerte correspondié aproximadamente en
un 90% a catdstrofe mitética.
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Figura 1. Morfologia
celular y nuclear
evaluadas por
microscopia de
fluorescencia. El
citoplasma celular fue
identificado con la tincion
de faloidina(Ay D) y el
niicleo, con DAPI (B y E).
Cy F muestran imagenes
superpuestas. A-C muestra
ejemplos de células vivas.
D-F muestra una célula
apoptética. Barra de
escala: 10 pm, objetivo
40x.

Al incubar durante 72 horas las células
MCF-7/GFP y MCE-7/GFP-Ski con docetaxel
25nM, 50nM y 100nM, se produjo un aumento
significativo de mortalidad de ambos tipos celu-
lares con todas las concentraciones de docetaxel
utilizadas (p<0.0001, Figura 4). Sin embargo, no
hubo diferencias significativas de la mortalidad
inducida por las distintas concentraciones de la
droga (p>0.05). Si bien en las células MCF-7/GFP
se observa un aumento en la mortalidad a 50 y
100nM comparado con 25nM docetaxel (90.04
y 90.39% v5.77.93%), estas diferencias no fueron
estadisticamente  significativas. Tampoco exis-
tieron diferencias significativas entre las células
MCEF-7/GFP y MCF-7/GFP-Ski tratadas con do-
cetaxel (Figura 4).

DISCUSION

Ski se ha descrito como oncogen en células aviares;
sin embargo, tras nuevos estudios efectuados en
células de ratones y en algunas células tumorales
humanas, también se ha sugerido que Ski no sélo
funciona como oncogen, sino que en estas células
actuarfa como supresor de tumores®?).

Revista Hospital Clinico Universidad de Chile



_ompuesta

Figura 2. Morfologia celular y nuclear de una célula con catastrofe mitética. El citoplasma celular fue identificado con la tincion
de faloidina y el nicleo, con DAPI. Barra de escala: 20 pym, objetivo 40x.

Resultados recientes muestran que la sobreexpre-
sién de Ski en células altamente aneuploides induce
muerte celular principalmente por un mecanismo
denominado catdstrofe mitdtica”®. Considerando
que este tipo de muerte celular es el mecanismo
de accién de drogas quimioterapéuticas citot6xi-
cas como docetaxel, utilizada en el tratamiento de
cdncer de mama®', en este trabajo se evalud si
la sobreexpresién de la proteina Ski potenciaria la
muerte en células de cdncer de mama tratadas iz
vitro con esta droga.
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Figura 3. Efecto de la sobreexpresion de Ski en células
MCF-7 en condiciones basales. El porcentaje de muerte en
células MCF-7 que sobreexpresan GFP (control) y células que
sobreexpresan GFP-Ski, se determind observando la morfologia
celular y nuclear. ***p<0.001, test t de Student.
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Docetaxel fue altamente eficiente en inducir muer-
te en células MCF-7. Atin en bajas concentraciones
(25nM) se alcanzé porcentajes de muerte de aproxi-
madamente 80%. Los resultados confirman que la
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Figura 4. Efecto de la sobreexpresion de Ski en células
MCF-7 expuestas a distintas concentraciones de
docetaxel. El porcentaje de muerte en células MCF-7 que
sobreexpresan GFP (control) y células que sobreexpresan GFP-
Ski, se determiné observando la morfologia celular y nuclear
luego de 72 horas de exposicion a docetaxel 0, 25, 50 y 100 nM.
GFP vs. GFP-Ski en condicién basal: p<0.001 (test t de Student).
GFP y GFP-Ski basal vs. 25-50-100 nM docetaxel: p<0.0001 (Two
Way ANOVA). GFP y GFP-Ski docetaxel 25 vs. 50 nM; 25 vs. 100
nMy 50 vs. 100 nM: p>0.05 (Two Way ANOVA).
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principal forma de muerte inducida por docetaxel
en células de cdncer de mama es la catdstrofe mi-
totica. Sin embargo, tanto en células MCF-7/GFP
como en MCF-7/GFP-Ski, no se obtuvo una res-
puesta dependiente de la concentracién de droga
utilizada. Esto puede explicarse porque se trabajé
con un rango de dosis que se encuentra en el limite
superior de induccién de muerte y, por lo tanto, las
diferencias en tal rango no son significativas. Mds
aun, la metodologia utilizada en este trabajo para
determinar porcentaje de muerte celular tiene ven-
tajas y desventajas. Su principal ventaja es que posee
una sensibilidad muy superior a otras metodologias
que evaltian viabilidad celular, como lo es el ensa-
yo de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y 1)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide) el cual en estas mismas
células expuestas a las mismas condiciones presenta-
das en este trabajo, arroja porcentajes de muerte que
van desde 30 a 50% (datos no publicados). Por otro
lado, docetaxel induce muerte celular por apoptosis,
catdstrofe mitdtica, y también necrosis®. Este alti-
mo tipo de muerte serfa causado por concentracio-
nes elevadas de la droga y es probable que produzca
desprendimiento de las células desde el cubreobjetos
en el que estdn adheridas, ya que la célula sufre
un procesos de desintegracién y disolucién (ne-
crolisis)!?, por lo que estas células serfan excluidas
en el proceso de cuantificacién de muerte celular.
Es posible entonces que mediante la utilizacién de
concentraciones mds bajas y tiempos de incubacién
menores con la droga, se observen diferencias de-
pendientes de la dosis.

En este rango de muerte inducida por docetaxel
(78-90%), la sobreexpresion de Ski no tuvo el efec-
to potenciador esperado. Es probable que las dife-
rencias esperadas no hayan sido evidenciadas por
las mismas razones técnicas aludidas anteriormen-
te, ya que resultados no publicados de nuestro gru-
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po indican que utilizando otras metodologfas de
cuantificacién de muerte celular menos sensibles,
es posible evidenciar un efecto potenciador de la
sobreexpresiéon de Ski en la muerte inducida por
docetaxel en estas células. Mds atin, en ausencia de
droga, la sobreexpresién de Ski per se indujo muerte
celular por catdstrofe mitdtica en células MCE-7.

Estudios previos han demostrado que los nive-
les de la proteina Ski se incrementan durante
la mitosis. En esta fase del ciclo celular, Ski es
fosforilada por la quinasa cdkl/ciclinaB" y la
quinasa Aurora-A"®. Estas observaciones sugie-
ren la participacién de Ski en el proceso mitdti-
co™. En efecto, recientemente se demostré que
la presencia de Ski es necesaria para que exista
una correcta segregacién de los cromosomas y
para la activacion del checkpoint de anafase®. Se
ha demostrado que para que exista muerte por
catdstrofe mitdtica debe existir previamente la ac-

tivacion del checkpoint de anafase>'®).

En ausencia de un estimulo externo de activacién
del checkpoint de anafase, como lo es el uso de dro-
gas como docetaxel, este checkpoint se activa nor-
malmente en las células cuando existe uno o un
par de cromosomas que no se han unido correcta-
mente a los microtibulos que forman el huso mi-
totico™. Defectos en la activacién del checkpoint
de anafase resultan, por lo tanto, en la generacién
de aneuploidia, una de las manifestaciones mads
frecuentes de inestabilidad cromosémica en los tu-
mores y la cual estd estrechamente relacionada con

la progresién del cdncer y su mal prondstico’®.

Las células MCF-7 fueron establecidas en el afo
1970 y poseen un alto grado de anueploidias!"”
y en consecuencia, defectos en la segregacion
cromosdmica. Es altamente probable entonces que

Revista Hospital Clinico Universidad de Chile



en condiciones basales la sobreexpresion de Ski
induzca un checkpoint de anafase en aquellas células
en que se produzcan defectos en la segregacién de
los cromosomas y consecuentemente se induzca
la muerte de estas células por catdstrofe mitdtica.
La sobreexpresién de Ski entonces, al igual como

se describié previamente en un modelo de células
murinas (MEFs)®, contribuirfa a la mantencién
de la estabilidad cromosémica en células derivadas
de adenocarcinoma mamario humano, MCEF-7,
apoyando el rol de esta proteina como supresor
tumoral.
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