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El cancer es hoy en dia una de las primeras cinco causas de muerte a nivel mundial.
Aunquz existen varios tipos de céncer, ¢l de pulmén es actualmente responsable de mas del 50% de
las muertes provocadas por dicha enfermedad, La incidencia y mortalidad de cincer de pulmon,
estd intimamente relacionada con tabaquismo y con una baja respuesia a quimioterapia. La razén
por la que el cancer de pulmén no responde a la quimioterapia se debe al fenémeno de resistencia
multiple a drogas, el cual se presenta cuando los tumores tienen una baja senstbilidad al ser
expuestos a distintos firmacos. Los mecanismos directamente involucrados en la multiresistencia
son: bombas de eflujo (MDR-1 y MRP) y las transferasas de Glutatién (GST). Asi mismo, las
topoisomerasas son enzimas también relacionadas con la multiresistencia, ya gue son el blanco de
multiples drogas como las epipodofilotoxinas (VP-16 y VM-26), doxorubicina, etc.

Con la finalidad de obtener una mayor aproximacion del fendmeno in vive, se han
desarroltado cultivos tridimensionales (3D), los cuales pueden ser modelos muy dtiles para estudiar
el fenotipo de multiresistencia /n vitro. Al realizar cultivos 3D de dos lineas celulares de cancer de
pulmon (INER-37 ¢ INER-51.0), se observaron cambios en la morfologia celular asi como en la
velocidad de proliferacion. La sensibilidad a farmacos también se vié fuertemente modificada. ya
que se encontrd un aumento mayor a 500 veces en la resistencia a VP-16, VM-26, CPT. ARA-C, 5-
FU y MTX y 100 veces a DXR. El andlisis de la expresion de los genes de multiresistencia en
INER-37 (3D) mostrd un aumento en la expresién de Topo IR, MRP, MDR-| y pS3: mientras que
Topo le, Topo 1y GST-U no presentaron cambios. En la Hnea INER-51.0 (3D), los cambios de
expresion génica fueron diferentes, ya que aumentd Tope 1B v disminuyé Topo
llo, permaneciendo sin cambios MDR-1 y Topo I. Los genes MRP, GST-u y p53 no fueron
expresados.

Las alteraciones en la morfologia, velocidad de proliferacion, expresion de genes de
multiresistencia y el aumento en la sensibilidad a drogas en cultivos tridimensionales. muestran que
el fenotipo de resistencia miltiple, es un fendémeno complejo que no depende de un mecanismo

inico y si de la actividad concertada de una compleja red de eventos celulares v moleculares.




El céncer es, hoy en dia, una de las cinco primeras causas de defuncion tanto en
paises desarrollados como en via de desarrollo y se calcula que cada aiio mueren cerca de
4, 300 900 personas a causa de esta enfermedad.!

Las formas predominantes de cancer varian de un pais a otro. Asi, en los Estados
Unidos los tipos mds comunes de cancer son los de pulmén, intestino grueso y mama;
mientras que en México encontramos las leucemias y linfomas en hombres; y el cancer de
cuello uterino y mama en mujcn:s.2

Uno de los tipos de cancer que ha cobrado mayor importancia en los titimos afios es
¢l carcinoma del pulmén, ya que su incidencia se ha incrementado en todo el mundo, a

diferencia de otros tumores como el de estémago que parece disminuir.!

Durante afios, el cincer mas frecuente dentro de los tumores malignos ha sido el

cancer de pulmén. En hombres este tumor se presenta en el 35% de los casos de cancer y en
los paises nordicos se ha observade que 97 hombres de cada 100,000 mueren a causa de
esta enfermedad. En el caso de las mujeres este tipo de cancer se ha ido incrementando
durante los ultimos afios en todo el mundo, encontrandose como uno de los primeros

tumores fatales desde 1980.°

El céncer de pulmédn es la causa principal de mortalidad en hembres y mujeres de
Estados Unidos y representa el 28% de todas las muertes anuales por cancer. En 1990 se
reportd en este pais, un indice de mortalidad de 75.6 en hombres y 31.7 en mujeres por cada
100,000 habitantes. Los estudios epidemiologicos han demostrado que desde 1973 hasta

1990 se ha incrementado la mortalidad hasta en un 40.7%, pero cabe recalcar que este




incremento ha side notoriamente marcado en la poblacién femenina (126.5%), en
comparacion con el incremento de la poblacién masculina (18.8%).3*

En Meéxico, la Direccion General de Epidemiologia reportd que durante el periodo
de 1982 a 1988 el cancer de pulmén presentd un aumento en su incidencia. En 1990 se
reportd que los tumores malignos eran la segunda causa de muerte, con un indice de
morialidad de 49.1 por 100,000; siendo superado inicamente por el cancer de cervix y el de
mama en mujeres; y las leucemias, linfomas, cancer de prostata y cancer de estdmago en los
hombres. Asi, el cancer es una de las principales causas de muerte en la poblacién mexicana
¥ es solo menor en comparacién a las muerles producidas por las enfermedades

cardiovasculares y los accidentes autormovilisticos.®

Varios factores que predisponen al desarrollo del cincer de putmdn han sido
identificados, tales como la distribucién geografica, la edad, el sexo, ocupacion, etc., sin
embargo, uno de los mas fuertemente asociados es la adiccion a fumar. Se estima que la
adiccion ai cigarrillo es responsable del 80% del cancer pulmonar y sélo del 30% de otros
tipos de céncer. La benzopiridina presente en el tabaco parece ser el principal componente
responsable de la aparicion de estos tumores, ademds de la interaccién con otros
compuestos como nitrosaminas. La etiologia de este tipo de cdncer estad también asociada
con otros contaminantes como los asbestos, los hidrocarburos poliaromaticos, éter-

metilclorados, arsénico, cromo, niquel, radon y las radiaciones &’

Estudios realizados recientemente han encontrado una relacion directa enire el
niimero, tiempo de exposicion al cigarro y el cancer. Los llamados "fumadores pasivos"
también presentan un alio riesgo, ya que el humo del cigarro contiene miiltiples agentes

toxicos como los mutigenos y carcindgenos que llegan a tener una elevada concentracion.®



La proliferacién celular es un fenémeno altamente regulado y complejo que

involucra la interaccion orquestada de varios mecanismos moleculares, los cuales
determinan el tiempo en que una célula puede dividirse. En cualquier caso, los genes
reguladores pueden clasificarse en aquellos cuyos productos ayudan a estimular fa
proliferacién y aquellos cuyos productos ayudan a inhibirla.

Una de las alteraciones tempranas comunes de los cinceres humanos la constituyen
las mutaciones del gen p53 (cromosoma 17p13.1), cuyo producto interviene en los procesos
de reparacién de ADN, entre otros.”'°

Durante continuos eventos de divisién mitdtica, una célula normal puede acumular
un gran nimero de mutaciones, las cuales con ¢l tiempo podrian ser la causa del desarrollo
de una transformacion maligna y producir cancer. En varias ocasiones los genes afectados
codifican para proteinas responsables de identificar errores y repararlos durante la
duplicacion del ADN. Asi, los defectos en estos genes conducen a una inestabilidad
genética y en consecuencia a un aumento en el namero de mutaciones, las cuales seran
transmitidas a las células hijas. En un tumor, la inestabilidad genética se traduce en una
mayor agresividad de los tumores y el desarrolio de las metastasis."'

Es probable que alteraciones en ios genes responsables del control del la
proliferacién celular tengan un papel importante en el desarrollo de un tumor, sin embargo
este evento es un fendmeno complejo y probablemente requiere al menos de 10 eventos

independientes para que se produzca.”




De acuerdo con la OMS (1982}, el carcinoma de pulmén se clasifica en cuatro tipos

diferentes dependiendo de su morfologia (Tabla I).*® Existen dos grandes grupos:
Carcinomas de células pequefias y carcinomas de células no pequeiias y cada uno de estos

grupos tiene un comportamiento clinico distinto.

Tabla I. Clasificacién histolé§ica de los tumores del pulmén. Frecuencia de

presentacién en el _

T v

i

h_l‘gllug.lv‘l_.
£

Carcinoma de células pequefias (CCP) 10.3 25

Carcinoma de células no pequeiias (CCNP)

Adenocarcinoma 472 30
Epidermoide - 373 25
Células gigantes 5.2 t5

De acuerdo con los datos epidemiolégicos de E.U. se ha observado que la incidencia
de adenocarcinomas ha ido en aumento. El 19% de los casos corresponden a este tipo,
seguido por los carcinomas escamoso y de células pequedias’ En Meéxico, el
adenocarcinoma es el principal tipo histoldgico, seguido por el epidermoide.’

Los adenocarcinomas se desarrollan predominantemente en la periferia de los
pulmones y consisten de estructuras glandulares atipicas, las cuales presentan sustancias
mmucosas o secrecion de vacuolas. Dentro del cuadro clinico el paciente presenta tos,
expectoracion, disnea y dolor toracico.” A nivel molecular podemos decir que este tipo de

tumores presentan dominantemente alteraciones en los miembros de Ia familia ras."



La habilidad de obtener lineas ceiulares de cancer de pulmén (CCP y CCNP) ha

permitido un gran avance en la comprension de la biologia del cincer de pulmdn. A través
de estos modelos ha sido posible la identificacién de algunos marcadores que podrian
utilizarse en una mejor identificacion y tratamiento de tumores, tales como los marcadores
proteicos, genéticos, alteracion en las sefiales de transduccion, asi comeo la identificacién de

algunos mecanismos de resistencia muttiple.'* "

Las lineas celulares de cancer de pulmén pueden ser establecidas a partir de tejido
de biopsias o bien a través de derrames pleurales. En general muchas de esias células
conservan las caracteristicas morfol6gicas, citogenéticas e histolégicas que recuerdan al
tumor que les dio origen. Esta caracteristica hace de 1os modelos de lineas celulares in vitro
una herramienta de gran utilidad que ha sido relevante no solo en los estudios basicos, sino
también la de estudios clinicos. A la fecha existen mas de 500 cultivos de células tumorales
humanas de pulmén a partir de los cuales se pueden estudiar las caracteristicas celulares y

la biologia molecular del cancer de pulmén."

Para generar una linea celular, es necesario obtener células tumorales

preferentemente del tumor primario, a partir de las cuales se establecen los cultivos in vitro
{utilizando medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino y factores de
crecimiento). Es importante observar y conocer el tipo de células presentes en la muestra de
biopsia, para que, a partir de ella se separen las células normales contaminantes y
seleccionar las células tumorales que seran perpetuadas a través de varios pasajes, teniendo
cuidado ademas de observar cambios morfolégicos o genéticos que se seleccionen en una

poblacion.'>"?



Frecuentemente, cuando los cultivos se encuentran creciendo rapidamente, a
menudo no retienen marcadores de diferenciacion. Sin embargo, la iniciacién de cultivos en
medios definidos frecuentemente hace que se expresen marcadores de diferenciacion tales
como la secrecion de moco en el caso de los adenocarcinomas. '’

Aungque los cultivos in vitre de células tumorales son modelos muy utilizados en la
investigacion oncoldgica, frecuentemente expresan diferentes marcadores tumorales o 1o
hacen en concentracicnes mayores en comparacion con el tumor del que derivan. Esta
diferencia puede ser debida a la seleccion de subclonas acostumbradas al cultivo in vitre, 0
bién a la falta de interaccion con células normales (estroma) que se observa en condiciones
in vivo." Debido a estas diferencias, debe tenerse mucho cuidado al tratar de establecer una
correlacion entre las propiedades y &l comportamiento clinico de un tumor con los de una

linea celular creciendo en condiciones in vitro. '

Con la finalidad de aproximarse cada vez mds a los fenémenos quc se presentan

durante el desarrollo de los tumores, se han establecido nuevas técnicas de cultivo que se
asemejen mejor al tipo de crecimiento in vive de los tumores, mediante el empleo de
cultivos tridimensionales (3D).'®

A principios de siglo, Alexis Carrel desarrollé los pritmeros cultivos de tejidos,
utitizando un sistema de cultivo que permitia el crecimiento tridimensional de los tejidos.
Leighton mejoré este sistema desarrollando un sustrate con matriz de esponjas.'® Durante
los ultimos 30 aiios los cultivos tridimensionales tanto de células normales como malignas
han ido progresando, éstos se han utitizado para estudios de organogénesis y otro tipo de
investigaciones biomédicas. En contraste con los cultivos homogéneos en monocapa o en
suspensién (bidimensionales), los cultivos tridimensionales son capaces de preservar las
caracteristicas bioquimicas y morfologicas similares a las correspondientes al tejido. Una de
las principales véntajas que presenta el uso de los cuitivos 3D, es un mejor conocimiento de

los mecanismos bdsicos que gobiernan la proliferacion y la diferenciacion celular, a través

7



de una furma reproducible, con un ambiente determinado por el metabolismo y la respuesta
adaptativa de las células.'®

Por medio de estos cultivos iambién es posible estudiar las interacciones célula-
célula y célula-matriz, junto con su bien definida morfologia y fisiologia, la cual afecta no
solo el tamaiio celular, sino también la forma, distribucién de los organelos y la actividad
enzimética.'” Actualmente no solo se utilizan para estudios de morfologia y fisiologia, sino
que sc estin empleando para estudiar la patofisiologia, asi como para la comunicacion e
invasion celular, angiogénesis y neovascularizacion."®' % Otras investigaciones incluyen el
efecto del microambiente en la proliferacién, diferenciacion y muerte celular v los cambios
en la expresion génica'®'®. Para el desarrollo de ios cultivos 3D, existe una variedad de
sistemas de soporte artificial, como el uso de las matrices de coldgena, esnonjas gelatinosas
porosas, espumas de poliuretano, sistema de compartimentos capilares o simplemente

agarosa (Figura l).‘é'”

roesférulas

Apgarosa

Figura 1. Tipo de cultivos celulares. A) Cultivos en monocapa. Las células se adhieren a la
superficie de la caja recubierta de una matriz. B) Cultivos tridimensionales. Formacién de
microesférulas por la baja o nula adherencia a la superficie de la agarosa.

La importancia del desarrollo de tantas matrices, se debe a las diferentes estructuras

tridimensionales que pueden ser obtenidas en los cultivos 3D, En una matriz reticular. la
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interaccion de las células serd primordialmente con la matriz, mientras que 2' utilizar una
base de agarosa, las células solo tienen una pequefia zona de contacto con la matriz y una
gran interaccién célula-célula. En los cultivos tridimensionales en donde se utilizan
sistemas de rotacion, la formacién de multiples microesférulas es requerida paia
experimentos donde se necesiten grandes cantidades de microesférutas sin importar su

heterogeneidad.”

Con los cultivos 3D se ha tratado de recapitular varios pasos en la tumnorigénesis del
cancer y la importancia de los contactos celulares. Asi, los estudios con tumores de mama
con geles de flotacién de colagena®, mostraron fa importancia de la matriz extracelular
durante la regulacién del crecimiento, diferenciacién y apoptosis. En otros esmdios, se
encontré que la expresion de E-caderinas y las propiedades de unién de las moléculas
transmembranales al citoesqueleto son factores esenciales para una fuerte adhesion célula-
célula y que los cambios en la organizacion del tejido es uno de los primeros procesos
visibles en el cincer de mama.*?' Existen también otros casos en los que se induce la
diferenciacién de estructuras, tales como la formacién de ductos con ramificaciones
cilindricas y un lumen central, todo rodeado por células epiteliales polarizadas como el

epitelio luminal humano.”

Finaimente, los cultivos 3D hacen posible comenzar a comprender los mecanismos
morfolégicos y bioquimicos fundamentales de las diferentes matrices celulares humanas.

dando cabida a estudios de desarrollo embrionario, diferenciacion, angiogénesis, etc.!™'®

El cancer ocasiona la muerte de un individuo debido a que afecta organos vitales
como cerebro, higado, pulmon, etc. En la mayoria de los tipos de cancer, especialmente cn

el cdncer de pulmoén una de las mejores formas de prevencién, son dejar de fumar y



mantener buenos habitos alimenticios. La deteccion temprana del cancer permite que se

apliquen terapias antes de que el tumor invada o produzca metéstasis en otros (')rganos.? s

La cirugia es recomendable cuando los pacientes presentan estadios tempranos de
avance (I, II} pero tan solo en E.U. , unicamente el 25-30% de los pacientes con cincer de
pulmén (células no pequefias) se encuentran es esta etapa clinica al momento del
diagnostico. A los pacientes con estadios mas avanzados (HI, IV), la cirugia y/o la
radioterapia solo les ofrece una baja probabilidad de sobrevida.’

Debido al pobre poder curativo de la terapia de radiacion y cirugia, la quimioterapia
sola o combinada con cirugia o radiacion, resultan ser ras Wtiles. En ocasiones se
administran agentes quimicos antes de la cirugia con el fin de obtener mejores resultados,
ya que los tratamientos paliativos solo son utilizados para proporcionar al paciente una
mejor calidad de vida.

La quimioterapia es uno de los tratamientos mds eficaces contra el céncer. La
eficacia de los farmacos depende del tipo de céncer; condiciones bioldgicas y fisiologicas
del paciente, grado de desarrollo y grado de diseminacidn de! tumor. Los tipos de farmacos
que sc utilizan varian en su forma de actuar y pueden estar relacionados con ¢l bloqueo de
rutas metabdlicas (antimetabolitos) o las fases del ciclo celular (alquilantes), para tratar de

producir la muerte a [as céluas en divisién. 2}

Los agentes especificos del ciclo celular son aquellos que causan mayor muerte
celular, ya que producen bloqueos bioquimicos en una o varias fases del ciclo celular. A
pesar de que estos no dependen de una dosis especifica, es necesario aplicarlos varias veces.
En cambio, los agentes inespecificos de fases del ciclo celular son farmacos que producen
una respuesta en relacion directa con la dosis de exposicion, obteniendo muerte celular
exponencial a pesar de que los tumores presenten una division lenta, por lo cual se dan
tratamientos agresivos para eliminar las dltimas células cancerosas en proceso de

crecimiento (Figura,2) **”
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YP-16, VM-26
Vincristina
Colchicina

Bleomicina

L-Aparaginasa
Esteroides

INESPECIFICOS

Ara-C

5-Fu
B-6-Mercaptopurina
Methotrexate
6-Tioguanina
Procarbacina
Hidroxi-urea

CICLOFOSFAMIDA
DOXORUBICINA
MITOXANTRONA
CCDP
DECARBACINA
NITROSQUREAS

Figura 2. Actividad de firmacos antineopldsicos durante el ciclo celular

Uno de los principales problemas que se presentan en el tratamiento del cincer

pulmonar es el fenémeno conocido como multiresistencia a farmacos (MDR o multidrug
resistance). En lineas de células tumorales este fendmeno se caracteriza porque las células
presentan resistencia a una gran variedad de farmacos anticancerosos no relacionados y en
condiciones normales funciona como un mecanismo de desintoxicacién,®*?’ En células
tumorales, el fenémeno trae como resultado una deficiencia en la captacién, acumulacion

intracelular o diminucidn de la actividad de los firmacos ¥ en consecuencia, resistencia.?%?

Se conocen dos mecanismos de resistencia a firmacos: el intrinseco y el adquirido.
En el mecanismo adquirido, los tumores se vuelven resistentes cuando son expuestos a
diferentes dosis de una gran variedad de agentes antineoplasicos, fendmeno que es
claramente observado en los laboratorios al expener CCP a firmacos. El mecanismo

intrinseco por su parte, se presenta cuando las células del tumor son desde el principio

11



totalmente insensibles a la quimioterapia. Este tipo de resistencia puede deberse a la
cxpresion constitutiva de genes de multiresistencia (p.ej. carcinoma renal, CCNP,
cerebro) 2632

Entre los mecanismos celulares que producen la resistencia tenemos: los cambios en
la permeabilidad de la membrana, alteraciones en el transporte de las drogas hacia su
blance, amplificacion génica de las enzimas y substratos, y cambios en la susceptibilidad al
daiio producido per los firmacos (principalmente modificacinnes en los mecanismos de

reparacion del ADN). 2630

En el caso particular de los tumores de pulmén, es frecuente encontrar que la
mayoria de los CCP desarrollan una resistencia a la quimioterapia, mientras que en los

CCNP la resistencia es innata.

Desde 1973 gracias a los estudios de Mano y cols.’, se tuvieron las primeras
evidencias de los mecanismos de extrusién de firmacos relacionados con la resistencia.
Uno de los primeros mecanismos descritos, asociados con la reduccion de la acumulacion

de farmacos fue la participacion de glicoproteina-P, producto del gen MDR-1.

Esta glicoproteina presenta un peso molecular de 170 kDa y a nivel génico estd

codificada por dos genes denominados MDR-1 y MDR-2, los cuales se localizan en el
cromosoma 7q21.1%. La gp-P, es miembro de la familia de transporiadores ABC (bombas
de eflujo dependientes de ATP) v presenta doce dominios hidrofébicos integrales a la
membrana y dos sitios de union a ATP localizados en la cara citoplasmatica. En células
tumorales, a esta proteina se le une el farmaco, lo secuestra y expulsa de la célula. Aungue
su mecanismo de accién no se conoce completamente, se postula que el fairmaco se une
inicialmente a sitios especificos localizados en la region citoplasmatica de {a molécula y

posteriormente cs transportada activamente hacia ¢l exterior. También se cree que gp-P
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achia como una enzima “Flip-Flop™, ya que la mayoria de los farmacos son lipofilicos y
tienen estructuras quimicas diferentes ?*3%?

La sobrexpresion de gp-P provoca una baja concentracién y un flujo aumentado del
farmaco hacia el exterior de la célula, lo cual genera la resistencia. En tejidos normales
como el tracto gastrointestinal, higado, rifién y pancreas, en ia superficie luminar de las
¢elulas se observan niveles elevados de ARN o la proteina, probablemente debido a que
estos tejidos llevan a cabo procesos de desintoxicacion. Asi, la expresién de gp-P no es
propia de los tumores.'®

Muchos de los canceres tanto CCP y CCNP y tejidos pulmonares no malignos
presentan relativamente bajos o indetectables niveles de gp-P. En contraste con el cancer de
pulmdn, en el cincer de colon y rifidn, se presenta una alta expresion de esta proteina y en
parte esto explica la alta quimioresistencia de estos tumores.'**® En la mayoria de los
tumores hematologicos y algunos tumores solidos, el grado de expresién del ARN o la
proteina se correlaciona directamente con la multiresistencia. Asi en la leucemia mieloide
aguda, el mieloma multiple, linfoma maligno y el sarcoma en nifios, un aumento de gp-P
esta asociado no solo con resistencia a firmacos, sino también con un pobre prondstico de

la enfermedad.”®

En 1992 el grupo de S. Cole®, describié un nuevo mecanismo de resistencia al

trabajar con una linea celular resistente a doxorubicina (H69AR) y que no expresaba la
gp-P.34 Este nuevo mecanismo involucra la expresion de una proteina de 196 kDa
denominada MRP?*, la cual también pertenece al grupo de transportadores ABC y tiene una
gran homologia con el transportador de iones (Cl™ } que produce la fibrosis quistica (CFTR),
y una homologia distante con la glicoproteina-P.****’ Esta proteina se localiza
predominantemnente en membrana plasmadtica, aunque se ha observado que en algunas

lineas celulares se encuentra en reticulo endoplasmico.
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El gen que codifica para la proteina MRP esti localizado en el cromosoma
16p13.1.23% La proteina MRP es un candidato altemativo a gp-P como mecanismo de
resistencia multiple, debido a que lineas celulares con el fenotipo de resistencia que no

expresan MDR-1, sobreexpresan MRP,

Debido a que esta proteina se expresa en casi todas las lineas celulares de CCNP, se
ha sugerido que estd asociada con la resistencia a farmacos.'*?® En tejidos normales el
ARNm de MRP es expresado en bajos niveles, pero los niveles son altos en pulmén,

testiculo y misculos normales.*®?¢

La topologia del ADN es regulada por las proteinas denominadas topoisomerasas.

Las topoisomerasas son enzimas que estin encargadas de eliminar la tensién de torsién, por
medio del corte de una o ambas hebras de ADN, lo que permite la formacion de las
horquillas esenciales para la replicacion; ademas de que interviencn en los procesos de
recombinacién, transcripeion, traduccidn y segregacion de los cromosomas. Se conocen dos
tipos de topoisomerasas (tipo [ y H), las cuales parecen tener no solo distintas funciones,
sino también una localizacién intracelular diferente (Tabla II).

La topoisomerasa I (Topo I) es la enzima encargada del corte y la reunidn de solo
una cadena en el ADN. El fdirmaco captotepcina y sus derivados, tienen como blanco esta
enzima.

A pesar de que existen varias evidencias de la participacién de las Topo I en la
resistencia a farmacos, el papel mas importante se le ha atribuido a las topoisomerasas de

tipo Il (Topo [f) 262838
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TABLAIL P

rincipales caracteristicas de las Topoisomerasas humanas

-

Capacidad de cortar y unir el ADN si si
Cromosoma 20g11.2-13.1 a:17q21-2
B:3p24

Temafio (subunidades) 91kb. {(mondémero) 174 kb (homodimero)

Dominio de unidn al ADN si si

No. de cortes en la cadena de ADN Une Dos (cuatro pares de bases

aparte)

Requerimiento de metales no Mg

Requerimiento de energia no ATP

Ciclo celular Equitativamente Elevada durante G, y
constante, elevadaen  mitosis para ayudar en la
fase S para replicacién, divisidn
transcripcién. celular, protiferacion.

Localizacién Nucleolo Nucleo

Inhibidores VP-16, VM-26, DXR

Pequefios compuestos con 2-5 anillos planos capaces de camptotepcina otros.

interactuar entre los pares de bases.

Las enzimas topoisomerasas II (Topo II) presentan una actividad de corte sobre
ambas hebras del ADN, liberando la tensidn de torsién. Para esta actividad es necesaria la
presencia de ATP asi como de magnesio. La importancia de esta enzima en cancer radica en
que milltiples firmacos, tanto agentes terapéuticos como antiparisitos, antivirales y drogas
antineoplasicas tienen como blanco dichas enzimas.

Existen dos isoformas de Topo II: Topo liex y Topo 1IB.** La Topo Ilct tiene un peso
molecular de 170 kDa y es codificada por un gen que se localiza en el cromosoma 17q21-
22, mientras que en Topo II, el peso molecular es de 180 kDa y ¢l gen se localiza en el
cromosoma 3p24.%° A pesar de la alta homologia que existe entre ambas enzimas {90% a
nivel de proteina y 80% a nivel génico) y a que parecen compartir algunas funciones, la
localizacion intracelular es diferente. con Topo [Iat localizada en el nucleoplasma y Topo
1B en el nucleolo (en células de raton ambas enzimas se localizan en la misma regién del
nicleo).*™' La concentracién de cada una de ellas es también diferente y depende de la
fase del ciclo celular. Las diferencias entre ammbas enzimas hace pensar no solo en

I - . - vy orga . " 2
actividades diferentes sino tambien que presentan una sensibilidad distinta a férmacos.’'"
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A través del ciclo celular la concentracion de Topo la se modifica. La sintesis de
Topo Il comienza en las células que pasan de fase G, a fase S, con un nivel maximo al
finat de G; y mitosis. Posterior a a mitosis, se disminuye drasticamente la expresion y una

cantidad significativa de proteina es degradada.*>*** En e! caso de Topo LI se ha reportado
que los niveles del transcrito y la proteina permanecen constantes a lo largo del ciclo
celular. 2%

Los farmacos que interaccionan con Topo (I, estabilizan la unién de Topo Io-
ADN e interfieren con ia habilidad enzimatica para religar las hebras, por lo que se conocen
como inhibidores de Topo IL Entre los farmacos maés utilizados en quimioterapia y los
cuales parecen presentar mayor sensibilidad estan las epipodofilotoxinas: etopésido (VP-
16) y tenipésido (VM-26). En células resistentes a farmacos, las alteraciones en esta enzima

involucran: reduccién en la concentracion intranuclear de Topo I, mutaciones que alteran

el sitio de unién al farmaco o cambian sy actividad”‘”, asi como cambios en la localizacion
4547

intracelular.

Las transferasas-S de glutation (GSTs) son enzimas diréricas capaces de
desintoxicar un gran niimero de substancias electrofilicas carcindgenas. Las GSTs presentan
varias isoformas clasificadas de acuerdo a su punto isoeléctrico en basicas (GST o).
neutras (GST-U) y 4cidas (GSTrn—p). Estas isoenzimas se presentan en homodimeros o
heterodimeros. Su distribucion en los distintos tejidos es variable, por ejemplo: GST-p es
abundante en placenta, pulmén, cerebro, eritrocitos y el cnistalino de ojo. mientras que en
higado se presenta en bajas concentraciones y predomina la GST-mt.**%°

El humo del cigarro contiene miiltiples hidrocarburos poli-aromaticos gue parecen
ser los principales compuestos que funcionan como substratos para estas enzimas, siendo
mas efectiva la GST-p. El locus del gen para la GST-j es polimérfico y contiene dos

variantes génicas bien caracterizadas y un alclo nulo.*® L« presencia ¢ ausencia,asi como el
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nitmero de copias del gen GST- parecen determinar Ia actividad enzimatica de la GST-i
en pulmén, La asociacion de estas enzimas con la susceplibilidad al desarrollo del cancer
aun no es clara, asi, en estudios realizados en pacientes con CCP, la baja expresion de la
GST-n se relaciona con ana alta susceptibilidad, perc en el caso de CCNP esta asociacion
no se presema.as"‘9

Ademas de la susceptibilidad genética al cancer, la expresion de la GST parece estar
relacionada con el desarrollo de quimicresistencia. Un incremento en el cuerpo sugiere que
las eazimas dependientes de glutatién zon un importante factor que determinan la
sensibilidad de tumores de pulmon y lineas celulares a drogas citotoxicas. " Marcadas
diferencias en los niveles de glutatidn (GSH) y la actividad de tres o cuatro enzimas
relacionadas con GSH fueron observadas en la linea celular resistente a multiples drogas
H69AR, con respecto a su célula parental. Sin embargo, estos camibios no parecieron
afectar el sistema de GSTs.'*® Al realizar estudios para establecer una relacion directa
entre el aumento de la actividad de GST-n v la resistencia a farmacos, se ha visto que en
algunos tipos de cancer como el de colon y mama, esta si se presenta. En tumores de
cerebro, un aumento de GST parece ir unido al grado de malignidad y e! aumento de zu

actividad enzimatica puede ser un buen marcador de recurrencia.
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Objetive general

¢ Determinar si existen cambios en los patrones de resistencia miiltiple a drogas en
cultivos tridimensionales de lineas celulares de céncer de pulmén, en comparacién

con cultivos en monocapa

Objetivos especificos

1. Caracterizacion morfologica de las lineas celulares de cincer de pulmén, al ser

cultivadas en sistemas 3D.
2. Determinar los patrones de crecimiento de las células tumorales en cultivos 3D,

3. Andlisis de la expresion de genes asociados con la resistencia a farmacos en los

diferentes tipos de cultivos.

2

4
4. Valoracion del modelo de cultivo 3D de células tumorales en el estudio de los

mecanismos de resistencia.
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La interaccion célula-célula en los cultivos 3D de céncer de pulmén produce

cambios intracelulares que conllevan a una activacion de genes de multiresistencia y en

consecuencia a un aumento en la resistencia a drogas.
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V.MATERIALES;

Lineas celulares

Las lineas celulares denominadas INER-37 e INER-51.0 corresponden a dos lineas
celulares tumorales obtenidas a partir de una muestras de derrames pleurales de pacientes
con cancer primario de pulmén. Ambas lineas celulares fueron adaptadas al crecimiento in
vitro, en medio RPMI-1640 (Sigma,Co). En el caso de INER-37, durante los primeros
meses del cultivo la linea presentd un crecimiento lento que posteriormente se incrementd.
En los primeros pasajes, INER-37 mostré polimorfismo, con células alargadas de nicleo
central y con uno a dos nucleolos. Estas células ilegaron 2 formar agrupaciones celulares
parecidas a estructuras glandulares. Un andlisis citoldgico reportd que esta linea celular fue
positiva para PAS, p53 mutado, AgNor (nucleolos) y negativa para queratina citoplismica,
por le que fue identificada como un adenocarcinoma bien diferenciado. En el caso de la
linea INER-51.0, también las primeras etapas del ciecimiento in vitro fueron lentas y con
polimorfismo celular. En cultivo, estas células presentaron una baja adherencia a la caja y
formaron agregados en forma de racimos. La citologia de INER-51.0 mostrd negatividad
para citoqueratina y PAS, por lo que fue identificada como un adenscarcinoma poco
diferenciado.

Ambos tipos celulares fueron mantenidos en frascos Ty; 0 T75 (Costar) con medio de
cultivo RPMI-1640 (Sigma,Co.), suplementado con 10% de sucro fetal bovino, 2mM de L-
glutamina, 1mMM de piruvato de sedic, 100 Ul/ml de penicilina y 100 ug/ml de

estreptomicina, a 37°C en atm. himeda con 0.5% de CO;.
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Ensayos de citotoxicidad

a) Cultivos en monocapa.

A partir de caltivos en fase de confluencia {frascos Tzs o Ts), se obtuvo una
suspension celular mediante la adicion de 0.5-1 ml de tripsina en solucidn salina de fosfatos
(ASF). Las células obtenidas fueron lavadas con 10 ml de ASF y se determiné el nimero y
la viabilidad celular con ayuda del colorante vital azul tripan (Sigma) y un hemocitometro.
La suspension celular (normalmente de 5-7 x 10° céls./mi y con una viabilidad de més del
95%) fue ajustada hasta obtener 5 x 10* céls./ml y las células fueron sembradas en una placa
de 9o pozos con 180 ul/pozo, para tener una concentracion final de 0.5-1 x 10* céls./pozo.
Finalmente, a cada pozo se le adicionaron 20 il de firmaco en medio de cultive a diferentes
concentraciones (Tabla III).

Los cultivos fueron incubados durante 72 hrs a 37°C en atmésfera himeda con 0.5%
de CO,. Todos los experimentos fueron realizados por sextuplicado. Transcurrido el tiempo
de incubacién se les retird el medio de cultivo y se ies adicionaron 20 pl de MTT* (3-{4,5-
dimetiltiazol-2-yl]-2,5-bromuro de difenil-tetrazolium; 2mg/ml) dejando incubar durante 4
hrs a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se agregaron 180 pl de
dimetilsulfoxido (DMSO), lo cual permitié la solubilizacion de los cristales de formazan,
dardo como resultado la obtencion de un color azul y la prueba colocimétrica.

Posteriormente se determind la absorbancia a 540 nm en un lector para ELISA.

Nota: El ensayo de MTT, se basa en la actividad presente en células vivas de la
deshidrogenasa mitocondrial sobre el sustrato MTT, el cual es convertido en un colorante

insoluble, el formazaan.
b} Cultivos tridimensionales.

De la misma forma que en los cultivos en monocapa, ias células para los cultivos 3D
fueron obtenidas a partir de cultivos en confluencia, los cuales fueron tripsinizados para

obtener una suspencion celular, en la que la viabilidad v el nimero de células fueron
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determinados con azul de tripan. A partir de una suspension celular con 5 x 10° céls./ml, se
sembraron placas de 96 pozos cor 135 l/pozo (5,000 células). Previamente, todos los
pozos fueron cubiertos con un colchon de agarosa al 1% en D-MEM (50 pl). En estas
condiciones, los cultivos fueron incubados a 37°C durante 72 hrs. Transcurrido este tiempo,
se retird cuidadosamente el medio de cuitivo de cada unc de los pozos (135 pl) y se
adiciond medio de cultivo nuevo, ademis de 15 pt de un farmaco diluido a diferentes
concentraciones. La actividad citotoxica de los farmacos fue determinada después de 72
hrs. mediante el ensayo de MTT, solo que las microesferas fueron colocadas en tubos de
500 pl, a los cuales se les agregaron 100 pl de DMSO y se agitaron fuertemente. La lectura
final fue realizada en lector de placa para ELISA en las condiciones anteriormente descritas,

Todos los experimentos fueron reatizados por sextuplicado.

TABLA III. Concentracién de los firmacos
utilizados en el trabajo experimental,

o Tueion
i : = R =,
VP-16 339
VM-26 15
DXR 1
CPT 1
5-FU 192.3
MTX 55
Ara-C 82.23

Curva de crecimiento celular en cultivos 3D por valoracién de proteinas totales

En placas de 24 pozos se colocaron 5 x 10" céis./pozo de cada una de las lineas
celulares (INER-37 ¢ INER-51.0), en un volumen final de 2 ml para los cultivos de
monocapa y de 1.75 ml para los 3D. En el caso de los cultivos tridimensionales previo a la

siembra celular se le agregaron 250 pl/pozo de agarosa al 1% en medio D-MEM. Durante
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cinco dias consecutivos, las células en cultivo 2D fueron obtenidas por tripsinizacion y se
determiné el nimero y la viabilidad celular. Posteriormente, tanto las células del cultivo 2D
como 3D fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min, el botén celular fue solubiiizado
con 400 pl de SDS 10%. y la concentracién de proteina fue cuantificada por la técnica de

Lowry-Folin.

Curva de crecimiento determinada medjante MTT.

Se realizaron curvas de crecimiento para cultivos en nonocapa y tridimensionales,
utilizando placas de 96 pozos y en las cuales se sembraron 5 x 107 células para cada una de
las lineas celulares. Diariamente, se realizaron ensayos con MTT para determinar el indice
de proliferacién celular y obtener la curva de crecimiento. Cada punto experimental fue

realizado por sextuplicado.

Cortes histologicos de los agregados celulares

Se realizaron cultivos 3D como se describid anteriormente y las microesférulas
fueron extraidas y lavadas por centrifugacion en ASF, teniendo cuidado de no disgregar las
microesférulas. El botén celular fue fijado en etanol al 80%, deshidratado e incluido en
parafina. Se realizaron cortes de !5 micas, se tifieron con hematoxilina-eosina y se

revisaron bajo el microscopio fotdnico con ayuda de un médico patélogo.

Extraccién de ARN por Ia técnica de Trizol

A 5 x 10 células (de una caja de cuhiivo Tss ) se les adiciond | mi de Trizo Y se
incubaron durante $ min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo, se
adicionaron 0.2 ml de cloroformo ¥ se centrifugo a 12 000 rpm. Posteriormente se separd la

fase acuosa y se adicionaron 0.5 m! de isopropanol para precipitar el ARN, E| material
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purificado fue lavado por centrifugacién con etano} al 75%, secado y disuelto en agua con
dictilpirocarbonato. Para sy cuantificacion, se tomé una alicuota y se determind la

absorbancia en el espectrofotometro a 260 nm, obteniendo la siguiente relacion:

l'unidad de Absygy = 1 unidad D.O. 260 = 40pgde ARN

Anilisis por RT-PCR
a) Sintesis de ADNc

Para realizar la sintesis de ADNe, se tomaron 5 pg de ARN ¥ se les adiciono 1ul de
oligo dT y H;Opgpe hasta obtener un volumen final de 12 pl. La mezela se incubo durante
10 min a 70°C. Posteriormente se adicionaron: 4 pl de amortiguador 5X para sintesis de
ADNc, 200 mM de dNTPs y 2ul de DTT y se incubé durante 5 min a 42°C. A continuacion
se agregd ipl de RT (Superscript 11 rT-Gibco ) y se incubé a 42°C duranie 50 min y la
reaccion fue detenida al calentar a 70°C durante 15 min. Con el fin de climinar los hibridos
ARN-ADNC, se utilizé 111 de RNAsa "H" (2.5 U/pl) con incubacién de 30 min a 37°C, El

ADN fue almacenado a 4°C hasta su uso,
b) Reaccion en cadena de la Polimerasa o PCR.

Para realizar el PCR se colocaron 2.5 ul de amortiguador 10X de PCR, 200 mM de
dNTPs, 500 pM de cada oligonuciéotido, 1.5-2 mM de MgCly, 2.5 U de Taq polimerasa ¥
Il de ADNc. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador (Programed Therma
Controller, modelo PTC-100, MJ Research, INC), durante 35 ciclos. Las temperaturas de
alineamiento de todos los oligonucledtidos utilizados se especifican en la Tabla [V.

Para el analisis de los fragmentos de amplificacién se realizé un gel de acrilamida al
4% en amortiguador de TBE y la visualizacion de fas bandas se llev a cabo mediante la

tincién con bromuro de etidio,
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TABLA IV. Caracteristicas y condiciones de los oligos de amplificacién para
experimentos de RT-PCR

e
A .

i e VRN dedioanin i
3TGG GGA AGG TGA AGG TCG GA-3'
"-GAA GGG GTC ATT GAT GGC AA-3
GST-p 5-GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG -3 60 I 0.75 250
5-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG-¥
Topo | 5'"-AAG CAG AGG AAG TAG CTA CG-¥ 56 | 206
5-GCT CAT CTG TTT CCG AGC TT-3
Topo lia 5-TTT AAG GCC CAA GTC CAG TTA AAC-3' 63 25 343
3-GTA TAA CAA TAT CAT CAA GAT TGT-3'
Topo B 53-GAA GTG TTC ACT AGT AAA ATA CAGT -3 60 0.75 336
5'CAT AAT CTT TCC ATA GCG TAA GGTT -3
MRP 5-TCT CTC CCG ACA TGA CCG AGG-3 60 0.5 £40
5"CCA GGA ATA_TGC CCC GAC TTC-3'
MDR-1 5-CCC ATC ATT GCA ATA GCA CC-3' 55 0.5 15¢
5-GTT CAA ACT TCT GCT CCT GA -3
P33 5-CAC GGA TCT GAA GGG TGA AA-3' 60 05 639
5-TCT GTG ACT TGC ACG TAC TC-3"
Bel-2 5'-TCG CTA CCG TCG TGA CCT C-3° 55 0.75 392
5°-AAA CAG AGG TCG CAT GCT A-3°

Cuantificacién de proteinas por la técnica de LOWRY-FOLIN

La determinacién de proteinas se llevd a cabo mediante la técnica de Lowry-Folin.
Como patrén de referencia se utilizé una curva de albimina a concentraciones de 0,2, 4y

6 pg. La cuantificacién de color fue evaluada en un espectrofotometro a 750 nm.

Electroforésis para proteinas.

Para cada una de las lineas celulares en los distintos tipos de cultivos, se obtuvieron
50 pg de proteina, los cuales fueron analizados mediante geles de poliacrilamida al 10%
bajo condiciones reducidas segin el sistema de Leaml (PAGE-SDS). Los geles fueron
tefidos con azul de Coomasic durante toda fa noche, destefiidos con acido acético 10% vy

secados.
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En este trabajo se utilizaron dos lineas celulares de cdncer del pulmon denominadas

INER-37 ¢ INER-51.0. Ambas lineas fueron establecidas en nuestro laboratorio a pattir de
derrames pleurales de dos pacientes con diagndstico de cancer primario del pulmén, sin
tratamiento previo con quimioterapia.

La linea INER-37 por ser productora de mucopolisaciridos fue identificada como un
adenocarcinoma bien diferenciado (Figura 3a). En cultivo ir vitro estas células presentaron
numerosas vacuolas de gran tamafio (llegando a 1/3 del volumen celular) y una fuerte
adherencia a la superficie de la caja. Cuando estas células llegaban a un estado de
confluencia se observaron estructuras celulares con un arreglo de tipo glandular que
recordaban la imagen del tejido del cuat fueron originadas.

Para el caso de la linea INER-51.0 fue mds dificil su identificacién, ya que no fue
productora de mucopolisacaridos ni queratina, por lo cual fue identificada como un
atenocarcinoma pobremente diferenciado (Figura 3b). Estas células presentaron una
menor relacidn entre nicleo/citoplasma, asi como menor adherencia a la caja de cultive,

formande pequeiios ciimulos o racimos celulares.

Con la finatidad de conocer la forma y velocidad de crecimiento para ambas lineas
celulares (INER-37 e INER-51.0), se realizé un experimento de proliferacion celular en
cultivos en monocapa. Como se observa en la figura 4, la linca INER-51.0 presentd un
crecimiento tipico exponencial mientras que INER-37 presenté un crecimiento irregular,
con varias pendientes en la curva. Asi, se encontrd que la velocidad de crecimiento de
INER-51.0 fue mayor que la de INER-37, con un tiempo de duplicacion de 33.6 hrs. en
comparacion a INER-37 el cual fue de 537.6 hrs.

Dado que en alzunos reportes con lineas celulares crecidas en cultivos 3D'2% s¢
sefiala una disminucidn en fa proliferacion cclular, fue importante conocer, si bajo nuestras
condiciones experimentales de cultivo 3D se modificaban los patrones de proliferacién.

Con esta finalidad, se levaron a cabo estudios de proliferacién, pero debido a que la
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disgregacion de tas microesférulas por métodos mecdnicos o enzimaticos dafié las células y
produjo una subestimacién del ndmero celular, se utilizé un método indirecto a través de la
cuantificacion de proteinas celulares totales, Las resultados mostraron que en los cultivos
de monocapa, la concentracién de proteina aumenté en relacién directa con el niimero de
células hasta las 48 hrs de cultivo, en ambas lineas celulares (Figura 5). Sin embargo, en
INER-37 a las 120 hrs, ia concentracién de proteina fue mayor que la de INER-51.0. El
incremento en las proteinas totales de INER-37, puede estar relacionado con €l tipo celular
y/o el grado de diferenciacién.

En los cultives 3D, el patrén de sintesis proteica fue igual al observado en los
cultivos 2D y similar entre los dos tipos celulares (Figura 6). Debido a esto, se sugirié que

la velocidad de proliferacién en cultivos 3D no estaba siendo afectada,

Con la finalidad de determinar si las semejanzas en la concentracion proteica eran
un reflejo real de la proliferacidn, se llevé a cabo un experimento de proliferacion celular
mediante un ensayo con MTT. Varios experimentos preliminares fueron realizados, con la
finalidad de determinar si el sustrato MTT tenia la capacidad de penetrar hasta las capas
celulares mds internas de las microesférulas. Los resultados mostraron que después de 4 hrs
todas las células de la microesférula estaban tefiidas por efecto de la reaccidn. Cuardo este
tipo de ensayos fue realizado para determinar los cambios en la proliferacién de los cultivos
3D, se encontré que en ambos tipos celulares la velocidad de crecimiento disminuyoé en
comparacion con las células cultivadas bidimensionalmente. La disminucién de la
proliferacion fue evidente aun desde las primeras 24 hrs de cultivo y se mantuvo constante

hasta las 72 hrs. de cultivo. (Figura 7).

Dec acuerdo a los resultados anteriores, se llegd a la conclusion de que a 72 hrs. de
cultivo 3D, las microesférulas estaban perfectamente formadas y los cambios en el
microambiente, producto del metabolismo y la sobrepoblacion celular, eran muy pequefios
como para afectar ta sensibilidad a firmacos. Por esta razon, todes los <studios posteriores

sc llevaron a cabo a este tiempo.
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Con el fin de estudiar la morfologia de las microesférulas ¢n cada una de las lineas
celulares en cultivos 3D, se lievo a cabo una observacién directa bajo el miCroscopio
invertido. En cultivos 3D, las dos lineas tumorales adquirieron una morfologia totalmente
diferente. En el caso de INER-37, se formaron estructuras multicelulares compactas gue con
el tiempo fueron creciendo en tamafio (Figura 8A y C). Muchas de las primeras
microesférulas parecieron formarse por la unidn de las células sembradas al inicio del
experimento, ya que estas estructuras fueron evidentes desde las primeras 24 hrs de cultivo.
Con el tiempo, el tamafio de as esférulas crecié y solo se limité por la falta de nutrientes en
tiempos mayores de 7 dias. Para las células INER-51.0, las microesférulas se formaron en
grandes racimos y llegaron a adquirir un tamafio mayor a las de INER-37 (Figura 8D y F).

La imagen histologica de las microesférulas de INER-37 mostré una gran
compactacién celular y solo pequefios espacios entre ellas, probablemente resultado de Ia
union de las células al momento de formar las esférulas en las primeras horas de cultivo
(Figura 9). En INER-51.0 se chservo una distribucién celular menos compacta, con
multiples espacios entre los racimos celulares (Figura 9°). En ambos casos, se observaron

solo algunas figuras mitdticas, tanto en el centrc como en la periferia de las esférulas,

Una vez conocida la morfologia y la cinética de crecimiento de ambas lincas
celulares en cultivos 3D, se analizé el indice de citotoxicidad de distintos firmacos
utilizados en quimioterapia (ICso. concentracién de farmaco capaz de matar a la mitad de la
poblacion celular). Los resultados mostraron gue la sensibilidad hacia los farmacos fue
afectada fuertemente por el cultivo tridimensional. Ef aumento en la resistencia se presentd
para todos los casos, aun para aquellos farmacos hacia los cuales, las lineas celulares en
cultivo 2D presentaron una mayor sensibilidad (Tabla V). Por ejemplo, se observd un
aumento mayor a 250 veces para DXR en las células INER-37, con un ICsy de 2uM en
cultivos 2D qué se incrementd a mas de 100 uM en cultivos 3D. Para INER-51.0, el
aumento en la resistencia a este mismao farmaco fue mayor de 500 veces con valores de ICso
menores a 9 pM en cultivo 2D que aumentaron a méas de 100 pM en 3D. En otros
firmacos como las epipodofilotoxinas (VP-16, VM-26), CPT, MTX, 3-FU, el aumento en

la resistencia también fue muy elevado (Tabla V).
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En la figura 10 se puede observar el comportamiento que presentd INER-37 cuande
fue expuesta a distintas concentraciones de los farmacos VP-16, VM-26, CPT y DXR. En
todos los casos, tos valores de sobrevivencia de las lineas celulares mantenidas bajo cultivo
3D fue completamente diferente a la observada para los cultivos 2. En INER-37 la
actividad citotoxica de 500 pM de VP-16, redujo la sobrevida de las células a 10 % en
cultivos de monocapa, pero fue tan solo del 90 % en cultivos 3D (Figura 10a), mientras
que en INER-51.0 en cultivo 2D, la aplicacién de S00 uM de VP-16 disminuyé la sobrevida
a un 20%, en comparacién con un 75% en cultivo 3D (Figura 11a). En el caso del
tratamiento con 100 uM de DXR, la sobrevida de las células INER-37 en cultivo 2D fue del
10% pero en cultive 3D avmento a un 55 % (Figura 10b). Para INER-51.0 el
comportamiento fue muy similar, ya que con 100 uM de DXR solo se observé una
sobrevida del 30%, la cual aumentd a 65% en las microesférulas {Figura 11Ib). Cabe
destacar que en ambos tipos celulares, DXR fise el firmaco con mayor actividad citotdxica,

pero en cultivos 3D ésta disminuyé notablemente.

Con la finalidad de comprender un poco mas sobre el aumento de la resistencia a
farmacos en los cultivos tridimensionales, se analizé la expresion de varios genes
implicados en el fenotipo de multiresistencia. En estos experimentos se utilizd como
control el gen constitutivo de Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH). En la
figura 12 se observa la expresion de este gen a partir del ARN de las lineas celulares de
pulmon crecidas tanto en cultivos de monocapa como tridimensionaies. En todos los casos,
la expresion de este gen fue semejante, con bandas de amplificacién casi de la misma
intensidad.

El andiisis de la expresion para los distintos genes de multiresistencia mostré los
siguientes resultados: en el caso de Topo Iler, INER-37 presentd una alta expresion para este
gen, la cual no fue modificada por el tipo de cultivo (Figura 13, carriles 1 y 2), mientras
que cn INER-51.0 se observo una disminucién en la expresion de topoll o cuando las
células fueron cultivadas tridimensionalmente (Figura 13, carriles S y 6). Ademis, es
importante notar que la cantidad de mensajero producido por Topo Ilox en INER-51.0 en
cultivos 2D fue menor que la producida por INER-37. Pama Topo HB, los resultados

mostraron un incremento en la expresion de este gen al cambiar las células de cultivos 2D
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al 3D tanto en INER-37 como en INER-51.0 (Figura 13, carriles 3, 4 v 7, 8

respectivamente.)

Los cambios en la exprezion de MDR-1 fueron mas complejos, ya que para INER-
37 en cultivo 2D no se observd transcrito, pero cuando las células fueron crecidas en
cultivos 3D, se observ expresion del gen (Figura 14, carriles 1 y 2); contrariamente, cn
INER-51.0 la expresién de MDR-1 fue igual e independiente dei tipo de cultivo (Figura 14,
carriles 5y 6). Un resuliado totalmente diferente se presentd con el gen de MRP, ya que en
INER-37 se observé un ligero aumento en el transcrito af pasar de monocapa a
microesférula (Figura 14, carriles 3 y 4), pero INER-51.0 no encontré transcrito en ningin

tipo de cultivo. (Figura 14, carriles 7 y 8).

En la figura 15 se cbserva que la expresidn de GST-u en INER-37 fue positiva e
independiente del tipo de cultivo (Figura 15, carriles 1y 2), mientras que en INER-51.0 no
se expresd este gen bajo ninguna condicién (Figura 15 carriles 5 y 6). En cambio, el gen
de Topo I se expreso como un gen constitutivo en todos los tipos de cultivo y para ambas
células (Figura 15 carriles 3,4, 7 y 8).

La expresion de los oncogenes p53 y Bcl-2 también fue diferente en cada tipo
celular, ain en condiciones de cultivo 2D. En el caso de INER-37, la expresién de p53
incrementd en los cultivos 3D, pero en INER-51.0, no sc observd expresion para este gen
(Figura 16, carriles 2,3 y 6.7 respectivamente). Para Bcl-2 en cambio, los resultados
mostraron que INER-37 presentd un transcrito de 700 pb, el cual fue 300 pb mayor al
esperado (392 pb). La expresion de este fragmento no cambid con el tipo de cultivo (Figura
16, carriles 4 y 5). En caso de INER-51.0, se observé un transcrito del tamano esperado,
pero la intensidad de la banda fue tenue y no mostré cambios por el cultivo {Figura 16,

carriles8y 9).

Con la finalidad de determinar si ias alteraciones en la expresién de algunos genes
correspondian con cambios en la expresién de proteinas, se realizé un gel de SDS-PAGE
para los diferentes tipos de cultivo. Los resultados mostraron que las dos células produjeron

distintos tipos de proteinas segin la forma en que fueron cultivadas. Las proteinas
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observadas en el gel, dependieron de los detergentes utilizados para su aislamiento. Asi,
cuando se uso Tritdn X100, el patron electroforético de INER-37 en cultivo 2D mostrd
miiltiples bandas, mientras que en el caso de cultivos 3D el patron de bandas fue diferents
con representantes de menor peso molecular y una banda sobresaliente de aproximadamente
45 kDa. (Figura 17, carriles 2 y 3). Para las proteinas obtenidas con Triton X-100 en
INER-51.0 en cultive 2D se observé una banda bien definida de agroximadamente 40 kDa,
que no aparecié en los cultivos 3D (Figura 17, carriles 4 y 5). Cuando las proteinas fireron
extraidas con el deterpente RIPA (SDS; NP-40 y deoxicolato de sodio), el patrén de
proteinas de INER-37 cambio completamente, con mis bandas para los cultivos 3D en
comparacion con las que aparecieron en los cultivos 2D y en este dltimo caso, con una

banda muy evidente de 45 kDa que no aparecio en los cultivos 3D (Figura 17, carriles 6

¥y 7).
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Figura 3. Microfotografias de las lineas celulares tedidas con PAS. A} muestra células
positivas de INER-37; B} células INER-510 negativa para la tincion. Aumento total de
400X
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CURVA DE CRECIMIENTO DE INER-37
MEDIANTE MTT
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Figura 7. Curvas de crecimiento de las lineas celulares A} INER-
37(0 y¢) y B) INER-51.0 (O y ®) mediante ¢l ensayo de MTT.



Figura 8. Etapas del crecimiento celular en cultivos 3D para las lineas celulares INER-37
(izquierda) e INER-51.0 (derecha). Los cambios morfologicos y el incremento en el
volumen esférico son evidentes en poco tiempo de cultivo (24 hrs.), como se observaenay
en b (400X), las células comienzan rapidamente a agruparse. En las figuras b, e, ¢ y
(100X} se puede observar el aumento en las micoresférulas en relacién al tiempo (48 y 72
hrs. respectivamente). Las microesférulas obtenidas a 72 hrs. en cultivos 3D para INER-37
{ ¢) fueron de menor tamaiio de las que se presentaron en INER-51.0 (f).
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Figura 9. Andlisis histolégico los cultivos 3D de INER-37 teflidos con H/E. Se observa una unidn muy
estrecha entre las células formando un tejide compacto, que no permiten la formacién de espacios
intercelulares. Recuadros a y b muestran una imagen semejante a un tejido (100 X), mientras que enc y d

se abservan detalles del tejido (400 X).

Figura 9°. Analisis histolégico los cultivos 3D de INER-51.0 tefiidos con H/E. Se observa una unidn laxa
entre las células formando un tejido menos compacto, en cual existen numerosos espacios intercelulares
que permiten el libre transito de los nutrientes. Recuadros a y b muestran racimos multicelulares (100 X),
mientras que en ¢ y d se observan los grandes espacios de comunicacién que existen entre los racimos

(400 X).
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TABLA V. Valores de ICs para las lineas INER-37 e INER-51.0 al exponerse a
difren mos en cultivos €N monocapa dieonales.

Wuf. R EH N E AR Y

VP-16

Exp. 1 L3 >500 2 >500
Exp.2 15 >500 2.1 >500
Exp. 3 70 4.2

Exp. 4 200
Exp. S 220

Exp.6 249

VM-26

Exp. 1 0.15 >500 0.25 >500
Exp. 2 5 >500 0.6 >500
Exp. 3 8 1.9 >100
Exp. 4 8.7
Exp.5 11

Exp. 6 22
Exp. 7 45
DXR

Exp. 1 0.6 >100 3 >100
Exp. 2 1 >100 7 >100
Exp. 3 15 48 62
Exp. 4 2 9.2

Exp. 5 10
cPT

Exp. 1 0.1 >100 .19 >160
Exp. 2 2 >100 0.48 >100
Exp. 3 &

Exp. 4 18

Exp. 32
5-FU

Exp. | >100 >>500 0.5 >>500
Exp. 2 =300 1

MTX

Exp. 1 >160 >>500 0.4 >>500
Exp.2 >500 28

ARA-C

Exp. 1 >i00 >>500 0.30 >>500
Exp. 2 >500 0.48
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INER-37 INER-51.0

Figura 12, Andlisis por RT-PCR de la expresion del gen constitutivo G3PDH a partir de
muestras obtenidas de INER-37 ¢ INER-51.0 en cultivos 2D y 3D. Carriles | y 3 monocapa
(2D), 2 y 4 tridimensional (3D).
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INER-37 INER-51.0

i

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 13. Andlisis por RT-PCR de Topo O y Topo U para las lineas celulares INER-37
¢ INER-51.0 en cultivos 2D y 3D. Carriles 1,5 (2D) y 2,6 (3D), expresion de Topo Ila;
carriles 3,7 (2D) y 4,8 (3D), expresion de Topo IIf; carril 9, marcadores de peso {100 pb).
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INER-37 INER-51.0

Figura 14. Anilisis por RT-PCR de MDR-1 y MRP para las lineas celulares INER-37
INER-51.0 en cultivos 2D y 3D.  Carriles 1,5 (2D) y 2,6 (3D) expresiéon de MDR-1;
carriles 3, 7 (2D) y 4,8 (3D) expresién de MRP.,
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INER-37 INER-51.0

Figura 15. Anélisis por RT-PCR de GST-uy Topo | para las lineas celulares INER-37 e
INER-51.0 en cultivos 2D y 3D. Carriles 1,5 (2D) y 2,6 (3D), expresién de GST-y1; carriles
3,7(2D) y 4,8 (3D), expresion de Topo I.
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INER-37 INER-51.0

Figura 16. Anilisis por RT-PCR de los oncogenes p53 y Bel-2 para las lineas celulares
INER-37 ¢ INER-51.0 en cultivos 2D y3D. Camil 1, marcadores de peso; carriles 2,6 (2D)
y 3,7 (3D}, expresién de p53; carriles 4.8 (2D) y 5,9 (3D), expresion de Bel-2. INER-3

7 presenta un transcrito para Bcl-2 con 300 pb adicionales.
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Figura 17. Andlisis por SDS-PAGE de proteinas obtenidas de las células INER-37 e
INER-51.0. Las proteinas de INER-37 ¢ INER-51.0 en cultivos 2D y 3D fueron extraidas
con tritén X-100 ,carriles 2,3,4 ¥ 5, respectivamente y con RIPA para INER-37, carriles 6 y
7.
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Los tumores del pulmén presentan una resistencia innata a la quimioterapia. Por esta

razon, existen una gran cantidad de estudios que tienen como finalidad tratar de identificar
los mecanismes que permiten a estos tumores resistir la accién citotéxica de los farmacos.
Sin embargo, la gran mayoria de los modelos utilizados han sido realizados en cultivos
bidimensionales de células tumorales, por lo que muchas veces los resultados obtenidos son
dificiles de extrapolar a los fendmenos in vivo. Asi, resulta de gran importancia desarroltar
modelos que se acerquen mis a las condiciones reales de crecimiento de los tumores,
siendo uno de estos modelos ¢l crecimiento en cultivo tridimensional.

Con la finalidad de evitar que las células se adhirieran 2 la superficie de la caja y
tuvieran una mayor interaccién entre ellas, los cultivos tridimensionales fueron realizados
con la ayuda de un colchén de agarosa. El uso de otro tipo de matrices, como polimeros de
Sefadex o matriz extracelular de sarcoma murino, no dié los mismos resultados en cuanto al
tamario de las esférulas o fue muy costoso.

Los cultivos en colchon de agarosa mostraron que a pocas horas de siembra, las
células formaron pequefios agregados celulares, a los cuales se iban uniendo mas células,
mismas que posteriormente comenzaron a dividirse, hasta formar una microesférula de mas
de 10 capas celulares. Al examinar cuidadosamente los cortes histoldgicos de estos cultivos,
se observd que las células de INER-37 formaron un tejido semejante al que se observa en
un corte de tejido obtenido por biopsias, identificindose algunos arreglos de tipo glandular
y células con anillo de sello, caracteristico de un adenocarcinoma. En el caso de INER-51.0
no se observaron sistemas de glandulas, pero es importante sefialar que este tipo de células
fueron identificadas como un adenocarcinoma poco diferenciado. El amegio de las
microesféruias en INER-51.0 fue mas laxo, por lo que se presentaron multiples espacios
intercelulares, en los cuales fue posible el libre trdnsito de macromoléculas (nutrientes)
hacia las capas celulares mas internas de la microesférula. La memoria que guardan las
células sobre el tipo de tejido que les dio origen, no es particular de los tumores; Weaver y

20.54

cols. realizaron cultivos 3D con epitelio de mama y encontraron la formacion de

estructuras glandulares.
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Al estudiar el comportamiento de las lineas celulares tumorales en cultivos
bidimensionales, se encontré que ambas lineas celulares presentaron patrones de
proliferacién diferentes. En el caso de las células INER-37, se observé un crecimiento
discontinuo y lento, en comparacién al crecimiento exponencial de las células INER-51.0.
El p;:trén de crecimiento presentado por las células INER-37, fue muy parecido al
crecimiento reportado para los tumores de pulmon (células no pequeiias) en condiciones in
vivo. Para la INER-51.0, 1a velocidad de crecimiento fue mayor y esta caracteristica puede
estar relacionada con el grado de diferenciacion y/o a la seleccién de una clona celular de
alta proliferacion al obtener la linea celular en condiciones de cultivo in vitre. En el caso de
los tumores poco diferenciados, el indice de proliferacién siempre es mayor en comparacién
con los bién diferenciados, por lo cual la quimioterapia tiene mayor posibilidad de éxito.
Cabe destacar, que si bien la forma de crecimiento en cultivo 3D recuerda un poco el
crecimiento de los tumores in vivo, las caracteristicas de crecimiento de cada una de las
lineas celulares son propias a cada una de ellas y no necesariamente son un reflejo del

comportamiento del tumor.

Cuando se comparé la sintesis de proteina durante la proliferacién entre los dos
tipos de cultivos, se observé que a pesar de producirse la misma cantidad de proteina, las
células mantenidas en cultivos 3D disminuyeron su tasa de proliferacion. Estos resultados
sugiricron que a pesar de disminuirse la tasa de division, las células continuaron
produciendo grandes cantidades de proteinas, algunas de las cuales tal vez funcionen
durante 1a comunicacion o unién celular, 0 como proteinas de secrecion, desintoxicacion,
ete.

El analisis de las proteinas sintetizadas por los diferentes tipos de cultivo, mostrd
una gran diferencia en la cantidad y tipo de proteinas. A pesar de que se desconoce si existe
una expresion preferencial para proteinas, inducida por el tipo de cultivo (p.ej. proteinas de
membrana), se tienen evidencias de que en otros sistemas de cultivo 3D, se presentan
cambios en E-caderinas, a-cateninas y B-cateninas (las cuales interactian durante la unién

21,54

célula-célula) y cambios en las proteinas que forman la matriz. Al parecer, la expresion

de estas proteinas de unién son necesarias para la estabilidad de las microesférulas. Sin
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embargo, cabe fa posibilidad de que otras proteinas con funciones diferentes también sean

producidas.

Una vez conocida la velocidad de crecimiento celular y los cambios en la
morfologia dados por el cultivo 3D, se realizaron ensayos de citotoxicidad para determinar
el grado de resistencia de las microesférulas a los diferentes firmacos. Los resultados
mostraron que en ambas lineas celulares en cultivo 3D se incrementd enormemente la
resistencia. Se observaron incrementos de mds de 100-500 veces en el ICsg en comparacién
con los cultivos 2D. Los cambios en fa velocidad de proliferacién de los cultivas 3D y por
lo tanto en el ciclo celular, fueron interesantes, pero muy probablemente, solo en parte son

responsables de la alta resistencia observada,

En tumores in vivo, una explicacion frecuente para el bajo o nulo efecte de la
quimioterapia lo constituye el tamaifio del tumor. Asi, en tumores de mas de | cm de
didmetro, la posibilidad de que el firmaco llegue a las capas mas internas es baja y su
actividad esta en relacién directa con el tamaiio del tumor. En el presente estudio, una
posibilidad para explicar ¢l aumento en la resistencia hacia los farmacos lo constituyé el
nimero de células que formaron las microesférulas, asi como la compactacion entre ellas.
El analisis histolégico de los cultivos 3D, evidencid que ninguna de las dos posibilidades
fue correcta, ya que INER-37 presenté una gran compactacion celular, pero el nimero de
capas celulares no llegd a ser mayor de 10. Por el contrario, en INER-51.0 la compactacion
fue menor, con grandes espacios entre los racimos celulares formados solo por unas cuantas
capas de células, que permitieron la libre comunicacién intercelular. A través de estos
espacios, los nutrientes pueden llegar a las células mas intemas de la microesférula y por
consiguiente también lo hacen los firmacos. Dos observaciones corroboraron esta hipotesis:
1) en los experimentos de proliferacion con MTT, el sustrato una vez metabotizado tifié de
color azul intenso todas tas células de la microesférula, la cual pudo ser observada sin
ayuda del microscopio invertido y 2} experimentos de captacion de DXR mostraron bajo el
microscopio de epifluorescencia, que este firmaco fue captado por todas las células del

cultive 3D {datos no mostrados).
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Cuando ios genes de multiresistencia fueron analizados, se evidenciaron cambios en
la expresion para varios de cllos. Se encontré que en el caso de INER-37 la expresion de
Tapo Iic no fue modificada a pesar de que este gen y su producto son regulados a través del
ciclo celular. En el caso de Topo 1B, se observd un aumento en la expresion del transcrito
en los cuitivos 3D para ambos tipos de células.

A diferencia de Topo ila, la mayoria de las evidencias muestran que la expresion de
Topo 1iB no es regulada a nivel del ciclo celular.”®* Sin embargo, £n nuestro modelo el
aumento en la expresién de topo I} en ambas lineas celulares sugiere alguna dependencia
del ciclo. En sistemas de cultivo 2D, los cambios en la expresion de las topoisomerasas Il
durante el ciclo celular son conocidos, asi en células ALL-C los niveles de Topo o
correlacionan con €l porcentaje de células en las fases S y G/M, mientras que la expresion
de Topo IIP parece variar en relacion con las células en fase G, . Sin embargo, nuestros
resultados son mas parecidos a los reportados por, Drake y col.*® quienes en cultivo 3D
encontraron un aumento en los niveles de Topo I y una disminucion en los niveles de
Topo Ila., ambos asociados con un estado de quiescencia. En nuestro caso, la disminucion
de la protiferacién en 3D también sugiere que parte de las células en la microesférula entran
en un estado de quiesencia, no obstante, el aumento en el transcrito de Topo IIf v
probablemente su producto, no explica ia falta de actividad de los farmacos que actian
como inhibidores de estas enzimas.

La falta de expresion de Topo Ilct en INER-51.0 podria explicar en parte el aumento
en la resistencia a farmacos, pero no lo haria en ¢l caso de INER-37. En esta tltima linea
celular, se han encontrado alteraciones en la localizacién de Topo Ilo. (citoplasmica), por lo
que es posible que también esté afectada su regulacion.’ Por el contrario, el aumento para
Topo IIP en los cultivos 3D podria substituir parte de las funciones perdidas de Topo [oc en
INER-51.0, pero este aumento también se traducirda en un mayor nimero de sitios blanco
para la unién del firmaco y una mayor posibilidad de muerte celular.

Cabe seialar, gue la transiocacién de las topoisomerasas hacia el nicleo (para que
lleven a cabo su funcién), depende de modificaciones postraduccionales (fosforilacion,
acetilacion, etc.), mismas que también dependen de las fases del ciclo v en este sentido se
desconoce si existen cambios que modifiquen la sensibilidad de estas enzimas a los

. 9 .33
fairmacos. %3
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Al estudiar la expresion de los genes que codifican para las proteinas de
desintoxicacién (MDR-1 y MRP) se observé un aumento en la expresion de ambos
transcritos para INER-37 en cultivos 3D. En INER-51.0, ¢l fenémeno fue compleiamente
diferente, ya que no se encontraron modificaciones en la cantidad de transcrito para MDR-
1, mientras que MRP no fue expresado en ningin tipo de cultivo. El aumento en la cantidad
de MDR-1 y MRP en INER-37 podria estar relacionado con los cambios producidos por las
interacciones celulares al formarse las microesférulas, pero existe también la posibilidad de
que obedezcan 2 sefiales producidas durante la alteracién del ciclo celular. Es posible que la
formacién de las microesférulas provoque la activacion de proteinas de estrés, tales como
HSP-70 y otras como p53. Ambas proteinas actian como reguladores positivos de
transcripcién de MDR-1. Sin embargo, lo contrario pasa con MRP, ya que este gen es
negativamente regulado a nivel transcripcional por p53.° Si 1a regulacion de MDR-1 en
INER-37 se presenta por una mayor actividad de P53, esto explicaria en parte el aumento en
el transcrito de p53 en los cultivos 3D. De igual manera, la baja expresion de p53 en INER-
51.0 explicaria sdlo en parte la falta de regulacién de la expresién de MDR-1.

Se sabe que la gran mayoria de los tumores presentan mutaciones en p53, las cuales
se distribuyen a lo largo de varios exones.'™® En el caso de INER-37, la proteina p53 fuc
identificada por medio de inmunchistoquimica con anticuerpos que reconocen p33 muiado.
A pesar de que no existen evidencias de que p53 mutado regule positivamente a MRP, esta
posibilidad no puede ser descartada, pero el papel real que descmpeiia p53 en la rzgulacion
génica de INER-37 es dificil de explicar.

En lineas celulares resistentes a drogas, se ha asociado la presencia de p53 con una
disminucidn en la sensibilidad a firmacos.”**"*® Ep este ¢aso, esta ascciacion sdlo es

posible en INER-37 pero no en INER-51.0.

En INER-37. el aumento en la expresion de los transcritos de MDR- | v MRP podria
explicar el aumento en la resistencia de estas células, pero en INER-51.0 la expresion de
MDR-1 en cultivo 2D y alta sensibilidad a firmacos, sugiere una afteracion en la funciéh de
la proteina. Es posible entonces, que en INER-51.0 la gp-P no este activa, ya sea por una

localizacién celular diferente o bien por que requiera una modificacién postraduccional.
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Se ha reportado que fa gp-P puede ser localizada en compartimentos diferentes a la
membrana plasmatica, tales como el complejo del Golgi.*®* Por el momento se desconoce
el mecanismo por el cual la gp-P se encuentra en un compartimento subcelular distinto y el
impacto en la resistencia a firmacos. Si en INER-51.0 este fuera el €aso, pareceria que gp-
P no tiene una funcién muy relevante en el mecanismo de resistencia, pero ésto cambia
cuando son cultivadas en forma de microesférulas. El comportamiento atipico de gp-P en
los diferentes cultivos no es particular de este tipo de modelos, ya que existen varias
cbservaciones en los que la presencia o ausencia de gp-P en tumores solidos (p.ej. Ca.

mama) no se relaciona con un fenotipo de multiresistencia,

Varios de los mecanismos que confieren resistencia a firmacos parccen estar
intimamente relacionados. Uno de los mas conocidos es la interaccién entre las enzimas
GST y la proteina MRP.®' Las GST pueden alterar quimicamente varios tipos de firmacos,
para servir como substratos a MRP y ser expulsados de la célula, Este mecanismo parece
estar relacionado con la actividad propia de desintoxicacion y secrecidn de sustancias
toxicas en varios tipos de tejido tumoral (adenoma de pulmén) y normal (higado, mama,
rifién, vejiga, colon).*62

En las células H69/DX, la resistencia a DXR parece estar asociada a un incremento
de 10 veces en la concentracion de GST-n y a un incremento en el transporte de los

conjugados de glutatién (GS-X) a través de la bomba de membrana MRP/GS-X, 456!

En el caso de INER-37 la coexpresion de GST-p y MRP parece ayudar al aumento
en la resistencia a DXR y tal vez a CCDP y Melfalan (estos dos Dltimos ain no estudiados).
Sin embargo, dado que atin se desconoce mucho sobre la interaceion de estos dos sistemas
y debido a que sélo se analizé la expresion de GST-u, es posible que en cultivo 3D también
se activen algunos otros miembros de la familia GST, lo cual preduzca un mayor numero de
compuestos conjugados con glutatién, mismos que serdn eliminados a través de MRP,

El tamafio de la esférula también parece influir en las concentraciones de glutation
(GSH). Romero y cols.%® encontraron que la concentracion de GSH fue dependiente del
tamano de la esfera, la actividad de proliferacion y el ciclo celular. En INER-37 e INER-

51.0, tas concentraciones de GSH alin no han sido evaluadas.
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La sobreexpresion de Bcl-2 o Bel-xl puede incrementar la resistencia relativa a
agentes anticancerosos.* En este trabajo, €l andlisis de la expresion de Bel-2 en las lineas
celulares resulta dificil de interpretar, por lo cual es necesario llevar a cabo un analisis mas

profundo y estudiar otros miembros de la familia de Bel-2.

Debido a que los procesos celulares inducidos por el cultivo 3D son sumamente
complejos, no es posible explicar el aumento en la resistencia maltiple como el resultado de
un solo mecanismo y si como la suma de varios mecanismos interrelacionados.

De esta manera, la inhibicién del ciclo celular o estado de quiescencia solo explica
en parte el aumento de la resistencia a los farmacos que tiene actividad sobre una fase
especifica del ciclo celular. Probablemente, la interaccién estrecha entre las células en
cultivo 3D, activa las cascadas de transduccién de sefiales que a través de cinasas provocan
la activacion de diferentes rutas bioquimicas de desintoxicacién, tales como la actividad de
GST, DHFR, HPRT y la activacién de bombas (gp-P y MRP). Inoue® reportd que los
cambios en la resistencia a firmaces en cultivos 3D pueden asociarse con varios
parametros, como: contactos intercelulares, heterogeneidad en la cinética celular, hipoxia
cronica, y malnutricion en las células en el centro de la microesférula. En nuestro modelo,
los cultivos 3D produjeron un aumento de la poblacién de células en fase G, (datos no
mostrados) sin que al parecer se presentara una falta de nutrientes o elevacién en el pH. Por
otra parte, el anilisis en la expresion de genes de multiresistencia mostré cambios
importantes. Rak y cols®, también observaron que la expresion de c-H-ras y posiblemente
su funcion puede ser significantemente alterada. Sin embargo, es importante seiialar que en
conjunto, los cambios en la expresién de genes de multiresistencia no ayudan a explicar el
aumenta en ia resistencia a firmacos en las dos lineas celulares. Asi, Ia existencia de un
mecanismo {inico que confiere resistencia en los cultivos 3D, no parece ser posible por ¢l
momento, por lo que cada célula parece desarrollar diferentes mecanismos que unidos le

permiten resistir la actividad citotéxica de los firmacos,

El modelo de crecimiento de tumores a través de microesférulas resulta importante

parta comprender los procesos celulares que se llevan a cabo cuando existe un intimo
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contacto entre las células y se acerca mucho a los eventos que suceden durante las primeras
fases de crecimiento avascular de los tumores. Ademis, este lipo de modelo permite
conocer mas sobre los mecanismos que gobiernan la proliferacion celular, la velocidad con
la que las células transitan por el ciclo y los cambios necesarios para que éstas puedan
sobrevivir como una masa tumoral. Por otra parte, ¢l estudio de la actividad de firmacos en
cultivos 3D, da la pauta para iniciar nuevas investigaciones y el desarrollo de compuestos
con mayor actividad citotoxica, que no sean contrarrestados por los mecanismos de
rultiresistencia. Este  conocimiento permitira dar una alternativa al arsenal
quimioterapéutico utilizado en la lucha contra el cancer, que por el momento es la

enfermedad responsable de un gran niimero de muertes en todo el mundo.
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El estado de quiescencia celular es uno de los mecanismos celulares importantes para

conferir el fenotipo de resistencia.

El cambio en los patrones de crecimiento celular provoca que se dé una regulacion
geénica diferencial que puede estar directamente relacionada con el fendmeno de
resistencia miltiple,

El fenotipo de resistencia a multiples drogas no depende de un proceso o cambio tnico,
la complejidad de los procesos celulares se asocia con una cantidad de eventos que dan
como resultado este fenotipo.

Es posible que dos células con caracteristicas diferentes converjan e€n un mismo
fendémeno, en este case mediante procesos diferentes, las lineas INER-37 e INER-51.0
presentan resistencia a miltiples drogas.

El modelo de cultivo tridimensional si proporciona un acercamiento hacia el

comportamiento in vive de los tumores.
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ADN:
ARA-C:
ARN:
ASF
CCNP:
cce:
CPT:
Cultivos 2D;
Cultivos 3D:
DXR:
5FU;
GHS:
gp-P:
GST:

ICsy
MRP:
MTT:
MTX:

RT-PCR:
Topo Hex:
Topo 113:
VM-26:
VP-16:

Acido desoxirribonucleico

Arabindcido de citosina.
Acido ribonucleico

Amortiguador salino de Fosfatos
Carcinoma de Células No Pequefias.
Carcinoma de Células Pequefias.
Camptotepcina

Cultivos en monocapa

Cultivos tridimensionales.
Doxorubicina

5-fluorouracilo

Glutation

Glicoproteina-P

Transferasa-S de Glutation

Indice de citotoxicidad media.
Proteina de Resistencia Multiple
3-{4,5-dimetiltiazol-2-yi]-2,5-bromuro de difenil-tetrazolium.
Metotrexato

Transcripcion inversa-Reaccion en cadena de la polimerasa.
Topoisomerasa Il

Topoisomerasa [

Tenipdsido

Etopésido
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a) Solucion salina de fosfatos (ASF).

NaCi SmM
KCt 2mM
Na;HPOy4 1.5mM
KH3PO4 2.4mM
H20 IL

b) Amortiguador salino de Tris (TBS)

NaCi 58mMg
KCl 74.57mM
Tris 25mM pH74

¢)Amortiguador Tris-borato (TBE)
Tris borato 0.1M pHS3
EDTA 2ZmM

d)Amortiguador de PCR

MsCly i.5mM
(NH4)2504 20mM
Tris-HCI 5mM  pH9.0
Tween 0.1%

¢) Detergente RIPA

Tris*Cl 50mM  pH 7.5
NaCl 150mM
Nonide P-40 1%
Desoxicolato de sodio 0.5%

SDS 0.1%

f)Amortiguador de lisis (Tritén X 100)

Tris*Cl 50mM pH &
NaCl 50nM

PMSF 100pg/ml
Tritén X100 1%
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