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I. ABREVIATURAS

ABC	 Casette de unión a ATP

CKII	 Cinasa de caseína II

gp-P	 Glicoproteína-P

HRP	 Peroxidasa de rábano

ICB	 Cajas invertidas CCAAT

ICE	 Elementos invertidos CCAAT

MDR	 Resistencia múltiple a fármacos

mdr-1	 Gen de mdr-1

MRP	 Proteína relacionada a la multiresistencia 

LRP	 Proteína de resistencia en pulmón

BCRP	 Proteína de resistencia en cáncer de mama

MTT	 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide

CPN	 Complejo del poro nuclear

PKC	 Cinasa de proteína C

RUN	 Regiones de Unión de Nucleótido

SEN	 Señal de Exportación Nuclear

SLN	 Señal de Localización Nuclear

Topoisomerasas	 Topos

Topoisomerasa II alfa	 Topo II alfa

Topoisomerasa II beta	 Topo II beta
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V. INTRODUCCIÓN

El cáncer es un conjunto de enfermedades que resulta de la acumulación de cambios 
genéticos y epigenéticos en las células, que conducen a la activación de oncogenes y la 
inactivación de genes supresores de tumores, y que favorecen la proliferación celular sin 
restricción. La transformación maligna relaciona alteraciones en la expresión de proteí-
nas con una subsecuente proliferación clonal de las células alteradas (1).  

	 El cáncer es la principal causa de muerte en el mundo.  La Organización 
Mundial de la Salud estima que 7.6 millones de persona murieron por cáncer en el 2005, 
y que 84 millones de personas morirán en los próximos diez años (2).  Más del 70% de 
las muertes por cáncer se presentan en países en desarrollo, donde la prevención, diag-
nóstico y tratamiento del cáncer están limitados o no existen.

	 A nivel mundial el cáncer de pulmón es responsable de 1.3 millones de muertes 
al año (3).  Es la causa más común de muerte en hombres y la segunda en mujeres (4,5). 

	 En México, el cáncer de pulmón es la primera causa de muerte entre los 
tumores malignos en la población en general (6).  Dentro de la mortalidad generada 
por tumores malignos, el cáncer de bronquios y pulmón representa el 1.4 % (Figura 1), 
afectando principalmente a la población de entre 35 y 64 años (6,7).

 

Figura 1. Porcentaje de mortalidad por tumores malignos. México, 2005. Dirección General de Epidemiología. 
	 Secretaria de Salud, 2007. 
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VI. RESISTENCIA MÚLTIPLE A FÁRMACOS

Uno de los principales problemas que se presenta en el tratamiento del cáncer es el fenó-
meno conocido como resistencia múltiple a fármacos o MDR (multidrug resistance). La 
resistencia múltiple a fármacos implica que las células tumorales desarrollen resistencia a 
la actividad de un amplio espectro de fármacos que no tienen relación estructural entre 
ellos y a los que no han sido previamente expuestos (8).

	 La resistencia a fármacos, independientemente de los mecanismos que la pro-
duzcan, puede ser innata o adquirida.  La resistencia innata es aquella que presenta un 
tumor sin contacto previo a los fármacos, mientras que la adquirida es la que aparece 
tras el contacto con uno o varios de ellos (9).  Existen dos características tumorales que 
parecen determinar la resistencia a la quimioterapia: la cinética de crecimiento y, en 
estrecha relación con esta, la aparición de mutaciones espontáneas.

VI.1 Cinética de crecimiento
La mayoría de los fármacos quimioterapéuticos actúan sobre las células en división, y cu-
anto menor sea la fracción de crecimiento, es decir, el porcentaje de células con actividad 
proliferativa, menor será el número de células presumiblemente sensibles al tratamiento.  
Por ello, las células que se encuentran fuera el ciclo celular, en la llamada fase Go, serán 
refractarias a la mayoría de los fármacos (10). Skipper et al (Revisado en 12),  hace varias 
décadas, demostró la influencia de la cinética de crecimiento tumoral en la respuesta a 
la quimioterapia, con sus estudios de la leucemia de ratones L210.  La leucemia L1210 
tiene una fracción de crecimiento del 100% y su población celular aumenta de forma 
exponencial. Los cálculos efectuados por Skipper et al,  tras la administración de qui-
mioterapia a los ratones leucémicos, demostraron que ésta eliminaba células leucémicas 
también de forma exponencial y que la probabilidad de curación dependía del volumen 
tumoral inicial. Las condiciones favorables de estos estudios, con ausencia de resistencia 
al tratamiento y una fracción de crecimiento del 100%, no suelen darse en los tumores 
sólidos. Los datos experimentales indican que los tumores sólidos crecen siguiendo un 
modelo en el que en las fases iniciales, cuando el volumen tumoral es pequeño, crecen 
exponencialmente como la leucemia L1210.  Posteriormente, el crecimiento se alenta 
también de forma exponencial, y aumenta el número de células en fase Go.  Una impor-
tante consecuencia de este tipo de crecimiento es que, en el momento del diagnóstico, 
la mayoría de los pacientes presenta tumores con una baja fracción de crecimiento y, por 
tanto, con baja sensibilidad a la mayoría de los quimioterapéuticos. 
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VI.2 Mutación espontánea
En 1979, Goldie y Coldman (Revisado en 11), aplicando conocimiento sobre las muta-
ciones espontáneas en algunas bacterias que las hacían resistentes a los virus bacteriófa-
gos, formularon una hipótesis matemática sobre la aparición espontánea de resistencia a 
la quimioterapia antineoplásica.  A través de cambios citogenéticos aleatorios, algunas 
células tumorales podrían mutar y volverse resistentes a ciertos fármacos, sin contacto 
previo con ellos. Esta capacidad de resistencia se podría transmitir a las células descen-
dientes, de tal forma que la población celular de un tumor en crecimiento no sería 
homogénea, y coexistirían clonas celulares sensibles y resistentes al tratamiento (12).  La 
hipótesis de Goldie y Coldman establece que la tasa de mutación depende de la inesta-
bilidad genética de cada tumor y que tal acontecimiento suele iniciarse antes de que sea 
clínicamente detectable.  El número de células resistentes en un tumor en el momento 
del diagnóstico se relacionará directamente con su tamaño y su tasa intrínseca de mu-
tación (12).  Muchos tumores, al ser tratados con quimioterapia, sigue aparentemente las 
reglas enunciadas por Goldie y Coldman, y Skipper y Simpson-Herren.

VI.3 Causas de la resistencia a la quimioterapia
No existe una definición claramente establecida sobre lo que se considera un tumor 
“resistente” en la clínica. Algunos autores (13) consideran apropiado emplear criterios de 
valoración de respuesta a la quimioterapia, como los de la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) (14), que consideran sensibles los tumores con respuesta completa y resis-
tentes o parcialmente resistentes los demás (15,16). Ante esta situación, se puede afirmar 
que la mayoría de los pacientes con cáncer de pulmón, como la mayoría de los pacientes 
con tumores sólidos, son resistentes a la actual quimioterapia. Dado que, hasta el mo-
mento, no se ha identificado ningún mecanismo que, por sí solo, confiera resistencia 
a todos los fármacos conocidos (9,17), es muy probable que esta resistencia sea de causa 
multifactorial.

	 Clasificar las múltiples causas que pueden originar resistencia a la quimiotera-
pia es difícil (9,17,18). El objetivo principal del tratamiento quimioterapéutico es conseguir 
la muerte de la célula tumoral. Para ello, es necesario conseguir que la mayor cantidad 
de fármaco activo posible llegue a su blanco molecular, en el interior de la célula.  Cu-
alquier circunstancia que se interponga o dificulte este objetivo puede ser causa de resis-
tencia. Tomando como base lo publicado por Lehnert, en 1996 (18), los factores causantes 
de la resistencia se podrían clasificar en extracelulares e intracelulares.  Ambos grupos 
no son completamente independientes y pueden influirse entre sí.  Tal es el caso del au-
mento de expresión de algunas proteínas relacionadas con la resistencia a fármacos que 
se produce en situación de hipoxia por mala vascularización tumoral. La mayor parte 
de la información sobre mecanismos de resistencia procede de estudios in vitro (17,19,20). 
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Aunque cada vez se publican más estudios en la clínica, éstos siguen siendo escasos en 
comparación con los puramente experimentales, por lo que la verdadera repercusión 
clínica de estos mecanismos está por determinarse (18,20).

VI.3.1 Factores extracelulares
Prácticamente todos los fármacos que se han visto afectados in vitro por algún mecanis-
mo de resistencia entran en la célula por difusión pasiva (14,15).  Por ello, cuanto mayor 
sea la concentración extracelular del fármaco, mayor será la cantidad que pasa al inte-
rior. Entre los factores que pueden alterar la concentración extracelular de un fármaco 
se encuentran la administración de una dosis insuficiente, la inactivación metabólica, 
la dificultad en acceder al tumor por una vascularización tumoral alterada, las barreras 
fisiológicas, como las existentes en el sistema nervioso central y los testículos, zonas 
conocidas como “santuarios” para la quimioterapia, y también la presencia en el tejido 
intersticial tumoral de sustancias como el colágeno, que dificultarán la difusión del fár-
maco (18).

VI.3.2 Factores Intracelulares
Con independencia de la cinética de crecimiento, ya sea por mutación espontánea o 
por exposición a los fármacos, la célula tumoral desarrollará una serie de mecanismos 
de defensa frente a la quimioterapia. Estos mecanismos de resistencia intracelulares son, 
posiblemente, la causa fundamental del fracaso del tratamiento.  Son múltiples y varia-
dos (23,24), y en general, no se trata de hechos aislados e independientes, sino que han 
de contemplarse como parte integrante de procesos mucho más complejos, como puede 
ser el fenómeno de la muerte celular programada o apoptosis (25).  Estos mecanismos se 
podrían dividir en aquellos en los que disminuyen la concentración del fármaco y las 
propias alteraciones del blanco molecular.
 

VI.3.2.1 Disminución de la concentración del fármaco al interior de la célula
La reducción en la acumulación intracelular de los fármacos es uno de los mecanismos 
más frecuentes de resistencia a los antineoplásicos.  Esto puede producirse por su expul-
sión a través de la membrana celular, por secuestros en vesículas citoplasmáticas, por va-
riaciones en el transporte entre núcleo y citoplasma o por alteración en el metabolismo 
intracelular del fármaco (18,26).
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VI.3.2.2 Expulsión a través de la membrana celular
La expulsión del fármaco fuera de la célula es, probablemente, el mecanismo de resis-
tencia más estudiado y, fundamentalmente, está relacionado con la actuación de de-
terminadas proteínas transportadoras (26,27,28).  Hasta la actualidad se han descubierto 
varias proteínas que actúan de esta manera: gp-P (glicoproteína-P), las proteínas MRP 
1-6 (Multidrug Resistance-associates Protein 1-5) y BCRP (Breast Cancer Resistance 
Protein).

VI.3.2.3 Secuestro en vesículas citoplasmáticas y/o por variaciones en el transporte 
entre núcleo y citoplasma
En líneas celulares resistentes a la doxorrubicina y el cisplastino (29), se han detectado 
cambios en la distribución intracelular de estos fármacos, por alteraciones en el trans-
porte nuclear y por secuestro intracelular en pseudovesículas citoplasmáticas.  Los me-
canismos causantes de esta distribución no son conocidos.  Es posible que otra proteína, 
denominada LRP (Lung Resistance Protein) esté implicada (30). Tampoco se descarta 
que otras proteínas, como gp-P o MRP, también puedan desempeñar un papel en el se-
cuestro vesicular de fármacos.

VI.3.2.4. Alteración en el metabolismo intracelular del fármaco
Una vez en el interior de la célula, los fármacos pueden ser inactivados por oxidación y/o 
conjugación con glutatión (GSH). Familias de isoenzimas, como las glutation-S-trans-
ferasas (GST), conjugan el glutatión con varios xenobióticos o fármacos, y desempeñan 
un importante papel en la detoxificación. La sobreexpresión de GST y el aumento del 
contenido celular de GSH se han asociado a la resistencia a un agente muy importante 
en el tratamiento del cáncer de pulmón: el cisplatino (31), y también las antraciclinas 
y alquilantes, como el melfalán, la ciclofosfamidas, el thiotepa o la carmustina (18).  La 
conjugación no es suficiente para que la célula expulse los fármacos, ya que el conju-
gado (GS-X) es más hidrófilo y no puede salir por difusión pasiva.  Para ellos, el GS-X 
necesita las llamadas bombas de GS-X (GS-X pumps).  Algunas proteínas transportado-
ras, como las MRP, pueden actuar como bombas de GS-X (32). Otra de estas proteínas, la 
gp-P, parece tener elementos reguladores comunes con la GST-  (33); se ha descrito un 
aumento de la expresión de ambas en tumores resistentes y en aquellos con baja activi-
dad proliferativa (34).
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VI.3.2.5 Alteraciones del blanco molecular
Las alteraciones de la topoisomerasa II son un ejemplo de cómo una variación en el 
blanco molecular de los fármacos puede ser causante de resistencia  múltiple a fármacos. 
La resistencia ligada a estas enzimas se ha estudiado ampliamente a escala experimental 
(35). Algunos autores la denominan resistencia atípica a múltiples fármacos (36), ya que 
consideran típica o clásica la relacionada con la proteína gp-P. Las topoisomerasas son 
enzimas muy importantes en el metabolismo del DNA. Entre otras funciones, rompen de 
forma controlada y posteriormente vuelven a unir las cadenas de nucleótidos24. Existen 
2 isoformas de la topoisomerasa II, llamadas alfa y beta(37). Estas isoformas presentan 
una regulación diferente, y sus propiedades y sus funciones también lo son. Los fármacos 
inhibidores de las topoisomerasas se unen de forma fija a ellas y al DNA, y estabilizan 
las roturas de éste. Al impedirse el restablecimiento de la integridad del DNA se inicia 
el proceso de la muerte celular (37). Las alteraciones cuantitativas o cualitativas de la 
enzima pueden alterar su sensibilidad a sus inhibidores, principalmente de la topo II alfa, 
dentro de las cuales se han descrito: disminución en la expresión del gen, mutaciones 
que afectan su actividad y localización alterada de la enzima intracelularmente (38,39). 
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VII. EL FENÓMENO DE LA RESISTENCIA MÚLTIPLE 
A FÁRMACOS

En la clínica la mayoría de los tumores sólidos, de forma innata o adquirida, terminan 
siendo resistentes a múltiples fármacos, con estructura y mecanismos de acción muy 
diferentes. En su descripción inicial, el fenómeno de resistencia múltiple a fármacos se 
relacionó con una proteína transportadora de la membrana celular llamada gp-P, pero 
posteriormente se descubrieron otros mecanismos causantes del fenotipo celular multir-
resistente, como los ligados a otras proteínas transportadoras, a sistemas detoxificantes, 
como el del glutatión (GSH) o a las alteraciones de las topo II alfa (17,18,20,22-24,40). 

VII.1 Proteínas relacionadas con la resistencia a múltiples fármacos (proteínas MDR)
La historia de las proteínas causantes de resistencia a múltiples fármacos o MDR-pro-
teínas, se inicia en 1973, cuando Dano (41) descubre la expulsión activa de daunomicina 
en células tumorales resistentes. Estas células habían sido expuestas únicamente a este 
fármaco, pero presentaban resistencia cruzada con la doxorrubicina y los alcaloides de 
la vinca. Posteriores estudios describieron el fenotipo celular resistente a múltiples fár-
macos o fenotipo MDR, que consistía en que células seleccionadas para resistencia, me-
diante la exposición a un único agente antineoplásico, desarrollaban resistencia a una 
amplia variedad de compuestos estructuralmente diferentes. En 1976, Juliano y Ling 
descubrieron una glicoproteína en la membrana plasmática de células multirresistentes 
que, por sus características, parecía una buena candidata a ser una bomba de expulsión 
(42). Pero fue en 1983, cuando Victor Ling y otros investigadores dieron a conocer que 
el aumento de la expresión de esa proteína de 170 kDa, llamada gp-P, estaba impli-
cado en la resistencia a múltiples fármacos en líneas celulares de mamíferos (43). Aunque 
los fármacos afectados por las MDR-proteínas presentan diferencias en su estructura y 
mecanismo de acción, tienen características comunes, como ser compuestos de origen 
natural, lipofílicos y con un peso molecular de entre 300 y 900 Da, que entran en la 
célula por difusión pasiva. Estas proteínas se encuentran presentes en numerosos tejidos 
normales del organismo humano y en los tumores que de ellos se derivan. El hecho de 
que muchos de estos tejidos tengan funciones secretoras-excretoras (riñón, hígado, epi-
telio digestivo y respiratorio) hace pensar que las MDR-proteínas podrían desempeñar 
funciones fisiológicas de protección ante toxinas exógenas (44,45). A escala experimental, 
las proteínas MDR producen resistencia fundamentalmente de 2 formas:
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–	 Actuando como “bombas de expulsión” y disminuyendo la acumulación intrace-
lular de varias sustancias, incluidos numerosos citostáticos (20,40). Ejemplos de ello son: 
gp-P, MRP 1-6 y BCRP, se localizan en la membrana celular y pertenecen a una familia 
de transportadores conocidos como transportadores ABC (ATP-binding casette). Los 
miembros de esta familia están implicados en el transporte activo de numerosas molécu-
las a través de la membrana celular.
–	 Alterando la distribución intracelular de algunos fármacos (46). Fundamentalmente 
se ha asociado a la LRP, aunque también la MRP y la gp-P. 

VII.2 Glicoproteína P (pg-P)
La resistencia ligada a gp-P, por ser ésta la primera proteína MDR descubierta, es el 
mecanismo de resistencia a múltiples fármacos estudiado más extensamente. Por ello, 
se conoce también como MDR clásica o típica (36). Al gen que codifica la gp-P se deno-
mina mdr-1, y se localiza en el cromosoma 7. La gp-P es una glicoproteína de membrana 
con un peso molecular de 170 kDa; por este motivo, se denomina también proteína 
P-170 (22)15. La gp-P actúa como una bomba de expulsión ATP-dependiente, y reduce 
la acumulación intracelular de varias sustancias. Se expresa normalmente en el colon, 
el intestino delgado, las suprarrenales, el riñón y el hígado, y se piensa que su función 
puede ser aumentar la excreción y limitar la absorción de elementos nocivos para el or-
ganismo. Se han detectado valores elevados de gp-P en el endotelio capilar del cerebro y 
los testículos, así como en la barrera placentaria (24), el músculo, el pulmón y el páncreas 
(47). La expresión de gp-P determina un fenotipo celular resistente a varios productos 
naturales, como antraciclinas, alcaloides de la vinca, epipodofilotoxinas y taxanos, en-
tre otros. También sirven de sustrato a la gp-P otros fármacos o compuestos exógenos, 
como los bloqueadores de los canales del calcio (verapamil), la digoxina, los opiáceos, 
los hidrocarbonos aromáticos, los complejos sintéticos, como el 99mTc-sestamibi, la 
rhodamina-123 o antivirales como los inhibidores de la proteasa (22,24). Se ha detectado 
la gp-P en varias neoplasias hematológicas y sólidas (48), y puede aparecer de novo o ser 
inducida por el tratamiento con quimioterapia, hormonoterapia (49) o radioterapia (50).

VII.3 MRP (Multidrug Resistance-associated Protein)
La MRP es, en realidad, una familia de varios transportadores celulares (32). Las MRP 
se localizan en la membrana plasmática, y forman parte, como la gp-P, de los trans-
portadores ABC, pero también en el retículo endoplasmático, de lo que se infiere que 
pueden actuar tanto en la expulsión de fármacos fuera de la célula como en el secuestro 
intracelular de éstas en las vesículas citoplasmáticas (24). Las MRP son capaces de trans-
portar aniones orgánicos y fármacos neutros, conjugados o no, con sustancias como el 
glutatión, los glucoronatos y los sulfatos. Se cree que algunos sistemas de expulsión de 
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conjugados de glutatión (GS-X pumps) pueden ser proteínas de la familia MRP (51); tal 
es el caso de las bombas GS-X que expulsan metotrexato (anión orgánico), que se han 
relacionado con MRP-1, MRP-2 y MRP-3 (52). Por este mismo sistema, también podrían 
estar relacionadas con la expulsión de toxinas naturales, sales de metales pesados, como 
el arsénico, y con la resistencia a pequeñas moléculas, como el cisplatino (15,16). 

MRP-1  
Ha sido la más estudiada del grupo. Es una proteína de 190 kDa codificada por el gen 
MRP1 que se localiza en el cromosoma 16. Fue descubierta por Cole et al a partir de una 
línea celular de cáncer de pulmón multirresistente (H69AR) que no expresaba gp-P (53). 
La mayoría de trabajos que hacen referencia a MRP, sin especificar su tipo, se refieren a 
MRP-1. Su espectro de resistencia es similar pero no idéntico al de gp-P, y la ciclosporina 
A no puede revertirla (54). El transporte de taxanos por MRP-1 es mucho menor que por 
gp-P, y su afinidad para aniones orgánicos es mucho mayor (32). Aunque algunos autores 
niegan su relación con la resistencia al cisplatino (32), otros sí la relacionan con la falta 
de respuesta a este fármaco(65). La distribución de MRP-1 en tejidos normales es bastante 
similar a la de gp-P (47), pero MRP-1 se expresa de forma más importante en el tejido 
pulmonar normal y, al contrario que la gp-P, se expresa poco en el riñón (53, 56) y nada 
en el hígado (32). También se encuentra en el tiroides y la próstata (47). Se han detectado 
valores elevados de MRP-1 en células mononucleares periféricas, macrófagos alveolares 
(59) y linfocitos infiltrantes de tumores (56). La MRP-1 es el mayor transportador de leu-
cotrieno C4 (60). Los leucotrienos son unos potentes mediadores proinflamatorios que 
aparecen en la fase tardía de la reactividad asmática (60). Esto y su detección, junto con la 
gp-P en el interior de las células dendríticas, hacen suponer que ambas desempeñan un 
papel importante en la respuesta inmune (34). La localización celular de MRP-1 difiere de 
la de la gp-P: mientras que ésta se localiza en la membrana apical del epitelio, la MRP-1 
lo hace en la membrana basolateral, por lo que se supone que expulsa sus sustratos a un 
compartimiento diferente que la gp-P, el intersticio. Esto puede significar un factor de 
protección importante, por ejemplo, para las células germinales en los túbulos testicu-
lares, o para prevenir la entrada de tóxicos en el líquido cefalorraquídeo a través de los 
plexos coroideos (32). 
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MRP-2 
Es la principal responsable del transporte de bilirrubina hacia los canalículos biliares, 
su defecto produce el llamado síndrome de Dubin-Johnson. En cultivos celulares, su 
espectro de resistencia es similar al de la MRP-1, pero con una importante diferencia: la 
MRP-2 induce resistencia al cisplatino al eliminarlo de la célula conjugado con glutatión 
(GSH), cosa nunca vista en células que expresan MRP-1. Junto con el clásico fármaco 
implicado en la MDR, también se ha detectado resistencia al irinotecán y la mitoxan-
trona (32). Al igual que para la MRP-1, la presencia de glutatión parece necesaria para la 
actuación de la Mrp2, ya sea mediante conjugación con ésta, como del cisplatino, o bien 
de forma no conjugada, como con las antraciclinas y los alcaloides de la vinca (32,61). 

MRP-3 
La función fisiológica de la MRP-3 no se conoce: se expresa en la membrana basolat-
eral de los hepatocitos y también en la corteza suprarrenal(32). Al igual que la MRP-1, 
parece conferir una fuerte resistencia a la doxorrubicina, en líneas celulares del cáncer 
de pulmón, y en menor grado también se relaciona con resistencia a la vincristina, el 
etopósido y el cisplatino (58), y con la exposición corta al metotrexato (32). Se cree que la 
MRP-3 y la MRP-1 (y en cambio no la MRP-2) pueden ser causa de resistencia a múlti-
ples fármacos en el cáncer de pulmón, y que particularmente la MRP-3 contribuye a la 
resistencia intrínseca del cáncer de pulmón de células no pequeñas a la quimioterapia 
(58,61). Se ha detectado la expresión significativa de MRP-3 en el tejido pulmonar normal 
y tumoral de pacientes tratados con cisplatino. También se ha encontrado un rápido 
aumento de la expresión en células mononucleares periféricas, en las primeras 24 h tras 
la administración de carboplatino, en pacientes con cáncer de pulmón sin tratamiento 
quimioterápico previo (62). 

MRP-4 
Su aumento se asocia a la resistencia a compuestos antivirales contra el VIH (PMEA 
o AZTMP); por esta resistencia a los análogos de los nucleótidos, se cree que puede 
desempeñar un papel en la resistencia a antineoplásicos como la 6-mercaptopurina o la 
tioguanina (32,61). No existen pruebas que confirmen la sospecha de la participación de 
estas proteínas en la resistencia a la quimioterapia de muchos tumores(65). Su función 
fisiológica es desconocida (31,61).
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MRP-5 
Esta proteína transporta conjugados de glutatión y parece, al igual que la MRP-4, ser una 
bomba de expulsión de nucleótidos. Se desconoce su función fisiológica (32,61). 

MRP-6 
Su fisiología y papel en resistencia son desconocidos. Se detectan valores elevados en el 
hígado y el riñón, y parece que suele expresarse junto con la MRP-1 (32,61).

VII.4 LRP (Lung Resistance-related Protein)
La LRP es una proteína de 110 kDa descubierta a partir de una línea celular de cáncer 
de pulmón con MDR no ligada a la gp-P70. El gen que la codifica se localiza en el cro-
mosoma 16, cercano al de la MRP-1 (63). La LRP aparece como un episodio precoz en la 
selección de células multirresistentes. En líneas celulares seleccionadas para resistencia 
a numerosos fármacos se demostró expresión de LRP cuando los valores de resistencia 
eran bajos. La expresión de LRP declinaba con valores mayores de resistencia, a la vez 
que aumentaba la expresión de gp-P (29). Se conoce también como MVP (major vault 
protein), porque constituye el componente proteínico mayor de unos organelos celula-
res llamados vaults (59). Los vaults son ribonucleoproteínas con una compleja estructura 
en forma de barril (64). Los vaults tienen una composición y una estructura casi idénticas 
en especies filogenéticamente tan alejadas como las amebas y los humanos, lo que parece 
indicar que su función es esencial para las células eucariotas. La mayoría de los vaults se 
encuentran en el citoplasma, probablemente en asociación con vesículas citoplasmáti-
cas, y una pequeña parte en la membrana nuclear, concretamente en los complejos del 
poro nuclear o NPC (nuclear pore complex) (65). Se dispone de pruebas de que los vaults 
son en realidad las unidades transportadoras de los NPC, y están implicados en el trans-
porte bidireccional entre el núcleo y el citoplasma de una gran variedad de sustratos (66). 
No se conoce exactamente cómo la LRP puede afectar a la quimioterapia, aunque se 
especula acerca de una probable regulación del transporte de fármacos entre el núcleo y 
el citoplasma, y entre éste y el interior de vesículas citoplasmáticas (64). La transferencia 
del gen de la LRP sola no es suficiente para conferir resistencia a fármacos, y es posible 
que para esto se necesite el vault completo. Se ha detectado LRP en el riñón, la glándula 
suprarrenal, el corazón, el músculo, el tiroides, la próstata, la médula ósea y los testículos 
(47,67). 

	 En los pulmones se expresa de forma más intensa en los macrófagos alveolares 
que en las células epiteliales. En tejidos tumorales, su expresión parece guardar una rel-
ación inversa con la quimiosensibilidad de éstos (68). La expresión de LRP se relaciona in 
vitro con un espectro de resistencia múltiple, que incluye fármacos de los considerados 
“clásicos” en MDR, y otras que no, como el melfalán y las sales de platino (69). La expre-
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sión de LRP parece aumentar en situaciones de hipoxia (19). Se ha demostrado, de forma 
clara, la implicación de LRP en la resistencia a la adriamicina, la vincristina, el VP-16 
y el taxol, y en el transporte de adriamicina, entre el núcleo y el citoplasma, en la línea 
celular de carcinoma de colon humano SW-620 (70). En líneas celulares no seleccionadas 
de cáncer de pulmón de células no pequeñas, se ha encontrado una correlación entre la 
LRP y la resistencia al cisplatino, y por mecanismos diferentes a otras formas de resis-
tencia a este fármaco, como pueden ser los sistemas de expulsión de conjugados con el 
glutatión (GS-X pumps). 

VII.5 BCRP (Breast Cancer Resistance Protein)
La BCRP es la proteína MDR de descubrimiento más reciente; se aisló en líneas ce-
lulares multirresistentes seleccionadas por exposición a la mitoxantrona. También se 
denomina MXP, ABCP o ABCG2 (71-73). La BCRP es un “medio-transportador” ABC, 
que necesita estar en forma de dímero o multímero para trasladar sustratos de forma efi-
ciente a través de la membrana celular. Su expresión confiere una elevada resistencia a 
las antraciclinas (mitoxantrona, daunorrubicina, doxorrubicina) y a los inhibidores de 
la topo I; de hecho, es un eficiente transportador de topotecán, pero no parece afectar a 
los taxanos, a los alcaloides de la vinca ni al cisplatino (74,75). La BCRP presenta una baja 
expresión en el tejido pulmonar, y se localiza fundamentalmente en la capa epitelial, las 
glándulas seromucinosas y el endotelio capilar (40). Se ha detectado expresión de BCRP 
en leucemias agudas (76) y en algunos tumores sólidos, como el cáncer de pulmón (77). Se 
dispone de muy pocos datos sobre el significado clínico de esta nueva proteína MDR. 
Por inmunohistoquímica, la BCRP está presente en vasos y en el epitelio mamario nor-
mal, pero no en las células tumorales de pacientes con neoplasia de mama, y sin diferen-
cias de expresión entre las pacientes expuestas o no a las antraciclinas. Por métodos más 
sensibles, como la RT-PCR, la expresión fue muy variable y sin relación con la respuesta 
ni la supervivencia (78).



- 24 -

Importancia de la Topo II Alfa Citoplásmica en cáncer de Pulmón

VIII. RESISTENCIA MEDIADA POR TOPOISOMERASAS II

VIII.1 Topoisomerasas
Las topoisomerasas (topos) son enzimas esenciales para el metabolismo del DNA, en 
donde ellas ajustan el superenrrollamiento del DNA, una clave crucial para los procesos 
celulares de transcripción y duplicación.  Su mecanismo catalítico crea muescas  (tipo 
I) o cortes (tipo II) transitorios en el DNA de doble cadena, permitiendo con esto que 
el DNA se convierta en isomeros topológicos.  Los humanos poseen dos tipos de topos, 
sin embargo ambos tipos utilizan un mecanismo enzimático diferente. Tanto las topos 
del tipo I como del tipo II han sido identificadas como importantes blancos clínicos 
para varios fármacos quimioterapéuticos y estos son componentes centrales en algunos 
regímenes terapéuticos.

VIII.2 Topoisomerasas  tipo I (topo I)
Las células de mamífero tienen una topoisomerasa tipo I (topo I), una proteína mono-
mérica de 100 kDa que es capaz de relajar positivamente y negativamente los su-
perenrrollamientos del DNA sin la presencia de energía(79). La topo I se expresa en 
las células en un nivel constante, no importando la fase del ciclo celular (80). Dado el 
papel que tiene esa proteína como reguladora, la actividad de esta enzima es sensible a 
modificaciones post-traduccionales. Reportes por separado han descrito que existe una 
reducción o una estimulación de la actividad in vitro cuando la topo I es fosforilada 
por una tirosina proteína cinasa y por la casein cinasa II respectivamente (81,82).  La 
poli(ADP)ribosilación de la topo I ha mostrado una disminución de la actividad de la 
enzima.  La enzima funciona vía un intermediario covalente, denominado “complejo de 
corte”, en donde la enzima se ha unido de manera fuerte a una de las hebras del DNA 
en el esqueleto de fosfato por el ataque nucleofílico de un residuo de tirosina (Tyr 723), 
formando un enlace covalente en el extremo 3’ del hueco y deja libre el grupo hidroxilo 
del extremo 5’ (83). 

	 La estructura cristalográfica de la topo I eucarionte unida a un oligonucleotido 
se definio recientemente, permitiendo con este modelo establecer el mecanismo de acción 
de la enzima (Figura 2). 
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VIII.3 Topoisomerasas tipo II (topos II)
Las células de mamíferos tienen dos isoformas de topoisomerasas tipo II (topo II). La 
isoforma alfa y la beta, ambas son dependientes de ATP.  La topo II alfa es una enzima 
ubicua en todos los tipos celulares, en donde es esencial para el desenrrollamiento de 
las cadenas de DNA entrelazadas que se presentan durante los procesos de duplicación 
y para la relajación del DNA durante la transcripción, mientras que la topo II beta no 
es esencial y su papel esta muy poco definido (84). Las topo II tienen la función de hacer 
un doble corte en una doble cadena de DNA y pasar otra doble cadena de DNA por 
este corte y después religar el sitio donde se hizo el corte (Figura 2). La topo II alfa ac-
túa como un homodímero, con tres regiones catalíticas en cada subunidad. De forma 
análoga a la topo I, la topo II usa dos residuos de tirosina, uno en cada monómero, para 
llevar a cabo el corte en la doble cadena de DNA y  formar el complejo de corte.  Sin 
embargo, a diferencia de la topo I, los residuos de tirosina se unen al extremo 5’ del corte, 
dejando libre el grupo hidroxilo del extremo 3’ (84). 

 
Figura 2. Diagrama esquemático de la acción de las topos. Las topo I crea un hueco o muesca en una de las hebras  
	 de DNA (1). El DNA puede ser desenrollado al girar alrededor del enlace fosfodiester restante y  
	 remover de esta forma los superenrrollamientos (2). La enzima religa los rompimientos para restaurar la  
	 integridad del DNA (3). Las topo II pasan una hebra de DNA a través de un corte en otra hebra.  
	 Inicialmente la enzima crea un corte de cuatro pares de bases en la doble cadena en la hebra A (4).  
	 Las dos mitades de la hebra A se apartan y la hebra B pasa a través de este corte (5). La enzima religa el  
	 corte en la doble de la hebra A (6). 
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VIII.4 Topoisomerasa II alfa

VIII.4.1 Gen de topo II alfa 
El gen de la topo II alfa ha sido clonado y secuenciado de varios organismos eucariontes 
como levaduras, Drosophila, rata, ratón, hámster y en humano. En las células huma-
nas, se ha identificado al gen de la topo II alfa (85). Este gen se localiza en el cromosoma 
17q21-22 y contiene 35 exones distribuidos en 30 kb (86). El gen de topo II alfa transcribe 
un RNA mensajero de 4593 nucleótidos, el cual produce una proteína de 1,531 aminoá-
cidos con un peso molecular de 170 kDa (86)(Figura 3).

Figura 3. Gen y proteína de topo II alfa.  El gen de topo II alfa consta de 35 exones y su tamaño es de 30 kb  
	 (Arriba). La proteína de topo II alfa se divide en tres dominios: de ATPasa, Corte/Reunión del DNA  
	 y de localización, su tamaño es de 1,531 aa dando un peso de 170 kDa (Abajo).
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VIII.4.2 Regulación de la expresión del gen de topoisomerasa II alfa
La expresión de la topo II alfa se encuentra íntimamente relacionada con la progresión 
del ciclo celular. Los niveles de esta enzima aumentan durante los periodos de creci-
miento celular.  Esta isoforma esta asociada con los cromosomas durante la mitósis (87, 

88-91) y es la responsable de llevar a cabo el papel de las topo II durante la replicación 
del DNA y en la mitósis (88,90,91-94,95).  En contraste, la expresión de la isoforma beta es 
independiente del estadio de proliferación, por lo que permanece sin cambios su expre-
sión durante el ciclo celular,  y la enzima se disocia de los cromosomas durante la mitósis 
(87,88,94,96). Mientras que las células pueden sobrevivir sin la presencia de la topo II beta, 
esta isoforma no puede compensar la pérdida de la topo II alfa (96,97,98).  

	 La expresión de la topo II alfa se enciende cuando la célula progresa de la fase 
G1 a la fase S, con un nivel máximo de expresión en G2/M.  Esta fluctuación se atribuye 
a la variación de los niveles de mRNA, que tienen un pico de concentración en la fase 
S tardía y G2/M, y que aumentan considerablemente con respecto a la fase G1(99).  Estas 
fluctuaciones en la concentración de la topo II alfa se deben principalmente a que la 
célula necesita de la actividad de esta enzima para poder disgregar a las cromátidas her-
manas, así como los diferentes problemas topológicos que se han generado en el DNA 
después de su replicación en la fase S.  Después de la mitósis la mayor parte de la topo II 
alfa es degradada y de esta manera su actividad se ve disminuida (99).

	 La secuencia del extremo 5´ del gen de topo II alfa en humanos ha sido ais-
lada y analizada, así como también la actividad basal del promotor (100). Los elementos 
reguladores más importantes en el promotor de topo II alfa se muestran en la figura 4.

	 El promotor de la topo II alfa humana tiene cinco cajas CCAAT funciona-
les (ICB1-5) y dos cajas GC (101).  Las cajas CCAAT están delimitadas por al menos 
un elemento funcional importante del promotor. En el caso del promotor de la topo II 
alfa humana, las cajas ICB1 e ICB5 son delimitadas por GC1 y GC2 respectivamente.  
Las cajas GC son los elementos más frecuentes en los promotores y tienden a estar 
presentes en múltiples copias. En los promotores donde están presentes múltiples cajas 
GC, es común que cada una de estas cajas tenga una función diferente, de acuerdos a 
su posición con respecto al punto de inicio de la transcripción y otros elementos que se 
encuentren cercanos.

	 En el promotor de la topo II alfa, GC1 esta contenido en el promotor mínimo (101), 
mientras que GC2 se encuentra distal a esta región.  Las mutaciones en GC1 han 
mostrado que no hay una disminución en la actividad del promotor de la topo II alfa, 
sin embargo en células resistentes una mutación en GC1 ha mostrado que aumenta la 
actividad del promotor (94).
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	 Aunque algunos promotores tienen múltiples cajas GC, se ha demostrado 
que un solo sitio de unión a Sp1 es suficiente para estimular la actividad del promotor 
(102).  Sp1 se conoce comúnmente como una activador transcripcional y también se ha 
mostrado que es capaz de regular positivamente la transcripción en una gran variedad 
de promotores incluido el de topo II alfa (103).  La activación de la transcripción mediada 
por Sp1 depende de tres estructuras de dedos de zinc responsables de la unión al DNA y 
al menos de uno de las dos regiones ricas en Q (o motivos de activación) que son reque-
ridas por las interacciones proteína/proteína y la transactivación (104).

	 También se encuentran elementos CCAAT en una orientación invertida, 
denominados ICBs ( “Inverted CCAAT Box” ), numeradas del 1 al 5 a partir del sitio de 
inicio de la transcripción (101,105).  Estos factores están relacionados con la regulación de 
la expresión del gen de topo II alfa (105-107).  El ICB1 esta relacionado con la represión en 
la fase G1 del ciclo celular, mismo papel que desempeña la ICB2, aunque este se da en 
condiciones de confluencia celular(108).  Para ICB3, por ejemplo, existen reportes que se 
contraponen ya que algunos señalan que su papel es regular negativamente y otros que 
es lo contrario, es decir, positivamente. En ICB4 e ICB5 se ha señalado que son factores 
importantes que aumentan la transcripción del gen de topo II alfa.

	 Existen además factores que están relacionados en la regulación del gen de 
topo II alfa, uno de estos es el NF-Y, mismo que se une a los elementos ICB´s (107,109). 

 
Figura 4.  Esquema de la región del promotor del gen de topo II alfa en humanos (TOP2A). En la figura se  
	 muestran los diferentes reguladores: cajas ricas en GC (GC1 y GC2), elementos ICEs (1-5), Sp1, ras  
	 y myb, p53, así como Myc y Max.  



- 29 -

Importancia de la Topo II Alfa Citoplásmica en cáncer de Pulmón

	 Para el oncogén c-myb también se ha demostrado que actúa como transacti-
vador del gen de topo II alfa en células de leucemia humana (94,111).

	 Uno de los factores más importantes de regulación transcripcional del pro-
motor de topo II alfa es p53 (114). La proteína p53 es importante en la regulación del ciclo 
celular y para el mantenimiento de la estabilidad genómica, por lo que la regulación pre-
cisa de los niveles de expresión del gen de topo II alfa por p53, es uno de varios factores 
que aumentan la estabilidad genómica. 

	 La proteína ICBP90 también se relaciona con la regulación del gen de topo 
II alfa (112). Tomando en cuenta que NF-Y puede tener un efecto inhibitorio y que los 
elementos ICB´s pueden tener un papel de activación, el desplazamiento de NF-Y por 
ICBP90 puede contribuir al aumento de la expresión del gen de topo II alfa por varios 
mecanismos (113). De manera interesante se ha observado que ICB90 y Rb se asocian en 
un mismo complejo proteico, sugiriendo con esto que ICBP90 puede estar relacionada 
en la regulación de la transición de la fase G1 a S (113,115). 

	 La regulación de la expresión del gen de topo II alfa por varios elementos 
muestra la importancia que tiene en la vida de la célula.  La alteración en la expresión de 
la topo II alfa se ha correlacionado con la respuesta a la quimioterapia en líneas celulares 
y tumores, en donde altos niveles de expresión confieren una sensibilidad a los fármacos, 
mientras que bajos niveles confieren resistencia (116-119).

VIII.4.3 La proteína de topo II alfa
El producto de este gen se estructura como un homodímero (Figura 5). Cada subunidad 
contiene tres dominios funcionales: el dominio NH2-proximal que corresponde aproxi-
madamente a los primeros 450 aminoácidos y contiene tres motivos conservados de 
unión a nucleótidos (NBM: Nucleotide-Binding Motifs); el dominio central que com-
prende alrededor de 750 aminoácidos y contiene el residuo de tirosina (Tyr804)  donde 
la proteína une al DNA de forma covalente(120). Una región de dedos de leucina que es 
importante para la interacción proteína-proteína también se encuentra en esta región de 
la topo II alfa (120). El dominio COOH-terminal que son aproximadamente 331 aminoá-
cidos y contiene dos sitios de señales de localización nuclear (SLN) (121) y dos de expor-
tación nuclear (SEN)(122,123,124). También es conocido que la región carboxilo de la topo 
II alfa no es esencial para la actividad catalítica de esta enzima (125,126). Sin embargo en 
esta región se encuentran localizados los sitios de fosforilación de la enzima, y en varios 
reportes se ha mostrado que la fosforilación puede regular la actividad catalítica de esta 
enzima (Figura 5).
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Figura 5. Estructura de la proteína topo II alfa. A) Modelo tridimensional de la topo II alfa de levadura. Se observa  
	 el homodímero en su estructura cuaternaria. Los colores rojo, verde y azul, corresponden a las diferentes  
	 regiones de la enzima señaladas en B). B) La topo II alfa tiene tres dominios funcionales.  En el dominio  
	 de ATPasa se encuentran 3 aminoácidos denominanados NBM (Nucleotide Binding Motifs), en el  
	 domino central en donde se lleva a cabo corte y la religación de las hebras de DNA por la Tyr804, y por  
	 último el dominio COOH, en donde se encuentran las señales de localización nuclear (SLN)  y de  
	 exportación nuclear (SEN).
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VIII.4.4 Distribución Intracelular 
Existe una considerable diversidad de opiniones acerca de la localización intranuclear 
de la topo II alfa tanto en interfase como en mitosis.  En las células interfásicas, algunos 
reportes indican que la topo II alfa se encuentra en el nucleoplasma y en el nucleólo 
(127,128), mientras que otros sugieren que la topo II alfa no se encuentra en el nucléolo 
(129,130).  En la fase de mitosis, la topo II alfa se ha encontrado distribuida a lo largo de los 
brazos de los cromosomas (130,131) o concentrada en las estructuras axiales de los cromo-
somas mitóticos (132).  Además de su presencia en los brazos de los cromosomas, varios 
estudios mostraron que la topo II alfa se concentra en los centrómeros de los cromoso-
mas mitóticos (131-134).  La distribución a lo largo de los brazos de los cromosomas y de 
los centrómeros es consistente con el papel enzimático y/o estructural de la topo II alfa 
en la condensación de los cromosomas y en la segregación de los mismos (135),  es decir 
la topo II alfa esta ubicada en los sitios en donde será requerida para poder resolver los 
problemas topológicos del DNA, como en la segregación de las cromátidas hermanas 
durante la mitosis. 

VIII.4.5 Señales de localización nuclear en topo II alfa
Como en otras enzimas nucleares, la topo II alfa contiene SLN que la dirigen al nú-
cleo después de su síntesis en el citoplasma. Las SLN son típicamente pequeños agru-
pamientos de aminoácidos básicos, normalmente precedidos por un aminoácido básico 
o un residuo de prolina (39). Sin embargo, una SLN puede también consistir de agrupa-
mientos bipartitas de aminoácidos básicos separados por un región de aproximadamente 
diez aminoácidos, normalmente flanqueados por un aminoácidos neutro o ácido (39). La 
definición convencional de SLN bipartita es inadecuada para las secuencias en topo II 
alfa que se ha descrito en otras enzimas. Las dos señales de localización nuclear, que son 
bipartitas, se encuentran en la región COOH- terminal de la topo II alfa, una de ellas se 
encuentra localizada entre los aminoácidos 1454 y 1497 (SLN1454-1497) tiene un espa-
ciador de 21 aminoácidos entre los dos dominios básicos y es fuertemente funcional. La 
otra señal de localización se sitúa entre los aminoácidos 1259 y 1296 (SLN1249-1296), 
su funcionalidad es moderada y contiene múltiples SLN bipartitas potenciales que la 
sobrelapan y presentan un espaciador de 4 a 24 aminoácidos (28). Además, poco se sabe 
acerca de los mecanismos que regulan el transporte de la topo II alfa del citoplasma al 
núcleo.

	 La topo II alfa es traslocada al núcleo por la interacción de la SLN con la 
importina  la cual se une a la importina  y es dirigida al núcleo en donde el complejo 
se disocia después de interaccionar con Ran-GTP (124).
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VIII.4.6 Modificaciones postraduccionales
Algunos estudios han identificado sitios de fosforilación en la topo II alfa, principal-
mente en la región COOH-terminal. Consistente con la función fisiológica de topo 
II alfa, la fosforilación de varios residuos es regulada durante el ciclo celular (Figura 6) 
(136,137).  Aunque se ha demostrado que varias cinasas fosforilan a la topo II alfa, la cinasa 
de caseína II (CKII) ha sido mostrada como la cinasa que mayor interacción tiene con la 
proteína y que fosforila varios residuos, incluyendo Ser1342, Ser1367, Ser1469, y Ser1524 en la 
topo II alfa humana (138-145). Además de la CKII, se ha demostrado que la proteína cinasa 
C (PKC) fosforila la Ser29 

(136), y la p34/cdc2 fosforila los sitios Ser1212, Ser1246, Ser1353, 
Ser1360 y Ser1392 

(137) (Figura 6A). La identificación de la mayoría de estos sitios de fosfo-
rilación se basó en estudios in vitro utilizando cinasas purificadas.  Sin embargo, la fosfo-
rilación de estos sitios in vivo se confirmó por el análisis de fosfopéptidos generados por 
fosforilaciones in vivo e in vitro (136,137).  Aunque la CKII es capaz de regular la actividad 
de la topo II alfa en mamíferos, el mecanismo por el cual ocurre esto, parece estar rela-
cionado con la estabilización de la topo II alfa por la fosforilación (146,147). Por otro lado 
se ha sugerido que las fosforilaciones en la región COOH-terminal no son importantes 
para la actividad de la topo II alfa, ya que una deleción o una mutación en esta región, 
no inactiva a la enzima (146).  Sin embargo, un estudio mostró que la fosforilación en la 
Ser1106, aminoácido cercano a la región COOH-terminal, regula la actividad enzimática 
de topo II alfa, ya que una mutación en este sitio se traduce en una disminución en la 
actividad de decatenación del DNA y también en el número de complejos fármaco-
DNA-enzima (148). 

	 También se ha propuesto que la fosforilación en estos sitios puede ser impor-
tante para la localización subcelular de topo II alfa (148).  La fosforilación en la Ser29 no 
afecta la actividad de ATPasa de la topo II alfa, la cual se localiza en la región NH2-
terminal y que es requerida para el paso final de religación en la reacción enzimática 
(136,149).

	 Los niveles de la  fosforilación de la topo II alfa presenta variaciones durante 
el ciclo celular, siendo muy bajos en células en reposo y muy elevados en células que se 
encuentran en las fases G2/M (136,150) (Figura 6B).  
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Figura 6. Sitios y niveles de fosforilación en la topo II alfa. A) Sitios de fosforilación en la topo II alfa. Se señalan  
	 las cinasas que fosforilan estos sitios. B) Variaciones en los niveles de la fosforilación de la topo II alfa  
	 durante el ciclo, teniendo su pico de hiperfosforilación en G2/M.
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	 En algunos modelos celulares, la sensibilidad a fármacos mediada por la topo 
II alfa parece estar influenciada por los niveles de fosforilación. Sin embargo, en otros 
modelos, las modificaciones por la fosforilaciones no parecen tener efectos (150).  Tam-
bién se ha sugerido que la actividad catalítica de la topo II alfa puede ser regulada por 
la poli-(ADP-ribosilación). Experimentos in vitro han mostrado que la topo II alfa puri-
ficada de timo es substrato de la poli-(ADP-ribosa) sintasa y que ambas modificaciones 
inhiben la actividad catalítica de esta enzima (151).

	 La actividad de la topo II alfa es regulada por modificaciones postraduccio-
nales, principalmente por la fosforilación.  Esta enzima es fosforilada principalmente en 
el extremo COOH- terminal.  En unión, la expresión y la activación de la topo II alfa 
alcanzan su nivel máximo de la fase S a la fase G2/M, en donde la enzima es muy impor-
tante para la transición por estas fases del ciclo celular. 

VIII.4.7 Ciclo catalítico de las topo II
Por medio de la actividad catalítica de la topo II alfa es posible remover la tensión 
helicoidal negativa o positiva del DNA, así como nudos intramoleculares en el DNA 
(moléculas superenrrolladas) o bien intermoleculares (moléculas catenadas). Un ciclo 
catalítico completo de la topo II se presenta en la figura 7. Varios pasos se presentan en-
tre la interacción de la enzima y el DNA para llevar a cabo su ciclo completo: 
1)	 La topo II se une a dos segmentos de DNA para iniciar un ciclo catalítico (152,153).  
2)	 En la presencia de una cation divalente (154), cada una de las dos subunidades de la  
	 enzima corta una de las hebras de la doble hélice (155-157).  Los dos enlaces escindibles  
	 están localizados cuatro pares de bases apartados uno de otro en el surco mayor.  De  
	 esta manera, los cortes generan moléculas de DNA con extremos cohesivos de  
	 cuatro pares de bases de extensión en su extremo 5´(155,156). Esta reacción es  
	 reversible y la enzima establece un equilibrio entre el corte y la religación del DNA. 
3)	 La topo II une dos moléculas de ATP y la enzima tiene un cambio conformacional  
	 que causa el paso del segmento de DNA intacto a través de la doble hélice cortada  
	 (158,159). El paso de la hebra de DNA parece ser más rápido si se hidroliza una de las  
	 dos moléculas de ATP (160). El DNA transportado es pasado a una cavidad central  
	 de la topo II a través de una puerta en el extremo amino. La puerta se cierra y la  
	 enzima forma una tenaza proteica sobre el DNA (161,162). 
4)	 Después de la traslocación del DNA, la topo II resella el corte en el la hebra de  
	 DNA, y la enzima establece una vez más en equilibrio de corte-religación del DNA (161). 
5)	 La topo II hidroliza la segunda molécula de ATP, lo cual abre la puerta en el extremo  
	 carboxilo y esto permite que el segmento de DNA transportado sea liberado (158,161,162). 
6)	 Finalmente, la enzima regresa a su conformación original y recupera su  
	 conformación nativa para comenzar un nuevo ciclo catalítico (158,161).
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Figura 7.  Ciclo catalítico de las topo II. Se muestra un ciclo catalítico completo como una serie de seis pasos.  
	 1) Unión de la topo II al DNA; 2) Equilibro de corte/religación del DNA previo al paso de la hebra;  
	 3) Unión de ATP y paso de la hebra de DNA; 4) Equilibro de corte/religación del DNA después del  
	 paso de la hebra; 5) Hidrólisis de ATP y la apertura de la compuerta; 6) Liberación del DNA y la enzima  
	 para un nuevo ciclo catalítico.
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	 En la reacción de corte de la hebra de DNA por la topo II alfa, el oxígeno 
de la Tyr804 ataca al fósforo del DNA, formando un enlace covalente fosfotirosina y cor-
tando el enlace fosfodiester del DNA al mismo tiempo.  La reunión de la hebra de DNA 
se lleva a cabo por una segunda transesterificación, la cual es básicamente la reversa de 
la primera, el oxígeno del grupo hidroxilo del DNA que se generó de la primera reacción 
ataca el fósforo del enlace fosfotirosina, rompiendo el enlace covalente entre la proteína 
y el DNA, recuperando con esto la unión en el DNA (Figura 8) (163).

	 Como resultado de su mecanismo catalítico, la topo II puede relajar moléculas 
de DNA superenrrolladas (negativamente o positivamente) y también puede remover 
DNA anudado y enredado, que es común encontrarlo en el genoma. Estas funciones 
hacen que la topo II sea esencial para la sobrevivencia de la célula. En ausencia de las 
topo II, las células no pueden segregar las cromátidas hermanas y como resultado de esta 
falla mitótica la célula muere.

Figura 8. Rompimiento transitorio del DNA catalizado por la topo II alfa.  La tranesterificación entre la tirosina  
	 de la topo II alfa y el grupo fosfato del DNA permite el rompimiento de la hebra del DNA y la  
	 formación de una intermediario covalente entre la enzima y el DNA.  La re-unión de la hebra del DNA  
	 se lleva a cabo por la reacción reversa.  En la reacción, el 3´-OH es el grupo libre y la tirosina se une al  
	 grupo fosforil-5´.  
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IX. RESISTENCIA A FÁRMACOS MEDIADA POR TOPO II ALFA

IX.1 Inhibidores de topo II alfa
La topo II alfa es blanco de un gran número de fármacos terapéuticos incluyendo anti-
parasitarios, antimicóticos, antivirales y antineoplásicos (163). Particularmente, algunos 
fármacos trabajan uniendo directamente a la enzima, estabilizando el complejo topo II 
alfa–DNA e interfiriendo con la actividad enzimática para religar las cadenas de DNA. 
Esta característica es la razón por la cual estos fármacos son conocidos como inhibidores 
de topos II. Además, en células tumorales, la cantidad total de topo II alfa puede ser un 
elemento crucial para la actividad citotóxica de los fármacos antineoplásicos (164).

	 Aunque su estructura química es extremadamente diversa, el mecanismo de 
inhibición permite ubicar a estos fármacos en al menos dos grupos: el primero de ellos, 
comprende los fármacos capaces de estabilizar el complejo topo II alfa–DNA e interferir 
en la actividad de religación del DNA de la enzima. Entre estos fármacos se encuen-
tran doxorubicina, etopósido, teniposido m-amsacrina, estos fármacos se conocen como 
venenos de topo II (165). En un segundo grupo se encuentran aquellos fármacos que son 
incapaces de estabilizar el complejo enzima-DNA, pero que su citotoxicidad se presenta 
por interferir con alguna otra característica bioquímica en el ciclo catalítico. Por otro 
lado también se ha sugerido que estos fármacos actúan aumentando la capacidad de la 
enzima de formar los complejos de corte, entre estos fármacos están el merbaron, fár-
macos derivados de bis-(2,6-dioxopiperazina), ciertas antraciclinos y fostriecina. Estos 
fármacos se denominan inhibidores de topo II alfa (166,167).

IX.2 Complejos de corte topo II-DNA
Con el fin de mantener la integridad del material genético a través de la reacción del 
paso del DNA de doble cadena, la topo II forma enlaces covalentes entre el sitio activo 
de la enzima, que es el residuo de Tyr804 (uno por cada subunidad del homodímero), y 
el extremo recién generado por el corte al DNA (168-170). Este complejo covalente topo 
II-DNA cortado, que se conoce como complejo de corte, es un sello característica de las 
topo II.  Más allá de él papel esencial del complejo de corte en el ciclo catalítico de la 
topo II, es la unión primaria entre la enzima y el cáncer. El complejo de corte topo II-
DNA es el blanco citotóxico para el etopósido y otros fármacos anticancerígenos.  

	 Normalmente, los complejos de corte son intermediarios efímeros en el ciclo 
catalítico de la topo II. Como consecuencia de esto, la concentración del complejo topo 
II-DNA cortado se encuentra en niveles muy bajos y son tolerados por las células (171).  
Sin embargo, un aumento en la concentración o en la vida media de estos complejos 
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de corte puede iniciar un gran número de eventos mutagénicos (Figura 8) (172-175). Por 
ejemplo, cuando los complejos proteicos de la replicación se encuentran y chocan con 
los complejos de topo II-DNA cortado, este corte transitorio es convertido en perma-
nente en el DNA de doble cadena en el genoma (176-180). Una vez que los extremos de 
DNA ya no están unidos por la topo II, estos se convierten en blanco para recombinarse 
o bien para ser reparados por los sistemas que tiene la células. Dependiendo el sistema 
empleado, la reparación de estos cortes permanente en el DNA pueden generar insersio-
nes cromosomales, deleciones, translocaciones y otras aberraciones (172,174,181).  Si estos 
cortes permanentes están presentes en un gran número, se inician las vías de muerte 
celular (Figura 9) (173). 

	 Los fármacos como el etopósido que incrementan la concentración de los 
complejos de corte se conocen como venenos de topo II porque convierten a esta enzima 
en una toxina celular potente (181-185). Los venenos de topo II actúan por dos mecanismos 
que no se excluyen mutuamente (Figura 9A). Mientras algunos fármacos como el etopó-
sido dañan la capacidad de la enzima para religar las moléculas de DNA cortadas, otros 
compuestos como las quinolonas tienen pocos efectos en la capacidad de religación y se 
piensa que lo que estimula es la capacidad de corte del DNA. 

	 La actividad de los venenos de topo II contrasta con la de los inhibidores 
catalíticos de la topo II, los cuales actúan al bloquear la actividad catalítica de la enzima 
(Fig. 9B) (186,187). Los inhibidores catalíticos de topo II pueden actuar en varios de los 
diferentes pasos del ciclo catalítico de la enzima. El inhibidor mostrado en la figura 8B 
refleja la actividad de compuestos como el merbaron, el cual bloquea la reacción de 
corte al DNA (187). 

	 De acuerdo al mecanismo de acción de los venenos de topo II, el aumento 
de la concentración de las topo II, hace que estos fármacos sean más potentes. Los altos 
niveles de topo II que se presentan en las células cancerosas dan una parte de la ven-
tana terapéutica para el etopósido y otros fármacos quimioterapéuticos que tienen como 
blanco esta enzima.
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Figura 9. Diferencia entre los fármacos que interactúan con las topo II. Los venenos (A) y los inhibidores  
	 catalíticos de la función enzimática (B). Los venenos de topo II (A) inhiben la actividad de ligasa de  
	 la enzima y esto provoca cortes permanentes en el DNA, que pueden inducir el encendido de vías  
	 apoptóticas.  En cambios los inhibidores de topo II (B) bloquea en algún punto del ciclo catalítico la  
	 actividad de la enzima, impidiendo la función de la topo II. 
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IX.3 Acciones del etopósido sobre la topo II
El etopósido mata las células al incrementar los niveles de los complejos de corte topo 
II-DNA (188,189).  Este fármaco fue uno de los primeros fármacos que se identificaron que 
tenía como blanco directo a la topo II. 

	 Se encuentra en debate la contribución relativa de la topo II alfa y beta a la 
actividad del etopósido en células de mamíferos. Este fármaco tiene efectos similares 
sobre el corte del DNA mediado por ambas isoformas in vitro (191,192) y parece tener como 
blanco a ambas enzimas en células humanas cultivadas (190,191). De manera que, es probable 
que la topo II alfa y beta tengan un papel en mediar la eficacia del etopósido, y que la 
contribución relativa de ambas isoformas depende del tumor y de las condiciones del 
paciente. Aunque se ha reportado que el etopósido tiene una mayor afinidad por la topo 
II alfa.

IX.4 Formación del complejo ternario topo II-DNA-etopósido
El complejo ternario topo II-DNA-etopósido se puede formar de tres diferentes formas: 
el etopósido puede entrar al complejo a través de la interacción con la enzima, con el 
DNA, o con el complejo binario topo II-DNA (193). Inicialmente se creía que los fárma-
cos entraban al complejo a través de interacciones con el DNA o bien con el complejo 
binario topo II-DNA. Sin embargo, las evidencias sugieren que el etopósido entra al 
complejo a través de la interacción con la topo II. Primero, contrario a la mayoría de 
los venenos de topo II, el etopósido tiene muy poca capacidad de unirse al DNA solo 
(194). Segundo, el etopósido se une a la topo II de levadura y a la topo II alfa de humano 
en ausencia de DNA (195,196). Además, las concentraciones necesarias de etopósido para 
unirse se aproximan a los niveles necesarios para aumentar el número de los complejos 
de corte (195,196). Tercero, la afinidad del etopósido por una topo II mutada disminuye, en 
comparación con la topo II silvestre (195). Finalmente, los niveles del complejo  topo II-
DNA cortado son altos cuando el etopósido es incubado con la enzima antes de adicio-
narse el DNA, en contraste con aquellos generados cuando el fármaco se incuba primero 
con el DNA y después de agrega la topo II (197). 

	 Sin embargo, es probable que el etopósido interaccione con el DNA en el 
complejo ternario.  Por ejemplo, el fármaco altera el sito de corte en el DNA utilizado 
por la topo II e induce preferencialmente el corte en sitios que tienen una citosina en el 
extremo 5´ (198). 
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IX.5 Mecanismo de acción del etopósido
Los venenos de topo II aumenta los niveles de los complejos de corte. Algunos fármacos 
actúan por inhibir la capacidad de topo II de ligar el DNA cortado. Los fármacos de esta 
clase no solo aumentan la concentración de los complejos de corte, sino que también 
incrementan su vida media (Figura 10). Otros fármacos tienen poco efecto en la ac-
tividad de ligasa de la topo II y se presume que actúan incrementando la proporción de 
DNA cortado por la enzima. En base a ensayos que monitorean la capacidad de topo II 
de religar al DNA que ha sido cortado o de ligar dos fragmentos separados de DNA, el 
etopósido actúa inhibiendo la actividad de ligasa de la enzima (199).  

	 Desafortunadamente, no existe un estudio cristalográfico del dominio de 
corte y ligación del DNA de la topo II que incluya al DNA o a algún fármaco (200). Sin 
embargo, aún cuando no se conoce con precisión como el etopósido afecta la capacidad 
de la topo II de ligar los cortes del DNA. El fármaco puede interferir con las interac-
ciones no covalentes entre la enzima y el DNA. De manera alternativa, también puede 
alterar la posición del extremo de DNA que va a ser ligado o insertarse entre el extremo 
y la enzima y actuar como un bloqueador físico para llevar a cabo la ligación (201). 

 

Figura 10.  Efectos del complejo de corte topo II-DNA en la célula.  En condiciones normales los complejos de  
	 corte topo II-DNA son intermediarios transitorios en el ciclo catalítico de la enzima y están presentes  
	 en concentraciones bajas. Sin embargo, cuando los niveles del complejo de corte aumentan, estos  
	 pueden convertirse en cortes permanentes en el DNA que pueden encender vías de  
	 reparación/recombinación del DNA o vías de muerte celular. 
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A pesar de no conocer el mecanismo preciso, las evidencias sugieren que el etopósido 
actúa muy cerca de los enlaces donde se lleva a cabo el corte (199). Sin embargo, parece 
que la interacción del etopósido con uno de los enlaces de corte es independiente de 
su interacción con el otro, y que cada molécula del fármaco estabiliza solo un corte en 
las hebras de DNA (199). Además, se requieren de dos moléculas para incrementar los 
niveles de cortes en el DNA de doble cadena. Esto explica el hecho de que él etopósido 
produce una gran cantidad de cortes en el DNA de cadena sencilla a concentraciones 
fisiológicas (199). Por otro lado, esto implica que los efectos citotóxicos del etopósido 
pueden estar asociados de manera más cercana con la generación de cortes en cadenas 
sencillas de DNA más que en DNA de doble cadena. Estos cortes en DNA de cadena 
sencilla se convertirán en cortes permanentes de DNA de doble cadena por la acción de 
las horquillas de replicación (202).  

IX.6 Alteraciones en  la topo II alfa
Desde el descubrimiento de líneas celulares resistentes a fármacos que no expresaban 
glicoproteína-P (gp-P, el mecanismo clásico de resistencia a fármacos), las alteraciones 
en la topo II alfa se han sugerido como un mecanismo alternativo que confiere resisten-
cia. Actualmente, existen varias evidencias que muestran que las alteraciones en la topo 
II alfa son responsables para la adquisición del fenotipo de resistencia a fármacos. Estas 
alteraciones han sido reportadas en varios estudios usando tanto líneas celulares tumo-
rales como muestras de tumores, siendo posible en el último caso correlacionarlas con el 
grado de avance de la enfermedad (203).

	 Las alteraciones de la topo II alfa descritas que se asocian con la resistencia 
a fármacos son: a) disminución en la concentración de la enzima; b) mutaciones que 
alteran la unión con el DNA y por lo tanto su actividad catalítica y c) una localización 
citoplasmática de la enzima.

IX.6.1 Expresión disminuida de topo II alfa
Existe un gran número de líneas celulares seleccionadas a inhibidores y venenos de 
topo II alfa (etopósido, doxorubicina, mitoxantrona, m-AMSA  y 2-metil-9-hidroxie-
lipticina), en donde la resistencia ha sido directamente asociada con una expresión de 
topo II alfa disminuida y consecuentemente una disminución en el número complejos 
de corte topo II-DNA (204-211). En estas células, los niveles bajos de topo II alfa reducen la 
formación del complejo fármaco-enzima-DNA, así como el número de cortes en la hebra 
de DNA. En contraparte, cuando se han observado niveles de expresión altos de topo II 
alfa el resultado es un fenotipo de hipersensibilidad, es decir, se pueden formar una gran 
cantidad de complejos ternarios que darán como resultado la muerte de la célula (212). 
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Adicionalmente, un patrón de resistencia a fármacos ha sido también encontrado en 
líneas celulares que están estacionadas en la fase Go y por lo tanto los niveles de la topo 
II alfa son muy bajos. En la línea celular HL-60/MX2, que es una leucemia humana, 
resistente a mitoxantrona, se presenta una  reducción de 3 a 4 veces en los niveles de 
actividad catalítica de la enzima extraíble del núcleo y una ausencia total determinada 
por Western Blot, la explicación de este fenómeno se asocia con una disminución en la 
tasa de transcripción del gen de topo II alfa, que resulta en una baja concentración de la 
proteína en el núcleo y por lo tanto también una disminución de los complejos de corte, 
por lo que la célula es resistente a la actividad de los venenos de topo II (213). 

	 Se han realizado estudios en los que se ha evaluados la actividad catalítica de 
la topo II alfa en muestras de tumores (214-216), los resultados han mostrado que tanto la 
expresión de topo II alfa, así como su actividad catalítica son variables y dependen del 
tipo de tumor (217).

IX.6.2 Mutaciones en topo II alfa
Un número de líneas celulares seleccionadas a venenos de topo II, han sido caracteriza-
das y se han encontrado mutaciones en el gen de topo II alfa comparadas con las líneas 
celulares parentales. 

	 Varios estudios han identificado mutaciones en el gen de topo II alfa. En general, 
estos estudios mostraron que el conjunto de mutaciones descritas se agrupan en la región 
NH2-terminal contigua al dominio de unión a ATP (220-222), cerca del residuo de tirosina 
donde se une al DNA (223-226) o bien, se han descrito mutaciones y deleciones en el ex-
tremo 3´ del gen, que es donde se encuentran las SLN y SEN (230,231).

	 En varias de las mutaciones identificadas en la topo II alfa, se ha dificultado 
encontrar el papel de estas en la adquisición de la resistencia a fármacos (211,221,227,228). 
De esta manera, en leucemia linfocítica aguda, algunas alteraciones en la topo II alfa 
han sido asociadas con la resistencia a venenos de topo II, así como a un mal pronóstico 
de la enfermedad (220,222,229). También es claro que las mutaciones que están cercanas al 
residuo de Tyr804, el residuo catalítico, afecten la unión a DNA y por lo tanto a la for-
mación del complejo topo II-DNA-inhibidor (223).

	 Hasta el momento es difícil tener el espectro completo de mutaciones en la topo 
II alfa capaces de conferir resistencia a fármacos. Sin embargo, las mutaciones que afecten 
los sitios importantes en la actividad de la topo II alfa, como es el sito de unión a ATP, sitio 
de unión a DNA o bien los sitios que regulan su actividad y su localización intracelular, han 
sido relacionadas directamente con la resistencia a venenos e inhibidores de topo II.  



- 44 -

Importancia de la Topo II Alfa Citoplásmica en cáncer de Pulmón

IX.6.3 Topo II alfa citoplásmica
Además de las alteraciones en la expresión del gen de topo II alfa y mutaciones que 
afectan la actividad de la enzima, asociadas con la resistencia a fármacos, existe un tercer 
mecanismo, este involucra un cambio en la localización intracelular de la enzima. Se 
ha descrito que en la región COOH-terminal se presentan mutaciones y deleciones, las 
cuales resultan en una localización de la topo II alfa en el citoplasma.  

	 La pérdida o alteración de diferentes porciones de la región COOH de la topo 
II alfa han sido descritas en varias líneas celulares resistentes a fármacos en las que la 
topo II alfa es citoplásmica.  En todos estos casos, la topo II alfa citoplásmica carece total 
o parcialmente la señal de localización nuclear SLN1454-1497. Estos estudios de mutantes 
de la proteína con la región COOH truncada realizados en células humanas, indican que 
esta región de la enzima no es necesaria para su actividad catalítica, pero es necesaria 
para su localización nuclear (230-236).  Las líneas celulares de cáncer de pulmón H209/V6 y 
H209/VP, seleccionada a etopósido, presentan una topo II alfa citoplásmica de 160 kDa 
con la región COOH truncada y no sintetizan  topo II alfa normal, es decir de 170 kDa 
(230). 

	 Algunas de estas líneas celulares, que expresaron a la topo II alfa en cito-
plasma, fueron seleccionadas a etopósido, sin embargo estas mutaciones varían en su 
extensión.  Por ejemplo, en la línea celular de cáncer de pulmón, H69/VP seleccionada 
a etopósido, una mutación puntual al final del intrón 34 resultan en el uso de un acep-
tor 3´ críptico en el sitio de splicing en el exón 35.  Y como consecuencia, se pierden 3 
aminoácidos del segundo dominio básico de la señal de localización nuclear NLS 1454-
1497. Esto resulta en una proteína citoplásmica con un peso molecular que no difiere 
sustancialmente del de la enzima normal (231).  En contraste, los alelos mutantes de topo 
II alfa en las líneas celulares H209/V6, que es de pulmón (232,233) y HL60/MX2, una 
leucemia (228,234), seleccionadas al etopósido y mitoxantrona respectivamente, también 
presentan deleciones relativamente grandes (> 1.5 kb) que comienzan en el intrón 33.  
Como en las células H209/VP, H209/V6 y HL60/MX  las proteínas mutantes de 160 kDa 
no contienen los últimos 109 aminoácidos del COOH, presentes en la enzima normal.  
De manera que las proteínas mutantes de 160 kDa y las topo II alfa de 170 kDa en estas 
diferentes líneas celulares son codificadas por RNAm de diferentes tamaños.  De esta 
forma, los RNAm de topo II alfa son de 4.8 kb y 6.2 kb en las células H209/V6, 4.8 kb 
en las células HL60/MX2 y de 6.1 kb en las células H209/VP (228,235,236).

	 También se han descrito otras líneas celulares, que también fueron seleccio-
nadas a etopósido, T47D/VP y MCF7/VP, de mama, y CEM, una leucemia, en las que la 
topo II alfa tiene un peso molecular de entre 140-160 kDa (237-239). En estas líneas celu-
lares se encuentran deleciones en la región 3´ del gen de aproximadamente 200 nt que 
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dan como resultado un RNAm de menor tamaño al normal, y al analizar la localización 
intracelular de la topo II alfa en estas líneas celulares, dadas las alteraciones en la región 
3´ del gen se tradujo en una proteína truncada de la región COOH con localización 
exclusiva en el citoplasma. 

	 Todas estas líneas celulares, de diferentes tipos de cáncer, fueron selecciona-
das a venenos de topo II, todas ellas presentaron a la topo II alfa en el citoplasma, como 
consecuencia de mutaciones o deleciones en el extremo 3´del gen que alteran a las SLN, 
en comparación con sus líneas parentales, en donde la topo II alfa es nuclear. Sin em-
bargo, hasta el momento no se han descrito líneas celulares que presenten a la topo II 
alfa citoplásmica, que no hayan sido seleccionadas a algún veneno de topo II. 
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III. RESUMEN

La topo II alfa es blanco de varios agentes quimioterapéuticos utilizados en la clínica.  
En las células tumorales resistentes a venenos de topo II se han descrito alteraciones 
en la expresión o en la estructura de la enzima que derivan en una disminución de la 
actividad.  Recientemente, se ha descrito la localización citoplásmica de la topo II alfa 
como un mecanismo que confiere resistencia a fármacos.  En este estudio reportamos la 
caracterización de una línea celular de cáncer de pulmón de la variedad de células no 
pequeñas (NSCLC), denominada INER-37. Esta línea celular exhibió una gran resis-
tencia al etopósido (92.9  M) en comparación con otras líneas celulares de cáncer de 
pulmón. Al analizar por RT-PCR la expresión de genes relacionados con la resistencia 
a fármacos, se encontró la expresión de topo II alfa, MRP1 y GST-M1, pero no del gen 
mdr-1.  Sin embargo, al estudiar la actividad de desenrrollamiento de topo II nuclear 
sobre el DNA de  -174, se observó una reducción en la actividad de topo II de las cé-
lulas INER-37 en comparación con la de las células HeLa.  Por otro lado al examinar 
los extractos totales de proteína se encontró que la actividad de topo II en las células 
INER-37 era equivalente a la de células HeLa.  Al analizar la localización intracelular de 
la topo II alfa por inmunohistoquímica, utilizando un anticuerpo específico, se observó 
una distribución citoplásmica de la proteína.  El análisis de las últimas 2 kilobases (kb) 
del RNAm de topo II alfa mostró una alteración en la región 3´ del gen.  Por northern 
blot se encontraron dos especies de RNAm, de 4.8 y 2.0 kb, en vez del normal de 6.1 kb.  
Utilizando el ensayo de 3´-RACE se delimitó la deleción en el RNAm de 4.8 kb, que 
se encontraba a partir de la base 4162, misma que abarcaba parte de la región traducida 
y la región no traducida (3´-UTR). Al investigar a la proteína solo se encontró una de 
160 kDa en las células INER-37. La proteína truncada mostró afectación en los últimos 
96 aminoácidos de la región COOH-terminal, lugar donde se encuentran las dos señales 
de localización nuclear, estando alterada la señal más proxima al extremo carboxilo, esta 
señal se ubica entre los residuos de aminoácidos 1454-1497. La línea celular INER-37 es 
la primer línea celular descrita que presenta una mutación innata que afecta la región 3´ 
del gen de topo II alfa, misma que confiere una localización citoplásmica de la enzima y 
que se asocia con la resistencia incrementada a etopósido. Por otro lado, al presentarse 
esta mutación de manera espontánea en esta línea celular que fue obtenida de un paci-
ente con cáncer pulmonar, permite el estudio de esta mutación en células tumorales de 
pacientes con cáncer pulmonar y definir de una manera más precisa el tratamiento que 
se vaya a administrar a los pacientes.   
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IV. ABSTRACT

Topoisomerase II alpha is a target for many chemotherapeutic agents in clinical use. 
In tumour cells resistant to topoisomerase II–poisons, it has been described quantita-
tive and qualitative alterations involved in this enzyme. More recently, the cytoplasmic 
localization of topoisomerase II alpha has been described as a mechanism to confer 
drug resistance. Here we report the characterization of a NSCLC cell line, INER-37, 
who shown a high level of resistance to the etoposide (92.9  M) in contrast to other 
lung cancer cell lines. By RT-PCR analysis, INER-37 cells showed expression of topo II 
alpha, mrp-1 and gst-m1 but not mdr-1 gene. However, when nuclear extracts prepara-
tions of INER-37 cells were assayed for their capacity to unknotting  174 as substrate, 
it was evident a reduction in the topo II activity relative to nuclear extracts of HeLa 
cells. Interestingly, catalytic activity of topo II was founded in total INER-37 extracts. 
A cytoplasmic localization of topo II alpha was evident by immunocytochemistry using 
specific antibodies against topo II alpha. The analysis of the last 2 kb of the mRNA of 
topo II alpha showed alteration in the 3´-end region. By northern blot, two species of 
mRNA were identified (4.8 and 2.0 kb), instead of the wild type 6.1 kb. A 3´-RACE 
assay allowed to delimitate the deletion of 4.8 kb mRNA, downstream of 4162 nt, in-
volving part of the coding region and the untranslated region (3´-UTR). Only one 
truncated protein of 160 kDa is expressed by INER-37 cells. The truncation affects the 
96 amino acids of the COOH-terminal region were the more proximal bipartite NLS is 
located. INER-37 cell line is the first cancer cell line reported where an innate mutation 
affecting the 3´-end region of topo II alpha gene confer a cytoplasmic localization of the 
enzyme and therefore increase resistance to etoposide. 
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X. JUSTIFICACIÓN

El cáncer de pulmón es un problema de salud pública que presenta una alta tasa de 
mortalidad, ocupando el primer lugar entre los tumores sólidos en México. El principal 
tratamiento que se da a los pacientes es la administración de fármacos antineoplásicos, 
sin embargo uno de los principales problemas que se presenta cuando se da este tipo 
de tratamiento es la resistencia múltiple a fármacos. La resistencia múltiple a fármacos es 
un fenómeno que implica que los tumores desarrollen resistencia a un amplio espectro de 
fármacos que no tienen relación estructural entre ellos y a los que no han sido expuestos. 
La resistencia puede ser innata o adquirida. La resistencia innata es aquella que presenta 
un tumor sin contacto previo a los fármacos, mientras que la adquirida es la que aparece 
tras el contacto con uno o varios de ellos. Varios mecanismos se relacionan con la re-
sistencia a fármacos, entre ellos se encuentran la sobreexpresión de genes como: mdr-1, 
mrp 1-6, lrp, gst y bcrp. Estos genes y sus productos convierten en refractaria a la célula, 
dando como resultado una disminución en la concentración del fármaco dentro de la 
célula, evitando así la muerte de la célula. Otro mecanismo implica alteraciones en la 
enzima topo II alfa.  Varios estudios han reportado alteraciones en la topo II alfa, como 
son: disminución en la expresión del gen; mutaciones en el gen que afectan su actividad 
catalítica, así como la localización citoplásmica de la enzima. Todas estas alteraciones 
han sido descritas en líneas celulares que han sido seleccionadas o bien en muestras de 
pacientes tratados con algún inhibidor de topo II, es decir en células con una resisten-
cia adquirida. El estudio y caracterización de líneas celulares de cáncer de pulmón que 
presentan una resistencia innata a inhibidores de topo II  permitirá avanzar en el cono-
cimiento básico de los mecanismos de resistencia a fármacos que presentan las células 
tumorales de cáncer de pulmón.  Este conocimiento puede conducir al establecimiento 
de estrategias terapéuticas a futuro, que ayuden al paciente. 
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XI. ANTECEDENTES PARTICULARES

La línea celular INER-37 corresponde a una línea celular tumoral obtenida a partir de 
una muestra de derrame pleural, de un paciente con cáncer primario de pulmón no 
tratado con quimioterapia. Análisis histológicos identificaron a estas células como un 
adenocarcinoma. En condiciones in vitro, las células INER-37 crecieron en forma de 
monocapa con un tiempo de división de 30 horas. 

	 En ensayos de citotoxicidad utilizando varios fármacos, se encontró que las 
células INER-37 presentaron una resistencia mayor a etopósido y tenipósido (venenos 
de topo II), en comparación a otras cuatro líneas celulares humanas de cáncer de pul-
món. El  índice de citotoxicidad (IC50) para el etopósido fue de 92.9  M en las células 
INER-37 y fue 34 veces más resistente en comparación a la línea celular INER-51 (2.7 

 M), 25 veces más resistente comparada con las células A-427 (3.7  M) y 24 veces 
más resistente que las células PSC-1 (3.8  M).  Al comparar las células INER-37 con 
las células VP-1, línea celular seleccionada a etopósido, la resistencia fue muy parecida, 
1.3 veces (70.9  M). La resistencia a tenipósido también fue alta en las células INER-
37 (11.7  M) en comparación con las otras 4 líneas celulares. Sin embargo el IC50 de 
doxorubicina en la línea celular INER-37 fue de 2.1  M, menor que la presentada por 
las líneas celulares INER-51, VP-1 y PSC-1 (4.4, 71 y 9.2  M respectivamente), estas 
líneas celulares expresan el gen mdr-1, excepto PSC-1, seleccionada a doxorubicina.  

Tabla I.  Perfil de resistencia de la línea celular INER-37, así como de otras líneas celu-
lares de cáncer de pulmón a fármacos quimioterapéuticos.  

Fármaco	 Líneas	 celulares	 De cáncer	 de pulmón	

	 INER-37	 INER-51	 PSC-1 	 VP-1	 A-427 
	 IC50( M)	 IC50( M)	 IC50( M)	 IC50( M)	 IC50( M)

Etopósido	9 2.9	 2.7	 3.8	 71	 3.7
Tenipósido	 11.7	 0.8	 ND	 2.4	 ND
Doxorubicina	 2.1	 4.4	9 .2	 71	 1.6
Camptothesina	9 .6	 0.16	 ND	 0.1	 ND

Se utilizó el ensayo de MTT para evaluar el IC50 a varios fármacos. La exposición a los 
fármacos fue de 72 horas. IC50: disminución del 50% en la población celular. ND: No 
Determinado.
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XII. HIPÓTESIS

La línea celular de cáncer de pulmón, INER-37, presenta resistencia a etopósido y 
tenipósido; dada la especificidad de estos fármacos por la topo II alfa, esta resistencia 
podría ser resultado de alteraciones en los niveles de expresión, en la actividad catalítica 
o en la localización subcelular de la topo II alfa.
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XIII. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar las alteraciones en la topo II alfa que se asocien con la resistencia a etopósido 
y tenipósido en la línea celular de cáncer de pulmón INER-37. 

OBJETIVOS PARTICULARES

• Analizar la expresión de los genes  mdr-1, mrp-1 y gst-m1 relacionados con la resisten-
cia a fármacos, en las células INER-37.

• Identificar posibles mutaciones en el gen de topo II alfa en las células INER-37.

• Evaluar la actividad catalítica de la topo II alfa en las células INER-37

• Determinar la localización subcelular de la topo II alfa en las células INER-37.
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XIV. MATERIAL Y MÉTODOS

XIV.1 Reactivos
Las epipodofilotoxinas, etopósido (VP-16) y tenipósido (VM-26) fueron adquiridas de 
Bristol-Meyers, mientras que la doxororubicina fue adquirida de Laboratorios Columbia. 
La camptotecina (CPT), ATP, tritón X-100 y PMSF fueron adquiridos de Sigma Chemi-
cal Co.(St. Louis MO).  Los fármacos fueron disueltos en dimetil-sulfóxido (DMSO) en 
una solución 1 mM y diluidos a diferentes concentraciones en medio de cultivo.

XIV.2 Cultivo celular
Las líneas humanas de cáncer de pulmón utilizadas en este trabajo, fueron las células 
INER-37 (descrita anteriormente), INER-51 y sus clonas VP-1 y PSC-1. Las células VP-1 
son una clona seleccionada a etopósido, mientras que las células PSC-1 fueron seleccio-
nadas con doxorubicina y SDZ PSC 833 hasta obtener una clona que no expresara gp-P. 
Las líneas celulares A-427 y HeLa fueron obtenidas de la ATCC. Todas las líneas celu-
lares de cáncer de pulmón fueron cultivadas en medio RPMI-1640, suplementado con 
10% de suero fetal bovino, 1 mM de piruvato de sodio, 2 mM de L-glutamina, 100 u/ml 
de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina. Las células HeLa fueron crecidas en medio 
de cultivo D-MEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino. Todas las líneas celu-
lares fueron cultivadas a 37°C con 5% de CO2 y en atmósfera húmeda.

XIV.3 Ensayo de citotoxicidad y determinación del IC50
El índice de citotoxicidad (IC50) se determinó utilizando el ensayo de MTT. Se sem-
braron 7 X 103 células en cada pozo de una placa de 96 pozos y los fármacos fueron 
adicionados a diferentes concentraciones en cada pozo. Después de 72 horas el medio 
de cultivo fue retirado y se agregó el MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide) en PBS a una concentración final de 2 mg/ml. Después de 4 horas 
de incubación, las células fueron lavadas con PBS y los cristales fueron disueltos por 
la adición de DMSO al 100% y se midió la absorbancia a 540 nm utilizando un lector 
automatizado de placas (Labsystem Multiskan MS). Con base en las lecturas de absor-
bancia, se determinó el IC50. La sobrevivencia de las células con fármaco fue estimada 
como porcentaje con respecto a su control correspondiente de células sin fármaco. El 
IC50 corresponde a una disminución del 50% en la población celular.
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XIV.4 Preparación de extractos nucleares
Los extractos nucleares, para los ensayos de actividad de topo II, fueron preparados a 
partir de células en crecimiento exponencial. Se tomaron de 2 a 5 X 106 células en 
fase logarítmica y se lavaron por centrifugación en PBS. Al botón se le agregó 1 ml 
de amortiguador A [NaCl 50 mM, KH2PO41 mM (pH 6.8), MgCl2 5 mM, EGTA 1 
mM, DTT 0.2 mM, PMSF 1 mM]. Una vez resuspendido el botón, se le agregó 9 ml de  
amortiguador A con 0.3% de Tritón X-100, y la muestra se centrifugó a 1,500 rpm du-
rante 10 minutos.  El botón celular se lavó por centrifugación con 10 ml de amortigua-
dor A. Enseguida el botón se resuspendió en 0.5 ml. de amortiguador A y 0.5 ml. de 
amortiguador B [Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, NaC1 M l, DTT 0.1 mM, PMSF 
1 mM] y se dejó incubar durante 1.5 horas a 4°C. Después de la incubación la muestra 
se centrifugó a 10,000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, el botón se resuspendió en 
50 µl de amortiguador A y 50 µl de amortiguador B, esta solución se diluyó en 100 µl de 
glicerol al 87%, y la muestra fue almacenada a -20°C. La concentración de proteína fue 
determinada por el método de Lowry-Follin.

XIV.5 Preparación de los extractos celulares para actividad enzimática
Se tomaron de 2 a 5 X 106 células en fase logarítmica y se lavaron por centrifugación. El 
botón celular se resuspendió en 1 ml de amortiguador C [NaCl 100 mM, KCl 50 mM, 
EDTA 0.1 mM, Tris-HCl 20 mM (pH 7.5), PMSF 0.1 mM, glicerol 10%, Tritón X-100 
0.1 % y una mezcla de inhibidores de proteasas que contiene AEBSF, aprotinina, leu-
peptina, bestatina, peptatina A y E-64 (Sigma Co)], y se incubó durante 15 minutos a 
4°C. Al lisado celular se le agregó 1 ml de amortiguador B (extracto nuclear) y se homo-
geneizó la muestra. Se dejó incubar durante 2 horas a 4 °C. La muestra se centrifugó a 
12,000 rpm durante 20 minutos. Finalmente el botón celular se resuspendió en 50 µl de 
amortiguador C y 50 µl de amortiguador B, y esta solución se diluyó en 100 µl de glicerol 
al 87%. La muestra se almacenó a -20 °C. La concentración de proteína fue determinada 
por el método de Lowry-Follin.

XIV.6 Ensayo de actividad de topo II sobre DNA  -174
La actividad enzimática de topo II se midió a través del ensayo de desenrrollamiento de 
DNA del fago  -174 (104). El ensayo se realizó con extractos nucleares y extractos to-
tales. Se utilizaron diferentes concentraciones de proteína y se incubaron con 0.5 µg de 
DNA del  -174 en amortiguador de Tris 5x [Tris 50 mM (pH 7.5), KCl 85 mM, MgCl2 
10 mM, DTT 0.5 mM, EDTA 0.5 mM, 30 µg/ml de BSA, ATP 1 mM] en un volumen 
final de 25 µl, a 37°C durante 30 minutos. La reacción se detuvo, colocando las muestras 
a 4ºC, por la adición de 2.5 µl de proteinasa K (1µg/µl) y 2.5 µl de SDS al 10%. Para 
visualizar los resultados se realizaron geles de agarosa al 1%, los fragmentos de DNA 
fueron teñidos con bromuro de etidio y fueron fotografiados con una cámara Polaroid.
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XIV.7 Inmunocitoquímica
Las líneas celulares INER-37 y HeLa fueron crecidas sobre portaobjetos y fueron anali-
zadas por inmunodetección de la topo II alfa con tinción indirecta de inmunoperoxi-
dasas utilizando un anticuerpo policlonal hecho en conejo anti-topo II alfa (obsequio 
del Dr. Leroy F. Liu) a una dilución de 1:100. La detección del anticuerpo primario se 
hizo con el sistema de detección (Genzyme) con el uso de un anticuerpo secundario 
de cabra anti-inmunoglobulina G de conejo conjugado con biotina. Después se incubó 
con estreptoavidina conjugada con HRP (Horseradish Peroxidase), utilizando como sus-
trato 3,3´-diaminobencidina (DAB). Las laminillas fueron fotografiadas con una camara 
digita en un microscopio Nikkon. 

XIV.8 Western blot
De 2 a 5 X 106 de células fueron resuspendidas en 500 µl de amortiguador C y lisadas 
por repetidas congelaciones en N2 líquido. Las proteínas fueron separadas en un gel de 
SDS-PAGE al 7.5%. Posteriormente las proteínas se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa. La membrana fue bloqueada durante 1 hora en PBS con 3% de leche 
descremada, 0.02% de azida de sodio, 0.02% de Tween 20 y fue incubada con los an-
ticuerpos primarios anti-topo II alfa dirigidos a la región central de la proteína (S-20, 
Santa Cruz Biotech., USA, Cal.) y a un epitopo cercano a la región COOH- terminal 
(K-19, Santa Cruz Biotech., USA, Cal.). Para estos estudios la dilución de los anticuer-
pos fue de 1:100 en PBS con 0.02% de Tween-20 y 0.02% de azida de sodio. También se 
utilizó un anticuerpo policlonal que reconoce los 16 últimos aminoácidos de la región 
COOH- terminal de topo II alfa (TopoGen, Columbus Ohio). Las membranas fueron 
incubadas con el anticuerpo primario a 4°C, durante toda la noche. Después se lavó con 
PBS y Tris-Salino; se incubó durante 1 hora a 37 °C con un segundo anticuerpo anti-
cabra, ratón y conejo conjugado con HRP-multilink (DAKO, Inc.). El revelado se llevó 
a cabo por quimioluminiscencia (ECL Western blotting detection system, Amersham, 
Biosciences. UK). Se utilizó como control un anticuerpo monoclonal anti-actina (IgM, 
ZYMED, Inc.).
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XIV.9 Análisis por RT-PCR
El RNA total fue extraído utilizando Trizol (InvitrogenTM, Life Technologies) de acuerdo 
a las instrucciones del fabricante. Se utilizaron 5 µg de RNA total para sintetizar cDNA, 
utilizando la transcriptasa reversa SuperScript (InvitrogenTM, Life Technologies) y oligo 
dT16-18. La reacción de amplificación por PCR se realizó en un volumen final de 25 µl, 
que contenía 5 µl de cDNA, 50 pM en concentración de cada oligonucleótido uti-
lizado, 30 µM de cada deoxinucleotido trifosfato (dNTP), 2.5 unidades de Taq DNA 
polimerasa, 50 mM KCl, 20 mM Tris HCl (pH 8.4), 1.5 mM MgCl2. La amplificación 
se llevó a cabo en un termociclador y se hicieron 35 ciclos: desnaturalización a 94 °C 
durante 1 min, alineamiento a 55-60 °C durante 2 min y polimerización a 72°C du-
rante 3 min. La secuencia de los oligos utilizados es: topo II alfa (ATP), sentido 5´-
ctgaaggaagccctcaagaag–3´, antisentido 5´-ggtcttaggtggactagcatc–3´ (300 pb); GAPDH, 
sentido 5´- tggggaaggtgaaggtcgga –3´, antisentido 5´- gaaggggtcattgatggcaa – 3´ (110 
pb); MRP-1, sentido 5´-tctctcccgacatgaccgagg–3´, antisentido 5´- ccaggaatatgatgcccc-
gacttc–3´ (140 pb);  GST-µ, sentido 5´- gaactccctgaaaagctaaag–3´, antisentido 5´-gtt-
gggctcaaatatacggtgg–3´ (250 pb); mdr-1, sentido 5´-cccatcattgcaatagcaggg–3´, antisen-
tido 5´- gttcaaacttctgctcctga-3´ (140 pb). Los oligos utilizados para analizar la región 
3´del gen de topo II alfa se localizaron de acuerdo a la posición de la secuencia de cDNA 
descrita por Campain et al (83): FI (3021-3570 nt), FII (3519-4162 nt), y FIII (4124-4771 
nt)(Fig. 8). Los productos de PCR fueron separados en geles de acrilamida, teñidos con 
bromuro de etidio. 

XIV.10 Northern blot
Diez microgramos de RNA se separaron en un gel de agarosa al 1% que contenia 0.66 M 
de formaldehído y se transfirió por capilaridad a una membrana Hybond N+ (Amersham, 
International, Buchinghamshire, United Kingdom). La sonda que se utilizó para detec-
tar el mRNA de topo II alfa fue un fragmento de 293 nt cDNA, obtenida por RT-PCR 
de células HeLa de la región 3´ del gen (1246 al 1539 nt). Esta se marcó con [32P- -CTP] 
por Random Primer utilizando al fragmento Klenow (InvitrogenTM, Life Technologies). 
Se hibridó durante 18 horas a 42°C. Posteriormente las membranas fueron lavadas con 
solución 1 (2X SSC, 0.1% SDS) a temperatura ambiente, y un lavado con solución 2 
(0.1X SSC, 0.1 % SDS) a 55 °C. El RNA 18S, teñido con bromuro de etidio, se utilizó 
como control de cargado. Las membranas fueron expuestas a placas autoradiográficas 
Kodak X-OMAT AR a –70 °C.
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XIV.11 Análisis de la región 3´ del gen de topo II alfa por 3´RACE
La técnica de 3´RACE fue usada para amplificar el extremo de la región 3´ del gen 
de topo II alfa, utilizando el kit 3´RACE (InvitrogenTM, Life Technologies). El 
cDNA fue generado utilizando un oligo RT: 5´-aaggatccgtcgacatcgataatacgactcactata-
agggatttttttttttttttt–3´. El PCR se llevó a cabo utilizando el oligo sentido específico de 
topo II alfa 5´-ctgaaggaagccctcaagaag-3´ en la posición 3857 en el cDNA y el oligonu-
cleótido antisentido 5´-gacatcgataatacgac-3´, que corresponde a la región subrayada en 
el oligonucleótido RT. Cada reacción contenía 20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 2 mM MgCl2, 
50 mM KCl, 200 mM dNTPs, 0.1 unidades de Taq DNA polimerasa y 200 nM de cada 
oligo utilizado en un volumen final de 25 µl. El protocolo de PCR fue el siguiente: 94 
°C durante 1 min, 50 °C durante 1 min y 72 °C durante 4 min, en el primer ciclo, y 
los siguientes 35 ciclos: 94 °C durante 1 min, 50 °C durante 1 min y 72 °C durante 3 
min. Los productos fueron separados en geles de poliacrilamida, teñidos con bromuro de 
etidio.
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XV. RESULTADOS

XV.1 Análisis por RT-PCR de la expresión de genes relacionados con la MDR
Las líneas celulares seleccionadas con epipodofilotoxinas, etopósido y tenipósido, pre-
sentan un fenotipo de resistencia a fármacos, con resistencia cruzada a una gran variedad 
de compuestos. Un hallazgo en común en estas células es la disminución en la acumu-
lación intracelular del fármaco o bien una distribución intracelular alterada, aparente-
mente debido a la sobreexpresión de genes como mdr-1 o mrp-1. Varias de estas líneas 
celulares tumorales que presentan un fenotipo de resistencia a etopósido han mostrado 
alteraciones en la enzima nuclear topo II alfa; dentro de estas alteraciones se ha descrito 
la disminución en la concentración de la proteína ocasionada por una disminución en 
la expresión del gen, así como cambios en su actividad enzimática. Tomando en cuenta 
esto se decidió analizar primero la expresión por RT-PCR del gen de topo II alfa y de 
otros genes relacionados con la resistencia múltiple a fármacos.

	 Al analizar la expresión del gen de topo II alfa utilizando oligonucleótidos 
dirigidos a la región que codifica para la unión de ATP, en el extremo 5´ del gen,  los 
resultados mostraron una banda de amplificación de 343 pb al igual que en las células 
HeLa que fueron usadas como control de expresión (Figura 9 A), lo que sugirió que no 
había alguna alteración en la expresión de topo II alfa en células INER-37. 

	 Además, se analizó la expresión de los genes mrp-1 y gst-m1 y esta fue positiva 
para ambos genes, sin embargo no se observó expresión del gen mdr-1 (Figura 9 B). Las 
células INER-37 no expresaron el gen mdr-1, por lo que la actividad del producto de 
este gen, la gp-P, fue descartada como posible responsable de la resistencia a etopósido 
y etopósido. Sin embargo, se detectaron los mensajeros de los genes mrp-1 y gst-m1. El 
producto de estos dos genes se ha reportado que confieren resistencia a fármacos, pero 
no a etopósido y tenipósido; no obstante no se puede descarta la participación de este 
mecanismo (MRP-1/GST-M1) en la resistencia a etopósido y teniposido en las células 
INER-37.
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Figura 11. Análisis por RT-PCR de la expresión de genes relacionados con resistencia a fármacos en células  
	 INER-37.  Cinco microgramos de RNA total se utilizaron para sintetizar cDNA y enseguida se realizó  
	 la PCR para amplificar los fragmentos.  A) expresión de topo II alfa  (células HeLa usadas como  
	 control). B) Expresión de los genes mrp-1, gst-m1 y mdr-1. Tejido de pulmón y riñón fueron utilizados  
	 como controles positivos de expresión para estos genes.
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XV.2 Actividad catalítica de topo II
Otra de las alteraciones descritas en las líneas celulares resistentes a etopósido, se refiere 
a la actividad catalítica de la enzima. Se analizó la actividad de topo II en extractos 
nucleares de las células INER-37, utilizando el ensayo de desenrrollamiento del DNA 
del fago  -174 (Figura 10). Los resultados mostraron una actividad proporcional a las 
concentraciones de 1 a 6 µg de proteína nuclear de las células HeLa, mientras que la 
actividad estaba reducida en las células INER-37. A los 3 µg de proteína de extracto 
nuclear de células HeLa, la actividad de desenrrollamiento fue del 50%, y en la misma 
concentración de proteína nuclear la actividad en células INER-37 fue nula (Figura 10 a 
y c), y el 80% del sustrato se mantuvo sin alteraciones, aún en la máxima concentración 
de proteína nuclear de 6 µg. Estos resultados mostraron menor actividad de topo II en 
los extractos nucleares, esto podría ser resultado de la reducción en la concentración de 
la topo II dentro del núcleo o una alteración que afectara su actividad catalítica.

Figura 12. Ensayo de actividad catalítica de topo II por desenrrollamiento de DNA de -174.  Extractos  
	 nucleares (a) y totales (b) de células INER-37 y HeLa se incubaron con 0.5 mg de DNA de -174  
	 durante 50 min.  Las muestras fueron tratadas con proteínasa K y SDS para detener la reacción, y  
	 enseguida se separaron las formas del DNA en un gel de agarosa al 1%. c) y d) son gráficos de los análisis  
	 de densitometría de tres experimentos independientes (+/- ES) que muestran la desaparición de la  
	 forma enrollada del DNA de -174.  Control (Ctl: DNA -174 enrrollado).
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Para obtener mayor información se analizó la actividad de topo II en extractos totales de 
las células INER-37. Estos ensayos mostraron que en las células INER-37 la actividad de 
topo II es similar a la presente en las células HeLa, indicando con esto que la actividad 
catalítica de topo II estaba intacta, lo que sugiere una localización subcelular alterada de 
topo II (Figura 12 B y C). 

XV.3 Localización subcelular de topo II alfa
En las líneas celulares que se han descrito con una localización subcelular alterada de to-
pos II, tienen como característica común, la presencia de la topo II alfa en el citoplasma. 
Para demostrar una localización citoplásmica de topo II alfa en la línea celular INER-37 
se analizó por medio de una inmunocitoquímica utilizando un anticuerpo policlonal que 
reconoce a la topo II alfa. En la figura 13 se muestra una fotografía de una inmunoci-
toquímica representativa en las células INER-37, donde se encontró que la topo II alfa 
se localizó predominantemente en el citoplasma, en contraste con las células HeLa, en 
donde se encontró en el núcleo. Como se ha descrito en otras líneas celulares resistentes 
a etopósido, la resistencia a etopósido en las células INER-37 se puede asociar con la 
localización citoplásmica de la topo II alfa.

Figura 13. Inmunocitoquímica contra la topo II alfa en células INER-37 y HeLa. Las células fueron sembradas  
	 durante 4 horas en portaobjetos y después de realizó la detección de la enzima con un anticuerpo  
	 policlonal anti-topo II alfa hecho en conejo y revelado con el método de peroxidasa con  
	 diaminobenzidina.  Las fotomicrografías fueron tomadas con un microscopio Nikon a x400 de aumento.  
	 A) HeLa y B-D) INER-37.
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XV.4 Análisis del extremo 3´ del RNAm de topo II alfa
Se han reportado deleciones en el extremo 3´ del gen de topo II alfa, en líneas celulares 
resistentes a venenos de topo II que presentan a la topo II alfa en el citoplasma. Estos 
defectos daban como resultado un RNAm de menor tamaño y como consecuencia una 
proteína de menor peso. Para definir la mutación en el gen de topo II alfa en las células 
INER-37 que de como resultado la topo II alfa citoplásmica, se analizó el extremo 3´ del 
gen por RT-PCR, utilizando 3 pares de oligonucleótidos que delimitan fragmentos de las 
últimas 2 kb. Las bandas de amplificación de los fragmentos I y II no mostraron ninguna 
diferencia en el tamaño esperado entre las células HeLa e INER-37, sin embargo el pro-
ducto del fragmento III no fue amplificado en las células INER-37 en contraste con las 
células HeLa (Figura 14). Este resultado sugirió una deleción en el extremo 3´ del gen 
de topo II alfa en las células INER-37.

Figura 14.  Análisis por RT-PCR de las últimas 2 kb del RNAm de topo II alfa en el extremo 3´. A) Se utilizaron  
	 los pares de oligonucleótidos denominados FI (549 nt), FII (643nt), FIII (647nt) y el fragmento  
	 ATP (300nt), como control. B) Electroforesis de los fragmentos obtenidos por RT-PCR. 1. HeLa;  
	 2. INER-37. 
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Con el fin de delimitar la deleción en el extremo 3´ del gen de topo II alfa en las células 
INER-37 se realizó un ensayo de 3´RACE. En este sistema se utilizó un oligonucleotido 
localizado en la posición 3857 nt, que se ubica hacia el extremo 5´ del oligonucleótido 
sentido del fragmento III, utilizado en el RT-PCR, arriba descrito, que al parecer esta 
alterado. El fragmento amplificado contenía parte de la región traducida (3857-4590 nt) 
y los 995 nt de la región no traducida (3´UTR). El producto del 3´RACE que se obtuvo 
en INER-37 fue de aproximadamente 650 pb, mientras que para las células HeLa fue de 
1800 pb, que fue utilizada como control (Figura 15). 

Figura 15. Ensayo de 3´RACE para el RNAm de topo II alfa. Se analizó la región 3´ del RNAm de topo II alfa  
	 con el sistema 3´RACE y RT-PCR anidado, utilizando un oligo sentido ubicado en el nucleótido 3857 y  
	 como antisentido un oligo de 17 bases que era parte del oligo-RT utilizado para sintetizar el cDNA,  
	 el cual se ubica desde la región 3´UTR. 1. HeLa, 2. INER-37.
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Este resultado mostró que en las células INER-37 el gen de topo II alfa carece de aproxi-
madamente 1150 pb del extremo 3´, lo que sugiere que el RNAm de topo II alfa es de 
menor tamaño al tipo silvestre. 

	 Para comprobar esto último, el RNA total se analizó mediante un ensayo de 
northern blot utilizando una sonda de cDNA obtenida por PCR del gen de topo II alfa, 
que se ubica entre los nucleotidos 1246-1539 (sonda ATP). Los resultados mostraron 
dos RNAm truncados de 4.8 y 2.0 kb, ambos más pequeños respecto al tamaño normal 
del mensajero silvestre, que es de 6.1-6.3 kb que se encontró en las células HeLa (Figura 
16), sin embargo, se observó un barrido en la banda que corresponde al RNAm de 2.0 
kb, lo que podría indicar una degradación de este mensajero, lo que sugeriría que es 
inestable, probablemente a la deleción en el extremo 3´.

Figura 16. Análisis de Northern blot.  El RNA total (10µg) se separó por electroforesis en una gel de agarosa-
formaldehído (0.66M) y se tranfirió a una membrana de nylon.  El RNAm de topo II alfa se detectó con una sonda 
hecha por PCR (1246-1539nt) obtenida de células HeLa.  1.HeLa, 2. INER-37.
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	 En conjunto estos resultados muestran que las células INER-37 tienen una 
deleción en la región 3´ del RNAm de topo II alfa de aproximadamente 1300 pb, la cual 
incluye la región traducida así como parte de la región 3´ no traducida (3´-UTR). 

	 La amplificación del fragmento II por RT-PCR utilizando un par de oligo-
nucleótidos que se ubican entre los nucleótidos 3519 al 4162, y en el que se obtuvo el 
fragmento esperado, lo que sugiere que no existe una pérdida de nucleótidos significa-
tiva, nos permite situar la deleción en el RNAm de topo II alfa a partir del nucleótido 
4162, cercano al lugar en donde en otras líneas celulares se ha descrito una deleción en 
el RNAm.

XV.5 Topo II alfa truncada de 160 kDa
En las células INER-37 se encontraron dos RNAm, de 4.8 y 2.0 kb, lo que permitio 
predecir que el transcrito de mayor tamaño puede ser traducido y producir una proteína 
de aproximadamente 1435 aminoácidos con la región COOH- terminal truncada y un 
peso aproximado de 160 kDa. El RNAm de 2.0 kb al traducirse daría una proteína de 
600 aminoácidos con un peso aproximados de 65 kDa. Se utilizaron tres anticuerpos que 
reconocen diferentes epítopos. Al utilizar el anticuerpo que reconoce un epítopo en la 
región interna de la topo II alfa (Sta. Cruz, S-20), se identificó una proteína de aproxi-
madamente 160 kDa, de menor tamaño que el producto observado en las células HeLa, 
que fue de 170 kDa (Figura 17). Este anticuerpo no  detectó otro péptido. Para corrobo-
rar que el COOH- terminal estaba truncado, se utilizó un anticuerpo que reconoce un 
epítopo que se encuentra cercano a la región COOH- terminal de la topo II alfa (Sta. 
Cruz, K-19). El resultado reveló que en las células INER-37 el anticuerpo no reconoció 
ninguna proteína, en contraste, en las células HeLa se identificó una proteína de 170 
kDa, este resultado mostró que la topo II alfa en las células INER-37 estaba truncada en 
la región COOH-terminal. El mismo resultado se obtuvo cuando se utilizó un anticuerpo 
anti-topo II alfa que reconoce los últimos 16 aminoácidos de la región COOH-terminal 
(TopoGen, Columbus, Ohio). El análisis de la proteína mostró que las células INER-37 
expresan una proteína topo II alfa truncada de 160 kDa, la cual al parecer perdió por 
lo menos 96 aminoácidos de la región COOH-terminal. En esta región se encuentra la 
señal de localización nuclear (NLS1454-1497), estos datos concuerdan con la presencia de 
la topo II alfa en la región citoplásmica en las células INER-37.
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Figura 17. Análisis por Western Blot de topo II alfa en extractos totales de células INER-37 y HeLa.  Sesenta  
	 microgramos de proteína de extracto total de células INER-37 y HeLa se separaron en un SDS-PAGE, 
	 se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se inmunodetectaron con anticuerpos policlonales  
	 de cabra anti-topo II alfa que reconocen un epítope de la región interna (S-20) y un epítope en la  
	 región COOH-terminal (K-19), se trabajaron a una dilución de 1:100.  Se utilizó como control un  
	 anticuerpo anti-actina.
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XVI. DISCUSION

Las células tumorales pueden desarrollar resistencia a los venenos de topo II por la so-
breexpresión de los genes mdr-1 y mrp-1-6 (240), o bien por la disminución de la concen-
tración o la alteración de la estructura de la enzima blanco por mutaciones. La resisten-
cia a los venenos de topo II se ha correlacionado con una disminución en los niveles 
de topo II alfa o con mutaciones que afectan la actividad catalítica de la enzima (244). 
También se ha descrito que la presencia de la topo II alfa en el citoplasma confiere resis-
tencia a los venenos de topo II (230,235,239,241). Se han reportado previamente, siete líneas 
celulares tumorales humanas con la topo II alfa en el citoplasma. Entre estas, se incluyen 
tres líneas de cáncer de pulmón (H209/V6, H209/VP y H69/VP), dos líneas celulares de 
cáncer de mama (T47D/VP y MCF-7/VP) y dos líneas celulares obtenidas de leucemias 
(HL60/MX2 y CEM). Todas estas líneas celulares fueron obtenidas mediante un proceso 
de selección a venenos de topo II, como etopósido y mitoxantrona, siendo la única ex-
cepción la línea celular CEM, que fueron derivadas de un paciente con leucemia aguda 
y mostraron una baja sensibilidad a los venenos de topo II. En estas líneas celulares, el 
gen de topo II alfa presenta una extensión en la región exónica como resultado de un 
splicing alternativo, inserciones, mutaciones y deleciones, lo cual resulto en alteraciones 
en la región 3´ del gen, que derivo en la traducción de proteínas truncadas en la región 
COOH- terminal y la consecuente pérdida de una de las dos SLN presentes en esta 
región (230-238).  En este trabajo, se describe la caracterización de la línea celular de cáncer 
de pulmón INER-37, de la variedad células no pequeñas (NSCLC), que presentó una 
resistencia innata a etopósido. En esta línea celular la resistencia al etopósido se asoció 
con la presencia de la topo II alfa en el citoplasma. Un análisis más profundo mostró que 
las células INER-37 tienen una deleción en el gen de topo II alfa, que da como resultado 
la presencia de dos transcritos de 4.8 y 2.0 kb, a diferencia del transcrito silvestre, que 
es de 6.1 kb. El RNAm de 4.8 (con una pérdida de 1.3 kb, que incluye la 3´-UTR), se 
traduce en una proteína truncada de 160 kDa que se localiza en el citoplasma. En esta 
proteína truncada de 160 kDa, al menos 96 aminoácidos de la región COOH-terminal 
no están presentes y por lo tanto carece de la NLS1454-1497, al igual que las líneas celulares 
antes mencionadas, en donde la NLS1454-1497 esta incompleta o ausente. 

	 Las células INER-37 mostraron una resistencia incrementada al etopósido y 
al tenipósido, pero no presentaron una resistencia a doxorubicina, ciclofosfamda, 5-flu-
oruracilo o metotrexate. Este patrón de resistencia correlacionó con la falta de expresión 
del gen mdr-1. Sin embargo, si se expresaron los genes mrp-1 y gst-m1. El producto de 
estos genes, las proteínas MRP-1 y GST-M1, pueden contribuir a la resistencia de varios 
fármacos al expulsarlos de la célula (MRP-1) o inactivarlos (GST-M1), o bien conju-
garles un glutation y posteriormente ser reconocidas y expulsadas de la célula (MRP-
1/GST-M1), sin embargo, no se ha asociado a MRP-1 con la resistencia a etopósido o 
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tenipósido, no obstante no se puede descartar como un factor que ayude a las células 
INER-37 a ser resistentes a etopósido y tenipósido. La GST-M1 puede transferirle un 
glutation a ambos fármacos y ser en parte, la responsable de la resistencia en esta línea 
celular.  

	 El fenotipo de topo II alfa citoplásmica se debe a mutaciones y deleciones en 
la región 3´ del gen. Es esta región se encuentran las secuencias que codifican las dos 
señales de localización nuclear bipartitas (NLS1259-1296 y NLS1454-1497) y la afectación de 
al menos una de ellas, principalmente la NLS1454-1497, disminuye la concentración de la 
enzima en el núcleo (120). Ya se discutió que existen varias líneas celulares con la topo 
II alfa citoplásmica, varias de las cuales presentan grandes deleciones en el extremo 3´ 
del gen y esto resulta en una pérdida de al menos 109 aminoácidos de la región COOH- 
terminal (Tabla II). La presencia de deleciones en esta región del gen de topo II alfa, al 
parecer se debe a la presencia de una zona de inestabilidad genética, un hot spot, entre el 
exón 33 y el 35 (236).  En este sito se encuentran presentes secuencias Alu, estas secuen-
cias incrementan el número de eventos de recombinación en esta región y aumentan 
inestabilidad de la región.  

	 De entre las líneas celulares en donde la región 3´ del RNAm de topo II alfa 
esta afectada, las células INER-37 son muy parecidas a las células HL60/MX2, porque 
ambas líneas celulares presentan una deleción de 1.3 kb que afecta a la región codifi-
cante del extremo 3´ y también a la UTR (untranslated region) dando como resultado un 
transcrito de 4.8 kb.  En las células HL60/MX2 el transcrito que esta deletado se origina 
por un splicing alternativo del RNAm, que da como resultado la pérdida de los últimos 
108 residuos de aminoácidos, los cuales son reemplazados por 13 residuos nuevos (230,233). 
No obstante, no se conoce la razón por la cual las células INER-37 presentan esta delec-
ión en el gen de topo II alfa, por lo que es necesario determinar si existe algún rearreglo, 
o bien si esto ocurre en el gen o solo en el RNAm, la presencia de alguna mutación que 
presente un codón de paro y si hay la presencia de aminoácidos nuevos en la proteína de 
160 kDa. 

	 A pesar de que las células INER-37 presentan la topo II alfa de 160 kDa en 
el citoplasma, esta enzima es completamente activa. El extremo COOH se sabe que no 
es necesario para la actividad de la topo II alfa, por lo que aún cuando la enzima carezca 
de esta región mantiene su actividad catalítica. Sin embargo, el extremo COOH con-
tiene residuos que son fosforilados y que son importantes para regular la actividad de la 
enzima. La topo II alfa tiene su pico máximo de expresión y actividad en la fase G2/M 
del ciclo celular, así también el pico máximo de fosforilación es en esta fase, por lo que 
alteraciones en la fosforilación de la enzima puede afectar su actividad. En las células 
INER-37, la actividad de desenrrollamiento y decatenación de la topo II se encuentra 
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sin alteración, sin embargo, la topo II alfa no solo tiene una función catalítica, sino 
también estructural, por lo que se tiene que determinar con mayor fineza si existe alguna 
alteración en la actividad de la topo II alfa y en su participación estructural en los cro-
mosomas, dada por la pérdida de sitios de fosforilación,  

	 La topo II alfa es esencial para la mitosis en células eucariontes. Durante la 
mitosis la topo II alfa lleva a cabo la separación de las cromátidas hermanas, así como 
los liberar los enrrollamientos en el DNA generados durante la duplicación y en la 
interfase de G2. Cuando se silencia la expresión de topo II alfa con RNAi en células 
eucariontes, da como resultado una mala segregación de los cromosomas y defectos en la 
condensación. En las células tumorales que presentan la topo II alfa fuera del núcleo, se 
ha reportado que los eventos mitóticos son llevados a cabo por la topo II alfa citoplás-
mica, la cual probablemente interaccione con la cromatina después del desensamble de 
la envoltura nuclear. No obstante, no todas las funciones nucleares son eficientemente 
compensadas: por ejemplo, en las células H69/VP el cariotipo es poliploide, lo que su-
giere que la localización citoplásmica de topo II alfa aumenta el número de eventos de 
no-disyunción entre los cromosomas (242). Un estudio realizado en el laboratorio mostró 
que las células INER-37 presentaron poliploidía con numerosos cromosomas acrocéntri-
cos, lo que apoya el papel tan importante que tiene la topo II alfa en la segregación de 
los cromosomas en la mitosis. Es importante hacer notar que la actividad de esta enzima 
no es compensada por la topo II beta o por alguna otra enzima en la célula. 

	 La explicación para la resistencia mediada por la topo II alfa citoplásmica 
se puede explicar de dos formas: la primera es que la enzima citoplásmica actúe como 
una barrera que impida la entrada del fármaco al interior del núcleo, ya que el fármaco 
se puede unir a la enzima sin necesidad de que este presente el DNA y de esta forma 
secuestrar al fármaco; la segunda es que el fenotipo de la topo II alfa en el citoplasma es 
similar al fenotipo en el que la expresión y la proteína está disminuida en el interior del 
núcleo, de forma que aunque el fármaco logre ingresar al núcleo, la concentración de la 
enzima va a estar disminuida, por lo que el número de complejos ternarios y por lo tanto 
la cantidad de complejos de corte estabilizados por la actividad del fármaco será muy 
pequeña, así como los cortes de doble cadena en el DNA generados, por lo que serán 
arreglados por los sistemas de reparación de la célula.

	 Una observación interesante es que todas las líneas celulares con mutaciones 
en la región 3´ del gen de topo II alfa fueron obtenidas mediante un proceso de selección 
a venenos de topo II, siendo la única excepción las células CEM. Estas células fueron 
derivadas de un paciente con leucemia aguda y mostraron una baja sensibilidad a los 
venenos de topo II.  En este trabajo, las células INER-37 son la primera evidencia de una 
línea celular humana de cáncer de pulmón en donde un mutación afecta la región 3´ de 
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gen de topo II alfa, resultando en la adquisición de la resistencia innata a los venenos de 
topo II. La importancia de las mutaciones en la región 3´ del gen de topo alfa in vivo no 
se conoce del todo, sin embargo, se publicó un reporte en el que la localización citoplás-
mica de la topo II alfa tuvo un impacto negativo en el tratamiento quimioterapéutico en 
niños con leucemia linfoblástica aguda (243), ya que los niños que presentaron positividad 
para la topo II alfa citoplásmica, tuvieron una menor sobrevida, comparada con aquellos 
que tuvieron la topo II alfa en el núcleo, que fue mucho mayor (34 meses vs 110 me-
ses). Esta observación sugiere la importancia que tiene la topo II alfa citoplásmica en el 
tratamiento de la leucemia, esto mismo podría estar sucediendo en otro tipos de cáncer, 
como el cáncer de pulmón, por lo que es importante el análisis de la incidencia de  topo 
II alfa citoplásmica. 

	 Durante el ciclo celular, la expresión del RNAm de topo II alfa aumenta de 
15-16 veces durante la fase S, con el pico máximo en la fase G2/M y rápidamente dis-
minuye después de mitósis. En las células HeLa estas variaciones en el RNAm de topo II 
alfa se asocian con cambios significativos en la estabilidad del transcrito, haciendolo más 
estable (105).  Evidencias recientes muestran que la estabilidad del RNAm de topo II alfa 
esta regulado por la interacción de  complejos de proteínas que se unen a la región UTR-
3´ y que son sensibles al cambio en el potencial redox (105), por lo que las deleciones en la 
región UTR del RNAm de topo II alfa pueden conferir una expresión constitutiva y una 
alteración durante el ciclo celular. Ya que las células INER-37 tienen una deleción en el 
RNAm de topo II alfa que afecta también a la UTR-3´, resultaría interesante analizar si 
en estas células el transcrito de topo II alfa es menos estable por la ausencia de esa región 
y analizar si existe algún cambio en la expresión del gen.

	 Existen varias evidencias que muestran que la topo II alfa interacciona con 
dos importantes reguladores del ciclo celular, p53 y Rb. La proteína p53 regula la activi-
dad de la topo II alfa y Rb inhibe la actividad de topo II alfa en la fase G1, pero la inter-
acción entre ambas proteínas en la fase G2/M aumenta la actividad de topo II alfa. Por 
lo que resultaría muy interesante analizar si estas interacciones se ven alteradas, dada 
la deleción que esta en la región 3´ del RNA de topo II alfa y que como consecuencia 
de ellos la estabilidad y sobre todo la actividad de la enzima en el ciclo celular se vea 
afectada, y esto podría ser un paso clave en el proceso de tumorigenesis en algunos tu-
mores. Además, las células que presentaran este tipo de mutaciones en el gen de topo II 
alfa tendrían una ventaja sobre otras células tumorales, ya que tendrían la capacidad de 
resistir la acción citotóxica de los venenos de topo II.

	 El fenotipo de topo II alfa citoplásmica hasta el momento se ha descrito en 
siete líneas celulares, incluida INER-37, de las cuales cuatro de ellas son de cáncer de 
pulmón (Tabla II).  Ningún mecanismo de resistencia ha demostrado tener un papel 
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relevante en los tumores de pulmón, como mdr-1, mrp´s, lrp o bcrp. También se ha pro-
puesto que sean las alteraciones en Topoisomerasas, del tipo I y II, las que sean las 
responsables de esta resistencia observada en cáncer de pulmón. Lo que sugiere que no 
existe un mecanismo que por si solo sea el responsable de la resistencia, sino más bien 
es un fenómeno multifactorial, en donde varios mecanismos de resistencia pueden estar 
presentes. Basado en esto proponemos que se debería de analizar el fenotipo de topo II 
alfa citoplásmica en biopsias de tumores de pulmón y determinar la frecuencia con la 
que se presenta en este tipo de cáncer, y determinar si la topo II alfa citoplásmica puede 
usarse como un marcador de resistencia (245). Por otro lado, también permitiría determi-
nar un esquema quimioterapéutico adecuado a las características del tumor, en donde no 
se incluyan los venenos de topo II (246).

Tabla II. Mutaciones en el extremo 3´ del gen de topo II alfa 
asociadas con resistencia

	Tipo Celular	 Línea celular	 Nucleótido	 Aminoácido	 Fármaco	 Referencia

	 Pulmón	 H209/v6	 4267-5256	 1423-1531	 Etopósido	 Miski y Cole, 1995

		  4267-4952	 1424-1531	 Etopósido	 Yu et al, 1997	 Pulmón

	 Pulmón	 H69/VP	 4468-4476	 1490-1492	 Etopósido	 Wessel et al, 1997

	 Leucemia	 HL60/MX2	 4267-5357	 1424-1531	 Mitoxantrona	 Harper et al, 1995

	 Leucemia	 CEM	 4267-5357	 1424-1531	 Etopósido	 Mo et al, 1997

	 Pulmón	 H209/VP	 4267-4468	 1423-1531	 Etopósido	 Mirski et al, 2000

	 Mama	 MCF-7/VP	 3197-3811	 1066-1270	 Etopósido	 Matsumoto et al, 1997

	 Mama	 T47/VP	 4265-4464	 1422-1487	 Etopósido	 Matsumoto et al, 2001

	 Pulmón	 INER-37	 4162-->		  Etopósido	 Este reporte
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XVII. CONCLUSIONES

	 Las células INER-37 presentan una resistencia incrementada a etopósido y 
tenipósido que corrrelaciona con la presencia de la topo II alfa en el citoplasma.

	 Existe una deleción en el extremo 3´ del gen de topo II alfa que da como re-
sultado una proteína truncada de 160 kDa.

	 La actividad catalítica de topo II alfa en las células INER-37 permanece sin 
alteraciones aparentes, a pesar de su localización citoplásmica.

	 Los genes mrp-1/gst-m1 se expresan en las células INER-37, sin embargo la 
contribución de estos en la resistencia de estas células al etopósido y tenipósido no fue 
descartada. 



- 70 -

Importancia de la Topo II Alfa Citoplásmica en cáncer de Pulmón

XVIII. PERSPECTIVAS

La topo II alfa en el citoplasma es uno de los mecanismos de resistencia a venenos de 
topo II que se han descrito en líneas celulares, sin embargo este mecanismo ha sido poco 
estudiado in vivo, por lo que es necesario analizar su incidencia en pacientes con cáncer 
de pulmón, o cualquier otro tipo de cáncer. Ya se vio que en leucemias en niños, la pres-
encia de la topo II alfa en el citoplasma es un factor de mal pronóstico para los pacientes. 
Por lo que serviría de análisis para diagnóstico pronóstico.

	 Por otro lado el análisis de la topo II alfa citoplasmica, en el contexto de la 
vida de la célula, es un campo fértil de estudio. Dada la importancia que tiene la topo II 
en la vida celular, por su papel en el metabolismo del DNA (duplicación, transcripción, 
segregación de los cromosomas en la mitosis), sería interesante determinar si existen 
elementos que sustituyen a la enzima y llevan a cabo su actividad, o bien, si es la misma 
topo II alfa truncada la que lo lleva a cabo, cuál es el mecanismo por el cual puede ac-
ceder al núcleo y llevar a cabo su función.

	 El extremo carboxilo de la topo II alfa, no es esencial para la actividad 
catalítica de la enzima, sin embargo en esta región se encuentran la mayoría de los sitios 
de fosforilación, que al parecer son importantes para regular la actividad, así como su 
traslocación al núcleo. La topo II alfa de INER-37 carece de esta región de la proteína, 
por lo que sería interesante estudiar a detalle cuales son los sitios de fosforilación que se 
ven alterados y cuál es su significado biológico.

	 Las células INER-37 presentan a la topo II alfa en el citoplasma y esto le 
confiere una resistencia elevada a etopósido y tenipósido.  Estas células crecen en mono-
capa, sin llegar a la confluencia. Sin embargo, cuando las células llegan a confluencia 
(más del 70%), estas se sensibilizan a la actividad del etopósido, lo que resulta en un 
aumento en la tasa de apóptosis. Al analizar a las células INER-37 en confluencia, por 
inmunocitoquímica, se observó que la mayoría de la topo II alfa se localizaba en el nú-
cleo y no en el citoplasma como en las células en baja confluencia (menos del 50%). La 
topo II alfa tiene dos señales de localización nuclear y dos de exportación nuclear, las 
cuatro se encuentran localizadas en el extremo carboxilo. En células en proliferación la 
topo II alfa se localiza en el núcleo y su traslocación al núcleo se debe a la interacción 
de la enzima con las importinas  1-3 y  . El proceso de exportación de la topo II alfa 
al núcleo es mediado por su interacción con la exportina y con CRM1. En las células 
que están proliferando la exportación del núcleo al citoplasma se encuentra inhibida y 
por lo tanto la topo II alfa se mantiene en el núcleo. En este contexto sería importante 
definir cuál es el mecanismo por el cual la topo II alfa en INER-37 puede traslocarse 
al núcleo, aún cuando tenga afectado el extremo carboxilo.  Una hipótesis podría ser 
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que la otra señal de localización nuclear no este afectada (se ha reportado que la pérdida 
de esta señal no es significativa en la localización de la enzima en el núcleo, ya que cu-
ando esta señal se pierde, solo el 10% de la enzima se ubica en el citoplasma) y esta en 
conjunto con la fosforilación de algún sitio cercano a ella puedan ser suficientes para que 
la enzima se trasloque al núcleo. Además de analizar si las proteínas relacionadas con la 
importación de la topo II alfa se encuentra funcionales. 
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