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RESUMEN

€l cancer es una enfermedad que implica cambios en el matenial genético de una
célula, la mayoria de los cuales alteran el ciclo celular. El cancer de pulmén es una de
ias causas de muerte mas frecuente en el mundo, ocupando el segundo lugar segun la
OMS. Uno de los factores que son mas importantes en el tratamiento del cancer, es la
resistencia quimica a farmacos que estos desarrollan. La multiresistencia es un
fendmeno que implica que los tumores desarrollen resistencia a un amplio espectro de
farmacos que no tienen relacién estructural entre ellos y a los que no han sido
expuestos. Este es un problema que se presenta comunmente en el tratamiento de
tumores. Son varios los mecanismos que comprende la resistencia a farmacos, entre
ellos se encuentran la sobreexpresioén de algunos genes, como MDR1, MRP y GST.
Estos genes y sus productos convierten en refractaria a la célula, dando como resultado
una disminucién en la concentracién de farmaco dentro de la misma, evitando asi la
muerte celular. Otro mecanismo descrito es la disminucién en la expresion de Topo |l
asi como cambios en su actividad catalitica. Recientemente se describié otro
mecanismo que involucra a la TYopo I, que es una alteracibSn en su
compartamentalizacién dentro de la célula, ya que su localizacién en citoplasma le
confiera resistencia a 1a célula. INER-37 es una linea celular de céncer de pulmén que
presenté una resistencia incrementada a etopdsido ( VP-16 ), el cual es un inhibidor
especifico para Topo |l alfa. Al estudiar la expresién del gen de Topo Il alfa mediante
RT-PCR, se encontrd que esta fue positiva. Estas células también expresaron ARNm
para otros genes como: MDR1, MRP y Topo |l beta. Al analizar ia actividad enzimatica
de Topo ! se encontrd una disminucién en la concentracion de la enzima en fraccion
nuclear, sin embargo a! realizarlos con extractos totales se observd actividad. Los
estudios de inmunohistoquimica indicaron que la Topo Il alfa se encontraba
primordiaimente en el citoplasma. La resistencia a VP-16 en INER-37 se debib a la
localizacién citoplasmatica que presentd Topo |l alfa.



[INTRODUCCION

El cancer es una serie de enfermedades, en cada una de las cuales estan
involucradas varias alteraciones genéticas, en donde en la mayoria de ellas, los
mecanismos que gobiemnan la regulacidn del ciclo celular y la proliferacién celular sufren
cambios. (1).

Varias evidencias apoyan el hecho de que el cancer es una enfermedad que
tiene como resultado la evolucién clonal de células transformadas. El céncer se origina
de una suma de mutaciones heredadas (linea germinal) o adquiridas (somaticas) que
se dan en genes cuyos productos parecen tener un papel importante en la regulacién
del ciclo celular(2). Algunas de estas mutaciones pueden proveer ventajas a las células
transformadas y dominan sobre las células normales. Varios factores etiolégicos son los
que pueden derivar en una transformacion maligna. Tumores como el retinoblastoma
parecen surgir de un componente netamente heredado, mientras que otros tumores
como los de pulmon, vejiga y cavidad oral se desarroflan a partir de interacciones entre
el genéma y el medio ambiente(2).

1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON

Segin datos proporcionados por la Organizacidn Mundial para la Salud {OMS)
en el afo de 1993, el cancer ocupa el segundo lugar como causa de muerte en todo el
mundo y en los ditimos afios el nimero de casos se ha incrementado notablemente (3).
Uno de los tipos de cancer que ha aumentado su incidencia es el de carcinoma
primario de pulmén. Los datos epidemioldgicos en Estados Unidos mostraron que en
1995 se presentaron 177,000 casos nuevos, asi como 158,700 muertes (4.5). Sin
embargo en los ultimos afios la incidencia de cancer de pulmén en hombres ha tenido
un ligeroc decrementoc en este pais, mientras que en mujeres la incidencia es aun
creciente, y ha sido uno de los mayores problemas de salud pablica por varias décadas
(3).En 1996 en México, la Direccidén General de Estadistica e Informatica reportd que



los tumores malignos ocuparon el 2° lugar como causa principal de muerte, solo
superados por las enfermedades cardiovasculares. Dentro de los tumores malignos el
cancer de pulmén, bronquios y de tréquea ocuparon el 1*. lugar por encima de los
tumores de estémago y de cérvix, presentando una tasa de mortalidad de 6.4 por cada
100,000 habitantes (6). En un estudio realizado en el INER se encontrd que la
frecuencia con cancer de pulmén habia aumentado en los ultimos afios. Tanto en

hombres como en mujeres, y afecto primordialmente a ia poblacién de 61 a 70 afos(7).

Se estima que la adiccion al cigarritio es responsable del 80% de los tumores de
pulmén y sélo det 30% de los otros tipos de cancer. Otros factores como la dieta,
hormonas, factores genéticos o raciales se han asociado también al desarrollo de los
tumores del pulmén. Los tipos histologicos asociados con el cigarillo son
principalmente el carcinoma epidermoide y el cancer de céiulas pequefas. El

adenocarcinoma, sin embargo no esta asociado fuertemente a tabaguismo.

En los tltimos afios, fa distribucién de los tipos histolégicos de cancer de pulmén
han cambiado. A finales de los 70's y hasta principios de los 80’s se presentd un
incremento en los casos de adenocarcinoma de pulmdn (8,9). El cambio de los tipos
histoldgicos de cancer de pulmén ha sido atribuido a cambios en cuanto al consumo de
cigarros, asi como al tipo de cigarros que se consumen {10,11)

En México el principal componente histolégico del cancer de pulmdn que se
presenta es el adenocarcinoma (47%), en segundo lugar esta el del tipo
epidermoide(37%) y por Gltimo el carcinoma de células pequefias (10%) y en menor
frecuencia se presentan los del tipo escamoso, mixto y célutas grandes (7).

El cancer de pulmén es una de los neoplasmas mas dificiles de tratar {por
quimioterapia, radioterapia o cirugia) y desafortunadamente aun no se tienen esquemas
efectivos de tratamiento(12,13). No existe una gran variedad de tratamientos y el uso de
la radioterapia y la quimioterapia son paliativos y muy raramente se prolonga la vida del



paciente. En paises como Estados Unidos, la sobrevida de los pacientes con cancer
de pulmén a 5 afios es tan solo del 11-13% (4,5).

.2 RESISTENCIA QUIMICA A FARMACOS

La quimioterapia es una de las formas mas utilizadas para combatir el cancer.
La experiencia que se tiene en este campo es amplia y es por eso que algunos tumores
como el linfoma de Hodgkin, el linfoma de células grandes. la leucemia linfocitica agua Yy
el cancer testicular son curables. Sin embargo hay muchos otros tumores en los que
aun no se ha tenido exito con la quimioterpia (14). El carcinoma de ovario, el carcinoma
de células pequefias de pulmén, los mielomas, el linfoma no-Hodgkin y el cancer de
mama en estadios avanzados, son tumores en los que generalmente af principio del
tratamiento con quimioterapia se obtiene una respuesta satisfactoria, pero
frecuentemente se observan recurrencias en las que por lo general las células
tumorales se vuelven resistentés a los farmacos, de tal forma que causan la muerte del
paciente (15). Es por eso que se ha incrementado el interés por estudiar los
mecanismos que hacen que las células se vuelvan resistentes a distintos tipos de
farmacos.

Varios factores pueden estar involucrados en la poca efectividad de la
quimioterpia, algunos de los cuales son: a) eventos farmacocinéticos; b) la biologia y el
tipo de tumor, ¢) la respuesta intrinseca del paciente; d) la ubicacion del tumor en sitios
santuarios inaccesibles a las drogas; y e) la resistencia celular a los farmacos (15).
Siendo este Ultimo el obstaculo mas grande para obtener un tratamiento exitoso contra
el cancer,

£l fenémeno conocido como resistencia muitiple a farmacos o MOR (“multidrug
resistance”), se define como la capacidad que presentan las células tumorafes de
resistir la accion citotéxica de una gran variedad de farmacos que no tienen ninguna
refacién estructural ni funcional, después de que han sido expuestos a uno solo de ellos
(16). Los primeros estudios acerca de este fenémeno se realizaron en lineas célulares



murinas y posteriormente en humanas; estos mostraron que aqueilas lineas que habian
sido seleccionadas para un agente antineoplasico especifico como adriamicina (Adn),
también presentaron resistencia a ofros agentes antineoplasicos, tales como
epipodofilotoxinas { VP-16 y VM-26) y aminoacridinas ( m-AMSA)(15).

Se conocen dos tipos de mecanismos de resistencia a fArmacos: el infrinseco y
el adquindo. En el mecanismo adquirido las células se vuelven resistentes cuando han
sido expuestas a algun agente citotoxico. Ei mecanismo intrinseco se presenta cuando
las células del tumor son refractarias a la quimioterapia de novo.

Sobre los mecanismos moleculares que producen la resistenca intrinseca se
conoce poco. En cambio, de la resistencia adquirida se sabe que una célula tumoral
desarrolla diferentes mecanismos por la exposicién continua a un farmaco. Entre estos
se presentan: alteraciones en la permeabilidad de la membrana; slteraciones en el
transporte de los farmacos (hacia el interior 0 hacia el exterior); cambio en la cinética de
enzimas blanco; amplificacidn génica de las enzimas y sustratos; y cambios en la
susceptibilidad al dafio producido por las drogas (17,18).

La resistencia multiple a fénnacos iﬁvolucra a varias proteinas de la células,
entre ellas podemos contar a proteinas de la membrana como MDR-1(19) y MRP (20-
22) que son bombas que ayudan a la célula en la detoxificacién. Ambas pertenecen a la
superfamilia de proteinas transportadoras denominada ABC (del ingles “ATP-binding
cassette”} en donde se incluye también el gen de fibrosis quistica (CFTR){23,26).
También estan relacionadas enzimas citoplasmaticas como las transferasas de glutation
(GST), mismas que tienen un papel importante en la detoxificacion de la célula. Otras
enzimas también refacionadas son aquellas que son blanco para diferentes farmacos,
entre las mas importantes encontramos a las Topoisomerasas.



1.2.1 GLICOPROTEINA-P

En 1973, Dano (24) propuso la idea de un mecanismo aclivo de extrusién de
farmacos en célfulas tumorales , no fue sino hasta 1976 que Juliano y Ling (25)
reportaron la expresién incrementada de una proteina de membrana de 170 kDa, la cual
fue designada como glicoproteina-P. Durante diez afios se siguié observando este
aumento en la expresién de esta proteina, y su pape! en la resistencia fue demostrado
al transfectar ADNc de gp-170 en células sensiblies a farmacos, mismas que adquirieron
el fenotipo de resistencia (26,27).

La glicoproteina-P contiene una regidn transmembranal ( dominio
transmembranal o DT ) y una regién citoplasmatica con capacidad de unir nucleétidos
(Dominio de unién a nucledtido o DUN). Esta proteina esta constituida de dos mitades
con una alta similitud, cada una de las cuales contiene un DUN conectado por una
secuencia conectora. Esta estructura se duplica en tandem {en fila) y contiene doce
segmentos DT. Los sitios de unién para ATP de esta proteina se localizan en la region
citoplasmética, mientras que varias de las secuencias DT se unen a traves de
secuencias extracelulares (28)(FIG. 1).

En humanos el gen para glicoproteina-P se encuentra localizado en el
cromosoma 7q21.1. El gen MDR-1 consiste de 28 exones, mismos que codifican para
una proteina de 1280 aminoacidos. Existe un segundo gen denominado MDR-2, que
codifica para una proteina parecida a la glicoproteina-P , sin embargo, solo el gen
MDR-1 esta involucrado en la resistencia maltiple a farmacos (27).

Muchas evidencias apoyan la idea de que la gp-P actia como una bomba de
eflujo o de fransporte de amplia especificidad. Estas se basan en las semejanzas de la
estructura terciaria y la secuencia de aminoacidos con proteinas del sistema de
transporte en Eschearichia coli ( alfa-hermolisina y malK).Esta proteina requiere de
energia para llevar a cabo su funcién (29).



El mecanismo de accién por el cual la gp-P reconoce y expulsa farmacos de
diferente naturaleza quimica ain no se conoce; sin embargo se postula que varios
farmacos se unen a sitios especificos localizados en la regién cilopldsmica de la
molécula y después son transporlados en forma activa fuera de fa célula. Otra teoria
propone que gp-P funciona como enzima del tipo “flip-flop™ e involucra un sitio de unién
en la region lipidica de la membrana y e! otro en la proteina misma (15). Otros datos

experimentales sugieren que la gp-P también funciona come un canal de cloro (19).

Este gen no solo se expresa en tejidos tumorales, también se ha encontrado
expresado en distintos 6rganos y tejidos normales. La distribucion de gp-P en 6rganos
involucrados en la detoxificacion como el rifidn, vejfiga, higado, etc., asi como su
localizacion sobre la superficie luminar de los vasos del tejido cerebral, sugieren que
esta proteina desempefia un papel fisiolégico normal en el transporte de compuestos
toxicos o metabolitos que pueden ser perjudiciales paré el organismo (15).

1.2.2 RESISTENCIA MULTIPLE A FARMACOS MEDIADA POR MRP

La linea celular HB0AR de células pequefias de puimén es una de las mejor
caracterizadas en la resistencia a farmacos mediada por una proteina no relacionada
con glicoproteina-P (30) De estas células fue aislado un ARNm de 6.5 kb que codifica
para una proteina de 1531 aminoacidos flamada MRP(31). Al revisar su secuencia de
bases y los dominios de organizacién, se observs, que al igual que la glicoproteina-P,
también pertenecia a la superfamilia de transportadores ABC (31). El peso aproximado
de esta proteina es de 190 kDa (32).

En un principio la sobreexpresion de este gen fue asociada con amplificacion
geénica, por o que el producto por si mismo no conferia resistencia. Sin embargo, la
transfeccion del gen de MRP a células Hela convirtio a estas células resistentes a
varios agentes quimioterapedticos. Estos estudios establecieron que la sobreexpresion
de MRP fue suficiente para causar resistencia en estas células(32).



La sobreexpresion de MRP no se limita Unicamente a lineas celulares
establecidas de tumores de pulmén, ni tampoco se restringe a aquellas seleccionadas
para un solo fAirmaco. Estos datos sugieren que MRP puede ser un mediador comun
de resistencia, al menos bajo condiciones in vitro . Su verdadero papel en la resistencia
no ha sido bien definido como en el caso de gp-P. En lineas celulares de tumores de
pulmén variedad células pequefias, MRP parece desempefiar un papel importante en la
resistencia a farmacos, no asi en la variedad de células no pequefias (28).

Ei gen de MRP en humanos esté ubicado en el cromosoma 16p13 (31). A nivel
de aminoacidos, la similitud entre la proteina MRP y gp-P es de menos del 15%(28).
Esta proteina esta constituida por dos partes, cada una de las cuales contiene un
dominio membranal hidrofébico y un dominio hidrofilico aceptor de nucledtidos (DUN).
Las dos mitades de la molécula estan unidas por una region conectora y, en contraste
con la glicoproteina-P, estds no son simétricas (26).

La forma en que MRP confiere resistencia a farmacos no se conoce
completamente. la semejanza estructural con gp-P sugiere una actividad homédloga
para la expulsion de farmacos. No obstante, se necesitan hacer experimentos para
establecer si funciona como una bomba de eflujo como la glicoproteina-P (33).

La relacién que existe entre la reduccién en la concentracién de farmacos y un
aumento en el eflujo de los mismos con |la sobreexpresion de MRP se presenta con
menor frecuencia que con la que se presenta la gp-P (34). La localizacién de esta
proteina ha sido reportada con mayor frecuencia en el reticulo endoptasmico, aunque
también se ha localizado en la membrana plasmatica (35). Otros estudios indicaron que
MRP puede funcionar como un transportador dependiente de ATP para un conjugado
de glutation con leukotrieno, un potente acido araquidonico relacionado con la
comunicacion intercelular y con sefales de transduccién (28).



Varios estudios encontraron niveles elevados de expresion para MRP en pulmdn,
testiculo y musculo, mientras que en otros tejidos normales la expresion fue baja (31).

1.2.3 TRANSFERASAS DE GLUTATION

Las transferasas citosélicas de glutation (GSTs) son una gran familia de enzimas
dimericas capaces de detoxificar a varios electrofilos carcinogénicos (36). Las
transferasas de glutation se divididen en tres clases: 1a clase a, la clase p y la clase n.
De los cientos de componentes del humo del tabaco, los hidrocaburos aromaticos
policiclicos (HAP} parecen ser sus principales sustratos. Estas enzimas pueden
inactivarlos por medio de la conjugacion con glutation intracelular (GSH), produciendo
una forma inactiva de metabolitos solubles en agua. (37) La variacién interindividual en
la funcién de las GST's puede estar relacionada a las diferencias en el riesgo para
desarroflar cancer por tabaquismo. La presencia o ausencia asi como en el ndmero
de copias del gen para GST-u parece determinar la actividad de la enzima en el
pulmon. Los fumadores con la enzima GST-u tienen aproximadamente un tercio de
riesgo para padecer carcinoma de pulmén que aquetios fumadores sin la enzima (38).

Una hipdtesis atractiva surgié a partir de una observacién inicial sobre el
incremento de la actividad de la glutatién transfersa S (GST) en una linea celular
resistente a farmacos (39,40), asi como con los sistemas de detoxificacién basados en
glutation que protegen a los tejidos normales de dafios quimicos, pero que también
pueden proteger a los tejidos malignos de agentes quimioterapeuticos (41). Parecia
muy posible que e! metabolismo relacionado a glutation pudiera cooperar con el efiujo
de farmacos por parte de la glicoproteina-P (41).

Aunque la capacidad para conjugar sustratos con glutation (GSH) es la actividad
definida de GSTs, no existe evidencia alguna de que los fArmacos relacionados con
resistencia sean conjugados con glutation en la nita de detoxificacion y eliminacién.
Especificamente, los conjugados con doxorrubicina, vincristina, etoposidos vy
actinomicina D no se han descrito. La Unica excepcion puede ser la participacion de la



GST microsomal, una enzima unida a membrana que es diferente estructuraimente a
GST citosdiica, en el metabolismo de mitoxantrona (42). En contraste, la conjugacion
de GSH mediada por GST citosdlica a agentes antineoplasicos no relacionados a
resistencia como clorambucil (43,44) y melfalan (45) han sido muy bien documentadas.

Es posible que las isoenzimas GSTs puedan detoxificar estos farmacos a través
de otras vias que no sean la conjugacion de glutatién. (41) Las GSTs unen sustancias
hidrofébicas con una afinidad alta y pueden participar en el transporte intracelular y el
secuestro de estas moléculas (46)." "De esta manera, estas iscenzimas pueden proteger
a las células de toxinas y prevenir que interactien con blancos celulares importantes.
Por lo tanto, se ha propuesto que el papel de las GSTs en la resistencia a farmacos
puede ser unir a los farmacos vy llevarlos a la glicoproteina-P para expulsartos de Ja
célula (47). Por otra parte, existen mas evidencias que relacionan a las GSTs y a
MRP, en donde probablemente MRP es utilizado como canal de eflujo para los
compuestos que-son metabolizados por las GSTs. '

Aunado a la susceptibilidad genélica, la expresion de GST puede estar
relacionada con la quimioresistencia. Un mayor nimero de evidencias sugiere que ias
enzimas dependientes de glutation son un factor importante en la determinacion de la
sensibilidad de los tumores de pulmén y de lineas celulares a agenies citotdxicos
{(48,49). En particutar, bajos niveles en la expresion de GST-n en lineas celulares de
cancer de pulmon (variedad células pequefias) correlacionaron una alta sensibilidad
para cisplatino y carboplatino, mientras que lo contrario se presentd en lineas celulares
de céncer de pulmdn variedad células no pequeiias, las cuales expresan altos niveles y
menor sensibilidad (50). Por ejemplo, la linea celular resistente a fArmacos, HE9AR,
seleccionada para doxorubicina, presentd resistencia cruzada a una gran variedad de
agentes antineoplasticos naturales pero no sobreexpresd glicoproteina-P{51).
Diferencias marcadas en los niveles de GSH y en las actividades de tres de las cuatro
enzimas relacionadas con GSH fueron observadas entre la linea celular HG9AR y su
linea celular parental.
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Finalmente, también se ha observado un incremento en la actividad de GSTs en
vartos modelos de resistencia a farmacos, pero no se conoce si se trata de una reaccion
contra tensidn ¢ que bien que GSTs tengan un papel especifico en la defensa de a
célula. Las GSTs pueden ser factores importantes en la alquilacién de agentes
antineoplasicos. (41)

(. RESISTENCIA MEDIADA POR TOPOISOMERASA Ii ]

Las toposiomerasas son enzimas nucleares que desempefian funciones vitales
para ias células. La primera topoisomerasa descubierta fue la Topoisomerasa | de
Escherichia coli en 1971 (53) y posteriormente {a ADN girasa o Topoisomerasa |l
también de E. coli en 1976 (54). Desde entonces, las topoisomerasas han sido
encontradas en todas las células procarioticas y eucarioticas que se han estudiado.

Ademas, algunos fagos y virus animales también codifican sus propias
toposiomerasas.

Las actividades que realizan las topoisomerasas (Topo) son importantes para
muchos procesos celulares, dentro de los que se incluyen recombinaci6n, transcripcion
y segregacion de los cromosomas (55). Ademas permite la separacidon de las
moléculas recien sintetizadas de ADN en la duplicacién (56).

El papel que juegan en la condensacién de los cromosomas y la separacion de
las cromatidas es esencial para la supervivencia de la célula. (57). Las Topo parecen
tener un papel en el mantenimiento de la estructura de los cromosomas y también
parecen ser uno de los componentes mayoritarios en la matriz nuclear que forma la
base de los asa cromosomales. (57) Estas proteinas presentan dos tipos de funciones:
estructurales y catalificas.

Para llevar a cabo su actividad catalitica, estas enzimas forman una unidn

covalente con el ADN, produciendo una ruptura transitoria por el corte de una o de las
dos hebras, y pasando en un segundo evento una de estas a través del hueco, para
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“ Topo II “

FIG. 1. Representacién esquemitica de algunos mecanismos que confieren resistencia maitiple a farmacos,
Dentro de estos s¢ encuentran varios genes con una alla expresion, tales como MRP, MDR-1 y GST's.
Cuando el farmaco penetra 2 fa célula tumoral, esta lo puede expulsar de s: interior utilizando & la
glicoproteina-P sin necesidad de ser metabolizado. La proteina MRP también puede realizar este irabajo, sin
embargo es necesario que al farmaco e sea unido un grupo glutation por medio de las glutation transferasas.
MRP reconoce al farmaco con el glutation y lo expulsa fuera de la céhila, Otras proteinas importantes son las
Topoisomerasas (LII) ya que son blanco para varios de los firmacos mas utilizados en esquemds de
quimioterapia. Cuando estas enzimas presentan aliereciones en su expresion, activided catalitica o
localizacién la accion del firmaco no es eficiente.
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después cerrarlo al unir las dos hebras. La topoisomerasa tipo | { Topo | ) genera
unicamente un rompimiento en una hebra del ADN y libera la tensién torsiona! al
desenrrollarse la hélice. Las topoisomerasas tipo Il { Topo Il ) generan dos
rompimientos, uno en cada una de las hebras de ADN, que también liberan la tension
torsional. A diferencia de las Topoisomerasas tipo | las topoisomerasas tipo Hl requieren
de ATP y de magnesio para sus actividades.

Las enzimas Topo Il son blancos para una gran varnedad de agentes
terapedticos, incluyendo antiparasiticos, antifiingicos, antivirales, y farmacos
antineoplasicos. En mamiferos la Topo It fue identificada como un blanco celular de
varios agentes citotdxicos, incluyendeo a algunos farmacos antineoplasicos importantes
{55).

En humanos se presentan dos isoformas de 1a Topo It; una de 170 kDa que es
{a Topoisomerasa Il alfa y otra de 180 kDa la Topoisomerasa li Beta (58,59)

Aungue los mecanismos cataliticos de las dos isoformas, alfa y beta, son
probablemente los mismos, estas presentan propiedades diferentes que pueden ser
importantes, particularmente con respecto a su interaccion con agentes antineoplasicos
y con el desarrollo de la resistencia a farmacos.

II.1 CICLQO CATALITICO DE LA TOPOISOMERASA Il (TOPO 1)

El ciclo catalitico de la Topo Il es complejo y aun no se comprende
completamente. Este se describe como una serie de pasos que incluyen la union de la
enzima a la doble cadena de ADN y el rompimiento de esta ultima , pasando una
de estas hebras a través del rompimiento realizado en la otra hebra, y la religacién de
ésta. Posteriormente la enzima se libera y queda en posibilidad de llevar a cabo otro
evento (Fig. 2).

Especificamente, el primer paso del cicle catalitico de la Topo Il implica la
formacion de una unidén covalente entre la enzima y la cadena de ADN. La especificidad
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FiG. 2. Actividad catalitica de Topoisomerasa |l e inhibicién por fanmacos:

A}
8)
<)
D)

Dimerizacién de Iz proteina en nicleo

Unién a la doble cadena de ADN

Fragmentacién de cada tna de las hebras para disminuir la torsién

Unién del farmaco a la Topoisomerasa || e inhibici6n de la actividad de ligasa
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de esta interaccién parece estar relacionada con la secuencia de los nucieétidos y la
topologia del ADN (26), Sin embargo, para su actividad dptima la enzima parece
necesilar de 16 a 28 pares de bases localizadas simétricamente del sitic de
rompimiento (26). La topologia del ADN es también importante para el reconocimiento.
Los sitios de unién al ADN no estan uniformemente distribuidos a lo largo de la
molécula pero estén agrupados en regiones especificas como lo son aquellas donde se
encuentran las regiones intergénicas y las unidades de transcripcion (26).

Después de la union al ADN en la secuencia de reconocimiento por la Topo I, se
da el corte en ambas hebras de la cadena de manera coordinada. Esta reaccion de
corte esta en equilibrio con una reaccién de religacién, e in vivo, ambas reacciones
requieren de magnesio. La Topo Il al unirse al ADN lo hace mediante una unién
covalente con un residuo de tirosina de una de sus dos subunidades (60) y forma un
puente. La tirosina que se une al ADN se encuentra en la posicion 804 en la Topo ||
alfa en humanos y en la posicién 821 en la Topo |l beta.

Después de haberse creado el doble rompimiento en la molécula de ADN, la
Topo il lleva a cabo el paso de la hebra intacta a través del rompimiento ¢ hueco de la
otra hebra. Este movimiento de una hebra a través de la otra aun no es completamente
entendido.  Existe evidencia que sugiere que la unién del ATP a la proteina v su
hidrélisis controla la apertura y cierre del puente formado por la enzima (26).

Una vez que la hebra pasé, la Topo |l vuelve a unir la fractura en ia molécula de
ADN. Esta reaccion de religacion es fuertemente favorecida. Al lievarse a cabo la
religacién de las hebras, el ATP es hidrolizado, y la conformacién activa de 1a enzima es
regenerada. La enzima puede separarse del DNA, ya modificado o bien puede iniciar
otro ciclo.

Ciertas clases de agentes antineoplasicos ejercen su accion citotéxica al

interactuar con la Topo lf e impedir que complete su ciclo catalitico. Este tipo de
farmacos son conocidos como inhibidores de topo Il. Diferentes farmacos pueden
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actuar en distintos pasos de su ciclo catalitico.

r

I.2 ESTRUCTURA Y REGULACION DEL GEN DE TOPO Il alfa

La Topo |} de eucariontes ha sido purificada de un gran numero organismos,

incluyendo la levadura, Drosophila , células Hela, y otras lineas tumorales de

mamiferos. El gen de Topo lla ha sido clonado y secuenciado de varios organismos,

. tales como levadura y Drosophila , humanos (61), raton , hamster y rala(28). Elgende
Topo Il alfa en humano ha sido mapeado en el cromosoma 17921-22(61).

Con base en estudios de purificacién de la enzima, se ha podido deducir la
secuencia de aminoacidos, y se ha determinado que esta proteina forma un
homodimero, en donde cada subunidad consiste de por lo menos tres dominios
funcionales: la regidn del amino terminal que contiene la regidn donde se une el ATP,
una region central donde se encuentra el sitio de unién al ADN y la region del carboxilo
terminal. El dominio del amino proximal abarca aproximadamente los primeros 450
aminoacidos y contiene tres motivos conservados tipicos de DUNs. El dominio central
es de aproximadamente 750 amino4cidos y contiene a la tirosina que es lugar donde se
une covalente al ADN. Una regién de cierres de leucina, que puede ser importante en la
interaccion proteina-proteina, se encuentra también en esta region en la isoforma alfa
pero no asi en la beta.  Ef dominio del carboxilo terminal comienza aproximadamente
en el aminoacido 1200. Esta region de la proteina es muy hidrofilica y es la parte que
mas diverge entre Toposiomerasas |l de distintas especies, tanto en su tamafio como
en su secuencia. El carboxilo terminal de fa Topo Il no parece ser esencial para la
actividad catafitica de la enzima (61).

II.2.1TOP0llSOMERASA H BETA (TCPO |l BETA)

La existencia de una segunda forma de !a Topo Il de un mayor peso molecular
(180 kDa) fué primero detectada en una linea celular murina y en humanos en una linea
celular monocitica. (63) Esta isoforma aunque poseia una secuencia muy similar a la
de Topo Il alfa, era diferente y fué designada Topoisomerasa |l Beta {(Topo Il Beta).
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Cuando fue secuenciado completamente el gen de Topo Il beta de humano se observd
que la regién del carboxilo terminal divergia significativamente de la otra isoforma (58)
no asi el extremo amino proximal .

El gen para Topo Il beta esta localizade en el cromosoma 3p24 (59). Sin
embargo las dos isoformas estdn mas altamente relacionadas entre ellas que con las
topoisomerasas de otras especies, y la similitud a nivel de aminoacidos entre alfa y beta
es del 72%. La isoforma alfa tiene 4590 nucleotidos que codifica para una proteina de
1530 aminoacidos, mientras que la isoforma beta tiene 4863 nucledtidos que codifica
para una proteina de 1621 aminoacidos(58). A pesar de el alto grado de similitud entre
los ARNm, las dos isoformas de Topo Il presentan algunas diferencias bioquimicas, que
en parte podrian explicar sus diferencias en funcién {63).

I.2.2 REGULACION DE LA EXPRESION GENICA Y ACTIVIDAD CATALITICA
DE TOPO Il

Existen varias formas en [as que la actividad enziméatica de la Topo |l alfa puede
ser regulada. En varias lineas cefulares se ha encontrado que , los niveles de las Topo
Il alfa, asi como de su actividad, varian a traves del ciclo celular (65). La sintesis de la
Topo |l alfa se lleva a cabo cuando la célula progresa de la fase G, a la fase S, con un
nivel maximo de expresién en G; y mitosis. Después de la mitosis la mayoria de la
proteina es degradada. De esta manera, la actividad y la expresion disminuyen al
minimo y la mayoria de Topo lla en algunas células esta regulada por la fase del ciclo
celutar en el cual se encuentra la célula. En cambio, en células de mamiferos, los
niveles de Topo Il beta se mantienen constantes durante todo el ciclo celular (64,65).

La actividad de Topo Il puede ser también regulada por los niveles de
fosforilacion, aunque se conoce poco sobre este evento. La Topo |l puede ser un
sustrato de una gran variedad de cinasas in vitro por ejemplo la proteina cinasa C
(PKC), cinasa de caseina H (66). La fosforilacién in vitro de Topo i, normalmente
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incrementa la actividad catalitica o de corte de la enzima (66). Existe también evidencia
de que la fosforilacién tienen un papel en la localizacién de 1a Topo Il en el nicleo de
levadura (66).

La fosforilacidn para Topo Il ha sido demostrada in vivo en eucariontes inferiores
asi como en células de mamiferos y aves. Los niveles de fosforilacion varian y son
muy bajos en células que se encuentran en estado de quiescencia (en reposo, sin
dividirse), mientras que encuentran en su nivel mas alto entre la fase Gz y M. Asi, la
regulacidn de la actividad de Topo || mediante fosforilaciéon puede diferir de la actividad
dada por la concentracion de enzima expresada(26).

Estudios de fosforilacion in vive de Topo Il involucran andlisis del mapeo de los
fosfopéptidos en levadura y Drosophila y estos han mostrado que los mayores sitios de
fosforilacién in vivo son blancos para !a cinasa de caseina il. La mayoria de los sitios
de fosforilacién para la cinasa de caseina Il se cree estdn en la regidn del COOH-
terminal, y esto se ha demostrado experimentalmente en levadura(28). Asi, el papei
exacto de la fosforilacion y defosforilacion en la regulacion de la actividad enzimatica o
la localizacién de la Topo {f en humanos se conoce solo parcialmente.

En algunos sistemas celulares, parece que la sensibilidad a un farmaco puede
estar afectada por la fosforilacion de Topo I, posiblemente por permitir que haya un
gran numero de religaciones en presencia del farmaco. Sin embargo, en otros sistemas,
la fosforilacién no parece tener un efecto apreciable.

También se ha sugerido que la actividad catalitica de la Topo Il puede ser
regulada por la poli{ADP- ribosilacién). /n vitro, se ha mostrado que Topo I purificada
de timo es un sustrato para la poli(ADP-ribosa) sintasa y que la poli(ADP-ribosilacién)
puede inhibir la actividad catalitica de esta enzima(28).
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1.2.3 LOCALIZACION CELULAR DE LA TOPOISOMERASA I

La localizacién intranuclear de las Topo Il affa y beta en mamiferos puede diferir.
Estudios con anticuerpos sugieren que la Topo |t alfa (170 kDa) se localiza en el
nucleoplasma, mientras que ia Topo Il beta (180 kDa) esta restringida en el nucleolo, al
menos en células Hela y K562. No obstante, estudios en fibroblastos de hamster
utilizando anticuerpos policlonales contra Topo Il alfa y beta, indicaron que las dos
isoformas estan presentes tanto en el nucleoplasma como en el nucleolo. Sin embargo,
cuando se toman estos datos junto con la observacién de que los niveles de Topo |l
alfa y beta pueden ser regulados durante la proliferacion celular (64) y pueden diferir en
su localizacion intranuclear, se pueden sugerir diferentes papetes para estas isoformas,
en la estructura cromosomica y su funcién. Las dos isoformas probablemente también
difieran en los papeles que juegan en |a sensibilidad y resistencia a los diferentes
farmacos con los que interactan.

I1.2.4 TOPOISOMERASA Il COMO BLANCO PARA FARMACOS

Un gran nimero de agentes de quimioterapia contra et cancer pertenecer a
varias clases de quimicos que son conocidos por ejercer su citotoxicidad, al menos en
parte, a traves de su interaccién con la Topo |l (Tabla 1).  Aunque su estructura es muy
diversa, estos farmacos interactuan con ia Topo li en al menos dos formas. Primero,
aquellos que estabilizan el complejo Topo II-ADN e interfieren con la capacidad de la
enzima para religar al AND, como los antraciclanos (doxorrubicina), epipodofilotoxinas
(VP-16 VM-26), antracenediones (mitoxantrona), elipticina (S-hidroxieliptixina) vy
aminoacridinas (amsacrina) (FIG. 2). Segundo, las que no estabilizan el complejo
temaric pero su citotoxicidad se presenta por interferir en algin otro aspecto del ciclo
catalitico de 1a Topo ll, entre estos podemos contar otros farmacos, como el merbarone,
derivados de Dbis(2,6-dioxopiperazin)(ICRF-193,ICRF-187), ciertas antraciclanas
{aclarubicina) y la fostriecina actdian mas como tipicos inhibidores de enzimas (26).

El corte del ADN por la Topo 1l y la religacién del mismo ocurren antes y después
del paso de la hebra a través del corte en la otra hebra, pero por razones aun
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" desconocidas, el complejo que se forma entre la Topo Il y e ADN antes del paso de la
hebra parece ser mas susceptible a ser estabilizado por algunos farmacos.  Algunos
farmacos cuya toxicidad es acompafiada por un incremento en el nimero de proteinas
asociadas a ADN parecen estabilizar un grupo distinto de sitios de rompimiento en un
segmento dado de la cadena. Sin embargo los dominios de interaccién sobre la Topo
Il de farmacos especificos estan poco definidos. Ademas, parece que los farmacos por
si mismos pueden influenciar en la formacién del complejo enzima-ADN. Los farmacos
pueden aumentar la especificidad por secuencias al ADN, permitiendo que la enzima
corte a la cadena en sitios nuevos ¢ en sitios que no se cortaban frecuentemente en
ausencia de los farmacos(26).

No todos los fdrmacos que interactian con Topo Il estabilizan los complejos
enzima-ADN. Algunos de estos xenobidticos son toxicos por su capacidad para inhibir
otros aspectos del ciclo catalitico de a enzima. La manera exacta en que estos agentes
inhiben la actividad asi como su mecanismo, son desconocidos. De esta forma estos
farmacos aparentemente interacttian con Topo !l de diferentes formas.

TABLA [. Farmacos que interactian con la Toposiomerasa il

CLASES QUIMICAS EJEMPLOS
Firmacos estabilizadores del complejo DNA-
Topoisomerasa i
Antraciclinas Doxorubicina,
daunorubicina
Dimetilepipodofilotoxinas VP-16, VM-26
Acridinas Amsacrina
Antracinediones Mitoxantrona
Elipticinas 2-Methyl-9-
hydroxyelipticina
Terpenoides Terpentecin,
clerocidin
Farmacos que no estabilizan el complejc DNA-
Toposiomerasa il
Tiobarbituratos Merbarone
Bisdioxopiperazinas ICRF-183, ICRF-
187
Antracidinas Aclarubicin
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11.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA A FARMACOS CONTRA TOPO il

La resistencia a farmacos que se da por la estabilizacidn de los complejos de
corte, se presenta cuando pocos de estos complejos son formados. Esto puede ser
debido a una reduccion en los niveles de Topo Il intranuclear; a una .mutacién en la
enzima que altera la interaccién de la Topo Il con el farmaco o con el ADN, o con
ambos. La caracterizacion bioquimica y molecular de los mecanismos de resistencia
que involucran a Topo Il ha sido llevada a cabo inicialmente en lineas celulares
seleccionadas a farmacos.

1.3.1 NIVELES REDUCIDOS DE TOPOISOMERASA Hl

Cuando los niveles de Tope It estan reducidos, el nimero de complejos enzima-
ADN que se forman serdn pocos, originandose de esta forma la resistencia. Contrario a
esto, si existe un incremento en los niveles de Topo Il en el niicleo puede resultar en un
fenotipo de hipersensibilidad al farmaca (67).

La resistencia en lineas celulares seleccionadas ha sido asociada
frecuentemente a los niveles reducidos de Topo il alfa, no asi en lineas celulares no
seleccionadas. En algunos casos, las propiedades enziméticas de la Topo Il en células
resistentes parece estar aiterada, pero no han sido caracterizadas en su totalidad.
Varias lineas celulares han sido seleccionadas para una gran variedad de farmacos,
incluyendo VP-16, DXR, mitoxantrona, m-amsacrina y 9-hidroxielipticina. Las bases
moleculares de los niveles reducidos de Topo 1l alfa en al menos una de estas lineas
celulares parece ser el resultado de un rearreglo alélico del gen de Topo Il alfa,
resultando en la expresién de una forma aberrante del gen. De manera menos
frecuente, los niveles reducidos de Topo |l beta han sido observados en estas lineas
celulares.
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11.3.2 MUTACIONES PUNTUALES ASOCIADAS CON LA ACTIVIDAD ALTERADA DE
TOPOISOMERASA i

Un ndmero de lineas celulares seleccionadas a farmacos que han sido
caracterizadas, contienen niveles reducidos de Topo il comparadas con sus lineas
parentales. Ademas, por ensayos de actividades cataliticas han revelado que la enzima
en las células resistentes poseen propiedades bioquirnicaé anormales. Otras lineas
celulares seleccionadas contienen una Topo !l anormal, pero los niveles de enzima
inmunoreactiva son equivalentes a los de sus lineas parentales.

En algunas lineas celulares con actividades alteradas de Topo ll alfa, se han
identificado mutaciones puntuales. Por ejemplo, unas celulas de hamster
seleccionadas para VM-26 llamadas Vpmr-5, se encontré que contenia una Topo il
inestable a temperatura cuya capacidad para religar al ADN fue menos afectada por el
tarmaco que en la Topo l normal. Una mutacion puntual que resuitd en la sustitucion
de un glutdmico por una arginina en la posicion 493 fue identificada posteriormente en
el gen de Topo Il aifa de esta linea celular(26).

Un segundo ejemplo de una mutante de Topo |l alfa en mamiferos se reporté en
una leucemia mieloide seleccionada para m-AMSA, la HL-60/AMSA (68). Esta linea
celular no presenté una resistencia cruzada a VP-16, pero fue resistente para m-AMSA
y DXR. En ella se identifico una mutacién en el ARNm, en la posicién 486 que cambio
una argina por una lisina . Una mutacidn idéntica se encontré en otra linea celular,
también leucemia mieloide y seleccionada para m-AMSA, denominada KBM-
3/AMSA(69).

Otro ejemplo lo constituye una leucemia seleccionada para VM-26, denominada
CEM/NVM-1 que presenia alteraciones en las actividades cataliticas y de corte de Topo Il
alfa . Tambiéﬁ se demostro una alteracién en el requerimiento de ATP para esta
mutante de Topo il alfa. Dos mutaciones en el gen de Topo li alfa se han identificado
en esta linea celular (70). Una de estas mutaciones se da por el cambio de una
arginina por un glutamato en la posicidn 449, mientras que la otra mutacién involucra en
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cambio de una prolina por una serina en la posicién 802. Otra mutacién puntual se
encontrd en otfra finea celular, la CEMAVP-1, que fue seleccionada para VP-16(71).
Esta mutacién se localizd en la porcion media de la molécuta de Topo |l alfa y hay un
cambio de una lisina por una asparagina en la posicién 797(71), aunque aun no se ha
caracterizado la funcidn de esta mutacion.

Varias mutaciones se han caracterizado en el gen de Topo Il alfa en lineas
celulares seleccionadas para varios fArmacos in vitro. Todas estas mutaciones parecen
estar ubicadas en la region de unién a ATP de la proteina y a su vez estas regiones
estan delimilando a la tirosina del sitio activo. Sin embargo, solo en unos cuantos casos

se ha demostrado del todo el papel que tienen estds mutaciones en ei fenofipo de
resistencia en células de mamiferos.

11.3.3 LOCALIZACION SUBCELULAR ALTERADA DE TOPOISOMERASA Il

Ademads de las alteraciones cualitativas y cuantitativas de la Topo Il que se han
implicado en ia resistencia a farmacos, existe un tercer mecanismo que involucra una
alteracion en la focalizacion subcelular de la enzima. Este mecanismo de resistencia ha
sido asociado con la resistencia en una leucemia seleccionada para mitoxantrona  asi
como para ofra linea celular la H209/V6, que fue seleccionada para VP-16. Esta Gitima
es una linea celular de cancer de pulmodn de fa variedad células pequefias, expresd
una Topo Il alfa mas pequefia (160kDa) que la proteina normal (170kDa) encontrada
en la linea parental. Ademads esta linea celular (H209/V6), expresé6 dos ARNm para
Topo Il uno de 6.1 kb, el aparentemente normal y otro mas pequefio de solo 4.8 kb (72).
Al realizarse ensayos de actividad enzimatica para ta Topo Il alfa de 160 kDa en
H209/V6 y la de 170 kDa de la linea parental se encontrd que tenian actividades
similares (73). Sin embargo, al realizarse un estudio de inmuhistoquimica y de
fraccionamiento subcelular se encontré que la mayoria de la proteina de 160 kDa de la
H209/V/6 se encontraba localizada en el citoplasma, a diferencia de la proteina de 170
kDa de la linea parental (73). Estos resultados sugirieron que en H209/V6 se presentd
una alteracién en la Topo Il a dando como resultado la proteina de 160 kDa que es
menos eficiente para localizarse en el nicleo.
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Un analisis posterior mostrd que el ARNm de 4.8 kb presentaba una delecién de
aproximadamente 1 kb con respecto al ARNm de ia linea parental (6.1kb)(74). Esta
region deletada def ARNm comprende la pérdida de 75 aminodcidos del carboxi-
terminal de la proteina que contiene secuencias de localizacion nuciear , algunas de las

cuales son esenciales para el transporte eficiente de la proteina hacia el nicleo(75).
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|ANTECEDENTES

INER-37 es una linea celular humana perteneciente a un adenocarcinoma de
pulmén. Esta linea celular fue analizada por su patron de resistencia a distintos
farmacos utilizados en quimioterapia, mediante un ensayo de citotoxicidad (74). Los
resultados mostraron que INER-37 presentd resistencia incrementada a VP-16
(etopésido, inhibidor de topoisomerasa I1). Al comparar el grado de resistencia de ia
linea INER-37 con otra linea la A-427, que es también un adenocarcinoma de pulmén,
se encontrd que el IC s (indice de citotoxicidad) de INER-37 fue 6 veces mayor. (figura
3). Sin embargo, el grado de resistencia a VP-16 no fue compartido hacia otros
farmacos, ya que INER-37 presento una alta sensibilidad a la mayoria de los farmacos
relacionados con la multiresistencia, tales como: doxorubicina (DXR), Captotepcina
(CPT), 5-Flu. MTX, Ara-C y otros (Tabla Nl).

CITOTOXICIDAD DE VP-16 SOBRE LAS LINEAS CELULARES
INER-37 y A427.

% Bobrevivencis
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Fig. 3 Curvas de citotoxicidad de VP-16 sobre INER-37 y A-427.
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Tabla Il. Valores de ICso de distintos farmacos
obtenidos de la linea celular INER-37

INDICES DE CITOTOXICIDAD EN LA LINEA
CELULAR INER-37

a Farmaco {[Cs0 Yy mM
Etopdsido ( VP-16
Experimento 1 70
Experimento 2 200
Experimento 3 240
Experimento 4 220
Tenipdsido { VM-26)
Experimento 1 8.7
Experimento 2 "
Experimento 3 22
Experimento 4 8
Doxorrubicina (DXR)
Experimento 1 06
Experimento 2 1.5
Experimento 3 1
Camptotencina (CPT)
Experimento 1 18
Experimento 2 32
Experimento 3 6
Experimento 4 2
Ciclofosfamida 25
S-Fluorouracilo {SFU) > 100
Metotrexate (MTX) > 100
Arabinécide de citocina - >100

Debido a que VP-16 tiene como blanco a las enzimas nucleares Topo I, era
probable que pudiera existir una alteracion en estas enzimas (mutaciones, cambios en

la expresion o alteraciones en su localizacion celular)
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[OBJETIVO |

Identificar si existen alteraciones en la localizacion de la enzima topoisomerasa ||

alfa que puedan conducir al aumento en fa resistencia a etoposido en ia linea celular
INER-37.

[HIPOTESIS. ]

La resistencia a VP16 en INER-37 es un fendmeno que puede ser producido por
una alteracién en la localizacién de la enzima topo I alfa.

27



|OBJETIVO |

Identificar si existen alteraciones en la localizacién de la enzima topoisomerasa I
alfa que puedan conducir al aumento en la resistencia a etoposido en la linea celular
INER-37.

{HIPOTESIS. |

La resistencia a VP16 en INER-37 es un fendmeno que puede ser producido por
una alteracion en la localizacion de la enzima topo |l alfa.

27



{MATERIAL Y METODOS

Cultivo Celular.

La linea denominada INER-37 corresponde a una linea celular tumoral obtenida
a partir de una muesira de derame pleural de un paciente con cancer de pulmén y

virgen al tratamiento con quimioterapia.

Esta linea fue adaptada al crecimiento en medio RPMi-1640; durante los
primeros meses de cullivo presentd un crecimiento lento y posteriormente éste se
incrementd. En los primeros cultivos, INER-37 presentd polimorfismo, con células
alargadas de nicleo central y con uno a dos nucleolos. Estas células llegan a formar
agrupaciones en forma de colonias que asemejan estructuras glandulares. Un analisis
inmunohistoguimico reporté que esta linea celular fué positiva para PAS, y negativa
para queratina con formacién de una cantidad de AgNor (nudeoclos). Debido a estas

pruebas, el tipo histblégico fue identificado como variedad histologica de
adenocarcinoma.

La linea celular A-427 corresponde a una adenocarcinoma de pulmén, mientras
que la linea Hela es un carcinoma epidermoide de cancer de cérvix. Ambas lineas
celulares fueron obtenidas del reservorio ATCC.

Las lineas celulares INER-37 y A-427 fueron crecidas en medio de cultivo RPMI-
1640, y la linea celular Hela fue crecida en medio de cultivo D-MEM. Ambos medios
fueron sumplementado con 10% de suero fetal bovino, 200 mM de Lglutamina y 100
mM de piruvato de sodio. Todos los cultivos fueron mantenidos a 37°C con 5% de CO3
y bajo una atmdsfera hitmeda.

Las células HelLa fueron utilizadas como control en varios experimentos ya gue

ellas fueron la fuente original para la clonacion de los genes de topoisomerasa |l (alfa y
beta), asi como los estudios de la actividad enzimatica de estas enzimas.
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Aislamiento de Plasmido

Bacterias £. coli K7 que contenian al plasmido pUC 19 fueron crecidas en medio
Luria. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 20 min. El bot6n fue resuspendido en 10 ml
de solucién 1 que contenia 5 mg/m! de lisosima y se incubo durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Al término de este tiempo se le adicicnaron 10 m! de solucién 2
(ver apéndice) se homogeneizd suavemente y se incubd en hielo durante 10 min.
Después se le adicionaron 7.5 ml de acetato de potasio 5 M frio, se mezcld suavemente
y se colocd en hielo durante 10 min. A continuacién se centrifugd la muestra a 14 000
rem durante 30 min. a 4°C. Se recogid el sobrenadante y a este se le adicionaron 0.6
volimenes de isopropanol, se mezcld y se dejé durante 15 min a temperatura ambiente.
Se centrifugé a 10 000 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. El botén se
lavé con etanol al 70% y se centrifugé a 10 000 rpm durante 20 min. El botén se
resuspendié en amortiguador TE. Se le adiciond 40 ug de RNAsa pancreatica(GIECO).
El plasmido se cuantificd al tomar 1 pl de muestra y realizar una dilucién 1:500 y tomar
la léctura en un espectrofotdmetro con luz UV a 260 nm. Después de obtener la lectura
se siguid la siguiente relacion:

1 unidad de Abs 260 = 1 unidad de D.0O. 260 = 50 pg de ADN

Aislamiento de la Forma | de plismido (Forma superenrrollada del
plasmido)

Las diferentes formas de! plasmido se separaron en un gel de agarosa de bajo
punto de fusién (LMP) al 1%. La forma | fue obtenida mediante un corte al gel y se
colocd en tubos Eppendorf de 1 ml.  Se le adicionardn 5 volimenes de amortiguador
TE y se incubarén a 65°C durante 5 min. Enseguida se le adiciond el mismo volumen
de fenol pH 8.0. Se centrifugaron las muestras a 12 000 rpm durante 10 min. Después
s& separo la fase acuosa y se le adiciono el mismo volumen de fenol-cloroformo, y se
centrifugd a 12 000 rpm durante 10 min. Nuevamente se obtuvo la fase acuosa y se le
adiciond et mismo volumen de cloroformo, se centrifugd durante 10 min a 12 000 rpm.
Se separd la fase acuosa y se le adiciond 0.2 volumenes de acetado de amonio 10 My
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2 volumenes de etanol a 4°C.  Se centrifugé durante 10 min a 12 000 rpm, la pastilla
obtenida se resuspendit en amortiguador TE y se aimacené a 4°C.

Aislamiento de kADN
Extraccion de ADN mediante la técnica de DNAzol (Gibco)

Se utilizaron aproximadamente 1-10 X 108 células, las cuales se lavaron con ASF
y se mantuvieron en paquete. A este paquete celular se le adicioné 1 mi de DNAzo!
homogeneizando suavemente por inversién o por la accién de una punta de micropipeta
recortada. Una vez obtenido el homogeneizado se centrifugd a 10 000 rpm durante 10
min. a 4°C. La fase acuosa se transfirié a otro tubo. El ADN se precipité al agregarle
500 pl de etanol, mezclando por inversién suavemente y dejandolo incubar durante 3
minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacién se observo un precipitado
blanco el cual fue transferido cuidadosamente a otro tubo ( para evitar rompimiento ),
en donde se realizd el lavado det ADN con 1 m! de etano! al 95% y centrifugando a 12
000 rpm durante 3 min. Después de los lavados se solubilizé el ADN en 200 yl de
hidréxido de sodio 8 mM, neutralizando la reaccién con 8.4 pl de HEPES 0.1 M.
Tomando una alicuota de la solucién anterior se realizé una dilucién 1:500 y se
prosiguié a la cuantificacion de ADN, realizando la lectura en un espectrofotdbmetro con
UV a 260 nm.

Extraccion de ARN por la técnica de Trizol

Se utilizaron de 1 X 10%° a 1 X 107 células a las cuales se les agregdé 1 ml de
Trizol, dejando incubar durante 5 min. a temperatura ambiente. Una vez transcurrido
este tiempo se les adicioné 0.2 ml de cloroformo, mezclando vigorosamente y se
centrifugd a 12 000 rpm durante 5 min. a 4°C. Después de la centrifugacién se separd
la fase acuosa y se le adiciond 0.5 ml de isopropanol para precipitar el ARN. Las
muestras se incubaron en hielo durante 10 min. y se centrifugaron a 12000 rpm durante
10 min. a 4°C. Cuando se obtuvo el botén se elimind el sobrenadante por decantacion
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cuidadosa, lavandolo una vez con etano! al 75% durante 5 min. y secado cerca de la
flama. EIl botén seco se disolvib en agua con dietilpirocarbonato (DEPC). Para su
cuantificacion se tomé una alicuota de 1 g, se diluy en 500 pl de agua y se cuantifico

en el espectrofotdmetro con luz UV a 260 nm obteniendo la siguiente relacién:
1 unidad de Abs 260 = 1 unidad D.0Q. 260 = 40 pg. de ARN

Analisis de RT-PCR
Sintesis de ADNc¢

Una vez obtermido el ARN por la técnica de Trizol se prosiguid a realizar el ADNc,
colocando de 3-5 pg de ARN con 0.5 g de oligo dT; H20-DEPC hasta llegar a obtener
un volumen final de 12 pl y se dejé incubando durante 10 min. a 70°C. Después de la
incubacién se colocd durante 1 min. a 4°C. Posteriormente se le adicionarén 4 pl de
Amortiguador de PCR 5X (GIBCO); 200 uM dNTPs, 500 pM de cada oligonuclettido y
0.01 M de DTT incubando durante 2-5 min. a 42°C. Se agregd 1 yi de Transcriptasa
inversa (Superscript I| RT, GIBCO ) y se dejo incubando a 42°C durante 50 min. Para
detener la reaccion se incubo a 70°C durante 15 min y a 4°C durante 1 min. Una vez
terminados los tiempos de incubacién se le agrego RNAsa H (2.5 U/ul) para degradar
las cadenas de hibridos ARN-ADNc seguida de una incubacién de 30 min. a 37°C y se
almacend a 4°C hasta su uso.

Reaccion en cadena de la Polimerasa o PCR

Para realizar el PCR se colocaron 5 pl de amortiguador de PCR 10X, 200 uM de
dNTPs, 500 pM de cada oligonuciedtido, 1.5 - 2 mM de MgCl;, 2.5 U de Taq
polimerasa, 1 pl de ADNc y en un volumen final de 50 pl el cua!l se complementa con
agua. A cada tubo se le agregé 50 ul de aceite mineral y |a reaccién se llevé a cabo en
un termociclador Programed Therma Controller (Modelo PTC-100, MJ Research, Inc),
durante 35 ciclos y las temperaturas de alineamiento especificadas en Cuadro .
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Los resultados se visualizaron en un gel de acrilamida al 4% en amortiguador de
TBE, la tincién de las bandas de amplificacion se realizé con bromuro de efidio y se
observé en una lampara de luz UV, obteniendose una fotografia con una camara
Polaroid en pelicula BIN.

Cuadro 1. Caracteristicas y condiciones de amplificacion de los genes
estudiados por RT-PCR.

Nombre del Secuencia de oligonucleétidos Temp. de MgCl, Longitud
gen alineamiento {mM) (pb)
{*C)
Topollalfa3”  5°-TTT AAG GCC CAA GTC CAG TTA AAC-3 63 1.0 343
5-GTA TAA CAA TAT CAT CAA GAT TGT-3
Topo I} alfa 5°-TTT AAG GCC CAA GTC CAG TTA AAC-3' 55 1.0 293
ATP 5-CAC AAT CTT GAT GAT ATT GTT AAT-3°
Topo il beta 5-GAAGTG TTC ACTAGT AAAATACAG T-3° &80 1.0 336

5-CATAATCTT TCC ATA GCG TAA GGT T-3°

GAPDH 5-TGG GGA AGG TGA AGG TCG GA-3” 63 1.0 110
5-GAA GGG GTC ATT GAT GGC AA-3°

MRP 5-TCT CTC CCG ACATGA CCG AGG - 3 60 1.5 140
5-CCAGGAATATGC CCC GAC TTC - 3°

MDR-1 5-CCCATCATT GCAATA GCA GG - 3 60 1.0 150
5-GTT CAAACT TICTGCTCCTGA- 3

Extraccién de fraccidn nuclear.
N

Se tomaron de 2-5 X 10° células tumorales a partir de cajés de cultivo T25 por
tripsinizacion; y se lavaron dos veces por centrifugacion a 1500 fpm durante 10 minutos
en amortiguador ASF ({ solucion salina de fosfatos). Al botén celular se le agregé 1 mt
de amorliguador A; una vez resuspendido el boton se le agregaron 9 ml. de
amortiguador A con 0.3% de tritén X-100, y la muestra se centrifugd a 1500 rpm durante
10 min. El botdn celular se lavé por centrifugacién con 10 ml. de amortiguador A (ver
apéndice). Con Ia finalidad de romper los nucleos, el botén se.resuspendid en 0.5 ml.
de amortiguador A y 0.5 ml. de amortiguador B (ver apéndice) y se dejd incubar durante
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2 horas a 4°C. Después de la incubacion la muestra se centrifugé a 12 000 rpm
durante 10 minutes. Finalmente, el botén se resuspendid en 50 pl de amortiguador A y
50 uyl de amortiguador B, esta solucién se diluyé en 100 i de glicerol al 87%, y la
muestra fué almacenada a -20°C.

Extracto celular

Se tomaron de 2-5 X 10° células tumorales de cajas T»s por medio de
tripzinacién, se lavaron 3 veces con ASF frio a 1500 rpm durante 10 minutos. El botén
celular se resuspendié en 1 mt. de amortiguador C, y se incubd durante 15 minutos a
4°C. Se llevo a cabo el lisado celular con la ayuda de un pistilo. Al lisado celular se le
agregd 1 ml de amortiguador B y se homogeneizé la muestra.  Se dejo incubar durante
2 horas a 4°C. La muestra se centrifugo a 12 000 rpm durante 20 min. Finalmente e}
botdn celular se resuspendié en 50 pi de amortiguador C y 50 pt de amortiguador B, y
esta solucion se diluyo en 100 pl de glicerol al 87%. La muestra se almacené a -20°C

Determinacion protéica por [a técnica de Lowry-Folin

La determinacion de la concentracion de proteina se realizé a través de la
comparacién con una curva patrén con albimina sérica bovina (concentraciones de 2-
10 pg); de la muestra tanto de fraccion nuclear como de extracto total se tomaron
alicuotas de 2 y 4 i, las cuales reaccionaron de acuerdo a la técnica de Lowry. Las
muestras fueron leidas en un espectrofotdmetro a 750 nm.

Una vez obtenida la cuantificacion proteica de la fraccion nuclear y extracto total
de las lineas celulares utilizadas se realizé un ensayo de actividad enzimatica.

Ensayo de Actividad Enzimatica para Topoisomerasa il
La actividad enzimatica de Topo If fué medida por el desenrrollamiento de (a FI

del plasmido pUC 19 y la decatenacion de kADN. Se realiz6 con proteinas tanto del
extracto nuclear como del extracto total. Se colocd la proteina y se adicionaron 4 p! del
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plasmido pUC 19 (5.5 pg/ul) en amortiguador de Tris 5x con ATP 1 uM en un volumen
final de 25 pl dejando incubar a 37°C durante 30 min. Transcurrido el tiempo de
incubacion para detener la reaccion las muestras fueron colocadas en hielo y se les
agregd 2.5 pl de proteinasa K (1mg/mi) y 2.5 yl de SDS al 10%. Para visualizar los
resultados se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se tifid con
bromuro de etidio para poder observar en luz UV. La actividad de Topo Il de
decatenacion sobre KADN se realizé de la misma forma, sdlo que se utilizaron 975 ng
de kADN,

inmunohistoquimica

Se sembraron 5 x 10° células en un portaobjetos durante 24 h y posterirmente se
les retiro el medio y fueron fijadas por inmersién en etanol absoluto. A cada
preparacién se le adiciono 100 ul del primer anticuerpo anti Topo Il alfa en una dilucién
de 1/1000, se dejd incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, Después de la
incubacién se lavé tres veces con ASF. A continuaciéon se adicioné el segundo
anticuerpo anti-lgG/M de conejo conjugado con fosfatasa alcalina y se dejé incubar una
vez mas durante 1 hora a temperatura ambiente. Para el revelado se utilizéd un kit de
revelado de BIOGENEX usando nueva fuchsina segln indicaciones del fabricante
después se montardn las placas en resina.

Inmunotransferencia o Western blot

Se purificaron preparaciones de extracto total o fracciones nucleares, tanto de las
células control {HelLa) como de las células INER-37. Para cada uno de ellos se
obtuvieron 40 pg de proteina total los cuales fueron resuspendidos en amortiguador de
muestra en una ditucién 1:2 y se hirvieron durante 3 minutos. Después se llevd a cabo
la electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% en amortiguador de comrimiento,
durante 90 minutos a 90 Volts. La inmunotransferencia se realizd en una membrana de
nitrocetulosa a 350 mA durante 2 horas. La membrana fue incubada durante 16 horas a
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4°C con solucion bloqueadora al 1% (Amersham). Enseguida la membrana se lavé tres
veces con ASF-Tween (10 min). Se incubd la membrana con el primer anticuerpo anti
Topo W (TOPOGEN) diluido 1:1000 en solucién bloqueadora al 0.5% durante 1 hr.
Después se lavd con ASF-Tween dos veces durante 10 min. Se adiciond el anticuerpo
secundario POD-conjugado y se dejé incubar durante 30 min. La deteccion se llevd a
cabo por gquimioluminiscencia (Amersham,UK) y se realizo la autorradiografia en
pelicula Kodak.
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|RESULTADOS

Al observar en la linea INER-37 que presentaba una resistencia incrementada a
VP-16, se penso que un problema pudiera ser que la falta de expresion del transcrito de
topo Il alfa o bien una expresion disminuida. Si una de estos dos posibilidades fuera
correcta, era factible que la concentracion de la enzima estuviera también disminuida,
dando como resultado que el farmaco no tuviera sustrato para poder actuar o lo hiciera
en menor grado.

Para determinar el grado de expresién de! transcrito de Topo Il alfa se realiz6 un
estudio de RT-PCR, con oligos especificos para la region 3" del gen. Con estos oligos
se esperaba amplificar un fragmento de 343 pb. Los resultados de RT-PCR mostraron
que no solo se pudo amplificar un fragmento del tamaiio esperado, sino que la
intensidad de banda fue mayor en comparacion a ia amplificacion obtenida con el
control. (FIG 4). Este resultado mostré que INER-37 expresa una gran cantidad de
transcrito de Topo 1l alfa, el cual probablemente puede se traducido correctamente en
enzima. Sin embargo, este hallazgo estuvo en contra de los resultados de resistencia a
etopésido, ya que al haber mucho transcrito para Topo Il alfa y probablemente la
concentracion de la proteina también lo fuera, la célula deberia de ser muy susceptible.

Asi mismo, también se analizo la expresion de otros genes involucrados en
multiresistencia tales como MDR-1, MRP y Topoisomerasa |l beta. Los resultados de
RT-PCR mostraron que INER-37 no presentd transcritos para MDR-1, por lo que la
aclividad de esta proteina fue descartada como posible responsable de la resistencia.
En tanto que si se encontrd expresidn del gen de MRP y topo |l beta. La presencia de
MRP sin embargo no explicd la resistencia especifica a etopdsido y en cambio la
expresioén de Topo |l beta al igua! que la topo Il alfa podrian producir un fenotipo de
sensiblidad.

Al analizar la regién del gen de Topo Il alfa correspondiente a la region que

codifica para el dominio de unién a ATP, se obtuvo el fragmento esperado {293 pb)
indicando la presencia de! mismo, no asi la existencia de alguna mutacion importante.
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Con la finalidad de analizar la calidad de! producto del gen de topo Il alfa
producido por INER-37, se realizaron ensayos de actividad enzimatica a partir de las
fraccion nucleares y extractos totales (material y métodos).

Se utilizaron 3 pg de proteina total de fraccion nuclear de las células INER-37 y
se compararon con ios de las células HelLa. Cabe mencionar que en este tipo de
ensayos no es posible diferenciar la actividad de las dos isoformas, alfa y beta, sino que
la actividad que se observa es la suma de ambas.

Los resultados mostraron que una concentracion de 3 ug el extracto nuclear de
INER-37 (FIG. 5, carril 5) no fue capaz de desenrrollar la forma | del plasmido (PUC-
19), mientras que el extracto de Hel.a a la misma concentracién de proteina, si llevd a
cabo el desenrollamiento del plasmido (FIG. §, carril 2).

Estos resultados indicaron que habia una disminucion o falta de actividad de
Topo Il en los nicleos de INER-37 en comparacion a los de Hela. Para demostrar
hasta que punto estaba afectada la actividad de topo Il alfa en el nid¢leo de celulas
INER-37, se realizd otro ensayo de actividad enzimatica utilizando varias
concentraciones de proteina nuclear de INER-37 comparandofa con las células Hela.
Se utilizaron distintas concentracicnes de proteina nuclear de 0.5 pg a 5.0 ug y se midi6é
su actividad sobre [a forma | del plasmido. Se observé que la actividad de Topo Il en
INER-37 fue muy baja ya que el paso de la forma | a la forma 11 del plasmido fue minima
y solo en las concentraciones mas elevadas (4.5 a 5.5 pg) fue posible encontrar
actividad enzimdtica (FIG. 6, carriles 10-12). Por el contrario, tos extractos nucleares de
Hela presentaron actividad enzimatica desde la primera concentracién (0.5 pg) ( FIG.
6).

Debido a que la actividad enzimatica de topo il alfa en INER-37 no parece residir
completamente en la fraccidon nuclear, se llevaron a cabo estudios de actividad en
extractos celulares totales para probar si la actividad enzimatica se encontraba
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disminuida o bien estaba presente en otro compartimento celular.

Los resultados indicaron que a una concentracion de 3 pg de proteina total de
INER-37 habia actividad enzimética de topo Il (FIG. 7), ya que se observaron formas
intermedias de las formas | y Il del plasmido y conforme aumenté la concentracién de
proteina se cbservd una desaparicion de 1a forma |.  En los extractos totales de Hel.a
se encontrd un patrén similar (FIG. 7).

Con la finalidad de comprobar la existencia de actividad enziméatica de topo Il en
los extractos totales de INER-37 se llevaron a cabo experimentos para determinar ia
actividad enzimatica utilizando como sustrato un KADN. La actividad de topo H es
mayor y mas especifica cuando se utiliza kADN en comparacién al uso de plasmidos.

Para este experimento se utilizaron distintas concentraciones de proteina desde
1 Hg hasta 6 pg. Una vez mas, los resultados fueron parecidos a los encontrados con el
uso de plasmido, ya que la actividad de topo Il que decatena el KADN se presentd
desde las concentraciones mas bajas de proteina. De la misma manera los extractos de
células Hela, presentaron una actividad de decatenacién desde 1 ug de proteina (FIG.
8).

El desenrrollamiento del plasmido o la decatenacién sobre la molécula de kDNA
son actividades realizadas primordiaimente por las topoisomerasas de tipo I}, cuando en
la reaccién esta presente ATP y Mg*2. Sin embargo, en ausencia de ATP, esta actividad
pudiera en parte ser realizada por la topoisomerasa |. Con el fin de comprobar que la
actividad de decatenacion encontrada en los extractos celulares era debida a Topo |i,
se realizo un ensayo de inhibicién con VP-16 a diferentes concentraciones desde 8 M
hasta 120 uM. Estos experimentos mostraron un inhibicion de la actividad de Topo Il a
partir de una concentracidn de 35 pM de VP-16 en exiractos nucleares de Hela (FIG.
9). Esto nos indicd que efectivamente Topo i era ia responsable de las actividades
sobre el sustrato. De la misma manera se inhibié la actividad catalitica en extractos
totales de INER-37 con diferentes concentraciones de VP-16, encontrandose inhibicién
de !a actividad de la enzima, comprobandose que Topo Il era responsable del
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desenrrollamiento del plasmido (FIG. 10).

A pesar de que INER-37 produce una gran cantidad de transcrito para Topo (I
alfa y se transcribe comectamente, dando una actividad enzimatica eficiente, esta no
pudo ser encontrada en la fraccién nuclear y si en la céluia completa. Estas evidencias
sugirieron que la localizacion de la enzima deberia de residir en un compartimento
celular distinto al nacleo.

Para localizar el sitio de compartimentalizaciéon de Topo Il en INER-37 se llevaron
a cabo estudios de inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos especificos para la
isoforma alfa. Las imagenes mostraron que la Topo Il alfa se encontré primordialmente
en el citoplasma (FIG. 11 c,d). Ademas, no presenté una distribucién homogénea en
todo el citoplasma, sino que se localizé en su mayoria alrededor del nicleo y de una
forma reticular. Se observé un gradiente presentando una mayor concentracion cerca
del nucleo y conforme se aleja de este disminuye hasta el perimetro de !a membrana
plasmatica, en algunas de las células se observd una pequefia tincién dentro del
nicleo, indicandonos una concentracion pequefia de la enzima en ndcleo. Algunas
otras presentaron una tincién completa, estas células se encontraban en fase de mitésis
y por esta razén se observaron totalmente tefidas.

En el caso de las células Hela utilizadas como control, la enzima fue localizada
en el nacleo (FIG. 11a,b). Se observo una tincion homogénea de los nicleocs, no se
presentd ninguna célula con tincién en el citoplasma que nos indicara la presencia de la
enzima fuera de ndcleo.

Estos resultados indicaron que en las células INER-37, la localizacion de la

topoisomerasa Il alfa fue primordiaimente en el citoplasma y solo una poca de eila se
localiza en el nucleo.
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Topo il & Topoll e Topo lie G3IPDH
ATP

FIG. 4 Expresiin de genes de multiresistencia en INER-37. Mediante un
estudio de RT-PCR se determind la expresién de genes relacionados en la
resistencia a farmacos tales como Topao 12 (3" y dominio de unidén a ATP),
Topo Il B y MRP. El gen constitutivo GIPDH fue utilizado como control de
expresién. C: contral positivo; 1.37: INER-37.
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HG. 5. Actividad enzimélica de Topoisomerasaflen
fracciones nucleares do céhdas Hela ¢ INER-37. Tres
microgramns de protefna nuciear se incubaron a 37°C
duramte 30 min. con § ug de pUC-19. Carriles: 1, control
negativo (pUC-19%; 2 y 4, fracciones nucleares de
células Hela & INER-37 con pUC-19; 3¥ 5 solo fraccidn
ouclear de las mismas céiulas.

Ft forma superenroliada; A forma relajada.
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RG. 6. Actividad enzim#tica de Topcisomerasa len
fracciones nucteares de céhdas Hel.a e INER-37.
Concentraciones crecientes de proteina nuclear fueron
incubadas a 37°C durante 30 min, con 5 pg de pUC-19.
Carriles: 1, control negativo {pliC-19); 2-12, proteina
nuciear en concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0,
3.5, 4.0, 4.5, 5.0 ¥ 5.5 iy respectivamente, para cada una
de las lineas cekttares. Fkforma superenstollada del
pidsmido; Fit: forma refajada.
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de células HelLa e INER-37. Concentraciones crecientes de proteina
total fueson incubadas a 37°C duranta 30 min. con % pg de pUC-19.
Carrlles: 1, control negativo (pUC-19); 28, proteina total do células Hoela
en concentraciones de 1.7 pg; 9-14, proteina total de células INERJ7 en
concentraciones de 1.6 pg. Fl: forma superenmrollada; Fik: forma
refajada.
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AG. 8, Actividad enzimitica de Topalsomerasa il en extracins totales de
Cékdas Hel a e INER-37 sobre kADN. Distintas concentraciones de proteina
fueron incubadas a 37°C durante 30 min. con 0.975 pg de kABN, Carriles:
C-, control negativo (KADN); C+, control positive (g de proteina total de
cékias A-A27); cacriles 1-6y 7-12, extractos totales de céhulas Hela e
INER-37 en concentraciones da 1 a & pg respectivamente. MC. minicikculos
de KADN.
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FIG. 9. Inhibicién de la actidad enzmiética de Topoisomerasa
@ por VP-16 en la fraccifn nuclear de céiulas Hela. Des
mictogr amos de proteina nuclear fueron incubados a 37°C
durante 30 min. con 5 jig de pldsmidio y concentraciones
crecientes de VP.16, Carriles: 1, control negativo (ptiC-19}; 2,
control positivo (proteina nuclear+pUC-19); 3-10, VP16 a
concentraciones de 8, 16, 25, 35, 45, 50, 100y 120 M
respectivamente. F: forma superenrrotiada; Ak forma
Telajada; - forma Enearizada.
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HG. 10 Inhibicién por VP-16 de la actividad enzimética
de Topoisomerasa li en extractos totales de INFR37. A
4 pg de proteina tota! se le adiciont 5 pg de pidsmido
(pUC-19) y concentraciones creclentes de VP-16.
Carriles: 1, plasmido; 2, extracto total y plésmido; 3.6,
igual que en caril 2, més VP-16 en concentraciones
de 8, 25, 50 y 100 pM respectivamente.
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{DISCUSION

Las celulas INER-37 corresponden a una linea de adenocarcinoma y fueron
obtenidas a partir de un derrame pleural de un paciente con cancer pulmonar virgen al
tratamiento de quimicterapia. Esta linea celular fue mantenida bajo condiciones de
cultivo in vitro por varios pasajes y no fue seleccionada con ningun medio selectivo.

Los primeros estudios de sensibilidad a farmacos mostraron una resistencia
incrementada a etopésido, aproximadamente 6 veces mayor con respecto a la linea
celular A-427. Esto indico que podia existir algun problema en las Topoisomerasas de
tipo ll, dada la especificidad del etop6sido por estas enzimas. Al realizarse estudios de
RT-PCR, actividad enzimatica e inmunohistoquimica, los resultados indicaron que la
toposiomerasa Il alfa tiene una localizacién primordialmente citoplasmatica, sugiriendo
que esta fue la causa de la resistencia incrementada a etopdsido.

Para la identificacién de Topo |l alfa mediante RT-PCR se disefiaron un par de
oligonucledtidos complementarios a la regién 3" del gen ( segn la secuencia reportada
por Tsai-Pllugfelder M y cols.){(61). Esta seleccion fue importante debido a la alta
similitud que existe entre las dos formas de las toposiomerasas de tipo il  alfa y beta )
ya que en esta region la similitud entre elias es muy baja. La obtencion de un
fragmento de 343 pb en el RT-PCR sugirié que el gen era transcrito en su mayor parte y
no se penso en alteraciones mayores. En otros experimentos tambien se amplifico un
segmento de 293 pb correspondiente a la regién que codifica para el dominio de unidn
a ATP. No obstante, a pesar de gque se lograron amplificar comectamente los dos
segmentos del transcrito de topo Il alfa, con estos resultados no fue posible asegurar
que el ARNm de topo |l alfa tuviera el tamaino adecuado de 6.4 kb. Por lo que tampoco
fue posible asegurar si el gen haya sufrido alguna delecién o si existen mutaciones que
pudieran alterar la funcion de la enzima. Cabe sefialar que otra region importante del
gen es la gue codifica para el dominio de unién a ADN, {a cual no fué estudiada, por lo
que se desconoce si esta regidn tan importante para la actividad catalitica de la enzima
se encuentra alterada. Debido a que los sitios que delimitan las regiones de
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ampilificacién para la PCR (extremo 3" y dominio para el ATP) se encontraban alejados
en la secuencia de ADNc por aproximadamente 1.8 kb y a que se encontrd
amplificaciébn para ambos, es probable que cuando menos uno de los alelos no
presente grandes alteraciones {p.ejem. inserciones o mutaciones) que afecten el
producto y su funcidn. Si uno de los alelos presentara una delecidn en este segmento,
es probable que no se amplifique por la RT-PCR, por fo que los resultados solo
reflejaran la actividad del alelo “normal”. Ademas, la presencia de mutaciones puntuales
no fue posible descartarla.

Las mutaciones descritas en Topo 1l alfa han sido relacionadas con una
deficiente actividad catalitica de la enzima, y todas ellas corresponden a mutaciones
puntuales e involucran la sustitucidn de un aminoacido por otro. Estas mutaciones se
encontraron en lineas celulares tanto de hamster, como de humano (HL-B0/AMSA y
CEM/A/M-1), mismas que fueron seleccionadas para algun farmaco. De modo que
hasta ia fecha no se han descrito mutaciones que alteren la localizacion celular de ia
enzima. Sin embargo, este fenémeno no puede ser descartado para las células INER-
37, y es posible que alguna mutacién puntual, afecte ia localizacién de la enzima.

El gen de Topo Il beta también fué analizado y se obtuvo el fragmento deseado
para este gen ( 336 pb), de modo que Topo Il beta también puede ser expreasada por
INER-37.

El andlisis de la expresidn para otros genes relacionados con la resistencia
mediante RT-PCR mostrd la presencia de transcrito para MRP, pero para MDR-1. Con
este resultado se descartd la actividad del producto de MDR-1 (gp-P) como responsable
de ia resistencia a etopdsido, sin embargo, debido a la presencia de ARNm para MRP y
probablemente su producto, se esperaria una resistencia no sélo a etopdsido, sino
también a otros farmacos como doxorrubicina (DXR), CPT, 5-Flu, Ara-C, MTX, etc,
misma que no fue observada. Es en este sentido, que se desconoce cual es el papel
que desemperia MRP en las células INER-37 y porque sdlo se observd resistencia a un
solo farmaco.
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Los ensayos de actividad enzimatica en INER-37 dieron una mayor evidencia de
que Topo It alfa era traducida eficientemente. El analisis de los extractos nucleares de
estas células mostraron que |a actividad de Topo Il en este compartimento era baja. Sin
embargo, esta actividad si fue encontrada en las células completas (extracto total). Ei
hecho de que INER-37 presente una actividad deTopo Il citoplasmica y de acuerdo con
los resultados de inmunohistoquimica permite suponer que: ia actividad catalitica de
Topo Il se encuentra poco alterada y que el sitio de unién a ADN no presenta
alteraciones por lo que la Topo |l alfa act(a eficientemente con su sustrato a traves de
la hidrélisis de ATP.

Ademas, los ensayos de inhibicién mostraron que efectivamente Topo I fué
responsable del desenrollamiento de pUC y Ia decatenacion de kDNA. Asi mismo,
estos resultados sugirieron que los sitios de unién a etopésido también se encontraban
presentes, descartando asi la posibilidad de que no existieran o que estuvieran
alterados, dando como resultado que el etopdsido fuera incapaz de unirse a la enzima e
inhibir su actividad.

Cabe sefialar que la mayoria de los estudios de inhibicién con VP-16 refieren la
actividad de este compuesto sobre la isoforma alfa, pero la actividad sobre la isoforma
beta no ha sido completamente estudiada. Es en este sentido que en los ensayos de
inhibicién con VP-16 se asocian preferentemente a la Topo Ii alfa, pero dado que INER-
37 expreso un mensajero de Topo il beta y por las caracteristicas del ensayo no fue
posible descartar completamente el papel de Topo i beta en Ia resistencia a etopdsido.
Ademas, en los ensayos de actividad enzimatica para extractos nucleares se observo
una pequeiia actividad de Topo 1, que puede ser atribuida a Topo |l beta.

El estudio de inmunohistoquimica definié correctamente la localizacion de Topo Il
alfa, ya que se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo especificos para Topo Il alfa
humana, mismos que no reconocen la isoforma beta. Este ensayo indico que la mayor
parte de Topo Il alfa se enconird en citoplasma y una pequefia concentracion en
nicleo. En este dltimo caso, la localizacién de 1a Topo 1l alfa parece ser debida a una
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redistribucion de la enzima al entrar la célula a mitosis y depolarizarse la membrana
nuclear.

La resistencia incrementada a etopédsido en INER-37 puede ser explicada por la
localizacién de Topo Il alfa en citoplasma, ya que aunque el farmaco pueda unirse a la
enzima esta no esta unida a ADN, por lo tanto no se presentara un rompimiento de la
cadena por ia formacion del complejo farmaco-enzima-ADN. No obstante, el papel de la
Topo Il beta ain no esta bien definido, ya que en este momento se descartd, con 1o que
es necesario realizar mas ensayos especificos para esta enzima y de esta forma poder
conocer su papel en la resistencia de estas células, ya que ambas isoformas han sido
relacionadas con la resistencia a farmacos, tantc en levaduras como en lineas célulares
(75.76).

La Topo |l alfa es dependiente de ciclo celular, Esta enzima aumenta su
concentracién en la fase de sintesis y en Gx/M, ya que es importante para la
dupticacion y la segregacion de los cromosomas. La Topo Ul beta por el contrario, tiene
una concentracion casi constante a lo largo del ciclo celular. Aunado a las diferencias
de expresitn existentes entre ambos tipos de isomerasas, la localizacién en la célula es
tambien diferente. La Topo Il alfa se localiza durante todo el ciclo celular en nicleo y
asociada a los centriclos, mientras que la Topo |l beta durante la mitosis se mantiene un
70% de |a proteina en citoplasma y un 30% en nacleo (77).

En INER-37 se realizd un estudio de ciclo celular que mostrd que un mayor
porcentaje de las celulas radican en la fase G, y mitosis en comparacidn a células Hela
( INER-37: G1{54%), S5(26%), G2/M(20%); HelLa: G1(56%). $(32%), G2/M(12)). lo cual
explica la alta expresién encontrada por ios experimenos de RT-PCR {comunicacion
directa con Dr. Ratl Barrera).

Sin embargo, Topo |l alfa se encontr6 primordialmente en el citoplasma, por lo

que se desconoce quien lleva a cabo la segregacién de los cromosomas durante la -
mitosis. Para explicar esto se sugirieron dos alternativas: la primera es que tan solo una
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pequefia concentracion de Topo |l aifa en nucleo sea suficiente para llevar a cabo la
segregacion de los cromosomas, o bien que esta concentracién no sea suficiente y gque
la deficiencia sea compensada por la actividad de topo 1l beta.

Uno de los eventos que se presenta frecuentemente en los tumores, es la
perdida de la heterocigocidad de algunos genes o regiones del genoma. Esto se da por
la perdida de alguna de las regiones de los cromosomas, y con esto también se da la
pérdida de alguno de los alelos de varios genes, de tal forma que puede permanecer en
la célula el alelo mutado y de esta forma perder al alelo normal. Los cambios mas
comunes encontrados tanto en células pequefias como en células no pequefias de
cancer de pulmén, son la pérdida de material genético en el brazo pequeiio del
cromosoma 3, que involucra por lo menos tres regiones distintas localizadas en 3p25,
3p21.3 y 3pi4-cen. A pesar de que desconocemos si existen alteraciones de este tipo
en INER-37, estas células pudieron sufrir la pérdida { 0 mutacion ) de uno de los alelos
de Topo |l affa y asi tener unicamente un alelo . Esto lo sugiere el hecho de que el
100% de la enzima fue localizada en el citoplasma y si ambos alelos se encontraran
presentes en la célula, al menos el producto de uno de ellos deberiz de encontrarse en
nicleo. Otra alternativa es que los dos alelos de Topo Il alfa en INER-37 se
encontraran mutados, y sus productos tuvieran una localizacién preferentemente
citoplasmica.

La resistencia a farmacos mediada por la alteracién en la localizacion subcelular
de la Topo H fué una proposicién que durante varios afios se especuld, y fué hasta 1985
que Cole y cols. reportaron la linea H209/V6 (células pequefias) que habia sido
seleccionada para etopdsido contenia una Topoisomerasa |l de 160 kDa que estaba
localizada en el citoplasma (71). La delecién de un fragmento en uno de los alelos y
una mutacion que detiene el marco de lectura en el otro alelo dieron como resultado
estas enzimas. La pérdida de 10 kDa conferia a la enzima la compartamentalizacion
citoplasmica. La regién faltante correspondia al carboxilo terminal de la enzima, y en
ella se localizan sefales de localizacién nuclear (73)
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Existe otra Topo i alfa mutante con un carboxilo terminal truncado, que se
reportd en la linea HL6O/MX2 una leucemia humana seleccionada para mitoxantrona.
Sin embargo, en contraste a la linea H209/V6, las células HL60/MX2 contiene una
proteina nuclear narmal de 170 kDa ademas de la mutante citoplasmatica de 160 kDa.
(75). Estas dos lineas celulares parecian presentar una misma delecién en uno de los
alelos para Topo Il alfa, ya que los tamafios de los ARNm eran los mismos, 4.8 kb, pero
estudios posteriores sugirieron que las alteraciones genéticas eran diferentes en las dos
lineas (75). Sin embargo, el hecho de que las dos lineas, tanto H209/V6 y HLE6O/MX2
hayan adquirido resistencia por la -produccién de una Topo 1l alfa localizada en
citoplasma sugiere que la resistencia por este mecanismo es resultado de la exposicion
a varios farmacos que tienen como blanco esta enzima (78). Las células INER-37 no
fueron expuestas a ningn fArmaco, y fueron cultivadas a partir de un derrame pleural
de un paciente, por lo que presentaron resistencia de novo, no adquirida. Las posibles
alteraciones que presente la Topo |l afa son intrinsecas del tumor, y no fueron
inducidas. Para conocer el tamafio de la proteina se realizaron inmunotransferencias,
sin embargo no se obtuvieron resultados satisfactorios {FIG.12). INER-37 puede
presentar una proteina truncada, que no presente las sefiales de localizacién nuclear y
por lo tanto no transioque a nicleo. Estas secuencias se localizan entre los residuos
1454 ( Lys) y 1497 {Glu} (79) . En esta secuencia se encuentran dos dominios de
aminoacidos basicos, mismos que al ser mutados o bien deletados, la proteina presenta
una localizacién predominantemente citoplasmatica. Si estas sefiales no se encontraran
en la proteina, esta no podria ser transportada al nicleo, como en la linea H209/Vs,

La observacion de que la Topo Il alfa mutante de la linea celular H209/V6 de 160
kDa present6 una actividad catalitica similar a la de la proteina normal de 170 kDa,
indico que la region del carboxi-terminal no parece tener un papel importante en la
funcién catalitica de la enzima (71). Sin embargo se ha sugerido que 1a regién del
carboxilo sufre también de modificaciones post-traduccionales (80). Un estudio mostré
que el sitio de mayor fosforilacién en la Topo |l alfa de humano se localiza en fa posicion
1524 correspondiente a una serina que se encuentra en el extremd terminal del
carboxilo (81). En la proteina de 160 kDa de la linea H209-V6 este sitio no se
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12 inmunoslectrotrasferencia de fraccién nuclear de células Hela

Utilizando anticuerpos anti-Topoisomerasa 1l afa.
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encuentra y se ha mostrado que las secuencias de localizacion nuclear pueden ser
reguladas por fosforilacion. En INER-37 cabe ia posibilidad de que este silio de
fosforilacién puede encontrarse alterado o bien ausente en la proteina, de tal forma que
los niveles de fosforilacién estén reducidos provocando que la localizacion de la

proteina en el nucieo sea ineficiente.

La localizacién citoplasmatica de Topo Il alfa en INER-37 explica porque la célula
es resistente a formar los complejos ternarios ADN-enzima-farmaco. De esta forma la
célula no ve afectada la integridad de su ADN, ya que la poca enzima que puede estar
localizada en el nicleo y formar estos complejos no es suficiente para provocar la
muerte de las células, por lo que los mecanismos de reparacion pueden corregir aste
dafio y permitir a la célula continuar viviendo.

Este mecanismo de resistencia no parece ser generalizado, sin embargo no
podemos descartar gue se presente en otras células o tumores de puimon.

Sélo H209/VE e INER-37 se han reportado que presenten este mecanismo, pero
en INER-37 el hecho de que sea una linea *virgen" en cuanto a tratamiento con
farmacos nos sugiere que este fendmeno se puede presentar en un tumor de manera
natural. Sin embargo H208/V6 también nos muestra que al ser expuesta a una presién
de seleccion { etopdsido ), se puede seleccionar una célula capaz de sobrevivir en
presencia de farmaco y derivar en un tumor resistente, a traves de la localizaciéon
alterada de |a Topo Il

INER-37 es un modelo que puede aportar mucho al conocimiento de la
resistencia en tumores de pulmon, ya que tiene la ventaja de no ser una linea que ha
sido modificada por la presencia de farmacos. Ademas esta linea al igual que otras
lineas, muestra un poco la naturaleza del tumor del que se derivd. Presenta una gran
variedad de caracteristicas genéticas y fisiolégicas que pueden ser estudiadas.
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En INER-37 falta mucho por estudiar, en primer lugar se necesita un estudio a
fondo de Topo ll alfa, secuenciar su gen para poder conocer si existe alguna mutacién o
delecién, asi como analizar los dos alelos del gen. También se necesita hacer un
estudio de los transcritos de la Topo 1l alfa, ya que estudios preliminares sugieren que
existen dos especies de ARNm para Topo Il alfa { comunicacion directa con Q.F.B. Ma.
Cristina Negrete). Estudios para conocer a fondo la proteina, es decir, analisis que
permitan conocer las secuencias de localizacion nuclear, asi como sus niveles de
fosforilacién y la importancia de estos en la localizacién de la enzima. Definir el papel
que tiene la Topo |l beta en la resistencia a etopdsido. Por otro lado las células INER-
37 pueden ser utilizadas como modelo para estudiar el pépel de MRP y GSTu en la
resistencia maltiple, ya que MRP es expresado al igual que GSTy, sin embargo no

parecen tener un papei importante en la resistencia de estas células.
Todo esto contribuira 8 un mayor conocimiento del cancer de pulmén y la

resistencia a farmacos que presentan, de tal forma que se puedan desarroliar
esquemas mas efectivos para el tratamiento de estos tumores.
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[CONCLUSION ]

La Topoisomerasa |l alfa presenta una localizacién citoplasmatica en las células
INER-37, misma que confiere a las células una resistencia a etopdsido.
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[ TABLA DE ABREVIATURAS

Topo !l =

Tope I B:

Topo Ii:
Topo I
GSTs:
GSH:

o
MRP:
MDR-1:
ADN: ©
ARN:
ARNS
ADNc:
RT-PCR:
pUC-19:
KADN:

VP-16:

m-AMSA:

"DXR:
CPT:
5-Flu:
MTX:
Ara-C:

Topoisomerasa ll a
Topoisomerasa |l §
Topoisomerasas tipo Il
Topoisomerasa tipo |
Transferasas de Glutatién
Glutation

Proteina de Resistencia Mdltiple
(3en de Resistencia Multiple
Acido Desoxirribonucléico
Acido Ribonuciéico

Acido Ribonuciéico mensajero
ADN complementario
Transcripcién inversa-Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
Plasmido

Cinetoplasto

Etopdsido

m-Amsacrina

Doxorrubicina

Camptotencina

5-Fluoruracilo

Mitoxantrona

Arabinosido de Citoxina
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APENDICE

Soluciones

Amortiquador de Fosfatos (ASF) LSIA ‘m “ BE“. .
n

NGCL.... oo 8mM WUk B LA WBLIGTEC
KOl e, 2mM
Na;HPO12H0.................... 1.5mM
KH2P04 .................................. 2.4mM
Amortiguador A
NaCl......ocooeiee S50mM pH 6.8
KH2POu...ooooiiiiiie 1mM
MgCla. oo 5mM
EGTA ... 1mM
DT, 0.2mM
PMSF.....ccoiiiirinri e, imM
Amortiguador B
Tris-HCL.....ooooieie, 50mM pH7.5
EDTA......cooiiceeee, 1mM
NaCl.......oooiie e, iM
DTy s 0.1mM
PMSF....coii e imM
Amortiguador TBE
Tris-Borato ..., 0.1M pH 8.3
EDTA. .o, 2mM
Amortiguador TE
Tris-HCH ... 10mM pH 8.0
EDTA ..o, imMm

Tris-HCL. ..o 50 mM pH7.9
MgCI2..........coe 25 mM
DTT. i 0.5mM
Albimina............................ 30 pg/pt
ATP... 1mMm
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Trs-HCl ..o, 25 mM
Glucosa ..o 50 mM
EDTA ..o 10 mM
Solucién 2

NaOH........oooovieee . 02N
SDS e 1.0%

Acido Acético Glacial ......... 11. 5 ml
H20 .o 285 mil
Acetato de Potasio 5M ....... 60 ml
Amortiguador de muesira

Tris-HClL ..., 200 mM
SACArOSA.....c.ooeeeeeeeereeaerrirenns o5 M
EDTA.....cooooeeeveeeereeeeneenn 5mM
Azul de Bromofenol.............. 0.03%
Amortiguador de corrida

TOS cocvieiieeeeee e 0.025 mM
Glicina..............coeveveeene C19 M
SDS .. 0.01 %

Amortiguador de transferencia

TS o cceeceerreeear s 125 mM
Glicing..........coooveveeriieenee. 960 mM
Metanol..............ccoeeeiennnnee. 20 %
ASF- Tween
Tween........occ.ocevvieveein, 0.01%
En ASF
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pH 8.4
pH 8.0



