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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados de un andlisis de amplificacion génica y de sensibilidad a farmacos antineoplé-
sicos, realizado para un panel de lineas celulares de origen tumoral pulmonar. Para los ensayos de quimiosensibilidad las
células fueron tratadas durante 48 h con concentraciones variables de taxol, cisplatino, doxorrubicina y 5-fluoracilo. La
citotoxicidad de los farmacos se cuantificé usando el ensayo de reduccion de resazurina y se report6 en valores de con-
centracion inhibitoria 50 (Clso). Para los andlisis de amplificacién génica se emplearon sondas TagMan® dirigidas contra
los genes AKT2, PIK3CA, ERBB2, EGFR, c-REL y genes de la familia MYC. El nimero de copias para cada gen fue calculado
usando el método de doble delta Ct, empleando ACTB como gen de referencia y la linea MRC-5 como muestra control.
Los resultados mostraron que la viabilidad de todas las lineas celulares se afect6 por el tratamiento con taxol, cisplatino y
doxorrubicina, pero no con el tratamiento con 5-fluoracilo. Las Clso calculadas se ubicaron entre 0,38 £ 0,03 uMy 111,3 £
3,58 uM, siendo el taxol y la doxorrubicina los farmacos mas potentes. Del panel evaluado las células NCI-H292 resultaron
ser las mas sensibles y las células LSPG8G las mas resistentes a los farmacos. Interesantemente en las células NCI-H292
ningln gen se encontré amplificado; por el contrario en las células LSPG8G los genes cMYC, MYCN, MYCL y AKT2 mostra-
ron un aumento en el nimero de copias con respecto al de las células control. Estos resultados sugieren que eventos de
amplificacién génica podrian contribuir con el fenémeno de quimioresistencia en lineas celulares de cancer de pulmaon, sin

embargo otros estudios deben realizarse para confirmar esta hipétesis.

Palabras clave: ciancer de pulmén, citotoxicidad in vitro, dosis génica, NCI-H292, LSPG8G.

Abstract

In this paper, we show results of anticancer drug sensitivity assays and studies of gen amplification performed for a panel of
lung cancer cell lines. For the chemosensitivity assays the cells were treated for 48 h with different concentrations of taxol,
cisplatin, doxorubicin and 5-fluorouracil. The cytotoxic effect of each drug was determined using the resazurin reduction
assay and reported in terms of inhibitory concentration 50 (ICso). For the analysis of gene amplification we used TagMan®
probes designed against AKT2, PIK3CA, ERBB2, EGFR, REL and MYC family members. Copy number for each gene was
calculated using the delta-delta-CT method, employing ACTB as reference gen and MRC-5 cell line as control sample. In
the chemosensitivity assays, we observed a clear decrease in cell viability in the cells treated with taxol, cisplatin and doxo-
rubicin but not in the cells treated with 5-fluorouracil. ICso values ranging between 0,38+ 0,03 uM and 111,3 +3,58 uM,
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being the taxol and doxorubicin the most potent drugs. NCI-H292 cell line was the most sensitivity and LSPG8G cell line
was the most resistant. Interestingly, NCI-H292 cells did not show increase in the copy numbers for the gene evaluated,
in contrast, we observed changes in the gene dosage for cMYC, MYCN, MYCL and AKT2 in LSPG8G cells. These results
suggest that gene amplification could contribute to drug resistance in lung cancer cell lines; however, more studies are

needed to confirm this hypothesis.

Key words: lung cancer, in vitro cytotoxicity, gene dosage, NCI-H292, LSPG8G.
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Introduccién

Las lineas celulares derivadas desde tumores huma-
nos han constituido uno de los modelos preclinicos
mas empleados para estudiar las bases genéticas y
moleculares del cancer de pulmén. Antes de su esta-
blecimiento, la mayoria de las investigaciones alrede-
dor de esta enfermedad progresaban lentamente, sin
embargo con su desarrollo, hoy ya se conocen dife-
rentes cambios a nivel molecular relacionados con la
transformacion tumoral, el desarrollo de metéstasis y
la aparicién de quimioresistencia (Miller, 2005).

La quimioresistencia es uno de los principales obs-
taculos para el tratamiento del cancer de pulmon
(SKarda et al., 2008) y puede presentarse en respues-
ta al tratamiento (resistencia adquirida) o al momento
del diagnéstico (resistencia intrinseca). La seleccion
de clones quimioresistentes a partir de lineas celu-
lares expuestas a concentraciones crecientes de
farmacos antitumorales, es una de las aproximacio-
nes mas empleadas para estudiar la resistencia ad-
quirida. En estos ensayos un criterio que define las
diferencias entre la sensibilidad de la linea parental
(no tratada) y la linea resistente (tratada), es el valor
de la concentracion inhibitoria 50 (Clso). Sin embargo,
para realizar estas comparaciones hay ciertos aspec-
tos que deben considerarse, pues se ha demostrado
que este valor, puede cambiar dependiendo de los
tiempos de duplicacion de la linea celular empleada,
los tiempos de exposicion al farmaco, el nimero de
células tratadas y el método usado para cuantificar la
viabilidad celular (Sumantran, 2011; Ari et al., 2010;
Zumpe et al., 2010; Ulukaya et al., 2008).

La amplificacion génica es uno de los mecanismos
mas frecuentes de activacion de oncogenes en los
tumores sélidos (Starczynowski et al., 2011). Es un
evento a nivel celular que se caracteriza por un in-
cremento en el nimero de copias de un gen o region
cromosémica y se asocia cominmente con sobreex-
presion de los genes implicados (Albertson, 2006).

En cancer de pulmén y otros tumores sélidos se ha
reportado que los oncogenes MYC, MYCN, MYCL,
EGFR, AKT-2, ERBB2, PIK3CA y REL pueden estar am-
plificados (Santarius et al., 2010; Alvarez et al., 2012).
Por otro lado, la relacion de dosis génica y respues-
ta a farmacos se ha establecido en algunos trabajos,
aunque la mayoria se enfocan en genes que codifi-
can para dianas terapéuticas (Cappuzzo et al., 2005)
y/o proteinas transportadoras (Yasui et al., 2004).

En este trabajo se establecieron las condiciones para
realizar pruebas de quimiosensibilidad a 48 h de expo-
sicion, usando lineas celulares de cancer de pulmén
con diferentes tiempos de duplicacién y empleando
el ensayo de reduccién de resazurina como método
indirecto para evaluar viabilidad celular. Se compara
el perfil de sensibilidad frente a farmacos antineopla-
sicos con diferentes mecanismos de accion y se ca-
racteriza el estado de amplificacion génica (nimero
de copias promedio por genoma) para el grupo de
oncogenes atras descritos. Al final se identifican lineas
celulares sensibles y resistentes a quimioterapéuticos
y se presentan resultados que pueden servir de sopor-
te para comenzar estudios de amplificacion génica en
modelos in vitro de resistencia adquirida.

Materiales y métodos

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se emplearon las lineas celulares LSPG8G (aislada en
el laboratorio a partir de un carcinoma anaplasico de
célula grande) A549 (adenocarcinoma), NCI-H520
(carcinoma escamocelular), NCI-H727 (carcinoide),
NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide), NCI-H460
(carcinoma anaplasico de célula grande) y MRC-5 (fi-
broblastos normales de pulmon). Todas las células fue-
ron propagadas en frascos de cultivo celular de 75 cm?,
a 37°C, en atmosfera con 5% de CO,y medio RPMI-
1640, suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino,
penicilina 100 U/ml y estreptomicina a 100 mg/ml.
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Fdrmacos

Se emplearon las formas comerciales de los farmacos:
paclitaxel, cisplatino, doxorrubicina HCl y 5-fluoroura-
cilo. Se evaluaron cinco diluciones seriadas en diferen-
tes rangos de concentracion y cada dilucion se evalué
por triplicado. La concentracién de partida se modifico
dependiendo del farmaco, para el taxol la concentra-
cion inicial fue de 100 uM, para cisplatino, doxorubici-
na y 5-fluorouracilo fue de 300 uM.

Seleccion de densidades de trabajo para los ensayos
de quimiosensibilidad

Para garantizar un crecimiento exponencial de las cé-
lulas durante el tiempo de exposicion a los farmacos,
se calcul6 la densidad celular 6ptima de trabajo. Para
calcularla, se tuvo en cuenta el tiempo de duplicacion
poblacional de las células, el porcentaje de confluen-
cia en las placas de 96 pozos después de 48 h'y 72
h de cultivo y los resultados de linealidad obtenidos a
partir del ensayo de reduccién de resazurina. La den-
sidad se seleccioné a partir de un grupo de 6 densida-
des (5 x10%, 7,5 x 10%, 12,5 x 10%, 1,5 x 10*y 2 x 10*
células por pozo). Cada densidad celular fue sembra-
da en triplicado usando 100 pl de medio de cultivo, e
incubadas bajo las mismas condiciones en las que se
realizan los ensayos de quimiosensibilidad (descritos
adelante). Luego se realiz6 el ensayo de reduccion de
resazurina y se verifico si se mantenia una relacion li-
neal entre la fluorescencia emitida por las células que
metabolizaron la resazurina y las densidades sembra-
das en los pozos.

Ensayos de Quimiosensibilidad

Las células en fase de crecimiento exponencial, fueron
tripsinizadas, contadas en camara de Neubauer y sem-
bradas en las densidades celulares seleccionadas. Las
placas se incubaron por 24 h a 37°C para permitir la
adhesion al soporte. Transcurrido este tiempo la mo-
nocapa celular fue expuesta durante 48 h a 100 pL de
las diluciones de cada farmaco. Luego se cuantifico
el efecto citotoxico mediante el ensayo de reduccién
de resazurina. Cada ensayo de quimiosensibilidad se
realizo por triplicado, en semanas diferentes.

Ensayo de reduccién de resazurina

Para realizar este ensayo el medio con los trata-
mientos se remplazé por 100 ml de medio con re-
sazurina a una concentracion final de 44 puM. Las
placas se incubaron por 4 horas y la fluorescencia
emitida por las células viables y/o metabélicamente
activas se cuantific6 usando un espectroflouréme-

tro a una longitud de onda de excitacién de 535y
una de emisién de 595 (O’Brien et al., 2000). Las
unidades de fluorescencia emitidas por las células
tratadas se transformaron a porcentajes de super-
vivencia normalizando con las unidades de fluores-
cencia emitidas por las células control (células sin
tratamiento). En todos los casos se asumié un 100%
de supervivencia en las células sin tratamiento, al
final la respuesta celular se graficé en funcién del
logaritmo de la concentracion y a partir de la cur-
va dosis-respuesta se calcularon los valores de Cls,
usando el programa estadistico GraphPad Prism®
version 5 (GraphPad Software Inc).

Extraccion de ADN genémico para andlisis
moleculares

Las células en un 80% de confluencia fueron lava-
das con PBS y tratadas con una solucién de tripsi-
na (0,025%) - EDTA (0,03%) durante 5 minutos.
La suspension obtenida se centrifugé a 1200 rpm x
5 minutos y se descarté el sobrenadante. El botén
celular obtenido se resuspendié en 200 ul de una
solucion de Tris-HCI 50mM pH 8.0, acetato de cal-
cio 2 mM con 200 ug de proteinasa K. La mezcla
se incub6 a 55°C por una hora y luego a 95°C por
5 minutos para inactivar la enzima. Inmediatamente
después el ADN se recuperé por extraccion con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y preci-
pitacion con etanol. Su cuantificacion se realizé por
métodos espectrofotométricos.

Andlisis de niimero de copias o dosis génica

Los analisis se realizaron por PCR en tiempo real
empleando el sistema ABI® 7500 Prism (Applied
Biosystems), en un volumen final de 25 pl y en mez-
clas de reaccion multiplex preparadas con 0,04 uM
de cebadores, 0,375 uM de sondas, 1x de Master
Mix y 20ng de ADN. El programa de PCR utilizado
para la deteccién de los fragmentos incluyé un ciclo
de 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos 15 s a 95°C
y 1 min a 61°C. La dosis génica fue determinada
empleando el método comparativo de doble delta
Ct (2229, En todos los ensayos se usé el gen ACTB
como gen referencia y ADN de las células MRC-5
(fibroblastos normales de pulmoén) como muestra
control. Un valor de 2**“mayor a 2 se considerd
como amplificacién génica (Huang et al,, 2007). La
secuencia de las sondas TagMan® y los cebadores
usados en este ensayo se reportan en estudios
previos (Perdomo et al., 2012; Alvarez et al., 2012)
y se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Secuencia de cebadoresy sondas Tagman empleadas para la cuantificacién de dosis génica por PCR multiplex.

GEN SONDA (5'- 3") CEBADOR DERECHO(5’- 3') CEBADOR IZQUIERDO (5'- 3")
ERBB2 | (Tamra) ATCCGTCCGCCTCAGCCTCCCAAA (Hex) GTCTTGAACTCCCCACCTCAG ACAGACGGTACACACTTTTAAAGG

EGFR | (Fam) AACTAACCGCCGCCAGCACCACC (Tamra) GACCTGGGAGCTGGGAGAAC ACCTGCCTTTTGCCAACGAG
AKT2 | (Tamra) ACCACGAGCCACGGAAGCCAGTCA (Rox) AGACCTGGGCTGGTGATGTG CAGACTGTGGGACCTTTCTCTC

MYC | (Tamra) ACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGA (Rox) TCTACTGCGACGAGGAGGAG GCAGCAGCTCGAATTTCTTCC
MYCN | (Tamra) CGCCGCTTCTCCACAGTGACCACG (Hex) AGGAAGATGAAGAGGAAGAAATCG TGACAGCCTTGGTGTTGGAG
MYCL1 | (Tamra) ACCTGGAGACACCTGGACACGCCC (Tamra) | CCTAAGAGACCTTCAAGCCAGTG CCAGATATGGGGCTCATAACACC

REL | (Tamra)TCCCTGCCTTTGCTCACGCTGCTT (Rox) GGATTTTGGCAAGGTGAGTGG ACAGCATTTAACATGCATTTAGCC
PI3KCA | (Tamra)AGTGCCGCTGCTGCTCCGACAAC (joe) AGCAGACCCAGTACCTGTCC AGGGTTGGTCTTCTATGAGAATC
ACTB | (Tamra) TTGCCTCCCGCCCGCTCCCG (Fam) CCGTCTTCCCCTCCATCGTG GGCTCCTGTGCAGAGAAAGC
Resultados

Seleccion de densidades de trabajo para ensayos
quimiosensibilidad

Al graficar las unidades relativas de fluorescencia
(URF) en funcién de las densidades celulares se deter-
mind que las lineas LSPG8G, NCI-H292, NCI-H520 y
NCI-H727 después de 72 h de crecimiento continuo,
muestran una respuesta lineal frente a la reduccion de
resazurina cuando se siembran entre 5000 y 20000
células por pozo (figura 1). Para la linea A549 se
mantiene la tendencia lineal solo entre 5000 y 12500
células por pozo. En densidades mayores se pierde
esta tendencia y a las 48 h se observa un 100% de
confluencia, un nivel que no garantiza el crecimiento
exponencial de las células durante el tiempo de trata-
miento y por tanto la confiabilidad de los resultados de
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los ensayos de citotoxicidad. Para el resto de las lineas,
en densidades menores a 15000 células por pozo, se
observaron niveles de confluencia entre un 50 - 70% a
las 48 hy entre el 70y 95% a las 72 h de cultivo; la ma-
yor confluencia a las 72 h se observa para las células
con mayor tamano (LSPG8G) y con tiempos de dupli-
cacion cortos (A549). La menor confluencia se obser-
vo6 para la linea NCI-H520, una linea con un tiempo de
duplicacién de 61 h y en general mas pequena que el
resto de células del panel. En el tabla 2 se resumen los
resultados del andlisis de linealidad, se muestran los
valores R? y los porcentajes de confluencia observados
a las 72 h de cultivo para las densidades de trabajo se-
leccionadas. Una densidad de trabajo de 15000 célu-
las por pozo se recomendo para las células NCI-H460
en un estudio previo (Prieto & Aristizabal, 2009).
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Figura 1. Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) en funcién del nimero de células por pozo. Fluorescencia (tex 535 nmy tem
595 nm) para las lineas LSPG8G (M), NCI-H520 (A), NCI-H727 () y NCI-H292 (4), después de 72 h de cultivo contintio. Cada
punto en la grafica representa el promedio de tres repeticiones * el error estdndar de la media.
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Tabla 2. Relacién de densidades celulares recomendadas para realizar ensayos de quimiosensibilidad en lineas celulares de cancer

de pulmén
CLeTueer Hisgré(:gico R* TDP* Depetl Con(f"l/:)e‘:1 “
LSPGBG Indiferenciado de 0,95 48h 10000 80-95%
Célula grande
NCI-H520 Escamocelular 0,95 61h 15000 70-80%
NCI-H727 Carcinoide 0,97 48 h 10000 80-90%
NCI-H292 Mucoepidermoide 0,99 48 h 10000 80-90%
A549 Adenocarcinoma 0,97 22 h 5000 80-95%

realizada durante 7 dias.

Ensayos de quimiosensibilidad

Los resultados de tres experimentos independientes
muestran que bajo nuestras condiciones de ensayo,
los farmacos cisplatino, taxol y doxorrubicina HCI,
afectan la actividad metabdlica de todas las lineas
en rangos de concentracion del orden uM. Al probar
rangos del orden nanomolar, las células conservan la
capacidad de metabolizar la resazurina y los valores
de fluorescencia emitidos por las células tratadas son
comparables a los valores observados en las células
sin tratamiento. Cuando las células fueron tratadas con
5-fluoracilo, la reduccién de la capacidad metabdlica
y/o viabilidad celular solo fue evidente en concentra-
ciones mayores a TmM.

En general la actividad citotoxica de los farmacos fue
dependiente de la concentracion, aunque no en todos
los casos se observo una respuesta lineal. En la figura 2
se observa la tendencia de las curvas dosis-respuesta
obtenidas para las células LSPG8G tratadas con taxol,
cisplatino y doxorrubicina. Una tendencia que fue simi-
lar en la mayoria de las lineas. En la figura 3 se grafica el
comportamiento bifasico observado en las células A549
tratadas por 48 h con doxorrubicina, una tendencia que
fue reproducible sélo en esta linea. En cuanto a la sen-
sibilidad frente a los farmacos se pudo ver que la linea
NCI-H292 es una de las mas sensibles, especialmente a
taxol y doxorubicina y las células LSPG8G y NCI-H460
tienden a ser las mas resistentes, especialmente a doxo-

Coeficientes de determinacién que relacionan unidades relativas de fluorescencia en funcién de la densidad celular.
TDP. Tiempo de duplicacién poblacional reportado por la ATCC. El TDP para LSPG8G fue calculado a partir de una curva crecimiento

Densidad sugerida para realizar ensayos de citotoxicidad en placas de 96 pozos y 48 h de exposicién al xenobiético.
Porcentajes de confluencia observados en los pozos después de 72 h de cultivo continuo.

rubicina. Los valores de las Clso calculados para todas las
lineas se muestran en la figura 4.

Andlisis de amplificacion génica (dosis génica)

Empleando el método de doble delta Ct, se calcul6 la
dosis génica para - MYC, MYCN, MYCL, EGFR, AKT-2,
ERBB2, PIK3CA y c-REL para un panel de lineas celulares
de origen tumoral pulmonar. Para validar el uso de este
método previamente se verifico que la eficiencia de am-
plificacién de los genes problema fuera comparable a la
eficiencia del gen control (ACTB) (Perdomo et al., 2012).

Los resultados mostraron que ningln gen se encuentra
amplificado en las células A549 y NCI-H292, por el con-
trario un claro aumento en el ndmero de copias fue ob-
servado para las lineas LSPG8G, NCI-H460, NCI-H520,
NCI-H727, siendo comun la amplificacion de MYCN y
MYCL en estas lineas. El mayor cambio en la dosis géni-
ca se registr6 para el gen cMYC en las células LSPG8G
y para el gen PIK3CA en las células NCI-H460. Coinci-
dencialmente en estas dos ultimas lineas se observé el
mayor nimero de genes amplificados y mostraron ser
de las mas resistentes del panel. En la tabla 3 se muestra
la dosis génica calculada para todas las lineas celulares.

Discusién
Los andlisis de quimiosensibilidad muestran que las
lineas celulares responden diferente frente a los far-
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Figura 2. Porcentajes de Viabilidad en funcién del logaritmo de la concentracién calculados para células LSPG8G después de 48
h de exposicién a taxol, cisplatino y doxorrubicina. a. Taxol. b. Cisplatino y c. Doxorrubicina. Las curvas dosis - respuesta de los

ensayos |, Il y lll representan experimentos realizados en semanas independientes y cada punto de la curva muestra el promedio
de tres valores de supervivencia obtenidos para las diferentes concentraciones evaluadas. Las barras de error corresponden al

error estdndar de la media.

macos. Bajo nuestras condiciones de ensayo, algunas
lineas fueron muy sensibles a doxorrubicina (Clso < 1
uM), otras mostraron una sensibilidad intermedia fren-
te taxol (Clsoentre 1y 10 uM) y la mayoria fueron resis-
tentes a 5-fluoracilo y cisplatino (Clso> 10 uM) (Noro
et al.,, 2006; Sendergaard et al.,, 2010).

Estas diferencias de sensibilidad y en general la res-
puesta in vitro frente a un farmaco o un xenobidtico,
puede ser el resultado de una interaccion entre dife-
rentes variables, entre estas; las caracteristicas de la
linea, el mecanismo de accién del farmaco y las con-
diciones de ensayo. Dentro de las caracteristicas de
la linea vale la pena resaltar la influencia que pueden
tener las alteraciones genéticas o epigenéticas que
presentan las células, su origen tumoral primario, tipo
histolégico, los tiempos de duplicacién poblacional y

hasta el nimero de pases en el que se encuentre la
linea al momento del andlisis.

Al comparar los valores de Clso calculados en este
trabajo con los publicados en la literatura, se obser-
va que estos valores son mas altos para algunas cé-
lulas. También fue evidente que las Clso difieren entre
estudios, aunque se utilice la misma linea y el mismo
farmaco. Al parecer la densidad celular, el tiempo de
exposicion, el vehiculo en el que se disuelve el com-
puesto y el ensayo que se use para cuantificar el efecto
citotoxico (XTT, MTT, Resazurina, [*H] timidina, ensayo
luminiscencia de ATP) también pueden influir sobre
la determinacion de los valores de Clso (Zumpe et al.,
2010; Ulukaya et al., 2008). Para el paclitaxel por ejem-
plo, algunas investigaciones muestran que este farma-
co ejerce su actividad citotoxica sobre las células A549 en
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Tabla 3. Dosis génica relativa al control MRC-5 para lineas celulares de cancer de pulmén.
Lineas
Genes LSPG8G A549 NCI-H292 NCI-H460 NCI-H520 NCI-H727
PIK3CA 0,40 0,26 0,41 40,08 1,32 1,65
REL 1,59 0,32 0,07 5,82 0,19 0,25
cMYC 146,56 0,59 0,12 1,36 0,14 0,84
MYCN 7,13 0,96 1,28 7,01 3,03 3,68
MYCL 5,52 1,38 1,50 3,11 8,91 3,34
AKT 2,88 0,84 0,07 0,43 0,23 0,24
EGFR 2,09 1,79 0,99 1,26 2,62 2,27
ERBB2 0,83 0,81 0,40 1,02 0,98 1,51

Valores con 2% mayor a 2 se consideré como amplificacién génica.
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Figura 3. Respuesta bifdsica de A549 frente a Doxorrubicina. Viabilidad celular evaluada por el ensayo de reduccién de resazu-
rina, 48 h después de la exposicién a 10 concentraciones diferentes de doxorrubicina. Los resultados son presentados como la
media de tres experimentos realizados en semanas diferentes + el error estdndar de la media.

rangos del orden de nanomolar (Buey et al,, 2005; Breen
et al., 2008), otros trabajos reportan Clso del orden mi-
cromolar (Ulukaya et al,, 2008). Por otro lado, Liebmann
et al, (1993) demuestran que la actividad citotoxica del
paclitaxel es menor sobre A549 cuando las células son
tratadas con el compuesto disuelto en Cremophor EL®
(diluente empleado en la formulacion clinica) y mayor
cuando esta disuelto en DMSO; en contraste, Georgiadis

etal, (1997) demuestran que el vehiculo no influye sobre
la actividad citotoxica del paclitaxel. En nuestro estudio
se empled la formulacion clinica de paclitaxel (disuelto
Cremophor EL) y se obtuvieron valores de Cls, del orden
(UM) para todas las lineas celulares.

La respuesta bifasica frente a un farmaco ha sido discu-
tida previamente para varias lineas celulares (Yeung et
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Figura 4. Perfil de sensibilidad de las células LSPG8G, A549, NCI-H520, NCI-H727, NCI-H292 y NCI-H460 tratadas durante 48 h
con taxol, cisplatino y doxorrubicina. Los resultados son presentados como la media de tres experimentos realizados en semanas

diferentes + el error estdndar de la media.

al, 1999), sin embargé la tendencia de la curva dosis
respuesta observada para células A549 tratadas con
doxorrubicina no se encontrd reportada previamente.
Para el taxol se ha descrito que este comportamiento
bifasico es un indicativo de que el farmaco puede estar
ejerciendo su actividad citotéxica por dos mecanismos
diferentes; apoptosis a bajas concentraciones y necro-
sis a altas concentraciones (Yeung et al., 1999).

La amplificacion génica es uno de los cambios genéti-
cos mas comunes que ocurre en las neoplasias huma-
nas. En tumores y en lineas celulares se ha detectado
con frecuencia un aumento en la dosis génica de ge-
nes que codifican para proteinas que participan en la
inhibicion de la apoptosis, favorecen la proliferacion
y/o estimulan el crecimiento celular. También se ha
descrito que la magnitud del aumento en el nimero
de copias puede depender del origen primario (colon,
seno, pulmoén, estomago, etc), del tipo histolégico y
que puede estar correlacionada con la agresividad de
tumor (Knuutila et al,, 1998).

En este estudi6 las lineas celulares LSPG8G y NCI-
H460, exhibieron el mayor nimero de genes amplifi-
cados e interesantes cambios en el nimero de copias
para los genes cMYC y PIK3CA. Coincidencialmente
las dos lineas fueron derivadas del mismo tipo histol6-
gico y mostraron los rangos mas altos de quimioresis-
tencia, especialmente a doxorubicina.

El oncogen c-MYC es un miembro de la familia MYC,
relacionado funcionalmente con la sintesis de ADN
(Markve et al, 1992) y la regulacion de la expresion de
genes involucrados en crecimiento celular (Mitani et
al., 2001). Se ha visto amplificado en leucemias y linfo-
mas (Markve et al., 1992), en cancer de pulmén de cé-
lula pequena y carcinoma escamocelular, entre otros
tumores (Mitani et al,, 2001; Carrillo et al., 2009; Alva-
rez et al,, 2012). En nuestro estudio este gen se vio cla-
ramente amplificado en las células LSPG8G, una linea
derivada desde un tumor anaplasico de célula grande,
un tipo histolégico, altamente indiferenciado y extre-
madamente agresivo (Pardo et al., 2009) Los otros dos
miembros de la familia MYC, los genes MYCL y MYCN
mostraron un modesto cambio en el ndmero de co-
pias en cuatro de las seis lineas evaluadas. Estos genes
se ha visto amplificados en neuroblastoma, retinoblas-
toma y también en muestras de cancer de pulmén (Lu
et al.,, 2003; Alvarez et al,, 2012).

El gen PIK3CA codifica para una de las subunidades
de la proteina PI3K y se ha reportado amplificado en
tumores del tracto urinario, cancer de ovario, cérvix y
cabeza y cuello (Frendi et al., 2009). La ganancia en el
ndmero de copias para este gen, se ha correlacionado
con aumentos en la expresion de PI3K y respuesta a
farmacos (Heinonen et al., 2008).
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Los genes EGFR y ERBB2 son dos miembros de la familia
ERBB, que funcionan como receptores transmembrana y
que junto con sus ligandos participan activamente en la
estimulacion del crecimiento y proliferacion celular (Her-
bst et al., 2008). El aumento en el nimero de copias para
EGFR ha sido reportado para gliomas, cancer de seno y
de vejiga, también hay algunos reportes para cancer de
pulmén de célula pequeia (Knuutila et al, 1998). La am-
plificacion de EGFR ha sido relacionada con la respuesta
a erlotinib y gefitinib, debido a que son farmacos que se
asocian al dominio intracelular de este receptor (Pao et
al, 2004). En nuestro trabajo este gen se encontré ampli-
ficado en las células NCI-H520, una linea celular derivada
de un carcinoma escamocelular. Para ERBB2 se ha descri-
to que se encuentra amplificado en cancer de seno, ova-
rio, estomago y colon (Knuutila et al, 1998), en nuestro
estudio este gen no se vio amplificado.

AKT es un gen serina/treonina que funciona como
efector de la ruta de sefalizacién activada por PIK-
3CA, regula procesos celulares que controlan tamano,
crecimiento y proliferacion celular y se ha encontrado
amplificado en cancer de seno y ovario (Cheng et al.,
1992; Bellacosa et al, 1995). En cuanto a su relacion
con la sensibilidad a farmacos, se ha reportado que Ii-
neas celulares de pulmon, ovario y gliomas resistentes
a cisplatino, activan constitutivamente el gen AKT y su-
gieren que esta activacion puede ser un posible meca-
nismo de resistencia a cisplatino (Huang & Hung, 2009).
En nuestros resultados las células en general muestran
ser resistentes a cisplatino, sin embargo solo la linea LS-
PG8G muestra un ligero aumento en la dosis génica.

c-Rel es un importante factor de transcripcion de la fa-
milia cRel/NF-kB, participa activamente en la expresion
de genes involucrados en el desarrollo, proliferacion y
supervivencia de células linfoides (Houldsworth et al,,
1996). El aumento en su dosis génica se ha asociado
con el desarrollo de linfomas (Gilmore et al.,, 2004) y
algunos tumores sélidos (Romieu-Mourez et al., 2003).
En este trabajo se registr6 un aumento en el ndmero
de copias relativas de este gen para la linea NCI-H460,
sin embargo no se encontraron otros reportes que so-
porten este resultado.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que
la lnea NCI-H292 es una de las mds sensibles a ta-
xol, cisplatino y doxorrubicina y la lineas LSPG8G vy
NCI-H460 son de las mas resistentes, especialmente a
doxorubicina. Los andlisis moleculares sugieren que la
amplificacion génica puede ser una alteracion frecuen-
te en células resistentes, sin embargo otros analisis de-
ben realizarse para probar esta hipétesis.
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