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ABREVIATURAS

ABC: Del inglés: ATP-Binding Cassette (Cassette de Unién a ATP)

cDNA: Cadena de DNA sintetizada a partir de un RNA

CPT: Captothecina

Cs-A: Ciclosporina -A

BCRP: Del inglés: Breast Cancer Resistanse Protein (Proteina de Resistencia en
Cancer de Mama)

DXR: Doxorrubicina

Gp-P: Glicoproteina-P

Gst: Transferasa de Glutatién

MDR: Del inglés: Multidrug Reistanse (Resistencia Miiltiple a Formacos)

MRP: Del inglés: Multidrug Resistance Protein (Proteina de Resistencia Multiple a
Farmacos)

PCR: Del inglés: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Topo: Topoisomerasa

VM-26: Teniposido

VP-16: Etopdsido




INDICE

Pigina

Introduccién ) . 1

Cancer de pulmoén ......c.cvveiieciiiieniecreiennnns : 1

Clasificacion del cincer de pulmon ............... 5 ..... ; 2

Terapia contra el CANCEr ....cc.ceiirrrmerenrnicornunes L e : 3
Resistencia Miltiple a Farmacos........... i s

Mecanismos de Resistencia a Firmacos

TOpOiSOmMErasas ........ceeevuneinns o s
top-1. 6.
top-3 .eecveennn S
tOP-2 .iuvirerrennnnans 8"
LOP-20L cuerrerreereenvenseees : 9

top-2B

g

Otros mecanismos

Glicoproteina‘-P‘ i

Antecedentes .............. veeeess ceenen

ObjJEtivos ...ceuniririinnririiereeienene erenenes
HipOtesis......ccccceveeeivnnnnennae vsreeeuanerens
Material y Métodos
Obtencién de lineas y cultivo celular .....
Ensayo de citotoxicidad ........... [EOURRPPRRIIN 1
Extraccién nuclear.................. e s 5 19

Determinacién de la concentracién protéica

Ensayo de actividad enzimatica de top-2 ....

Extraccionde RNA ........cccooveiiiinnens vaeres :

Sintesis de cDNA .........iiiiiiniiiiinesctennenaas ..'A.' ST

Amplificacién por PCR......c.vevveveeenn. et

Western BIOt .....coceeeeirveecnnenes reoerens
Inmunocitoquimica.............. veerreinneenes veeneces ...... eereenatenana

Ensayo de Captacién e Inhibicién de la expulsion .......c.ccveeeeeeenns

19
19
20
20
20
21
22
22



Ensayo de citotoxicidad con inhibicién de gp-P 1:591" C§4A.
Resultados y Discusién .... e

....... . edeiiaeien s 24
Conclusién ‘ i imeeesibins

Referencias




RESUMEN

El cancer de pulmén es uno de los tipos de céncer mas comunes y una de las causas de
muerte mas frecuente en todo el mundo. Entre los problemas a los que se enfrenta el
tratamiento de ésta neoplasia, sin duda el mas importante, es la resistencia multiple a
farmacos. Este fendmeno se caracteriza por la insensibilidad de las células a diversos
fairmacos utilizados en la quimioterapia, que no necesariamente estan relacionados ni
estructural ni funcionalmente,

Varios mecanismos de resistencia han sido descritos, entre ellos los cambios en las
topoisomerasas. Las topoisomerasas son enzimas esenciales en el metabolismo del
DNA, participando activamente en muchos procesos tales como la replicacidn,
transcripcién, segregacion cromosoémica y recombinacidon. Debido a que son enzimas
esenciales en la divisién celular, las topoisomerasas han sido utilizadas como blanco de
antibidticos asf como de antineoplasicos. En muchos tumores que presentan resistencia
a farmacos, incluidos los del pulmén, la resistencia ha sido directamente asociada con
alteraciones de la topoisomerasa-2ct, tanto a nivel protéico (modificaciones post-
traduccionales) como a nivel génico (mutaciones puntuales o deleciones).

Con el propdsito de conocer mas sobre céomo los cambios en topoisomerasa-2a
producen resistencia, se obtuvo una clona celular de cancer de pulmén (VP-1), capaz de
crecer in vitro a concentraciones crecientes de etoposido. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar esta clona celular resistente, con especial atencién a los cambios en la
topoisomerasa-2a que pudieran explicar la resistencia al farmaco.

Para determinar el nivel de resistencia a firtnacos se utilizé un ensayo de citotoxicidad
con MTT, el cual mostrd un incremento de alrededor de 2000 veces en la resistencia a
etopésido y 100 veces a doxorrubicina. Mediante la técnica de RT-PCR con oligos
especificos que delimitaban secuencias de 500 nucleétidos se analizé el transcrito de
topoisomerasa-2c. Este anilisis evidencio la pérdida de alrededor de 30 nucleétidos en
un alelo y 200 nucleétidos en el otro insertados entre los residuos 3021 y 4162 para la
linea parental y la clona seleccionada. El estudio de la proteina por western blot no
mostrd cambios en el peso molecular (170 kDa), mientras que la inmunocitoquimica
permitié localizar a la enzima preferentemente en el nicleo de las células. Ensayos de
actividad enzimatica a partir de extractos nucleares de VP-1, mostraron una reduccion
con respecto a las células parentales.

Adicionalmente, se analizé mediante RT-PCR la expresion de otros genes relacionados
con la resistencia a firmacos. Los resultados mostraron que la clona VP-1 expresa el gen
MDR-1, que codifica a la glicoproteina-P (gp-P). Para determinar la contribucién de gp-
P a la resistencia a etopdsido, se realizaron ensayos de citotoxicidad en presencia de un
inhibidor de la gp-P (Ciclosporina-A). Los resultados mostraron que gp-P no es
directamente responsable de la resistencia a etopésido, apoyando la idea de que la
resistencia de VP-1 se relaciona con la alteracion de la topoisomerasa-2c.

En conjunto estos resultados mostraron que la clona celular VP-1 presenta varias
alteraciones génicas, que se traducen en la actividad de la proteinas, mismas que pueden
ser directamente asociados con la resistencia a etopdsido. Adicionalmente, se encontré
que las células VP-1 pueden ser un buen modelo para el estudio del fenémeno de
resistencia mediado por topoisomerasa-2c. Estos estudios de este tipo ayudan a tener
una mejor comprension sobre el funcionamiento de la enzima.



INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades que se caracterizan por presentar alteraciones en
el control de la division y la muerte celular (1). Estas son adquiridas a través de un proceso
de multiples pasos en los cuales el genoma sufre una serie de mutaciones y regularmente se
manifiesta después del transcurso de varios afios (2).

El cancer es una preocupacion mundial debido a que tiene una alta incidencia en todos los
paises del mundo, aun cuando el tipo de cancer varie de uno a otro. Asi, en todo el mundo
durante 1998, se reportaron 4,286,523 nuevos casos de cancer en hombres y 3,782,881 en
mujeres (3), mientras que el nimero de muertes reportadas causadas por cancer fue de
2,957,354 en hombres y de 2,225,278 en mujeres (3).

Generalmente, el ciancer es mortal, de tal manera que tan solo en los Estados Unidos, una
de cada cuatro muertes es debida al cancer, ocupando el segundo lugar de las causas de

muerte (4). En México los tumores malignos son la segunda causa de muerte (5).

Cancer de Pulmén

A nivel mundial, el cancer de pulmoén es la neoplasia mas frecuente en hombres, mientras
que en mujeres ocupa el quinto lugar (3). En los Estados Unidos la frecuencia de esta
neoplasia es solo superada por el cancer de prostata en hombres y en mujeres ocupa el
tercer lugar después de los carcinomas de mama y colon (3). La probabilidad de sobrevivir
5 afios en pacientes que sufren de cincer del pulmén después de ser diagnosticado es tan

solo del 15.6% en hombres y del 18.3% en mujeres (4).

En México el cdncer de pulmon ocupa el segundo lugar en mortalidad en hombres y es
sOlo superado por el cancer de prostata, mientras que en mujeres ocupa el cuarto lugar,
precedido por el carcinoma del cuello uterino, mama y estomago (5).

Estudios realizados en los Estados Unidos, mostraron que desde hace varios afios atras, el
namero de casos de cancer de pulmén ha aumentado notablemente, siendo este aumento de

mas del 400 % para las mujeres entre los afios 1960 a 1990 (6).




(5]

Dentro de las causas que influyen en la aparicion del cancer pulmonar se encuentra la
edad; aunque influye también la etnia y el lugar donde se habita, con un numero doble de
casos para hombres en comparacion con el de mujeres (7). Otros factores directamente
relacionados con el desarrollo de este tipo de cancer son: los asbestos, radon, arsénico,
cromo, niquel, hidrocarburos aromaticos policiclicos, mostazas nitrogenadas, berilio,
cadmio, formaldehido; padecimientos como el SIDA, cancer de cabeza y cuello y otras
enfermedades no malignas de pulmén ( ejemplos: tuberculosis, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y enfisema pulmonar); pero sin lugar a dudas el mas importante de
entre todos los factores es el tabaco (8). Tan sélo en los Estados Unidos han muerto, desde
1964 aproximadamente 10 millones de personas por causas atribuidas al tabaquismo; de
éstas, 2 millones han sido por cancer de pulmdn (9). Se estima que los hombres fumadores
aumentan hasta 22 veces el riesgo de morir por cancer de pulmén, mientras que en mujeres

fumadoras el riesgo aumenta 12 veces (9).

Clasificacién del cincer del pulmén.
Segun la Organizacién Mundial para la Salud (en inglés “WHO"), el cincer de pulmén se

clasifica en los siguientes tipos histolégicos:

1) Carcinoma de células pequefias (CCP)

2) Carcinoma de células no pequeiias (CCNP)
a) Carcinoma de células epidermoides.
b) Carcinoma de células escamosas.
¢) Adenocarcinoma.

d) Carcinoma de células gigantes.

El CCP tiene su origen en el sistema neuroenddcrino, por lo cual presenta marcadores
tipicos de estos tumores (10). El otro grupo de tumores, clasificados como CCNP, su origen
es epitelial, sin embargo para ellos ha sido dificil encontrar un marcador tumoral que ayude
en su diagnostico (8; 10). Dentro de los CCNP, el adenocarcinoma, es el tipo mas frecuente

(35%) y se caracteriza por la formacion de estructuras glandulares o papilares (10).




En general los tumores del pulmén en fases tempranas son asintomaticos, por lo cual
cuando los pacientes acuden a una institucion hospitalaria, presentan una etapa clinica

avanzada, lo cual hace mas dificil su tratamiento.

Terapia contra el Cincer.
Como en otros tipos de cincer, hay tres formas principales de tratamiento: La cirugia, la
radioterapia, y la quimioterapia; siendo esta Gltima una de las mas utilizadas.
Los farmacos mas utilizados en quimioterapia incluyen (Tabla I):
a) Agentes alquilantes: provocan la unién de un grupo alquilo al DNA y al final
causan su rompimiento.
b) Antimetabolitos: compuestos que presentan estructuras semejantes a precursores del
metabolismo de los acidos nucléicos.
c) Antibioticos.
d) Alcaloides vegetales.
e) Hormonales: Son utilizados en ciertos tipos de tumores como el carcinoma de

mama y prostata (11)

Debido a que dentro de los principales blancos de los farmacos se encuentran enzimas
esenciales en la replicacidon y sintesis de acidos nucléicos (Tabla X). Estos compuestos
ejercen una mayor actividad sobre las células que continuamente se replican, misma que es
una caracteristica de las células tumorales.

No obstante, a pesar de ser el tratamiento mas efectivo, la quimioterapia presenta algunas
desventajas, como el costo, los efectos secundarios y el hecho de que su eficacia no es total.
Asi, para alcanzar una mayor eficacia es frecuente el uso combinado de farmacos.

La efectividad del tratamiento quimioterapéutico depende de:

a) Del tipo de ciancer.
b) Las condiciones bioldgicas y fisiolégicas del paciente.
c) El grado de avance del tumor.

d) La presencia de resistencia a los farmacos.



Mecloretsnina
A Clorambucil
gentes Ciclofosfemica
Nitroesres
. Cis-platino DNA MRP / GST’s

Alquilantes Carboplatine
Dwcarbacna
Isofosfamida
Mﬁhohmq Mmfw reductasa

Antimetabolitos 5-Fluomumdlo Demiditato sites MRP3
6-Marcaptopurina Sintesis de purinas
& Thioguanins. Siatesis de purinas
Vincristina Tubulica WP’ P

. Vinblasting Tubulina s

Antibiéticos Taxol Tublina
Cagtothecing Topol Mautacioncs en Topo 1, gp-P
Etwopéeido Topo U1 Mutaciones on Topo T, MRP1, 2y 3, gp-P
Tenipbaido Topo 11 Mutaciones en Topo I, MRP1, 2y 3, gp-P

Alkaloides Bleomicina. DNA
Pliamicina DNA
Doxorrubicina DNA y Topo T MRPL y 2, gp-P

. DNA y Topo II MRPLy 2,gp-F

Vegetales Actinomiciaa D ona” Pl

Matomicina C DNA

Tabla1_ Algunos de los fdrmacos mas utilizados en la quimioterapia y el mecanismo de resistencia asociado.

Por otra parte, dependiendo de la respuesta a la quimioterapia, las neoplasias pueden ser
clasificadas en tres grupos (12): a) aquellas que son muy sensibles y donde la combinacién
de agentes conduce a una remisién; b) las que son medianamente sensibles a la
quimioterapia y donde la combinacion de agentes solo prolonga la supervivencia (Ejemplo:
el CCP); ¢) aquellos que resultan ser resistentes a la quimioterapia y aun la combinacién de
varios farmacos resulta en poco o ningln efecto sobre en la supervivencia (Ejemplo: la

mayoria de los tumores sélidos y en especial el cancer del pulmoén).

Resistencia Mltiple a Farmacos.

Posiblemente la mayor preocupacién en el estudio del tratamiento del céncer es la
resistencia a la quimioterapia. Algunos tumores son ya resistentes a muchos de los agentes
quimioterapéuticos antes de aplicarseles cualquiera de ellos (resistencia intrinseca).
Mientras que otros tumores presentan una primera etapa de sensibilidad a quimioterapia,

pero cuando reinciden muestran no solo resistencia a los fiarmacos ya empleados, sino



también a otros firmacos a los cuales no habian sido expuestos anteriormente (resistencia
adquirida). En conjunto a este fend6meno se le conoce como resistencia multiple a farmacos
(MDR, “Multidrug Resistanse™) (13)

A la resistencia adquirida se le asocian ciertos cambios en la célula como son:

a) Alteraciones en la permeabilidad de la membrana

b) Alteraciones en el transporte de las drogas

c) Cambios en la cinética de las enzimas blanco

d) Amplificacion génica de enzimas y sustratos

e) Cambios en la susceptibilidad al dafio producido por las drogas (14).

Debido a que el fenémeno de resistencia multiple a farmacos es dificilmente estudiado in
vivo, gran parte del conocimiento que se tiene acerca del tema se debe a estudios realizados
in vitro. Las primeras lineas celulares utilizadas para describir el fenémeno de MDR fueron
seleccionadas por su resistencia a antraciclinos, colchicina, alcaloides vinca o actinomicina-
D (13). Clasicamente la resistencia multiple a farmacos se define como un fenémeno con
las siguientes caracteristica: a) resistencia cruzada a varias clases de farmacos no
relacionadas de origen natural; b) baja acumulacidn intracelular del farmaco; ¢) inhibicién
de la respuesta por verapamil.

A partir de la primera descripcion hecha por Juliano, R.L. y Ling, V. en 1976 (15), varios
articulos describen la sobreexpresion de una glicoproteina membranal de 170 kDa llamada
glicoproteina P (gp-P), como la responsable del fendémeno de resistencia multiple.
Actualmente se sabe que ademads de la gp-P, existen otros mecanismos que participantes en
el fenotipo de resistencia multiple, tales como otros transportadores transmembranales
(MRP, BCRP/MXR), enzimas citoplasmicas (GSTs), y alteraciones en las enzimas blanco

de algunos farmacos (Ejemplo: Topoisomerasas, Dehidrogenasa de folato, otras)
MECANISMOS DE RESISTENCIA A FARMACOS
Topoisomerasas

Las topoisomerasas son un grupo de enzimas que estdn representadas en los tres dominios

taxondmicos y que participan en varios procesos celulares en donde se involucra al DNA,




entre los que se incluyen la replicacién, transcripcién, recombinacién, segregacion
cromosomica y mantenimiento de la estructura cromosomica (16). Su funcién es la de
cambiar el estado topolégico del DNA a través del corte y reunién de las cadenas. El
mecanismo por medio del cual el DNA es cortado, se lleva a cabo a través de la formacidn
de un enlace transitorio entre un fosfato del DNA y un residuo de tirosina de la proteina
(complejo de corte).

Las topoisomerasas pueden cortar una o las dos cadenas de DNA, por lo que se les
clasifica primeramente en topoisomerasas de tipo [ y de tipo II respectivamente (17).

Las topoisomerasas son el blanco para varios farmacos utilizados en quimioterapia. Estos
farmacos pueden actuar como supresores de la actividad enzimitica 6 a través de la
estabilizacion del enlace fosfodiester que se forma transitoriamente con €l DNA, causando
la fragmentaciéon del material nuclear (18). Debido a la ubicuidad de las topoisomerasas
estos firmacos se han utilizado como antibiéticos y como agentes antineoplasicos (16).

En el humano han sido reportadas al menos cinco topoisomerasas: la topoisomerasa 1
(top-1), topoisomerasa 3a (top-3c), topoisomerasa 3B (top-3f3), topoisomerasa 2o (top-2c)

y topoisomerasa 23 (top-23) (16).

top-1

Es la anica topoisomerasa de tipo I con unidn a 3° al DNA. La proteina esta formada por
765 residuos de aminodcidos y tiene un peso de 70 kDa. La top-1 es expresada durante todo
el ciclo celular (18). Las funciones asociadas a esta enzima incluyen: a) la eliminacién de la
torsién generada durante la replicacién y transcripcién que sufre la doble hélice durante su
desenrrollamiento; b) regulacién de la transcripcidon de ciertos genes, al asociarse con el
complejo de TFIID (Transcription Factor IID), en una funcién que no requiere de su
actividad catalitica; c) interacciéon con TRF-4 (Topo-! Related Function—4), una proteina
que es homologa a regién amino terminal de la top-1, actuando ambas en la condensacién
cromosoémica; d) accidon como cinasa de serina/treonina; y e) posiblemente tiene también
un papel en la recombinacién (18).

Los farmacos que tienen como blanco a la top-1 pueden ser divididos en: supresores de
top-1 (que inhiben la actividad catalitica de la enzima) y venenos de top-1 (que estabilizan

los complejos de rompimiento) (18).




top-3

Las top-3 también forman parte de las topoisomerasas de tipo . En humano hay dos
topoisomerasas homologas a la top-3 de levadura: top-3a y top-3B; ambas, a diferencia de
la primera, presentan una regién adicional con un nimero grande de aminoacidos cargados
positivamente en el extremo carboxilo-terminal (19; 20), la cual parece no intervenir en la
actividad enzimadtica (21). Las top-3 interactiian solamente con el DNA de cadena sencilla,
a diferencia de las top-1 y top-2 que solo lo hacen con DNA de doble cadena (21), y se
unen al extremo 5°. La funcién de las top-3 atn no esta definida. Sin embargo, algunos
reportes indican que la cantidad de top-3 en las células es mucho menor que la de top-1 y
top-2, por lo que no parecen ser buenos blancos para fiarmacos antineoplasicos (16).

Las diferencias entre ambos tipos de topoisomerasas de tipo I se agrupan en la Tabla II.

Doble cadena Cadena sencilla
No o y B

765 976 y 862

Retira torsién durante
replicacion y transcripcion No definida; relacionada
Regulador de transcripcion con la estabilidad génica

Condensacion cromosdmica
Cinasa de Serina / Treonina

Tabla I _ Algunas caracteristicas esenciales de las topoisomerasas de tipo | del humano

Top-2
Todas las topoisomerasas de tipo II usan una reaccion de transporte de DNA. dependiente
de ATP, en el cual la enzima lleva a cabo un corte transitorio en una cadena de DNA para

permitir el paso a través de ella de la otra cadena, y subsecuentemente vuelve a unir el




DNA cortado (22). A diferencia de las topoisomerasas de tipo I, las topoisomerasas de tipo
II de eucariontes, presentan formas diméricas. El mecanismo de accién es el siguiente:

Una primera cadena de DNA (G) (Fig. 1A) es cortada mediante una trans-esterificacién
entre un par de residuos de tirosina (uno en cada mitad de la enzima dimérica) y un par de
enlaces fosfodiester, separados por cuatro bases, para formar una unién covalente entre los
oxigenos fendlicos de las tirosinas y los grupos fosfato del extremo 5° del DNA cortado
(Fig. 1B). Los complejos se separan dejando un espacio abierto (portal G), lo cual permite
el paso de una segunda cadena de DNA (T) que es transportada a través del portal G, el
cual mas tarde se vuelve a unir mediante otra trans-esterificacidn entre el grupo hidroxilo 3*

y la fosfotirosina, permitiendo la liberacién de la enzima (23).

A)
™ Topoisomerase 1t
{E35avago and Wanseod]
Sorte  Ruaisn
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>
Figura 1. Rep ion esqL atica de la actividad de lépoisomerasa 1l. A) Se cbserva el transporte de la cadena T a través de

la cadena G en una molécula de DNA dircular (24) B) Se presenta la reaccién quimica que se lleva a cabo entre la tirosina de la
topoisomerasa Il y el fosfato del DNA

Ademas de llevar a cabo la decaienacidén, las topoisomerasas de tipo 2 pueden retirar

tanto torsién positiva como negativa. En el humano existen dos top-2: top-2a y top-23.




Top-2o

El gen TOP-2x se encuentra en el cromosoma 17g21-22, contiene 35 exones y
aproximadamente 30 kb (25). Este gen codifica para una proteina de 170 kDa compuesta
por 1530 residuos de aminoacidos. La vida media de esta proteina determinada en células
HeLa es de 27 hrs, siendo la mayor parte degradada en un lapso de 4 hrs durante la
transicion de la mitosis ala fase G, (26).

La proteina puede ser dividida estructuralmente en tres partes: a) un dominio de ATPasa
(del 1 aa — 660 aa); b) el dominio de corte-unién del DNA (del 661 aa — 1200 aa); y ¢) el
extremo carboxilo (desde el 1201 aa) (27). Los primeros dos dominios son homdélogos a la
girasa B y girasa A de E. coli respectivamente, mientras que la cola del carboxilo terminal
es el dominio mas variable en las enzimas y no guarda relacién con otras topoisomerasas.

Los dominios de ATPasa y corte-union del DNA son autéonomos funcionalmente,
aunque necesitan una estrecha interaccién para que la enzima lleve a cabo su funcién
correctamente (28). Al dominio carboxilo-terminal se le asocia el papel de la localizacién
nuclear de la enzima; varios reportes indican que la sefial de localizacién mds fuerte abarca
los residuos 1454-1497, una sefial mas débil se encuentra entre los residuos 1259-1296 (29;
30), ademéas en el COOH-terminal se localizan varias sefiales de fosforilacion ( 26; 31)
(Fig 2).

La top-2c. es la unica topoisomerasa fundamental para la sobrevivencia en células de
mamifero, debido a que lleva a cabo la condensacién y segregacion cromosémica y a que
esta funcion es irremplazable (16). Se le asocia ademas a otros procesos que tienen que
llevarse a cabo en el DNA, como la replicacién, transcripcion, recombinacién y reparacién
(32). La condensacion cromosoémica parece ser independiente de la actividad catalitica de la
enzima (33). La localizacidén nuclear de la top-2c y su mayor actividad ocurre durante las
fases S y G2/ M del ciclo celular, por lo que esta enzima ha sido considerada como un
marcador de proliferacion (34). Sin embargo, pequefias cantidades de la enzima parecen
formar parte de los centrosomas, y esta cantidad es independientemente de la fase del ciclo

celular en que se encuentre la célula (35).
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Figura 2_ Se muestra una representacién del gen, RNAm y proteina de la top-2c. a:el &cn sc compone de 35 exones, con un total de
30 kb; las flechas representan las secuencias no transcritas. b: El RNAm leIdldO enlos tru de
(ATPasa. Cone/Umén del DNA extremo COOH), las flechas rep las reg no idas. ¢z R indelap

idida en los d les; ¢l sitio activo (Y-805) esta representado poruna Y. Seincluy bién la 1 izacion de los

sitios fosforilables: S29, S1212, $1246, T1342, S1353, S1360, S1376, $1392, S1524 (26), representados por (4); la seial débil de
localizacién nuclear (1259 — 1296) n:pr:senuu!a por la ﬂccha pequcﬁa. yla scﬂal fuerte de locahmmén nuclmr(MS‘t 1497)
representada por 1a flecha grande; y al, das con la a detop 2 : A429
(38), R450 (39), K480 (40), R487 (41), 5495 (41), K520 (40), N774 (42), K798 (43), P803 (44), S861 (45), 1060 — 1270 (46), 1423 —

1531 (47; 48; 49), 1490 — 1492 (50), representados por (©)
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Como parte del ciclo catalitico mencionado anteriormente, la top-2c forma un complejo
con el DNA, el cual es en condiciones normales reversible y cuya frecuencia en la
célula es pequefia. No obstante, bajo algunas condiciones como son el incremento en sales,
lIa alteracion de la temperatura, la sustraccion de los cationes divalentes o la exposicién a
ciertos compuestos, es posible que aumente la estabilidad y por tanto la frecuencia de estos
complejos (27). La formacién del complejo topo-DNA, lleva al rompimiento de la doble
cadena cuando enzimas como las helicasas o polimerasas tratan de atravesar por esta
region, convirtiendo al corte transitorio en un corte irreversible; si los cortes permanentes

aumentan, llegan a un nimero tal que el evento conduce a la apoptosis (27, 36).

Ya que los niveles de top-2a aumentan considerablemente en células que se encuentran
en fase de proliferacion, el tratamiento con farmacos que tienen por blanco las top-2,
conlleva la estabilizacion de complejos de rompimiento y un aumento en el nimero de
fracturas en el DNA. Asi, estos farmacos resultan hasta cierto punto selectivos contra las
células que continuamente se dividen, tal es el caso de las células tumorales. Esta es una de
las razones por las que estos farmacos son ampliamente utilizados en el tratamiento

antineoplasico.

Existen por lo menos seis farmacos utilizados en el tratamiento antineopldsico que tienen
como blanco las top-2: Doxorrubicina, Daunorrubicina, Idarrubicina, Mitoxantrona,
Etopdsido y Tenipdsido (36) (tabla I). Los primeros tres farmacos son antraciclanos, la

mitoxantrona es una antraquinona, y los ultimos dos son epipodcfilotoxinas.

El uso clinico de este tipo de farmacos se ve obstaculizado por tres condiciones: a) un
lento crecimiento de las células tumorales, teniendo como consecuencia un bajo contenido
de top-2; b) la expulsion de los farmacos por gp-P o MRP-1; y ¢) mutaciones y alteraciones

en la top-2a. (37).

Las mutaciones de top-2c (Fig 2) pueden dividirse en aquellas que se encuentran:
a) En el dominio de unién a ATP (residuos 430-490), produciendo una

reduccién en la actividad catalitica.




b) Cerca del sitio activo, generando una disminucién en la actividad catalitica o
interfieren en la formacion del complejo.
c) Truncacion del carboxilo terminal, lo cual pueden generar una localizacién

celular errénea o a la inactivacion de la top-2a (51).

top-23

El gen de la top-2f se encuentra en el cromosoma 3p24, contiene 36 exones y tiene una
longitud mayor a las 49 kb (25). Codifica para una proteina formada por 1621 residuos de
aminoacidos, con un peso de 180 kDa, cuya vida media en células HeLa es mayor a la 40
hrs. (26).

Comparte una similitud secuencial total a nivel de aminoaicidos con top-2c del 68%,
teniendo en los tres cuartos amino terminales 78% de similitud, mientras que en el Gltimo
cuarto del carboxilo terminal solo el 34% (26). Se encuentra tanto en células que se dividen
como las que no lo hacen; su expresién no parece estar regulada por el estado proliferativo
de la célula en que se encuentra (52). No parece ser esencial para la sobrevivencia celular,
pero se ha descrito que participa activamente en el desarrollo del sistema nervioso en
mamiferos (53).

Algunos estudios sugieren que el nivel de sensibilidad a varios farmacos antineoplasicos
es diferente para cada isoenzima, siendo la top-23 mads resistente a tenipésido y mas
sensible a mitoxantrona (26).

La distribucién celular de la top-2f3 en interfase es nuclear, con parte de ella asociada al
nucleolo y durante la mitosis su localizacion es predominantemente citoplasmica (26).

Las propiedades enzimaticas de la top-2c y top-2B son esencialmente indistinguibles
(32). Sin embargo, la funcion bioldgica y la participacién de top-23 en la quimioterapia no

estan bien comprendidas.
Otros mecanismos de resistencia miltiple.
Glicoproteina P

La glicoproteina-P esta incluida dentro de una gran superfamilia de proteinas
transportadoras llamadas transportadores con casete de unién a ATP (4BC: ATP Binding
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Cassette) o ATPasas de trifico, las cuales estdn representadas en todos los seres vivos. Las
proteinas comprendidas en esta superfamilia transportan una gran variedad de sustratos,
incluyendo: nutrientes, iones, péptidos, antibiéticos y otras toxinas, a través de una
variedad de membranas. Estan compuestas por dos o tres dominios membranales, cada uno
de los cuales puede contener hasta seis hélices transmembranales y por dos dominios

citoplasmicos donde se localiza la unién a ATP (54) (Fig. 3).

DM1 DDM2
lswevere)

1234 36 78 910 112

n 0 n n NN Exterior
.J V U I o V U ‘ Interior

— | S —
DUN2

Fligura 3. Representacion esquemdtica de la gp-P insertada en la membrana. Los cilindros representan las
regiones transmembranales, los circulos representan los sitios de fosforilacién, las estreilas representan sitios de
unién a azucares. Dominio transmembranal {DM\: Dominio de unién a nuidedtidos {DUNY.

La gp-P estda compuesta por 1281 aminoacidos, y tiene un peso molecular aproximado de
170 kDa. Como otros transportadores ABC, presenta dos dominios membranales y dos
citopldsmicos que se alternan, debido a esto, se puede dividir la proteina en dos mitades,
las cuales presentan entre si un 65% de similitud secuencial. Entre estas dos mitades se
encuentra la regién de unidn, la cual presenta secuencias consenso de fosforilacién por
cinasas dependientes de cAMP y cGMP. Debido a que estas secuencias sélo se encuentran
en MDR-1 y no en MDR-3 ( gen que codifica para otra proteina muy similar a la gp-P, pero
que no se asocia a la resistencia), se les asocia con la resistencia (13). La gp-P es capaz de
transportar varias sustancias, entre las cuales se encuentran algunas utilizadas como

fairmacos en la quimioterapia (tabla I).
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Ademas de la temprana correlacién entre la expresion de gp-P y la resistencia en los 70’s,
la capacidad de conferir resistencia a sido demostrada en varios experimentos mediante la
transfeccidon del gen MDR-1 en células sensibles, en donde ademads se demuestra que su
sobreexpresion es suficiente para hacer refractarias a las c€lulas (55).

El modelo actualmente mas aceptado propone que la gp-P intercepta las drogas conforme
se mueven a través de la membrana y las transporta de la capa intemna a la capa externa de

la membrana celular y al medio extracelular (56).

MRPs

El primer miembro de la familia de las MRP fue clonado en 1992 de una linea celular
resistente a DXR obtenida de cancer de pulmén (MRP-1), y posteriormente la familia ha
crecido hasta llegar a tener seis miembros (MRP-1-6). Como la gp-P, las MRPs también
pertenecen a la superfamilia de transportadores ABC, pero presentan varias diferencias con
respecto a ese transportador, en el caso de MRP-1 sdlo se comparte un 18% de identidad
secuencial con gp-P(57). La resistencia conferida por MRP-1 esta, al igual que gp-P,
asociada con un consumo de energia. Estructuralmente MRP-1, MRP-2, MRP-3 y MRP-6
presentan un tercer dominio transmembranal; MRP-4 y MRP-5 son mas pequefias y
parecen presentar solo dos dominios transmembranales.

Los sustratos preferidos por MRP-1 son los aniones organicos, como por ejemplo las
drogas conjugadas a glutatidén, glucoronato o sulfato. Mientras que la gp-P presenta poca
afinidad por esos compuestos negativamente cargados. Se ha reportado que la transfeccién
de MRP-1 confiere a las células resistencia hacia: Vincristina, Doxorrubicina,
Daunorrubicina y Etopdsido. Sin embargo, no ha sido facil demostrar la expulsién de estas
drogas en células con sobreexpresion de MRP-1. Asi mismo, con el uso de vesiculas
enriquecidas con MRP-1, tampoco se ha podido demostrar la expulsién de Vincristina,
Daunorrubicina y Etopésido,v por lo que se ha sugerido que se requiere de la presencia de
las transferasas de glutatidn, especialmente para los alcaloides vinca (54).

Los farmacos a los que se confiere resistencia por parte de los miembros de esta familia
estan listados en la tabla I. Cabe mencionar que MRP-6 no parece contribuir al fenotipo de
resistencia multiple, mientras que MRP-4 y MRP-5 ain cuando parecen ser capaces de

transportar firmacos, estos no son contemplados en quimioterapia (58).




ANTECEDENTES

Tradicionalmente el cancer de pulmdn, en especial los CCNP’s presenta una gran
resistencia a los farmacos utilizados en quimioterapia. Sin embargo, hasta la fecha ain no
ha sido posible la identificacién de un mecanismo que esté directamente asociado a la
resistencia.

Con el propdsito de determinar cuales son los mecanismos a través de los cuales las
células tumorales de pulmoén adquieren la resistencia a firmacos, se han establecido lineas
celulares a partir de tumores pulmonares que son mantenidas bajo condiciones de cultivo in
vitro. A través de estos modelos, ha sido posible la caracterizacién de varios de los
mecanismos de resistencia y se ha obtenido mayor informaciéon sobre el papel que estos
desempeiian en el cancer del pulmoén.

Con la finalidad de estudiar los mecanismo de resistencia mediados por top-2, obtuvimos
en nuestro laboratorio varias lineas celulares de tumores de pulmoén y clones con resistencia
a inhibidores de topoisomerasas. Dentro de las lineas celulares seleccionadas, INER-51 (I-
51) fue generada a partir del derrame pleural de un paciente con cidncer de pulmén que no
habia sido tratado con quimioterapia. Mediante estudios de citologia, esta linea fue
identificada como un adenocarcinoma poco diferenciado del pulmén. Una caracterizacion
inicial de esta linea celular mostré una alta sensibilidad hacia varios de los farmacos de
quimioterapia. La sensibilidad a farmacos resulta mas evidente cuando se compara con una
linea celular resistente a inhibidores de top-2 (tabla III).

Un estudio por RT-PCR realizado con el propdsito de conocer la expresion de varios
genes de resistencia multiple, mostré que la linea I-51 expresa mensajero para gp-P, top-2a,
top-2B3, pero no MRP-1 y GST-u. Los resultados de expresion de MDR-1 y top-2a nuclear
fueron corroborados por inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-gp-P y anti-top-2a
(datos no mostrados).

A partir de esta linea celular y mediante cultivo a concentraciones crecientes de VP-16 se
obtuvo la clona VP-1, la cual fue crecida hasta una concentraciones de 4 uyM de VP-16, sin

que se presentara una disminucion evidente en la mortalidad celular.




(ARA-C)

Firmaco INER-51 INER-37
ICso (FM). 1C 5 (FM).
Etopdsido (VP-16) 2.7 40.3
Tenipésido (VM-26) 091 14.2
Doxorrubicina (DXR) 6 3
Captothesina (CPT) 0.33 11.6
S-Flourouracilo (5-FU) 0.75 300
Methotrexate (MTX) 1.6 300
Arabinosido de citosina 0.39 300

Tabla III_ Valores ICs; encontrados de dos lineas celulares de

cancer de pulmén.
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OBJETIVO GENERAL

% Andlisis molecular de posibles alteraciones en la enzima topoisomerasa -20. que

pudieran estar relacionadas con la resistencia de la clona VP-1 a etopésido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
# Describir las alteraciones que pudiera presentar la Toposisomerasa-2co tanto a nivel
del transcrito como de proteina.
4 Analizar si existen diferencias en la actividad nuclear y/o localizacién celular de la
enzima.
@ Determinar, si la linea celular presenta un fenotipo de resistencia muttiple a
farmacos.

@ Sugerir otros mecanismos que pudieran contribuir a la resistencia a etoposido.

HIPOTESIS
Debido a la importancia de la top-2c. en el mecanismo de accién del etopdsido, es muy
probable que la adquisicidon de un fenotipo de resistencia este asociado con cambios en el

gen que codifica para la enzima.
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MATERIAL Y METODOS.

Obtencién de lineas y cultivo celular

La linea INER-51 (I-51) fue mantenida con medio RPMI-1640, complementado con 10%
de suero fetal bovino, 200 mM de L-glutamina y 100 mM de piruvato de sodio. Las células
fueron mantenidas a 37°C, con 5% de CO2 en un ambiente hiimedo.

La linea celular VP-1 fue obtenida a partir de la linea 1-51 y fue seleccionada a través del
cultivo en concentraciones crecientes de etopdsido (VP-16), hasta llegar a 4 pM. La VP-1
fue mantenida en medio RPMI-1640 con una concentracion estable de 2uM de etopésido
durante todo el estudio. Otras lineas utilizadas fueron: INER-37 (I-37), una linea que
proviene de cincer de pulmén, A-498, proveniente de un cancer de rifién, ambas cultivadas
en RPMI-1640 y Hela obtenida de un carcinoma epidermoide de cérvix que fue cultivada
en medio de cultivo D-MEM completo.

Ensayos de Citotoxicidad

En una placa de 96 pozos se colocaron 5-7 x 10* células / pozo. En la placa se utilizaron
diferentes concentraciones de un farmaco formando un gradiente. Se utilizé una placa por
cada tipo de farmaco y linea celular. La concentracién utilizada, dependié del tipo de
farmaco y el intervalo de analisis incluy6 el IC,, (concentracién de farmaco a la cual la
mitad de las células mueren), el cual fue calculado a través del programa PHARM / PCS 4*
version.

Durante el ensayo, las células fueron incubadas durante 72 hrs a 37 °C, con 5% de CO; en
un ambiente himedo. Al final de este lapso de tiempo, se retiré el medio de cultivo y se
agregaron 20pl de MTT a 4.8 mM. Posteriormente, se incubé durante otras 4 hrs, al
término de las cuales se disolvié en 180ul de DMSO (Dimetil Sulfoxido). La intensidad del
color se cuantificd por absorbencia a 540 nm en un lector para ELISA.

Los resultados fueron analizados en funcién de la sobrevivencia celular, tomando como el

100% de viabilidad a aquellas células a las que no se le afiadié farmaco.



19

Extraccién Nuclear

De los cultivos celulares, por tripsinizacion se obtuvieron 2-5 x lO6 células. Las células
fueron lavadas dos veces con ASF (amortiguador salino de fosfatos) (137 mM NacCl, 2.7
mM KCI, 4.3 mM Na:HPO.-7H:0, 1.4mM KH:POs; pH 7.3) a 1500 rpm por 10 minutos.
Posteriormente las células fueron lavadas utilizando el amortiguador A (150 mM NaCl,
ImM KH:PO4, 5SmM MgCly, ImM EGTA, 0.2 mM DTT, ImM PMSF) con 0.3% del
detergente Triton X-100. Se lavé después con el mismo amortiguador pero sin detergente, y
posteriormente se utiliz6 una mezcla por partes iguales del amortiguador A con el
amortiguador B (50 mM Tris HC! pH 7.5, ImM EDTA, 1M NaCl, ImM DTT, 1mM
PMSF). La muestra fue resuspendida en una mezcla de los dos amortiguadores y glicerol al

87% en una relacién 1:1 y fue almacenada a 20°C.

Determinacion de la concentracion de proteina.

Para cuantificar la concentracién de proteina se utilizé la técnica Lowry-Folin.
Brevemente, se realizd una curva patrén utilizando de 2 a 10 pg de albdimina como
referencia y se comparé con dos alicuotas de 2 y 4 pl de las fracciones nucleares
anteriormente aisladas. Las diferentes muestras fueron llevadas a un volumen de 50 pul con
agua bi-destilada, después se le agregd la solucion C, que es ¢l resultado de la mezcla de la
solucién A (15 mM CuSQs, CsHsOsNa:) y la solucién B (0.24 M NaCOs, 0.1 M NaOH) en
una relacion 1:50; la mezcla se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregd 100 ul de reactivo de Folin y se incubé por 40 minutos, al

término de los cuales se midié la absorbancia a 750 nm.

Ensayo de actividad enzimatica de Top-2.

Para determinar la actividad de la top-2 se utilizo la técnica de Jong y cols (59). Se
utilizaron diferentes concentraciones de los extractos nucleares, a las cuales se les adicioné
amortiguador TMB (50 mM Tris-HCI, 25 mM MgCl;, 0.5 mM DTT, 30 ug/ml de BSA),
ademas de 0.2 pg de DNA del fago ¢X-174 y se llevé a un volumen de 25 pl con agua bi-
destilada. La mezcla se incub6 a 37° C por 1 hr, al termino de la cual se expuso a4° C, y se

le agregd 2.5 pul de SDS 10%, 2.5 pl de proteinasa-K y 5 nl de amortiguador de carga para
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DNA. Cada una de las muestras fueron separadas por electroforesis en geles de agarosa al
1%, durante 18 hrs a 23 volts y las bandas fueron reveladas por tincién con Bromuro de
etidio y luz UV.

Extraccion de RNA

Porcada 1 X 106 células, se utilizé 1 ml de TRIZOL (G/BCQO). Se adicionaron 200 ul de
cloroformo y se centrifugd. A la fase acuosa obtenida se le afiadieron 500 ul de isopropanol
y se centrifugé nuevamente. La pastilla obtenida, fue lavada con 1 ml de etanol-
dietilpirocarbonato (DEPC) al 75 % y se centrifugd una ultima vez. El botén de RNA total

se disolvié en aproximadamente 50 pl de agua DEPC y se almacené a 20°C.

Sintesis de cDNA

Se llevé a cabo la sintesis de cDNA utilizando 200 U de transcriptasa reversa (Superscript
II RT, GIBCO) en presencia del amortiguador para la reaccion (Buffer S5x First Strand,
GIBCO), 0.5 mM dNTP’s, 10 mM DTT, 0.5 ug de oligo-dT como cebador y 5 pg de
RNA. La reaccion fite terminada exponiendo la mezcla a 70°C por 15 min. Al final se le
agregaron 5 U de RNAsa H (USB, Amersham Life Science) y se incubd 1 min a 40°C para
eliminar €l RNA remanente. El cDNA se almacené a -20°C.

Amplificaciéon por PCR

Se amplificé cada uno de los fragmentos utilizando 1 U de Taq- polimerasa (Tag DNA
Polymerase recombinant, GIBCO) en presencia del amortiguador para la reaccidén (10x
PCR Buffer, GIBCO), 0.5 - 1 mM MgCl,, 0.4 mM dNTP’s, 1 pl del cDNA previamente
sintetizado y un par de oligonucléotidos delimitando la secuencia de interés. Para la
amplificacion se utilizé una temperatura denaturalizante (94°C), una de apareamiento
(tabla XV) y una de amplificacién (72°C).

Las muestras fueron separadas por electroforésis en geles de acrilamida al 4%, durante 1 hr
a 70 volts. Los fragmentos de amplificacion fueron visualizados con bromuro de etidio y
luz UV.
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Nombre del Oligo Gen Tm (°O) Tamaiio (pb)

DO4/DO5 Top-2x 55 293
15/16 Top-2¢ 55 643
LR Top-20 63 343
15/R Top-2a 55 552
13/16 Top-2a 55 1141
CF3/RB1 Top-2c 60 336
Top-1 Top-1 55 223
MRPI1-2 MRP-1 60 140
MDR-1-2 MDR-1 55 157
Gst-u1-2 GST- 60 250
G3PDH1-2 G3PDH 60 110

TablaV_ Se la ira de ap: iento (Tm) utilizada para la PCR , asf como el tamaiio

de cada fragmento de amplificacion.

Western blot

Se utilizaron de 2-5 X 106 células, las cuales fueron resuspendidas en 500 pl de
amortiguador A (100 mM NaCl, S0 mM KCIl, 0.1 mM EDTA, 20 mM Tris pH 7.5, 0.1 mM
PMSF, 10% Glicerol, 0.1% Nonidet P-40, 0.1% Triton X-100) y fueron sometidas a
repetidas congelaciones en nitrégeno liquido para obtener un extracto total.

Las proteinas fueron separadas por SDS-PAGE con un gel separador al 8 %.
Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, a través
de la aplicacién de una corriente de 30 mA por 1 hr.

La membrana fue bloqueada durante 1 hr con la solucidn bloqueadora (ASF, 5% de leche
descremada, 0.02% de Azida de sodio, 0.02% de Tween 20) y se incubé con el anticuerpo
anti-top-2a (TopoGen, dilucién 1:1000) a 4°C durante toda la noche. Después, se hicieron 3
lavados de 5 minutos cada uno con ASF y otro con Tris-Salino (TS)(150 mM NacCl, 50mM
Tris-Cl pH 7.5). Posteriormente, se incubd durante una hora a 37°C con el segundo
anticuerpo anti-IgG conejo (D4AKO, dilucidén 1:500) y se lavé 3 veces TS, cada uno por §
min. Por ultimo se agregd una solucién con DAB (ASF, 0.6 mg/ml de DAB, 0.02 % H>03)

para revelar.,
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Inmunocitoquimica

Cincuenta mil células obtenidas por tripsinizacion fueron sembradas sobre cubreobjetos y
mantenidas en cultivo in vitro durante toda la noche. Después de este tiempo, las células
fueron fijadas con etanol y secadas a temperatura ambiente.

Previo al inicio de la inmunodeteccién, cada laminilla fue incubada con 0.3% de H.O:2
por 30 min. (con el fin de eliminar la actividad de las peroxidasas endégenas) y lavada con
ASF por 5 min. Posteriormente, cada preparaciéon se incubd primero con un suero
bloqueador (150 (! suero de cabra, 10 ml ASF) durante 30 min. y luego con un anticuerpo
anti-top-2a (TopoGen, dilucién 1:10) a 37 °C por 30 min. Al término de la incubacién, se
lavo y se incub6 con un anticuerpo anti-IgG de conejo (Vectastain, 1:200) en las mismas
condiciones.

Finalmente, las preparaciones fueron incubadas por 30 min con estreptoavidina-
peroxidasa (Vectastain, 2% reactivo A, 2% reactivo B en PBS; preparado con 30 min de

anticipacion) y el revelado se realizé con DAB por 10 min.

Ensayo de inhibicién de gp-P.

A 600 x 10° células contenidas en 2 ml de medio sin suero se les agregd Ciclosporina—A
(Cs-A, [Sandimmun-Neoral® Sandoz]) en una concentracién de 5 y 15 uM, y se les
incubdé a 37 °C por 1 hr. Finalizada la cual, se les agregd Doxorrubicina (DXR) a una
concentracién final de 30 UM y se incub6 igualmente a 37 °C por media hora. Después se
centrifugé por 5 min. a 1,500 rpm, se lavd dos veces con ASF , se resuspendio en 600 ul de
agua destilada, se le llevé a 3 ml con una solucién 1:1 de Metanol- HCl (0.2 N).
Posteriormente, se centrifugd por 15 min. a 2,000 rpm y se recuperd el sobrenadante. La
cantidad de fluorescencia emitida por la DXR intracelular fue analizada por un fluorémetro
a 472 nm de exitacion y 580 nm de emision a un tiempo de lectura de 30 seg.

Ensayo de citotoxicidad con inhibicién de gp-P por Ciclosporina-A

En una placa de 96 pozos fueron cosechadas 7 x 10> células/pozo en 200 ul de RPMI

completo y se le agregé Ciclosporina-A (Cs-A) en una concentracién final de 5 uM. Las

placas fueron preincubadas durante 1 hr. a 37 °C y después se les agregaron los farmacos
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(VP-16 6 DXR) a las mismas concentraciones utilizadas en los ensayos de citotoxicidad.

Las células permanecieron bajo estas condiciones por 24 hr a 37 °C, después de lo cual se

determiné la sobrevivencia celular mediante MTT.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se caracterizd la linea celular de cincer del pulmén denominada
VP-1, la cual fue seleccionada por su resistencia a VP-16.
Con la finalidad de determinar si el proceso de seleccion a VP-16 influyé en el crecimiento
de la clona celular, se compararon los patrones de crecimiento de la clona con respecto a las
células originales. Las curvas de crecimiento obtenidas mostraron una disminucion en la
velocidad de crecimiento por parte de la clona VP-1 (Fig. 4), asi como un cambio en la
morfologia celular, dado que incrementaron su tamafio y presentaron una menor adherencia

a las cajas de cultivo (Fig. 5).
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Figura 4. Curva de crecimiento de fas lineas celulares de cancer def pulmén
|-51 (M), VP-1 (A). utilizando Ja técnica da MTT.

Figura 5_ Morfologia de las células tefidas con hematoxilina-eosina , para la linea
celular 1-51 (a) y VP-1 (b). (amplificacién de 200x);



Debido a que la linea celular fue seleccionada por el crecimiento en concentraciones
crecientes de VP-16, fue fundamental determinar el grado de resistencia a etopdsido, en
comparacion a la linea celular materna [-51. Con este propésito, se llevo a cabo un ensayo
de citotoxicidad por MTT utilizando distintas concentraciones de VP-16. Los resultados

mostraron que la linea seleccionada fue alrededor de 2000 veces mas resistente que [-51
(Fig. 6).
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Fig. 6_ Curva de citotoxicidad de lineas celulares de pulmdn contra etopésido. Linea
celular 1-51 (W), VP-1 (A). En la esquina superior se muestra e! {ndice de toxicidad
media (IC-s0) para las dos lineas celulares. Los resuitados son el promedio de 4
repeticiones.

La gran resistencia a VP-16 encontrada en VP-1 sugiri6 que esta linea celular pudo
desarrollar una alteracion en las topoisomerasas de tipo II, quienes son el blanco de este
farmaco

Dado que el VP-16 no es el unico farmaco que tiene como blanco a las top-2 y con el fin
de caracterizar mejor la resistencia de las células VP-1, se preguntc si la resistencia que
presentaba la linea celular se extendia a otros firmacos que tienen como blanco a la top-2.
Asi, se determind mediante ensayos de citotoxicidad el grado de sensibilidad a Tenipésido
(VM-26), un farmaco estructuralmente muy parecido a VP-16 y a Doxorrubicina (DXR),
que es diferente tanto estructural como funcionalmente. Los resultados mostraron un
incremento en la resistencia a VM-26, sin embargo, el valor de resistencia no fue posible
calcularlo debido a 1a alta sensibilidad de las células I-51. En el caso de DXR, la resistencia

se incrementé alrededor de 100 veces (Fig. 7).
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Fig. 7 _ Curvas de citotoxicidad contra diferentes concentraciones de Doxorrubicina (a), y
Tenipdsido (b). Lineas celulares I-51 (M) y VP-1 (A).

En la esquina superior de cada grafica se muestra el indice de toxicidad media (IC.s0) para
1as dos lineas celulares. Para DXR se hicieron 4 repeticiones del experimento, mientras
cue para VM-26 se hicieron 2.

Con el propésito conocer si la resistencia se extendia a otras topoisomerasas gracias a las
funciones y mecanismos que comparten, se estudié también la resistencia a captothecina,
farmaco que actia sobre la top-1. En esta ocasion los resultados encontrados no mostraron
diferencias evidentes en los niveles de resistencia entre las dos lineas celulares.

En conjunto los resultados anteriores sugirieron que como consecuencia de la seleccién

por VP-16, la linea celular VP-1 desarrollé al menos un mecanismo de resistencia que le
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permite resistir la accidn citotéoxica de varios firmacos que tienen como caracteristica en
comuin tener como blanco a la top-2c.

Varios reportes han asociado la resistencia a VP-16 con una alteracién tanto cuantitativa
como cualitativa de la top-2a (51), por esta razdn, nuestra investigacion se encamind hacia
el analisis de la integridad de la top-2a, tanto al nivel génico como proteinico.

El primer acercamiento fue a través del estudio del mRNA utilizando la técnica de RT-
PCR y varios juegos de oligonucledtidos que delimitaron diferentes regiones del gen de
top-2o. (tabla IV).

Siguiendo la division que se hace de 1a proteina, el transcrito fue dividido en tres regiones
correspondientes (ATPasa, Corte-unién y 3’-terminal, Fig. 2). Para cada una de estas
regiones se desarrollo al menos un par de oligonucleétidos. Con esto intentamos determinar
si habia alteraciones a nivel del transcrito (inserciones y/o deleciones) tan evidentes como

para ser detectadas por cambios en el tamafio de los segmentos amplificados.

Cuando se analiz6 la region que codifica para la ATPasa, no se encontraron alteraciones
en el tamaiio de los amplicones (Fig. 8). No obstante, cuando se llevo a cabo el analisis de
fragmentos localizados en la region de corte-unién o en el 3 -terminal, si se encontraron
alteraciones evidentes en la linea seleccionada (Fig. 8). De forma interesante, éste analisis
también evidencié alteraciones para esta region en el mRNA de la linea celular parental
I-51 (Fig. 8). En ambos casos, las alteraciones observadas se presentan como multiples
bandas, sin ninguna que correspondiera al tamafio esperado para la region comprendida
entre los oligonucleétidos 13/14 (bases 3021-3570).

La ausencia de la banda amplificacién del tamafio esperado al utilizar el juego de
oligonucleétidos 13/14 podia ser explicado por la alteracion en alguna de las secuencias
donde son reconocidos los oligonucledtidos. Asi, el problema podia encontrarse o en la

regién de reconocimiento del oligonucledtido 13 6 del 14.
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Figura6_ Semuestra en la parte superior de fa figura una representacin del ranscrito de fop-2ar y de las regiones enmatcadas por cada uno de
los pares de oligos que fueron utifizados. En la regidn inferior se muestran los resuftados de la ampifiicacin por RT-PCR de cada una daas
regiones delimitadas por los oligos. Ef pimer carril de cada una de las fotos presenta el control positivo, el sequndo a - 51 yeldlimoa VP-1. Las
flechas indican el {amafio esperado.
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Con la finalidad de conocer si la region de complementacion para el oligonucledtido 13
formaba parte de la alteracion, se plane6 la amplificacién de otro fragmento que involucrara
al oligonucleétido 13 pero no al 14. Para esto se utilizé la combinacién de los
oligonucledtidos 13/16 (1,405 pb). Los resultados mostraron dos bandas para [-51 (
alrededor de 450 y 350 pb) y una para VP-1 de mayor peso molecular (alrededor de 500 pb)
(Fig. 8). El hecho de que no fueran las unicas bandas, aunado a que el tamaifio observado
fue aun menor al obtenido cuando se sintetizé la region comprendida entre 15/16 (600 y
400 pb), la cual se encuentra dentro de la secuencia limitada por 13/16, hace pensar que hay
una alteracion en la regién complementaria al oligonucleétido 13. Aunque con estos
resultados se puede suponer que la region cercana al reconocimiento del oligonucleétido 13

estd alterada, sin embargo, no es posible conocer con exactitud la extensidn del dafio.

Siguiendo con la caracterizacién del transcrito, también se realizé otra amplificacién
utilizando los oligonucleotidos 15/16 (3519 - 4162), los cuales se encuentran al principio de
la regién 3’-terminal. La amplificacion encontrada mostré dos bandas en I-51 (de ailrededor
de 600 y 400 pb) y una en VP-1 (alrededor de 600 pb), ninguna de las cuales correspondié
con el tamaiio de la banda esperada (643 pb). El hecho de que haya dos bandas en 1a linea
parental y una en la seleccionada, sugiere la existencia de dos transcritos en I-51 y la

predominancia de uno en VP-1 (Fig. 8)

Con la finalidad de delimitar con una mayor precisiéon la localizacién de la alteracién, se
utilizé el juego de oligonucleStidos 15/R (cuya amplificacion es 91 pb mas corta que
15/16). Este anilisis mostré una banda de amplificacién aproximadamente 30 pb mas

pequefia con respecto al control para ambas lineas celulares (Fig. 8).

En un intento por explicarvlos resultados hasta aqui obtenidos con la técnica RT-PCR, se
planted una hipétesis que intenta enmarcar las alteraciones que probablemente sufrié el

transcrito de la top-2c (Fig. 9).
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Figura 9 _ Representacion esquemdlica de las posibles alteraciones a nivel def transcrito en la regién comprendida entre
los oligonucledtidos 13 y 16. t.a figura muestra los dos alelos. Con flechas se sefiala la localizacién de cada
oligonucledtido; con el simbolo (§3) se muestra 1a posicion aproximada de las alteraciones, la cual puede encontrarse
dentro de la regién clara que la enmarca; dentro de un cuadro se indica la posible extensién de cada unade las
alteraciones, y con signos de interrogacién se indica aqueilas en que aun no se han podido determinar.

Segun la hipétesis aqui propuesta, el transcrito de top-2a (proveniente de los dos alelos y
con dafios muy parecidos en ambas lineas celulares) presenta al menos tres alteraciones

independientes:

a) Cercana a la zona de reconocimiento al oligonucleétido 13.

Los analisis utilizando al oligonucleétido 13 no permitieron observar ninguna banda de
amplificacion definida, por lo que es muy probable que los dos alelos presenten una
alteracion en esta zona. El problema es al tratar de definir qué es lo que impide esta
amplificacion, ya que puede tratarse de: a) un splicing alternativo (la secuencia del
oligonucledtido se encuentra interrumpida por un intron); b) una delecién; o c) puede
deberse a mutaciones puntuales. En el caso de mutaciones, tampoco conocemos la
extension de estas, ni su exacta localizacién.

Un estudio de deleciones sobre posibles sitios importantes para la enzima (propuestos a
través de un analisis de secuencia) mostrd que en una regiéon comprendida en su mayor
parte entre los oligonucle6tidos 13/14 (bases 3363-3699), existe un fragmento conservado
para la top-2a (60). La alteracién de esta region por delecion conduce a la pérdida de la

actividad enzimaética (60). En esta misma regi6n, se ha sugerido que se encuentra una zona
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de dimerizacién, cuya ausencia conduciria también a la pérdida de la actividad de la
enzima (23). El hecho de que haya una disminucién en la actividad enzimatica puede estar
asociado con una resistencia, al disminuirse el nimero de sitios blancos con los que puede
interactuar el farmaco, ya que la enzima debe conservar por lo menos su capacidad de
formar el complejo de corte para que el firmaco pueda ser efectivo.

Estas observaciones y el posible dafio observado a través del oligo 13, sugieren que VP-1
puede presentar una disminucién en la actividad de la top-2c. mayor a la de la célula
parental I-51, sin que se presente realmente una pérdida total y permite explicar en parte la

disminucidn de la velocidad de crecimiento de la clona resistente.

b) Un segundo evento localizado entre los oligonucleétidos 15y L

Los analisis de la region entre los oligonucledtidos 15/16, mostré que es posible que haya
una alteracion de alrededor de unos 30 pb en uno de los alelos, que es evidenciada por la
diferencia con la banda de amplificacion del control. Esta alteracion se encontré tanto en la
linea I-51 como en VP-1, y debido a que tanto la amplificacién de la region entre los
oligonucleétidos 15/16 y el par 5/R, se logréo mapear antes del oligonucledtido L y después
del 15; el oligonucledtido 14 puede o no estar alterado.

De esta manera y al igual que con la regién comprendida entre los oligonucléotidos
13/14, la zona comprendida por el par 15/L, contiene parte de una secuencia conservada
(3363-3699) que al ser retirada conlleva una pérdida de la funcién de decatenacién de la
enzima (60).

En esta region de la enzima hay también un sitio de fosforilacion (S1212), el cual es
hiperfosforilado durante la fase G=/M, por lo que se le ha relacionado tanto con diferencias
en la actividad de la enzima, como en su localizacién nuclear (26). Para que la enzima sea
reconocida por el firmaco necesita estar dentro del micleo, porque s6lo en este sitio ocurre
la interaccién con el DNA. Si bajo esta condicién, solo una pequefia cantidad de enzima

penetra al micleo, el firmaco tendria menos sitios blanco efectivos reconocibles.

c) Un tercer evento cercano a la regién de reconocimiento al oligonucleétido R
La ultima alteraciéon que pudiera estar presente se encuentra cubriendo al oligonucledtido

R y sélo parece presentarse en un alelo. Asi, se explica como la amplificacién del segmento
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L/R se encuentra aparentemente bien, ya que nada mas se amplifica el alelo que no se
encuentra mutado, mientras que 15/16 presenta dos amplicones con una diferencia muy
clara en el tamafio. La alteracion parece ser una delecidon que abarca unos 200 pb, que
pueden ir desde antes del oligonucledtido 16 hasta 200 pb antes del inicio del
oligonucleétido R.

Una regioén importante que podria encontrarse en esta zona, es una de las dos seiiales de
localizacion nuclear (la sefial débil de localizacién nuclear, 1259-1296 aa), que cuando se
pierde produce una reduccién en la cantidad de top-2a nuclear (29; 30).

También se localizan en esta region varias sitios de fosforilacion los cuales son
hiperfosforilados independientemente al ciclo celular (T1342, S1353, S1360, S1376) (26;
62). Estos podrian participar principalmente tanto en la localizacién nuclear debido a la

cercania con la sefial de localizacién nuclear débil, como en regular la actividad de la
enzima.

Ademds de las cinasas que actian sobre la top-2o. (PKC, P34°%2, MAPK, CKII),
recientemente se ha encontrado que la enzima interactia con varias proteinas las cuales
modifican su actividad. Tal es el caso de la proteina del retinoblastoma (rb) y el supresor de
tumores p53 (63; 64). En el ultimo caso, la interaccion ha sido demostrada que ocurre en el
extremo COOH de la enzima (65). De esta manera, otra forma en la que podria verse
afectada la funcién de la top-2c. es a través de un cambio en la interacciéon con las
proteinas.

Los resultados con la técnica de RT-PCR evidenciaron una alteracion en el gen de la top-
2. para ambas lineas celulares, sin diferencias claras entre ambas. Las alteraciones
encontradas parecen abarcar 500 pb de la region terminal del dominio de corte unién y una
zona no definida del dominio 3’-terminal. Las consecuencias que podria traer dentro de la
funcién celular de la enzima pueden ir desde la pérdida total de la actividad enzimadtica,
hasta eventos como la disminucion de su actividad, la localizacién citoplasmica (y por tanto
no funcional), la pérdida de su regulacion durante el ciclo celular; todo lo cual puede

contribuir a la resistencia a etopésido.
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Conociendo que el gen de top-2c¢ de VP-1 estaba alterado, se propuso estudiar la
proteina. El analisis por RT-PCR sugirié que los dafios que fueron observados en el
transcrito podrian afectar la actividad enzimaitica, la cual ya anteriormente ha sido
relacionada a la resistencia (59). Para estudiar esta posibilidad, se analizé la actividad
enzimatica nuclear de la top-2 utilizando como sustrato el DNA del fago ¢X-174. Los
resultados muestran diferencias evidentes entre una linea celular y la linea parental I-51,

siendo para VP-1 menor la actividad (Fig. 10).

Figura 10_ Actividad de relajamiento de topoisomerasa il sobre ei DNA ¢-X174. Se obtuvieron extractos
nucleares de las lineas celulares I-51 y VP-1. El caril 1 control {C-} contiene tinicamente sustrato (¢-
X174), el carril 2 (C+), contiene sustrato con extracto nuclear de la célula control (Hela). La
concentracion del sustrato en las reacciones fue constante, mientras que la de! extracto nuclear vané { 1,
2, 3y 4 ug para ambas lineas). Las diferentes concentraciones estan ordenadas de derecha a izquierda
crecientemente para cada linea celular, Relajado (R); Superenrrollado (SE).

Los resultados de actividad enzimatica evidenciaron una disminucion en la actividad de la
enzima de las células VP-1 en comparacion con las células I-51. La actividad disminuida de
la top-2 podria ser el resultado de la alteracion en la regién de corte/unién o una
consecuencia de la disminucién del numero de moléculas de la enzima dentro del niicleo y

por tanto consecuencia de la alteracidn de la sefial de la localizacién nuclear.

Debido a que los resultados del andlisis del cDNA sugirieron una delecién relativamente
grande en por lo menos uno de los alelos de top-2ct, lo cual en reportes anteriores se ha
asociado a la adquisicién de la resistencia a firmacos que interactian con top-2c (61, 62), ¥

con la finalidad de conocer si en nuestra linea celular habia dos proteinas de diferente
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tamafio, se realizo un experimento tipo western blot usando un anticuerpo que reconoce los
16 residuos de aminodcido COOH terminales de la proteina.

Los resultados de inmunodetecciéon mostraron de forma interesante una banda unica para I-
51 y VP-1 con un peso molecular aproximado de 170 kDa, ya que comigré con la top-2a
presente en las células control (HeLa) (Fig. 11).

Cc+ C- I-51 VP-1

Figura 11_ Andlisis de extractos totales de proteina por western bilot utilizando un anticuerpo que reconoce
el extremo COOH de la top-2c. Carril 1 (C+) corresponde a células Hel.a, Carril 2 {C-) células (-37 con una
Top 2o truncada en el COOH-terminal, camil 3y 4 corresponde a células 1-51 y VP-1 respectivamente.

Dos explicaciones pueden plantearse para este resultado: a) que las células VP-1
sinteticen ademds de una proteina normal (170 kDa), otra enzima alterada. Sin embargo,
debido a que el anticuerpo anti-top-2a (fopoGen) utilizado en este experimento reconoce
una regién del extremo carboxilo de la enzima y tomando en cuenta que una probable
delecion en esta region, es probable que la enzima alterada no pueda ser detectada con este
anticuerpo; b) una segunda explicacién puede que se sinteticen dos transcritos, pero uno de

ellos no esté siendo traducido a proteina.

Por otra parte, con el fin de conocer si la disminucidén de la sensibilidad a los farmacos
podia se explicada a través de una disminucion en la concentraciéon nuclear de la enzima, se
analizé la localizacién celular de top-2ac mediante la técnica de inmunocitoquimica,
utilizando el mismo anticuerpo que en el western blot. Los resultados mostraron en las dos
lineas celulares un reconocimiento del anticuerpo por proteina nuclear (Fig. 12). En el caso
de VP-1, algunas células parecen presentar reconocimiento del anticuerpo en el citoplasma.
Para esta ltima observacidn, es importante mencionar que la repercusion de la enzima en

el citopldsmica aun no es completamente comprendida, ya que existen evidencias que
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sugieren que no influye sobre la resistencia celular si no esta acompaiiada por una
disminucién nuclear de la enzima (66).

La misma explicacion que se obtuvo para el western blot puede aplicarse para €l resultado
de inmunocitoquimica, ya que es posible que s6lo se esté detectando una de las dos

proteinas.

a

Flgura 12_ Andisis por inmunocitoquimica, utilizando un anticuerpo que reconoce el extremo COQH de la top-2a
Se muestran las células Hel.a como control positivo {a} v células I-51 (b) v VP-1 {c). Amplificacidn de 200X.

Por otra parte, la resistencia se asocia también a otras proteinas, por lo cual, se estudié la
expresion de top-1, top-2 y MDR-1, MRP y GST-u (Fig. 13). Los resultados no mostraron
diferencias evidentes en la expresion ni el tamaiio de las dos topoisomerasas. En ¢l caso de
MRP no se encontrd la banda del tamafio esperado, y para GST-t no se detecté expresion.
En MDR-1 la banda fue ligeramente mas intensa en VP-1 que en I-51, sugiriendo un
aumento en la expresion del gen para esta linea celular.

Ya que la presencia de la gp-P esta relacionada con la adquisicidon de resistencia celular
para varios farmacos entre los que se incluyen los aqui utilizados, fue importante descartar
si ésta proteina funcionaba como otro mecanismo de resistencia utilizado por VP-1.

Para determinar si la gp-P participaba en la expulsiéon de los firmacos, se utilizé un
ensayo de inhibicién de la actividad de gp-P, en donde se midié la expulsién de la DXR
(aprovechando su propiedad de fluorescencia), y los cambios en la concentracién de ésta

debido a la presencia de ciclosporina-A (Cs-A), el cual es un inhibidor de la gp-P.
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Flgura 13_ Se muestran los resuitados del andlisis de fa expresion a través de la téenica de RT-PCR
para varios genes relacionados con [ resistencia. 8_ muestra los resultados de fa ampificacién del
transcrito de topo-2; b_ carres 1, 2 y 3 amplificado del ranscrito de top-1, carrles 4, 5, 6 MDR-1;
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En la figura 14 se muestra una clara inhibicion en la expulsion del farmaco DXR cuando
se incuban las células en presencia de Cs-A. Este experimento mostré que la gp-P participa
en la expulsién de los farmacos como DXR en la linea celular VP-1 y explica en parte el
aumento en la resistencia a DXR previamente reportado (Fig. 7a). Asi mismo, este
resultado también parece sugerir que gp-P puede participar activamente en la expulsién de

otros farmacos como VP-16.

Absorcidn 540 nm

Figura 14_ Inhibicién de la actividad de gp-P por Cs-A. Lacolumna 1 es VP-1,la columna 2 es
VP-1 + 30puM de DXR, la columna 3 y 4 es VP-1+30 pMde DXR +5 uM 6 15 uM de Cs-A.

Con el propésito de conocer que tan importante era la funcién de la gp-P en la
sobrevivencia celular en presencia tanto de VP-16 como DXR, se realizaron ensayos de
citotoxicidad, pero ahora en presencia de Cs-A (Fig 15); los resultados mostraron una
sensibilizacion a DXR, pero solo ligero cambio en la resistencia cuando las células fueron
expuestas a VP-16.
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Fig. 15 _ Curvas de citotoxicidad a tarmacos en presencia de Cs-A. La sobrevivencia de VP-1 en funcién de la concentracion de
Etopésido (a) y Doxorubicina (b). En cada cuadro aparecen las siguientes céiulas: I-51 (), VP-1+ fadrmaco (&), VP-1 +farmaco
+5uMde Cs-A (@)
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Estos resultados confirraron la suposicién de que la DXR es expulsada a través de gp-P
y sefialan ademds a este mecanismo como el mas importante en la expulsion de ese
firmaco. No obstante, en el caso de VP-16, el efecto no fue tan grande, por lo que se pudo
descartar hasta cierto punto como principal mecanismo de resistencia a etopdsido por parte
de las células VP-1. El hecho de haber encontrado en VP-1 mas de un mecanismo
contribuyendo a la resistencia a farmacos, no es algo que contradiga a la literatura, y por el
contrario es poco frecuente encontrar un tnico de mecanismo de resistencia en células
tumorales ( 62, 67, 68).

En resumen, los resultados muestran que la linea celular VP-1 presenta varias alteraciones
en la secuencia génica del gen de top-2¢, las cuales se remiten al extremo COOH, aunque
también parecen abarcar la ultima parte del dominio de corte-unién. La linea parental
parece presentar per se alteraciones parecidas. Para el producto, ambas lineas expresan una
proteina de 170 kDa, localizado predominantemente en el nicleo nuclear. Sin embargo, se
desconoce si uno de los alelos transcribe para una proteina de menor tamafio que no tiene el
epitope reconocido por el anticuerpo. De manera interesante, se encontré una disminucién
en la actividad nuclear de top-2a en las células VP-1, misma que corrobora los datos del
analisis del transcrito y que puede explicar mejor la resistencia a VP-16.

Por altimo al estudiar otros mecanismos de resistencia miiltiple, se encontré actividad de
gp-P en la expulsion de DXR, abriendo la posibilidad de que otros farmacos puedan ser
expulsados por esta via.

A pesar de que no se obtuvo con precisién un mapa para la localizacién de las
alteraciones del gen de top-2a, que permita predecir la resistencia observada a etopédsido,
todas las evidencias presentadas sugieren que las alteraciones en esta enzima pueden
conferir resistencia a firmacos. Ademas, este trabajo presenta lo que podria ser un buen
modelo de estudio para el entendimiento de la biologia de la top-2a, ya que tanto la linea

parental como la seleccionada presentan alteraciones muy parecidas, y sin embargo la

diferencia en resistencia es muy grande.
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CONCLUSIONES

La linea celular VP-1 es notablemente mas resistente que la linea parental para tres de los
cuatro farmacos utilizados en el estudio. La resistencia a etop6sido en la linea celular VP-1
en el presente estudio, no mostrd tener una relacidén concreta con los dafios en el transcrito
del gen de la top-2a. Sin embargo la disminucién de la actividad de esta enzima en
extractos nucleares estd probablemente ligada a cambios en la secuencia de nucleétidos,
que son diferentes entre la linea parental y la clona resistente, pero tan pequefios que no
pudieron ser detectados con las técnicas utilizadas.

La ausencia de otros mecanismos que pudieran estar relacionados con la resistencia a

etopodsido deja a la top-2 como un mecanismo importante en la adquisicién de este fenotipo.
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