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Resumen

Los mecanismos de resistencia a farmacos a nivel de membrana mas comunes desarrollados por las células neoplésicas
involucran la sobre-expresion de la glicoproteina P (gp-P), también llamada MDRP (del inglés Multi-Drug Resistance Protein).
Su participacion en el proceso de resistencia se manifiesta al disminuir la concentracion terapéutica de un farmaco en el
citoplasma al transportarlo al exterior apenas ingrese en la célula, impidiendo asi que el farmaco sea efectivo. En base a lo
anterior se implementé un método para la obtencion de células de origen neopldsico resistentes a Vincristina, mediante
exposicion a dosis graduales, con el proposito de proveer un modelo celular util para estudios moleculares, farmacéuticos o de
citologia.

1. Introducciéon

1.1 Glicoproteina P

Cuando las caracteristicas fisicoquimicas de una sustancia le impiden atravesar por si misma la membrana
citoplasmatica, se requiere la participacion de diversos mecanismos de transporte, generalmente proteinas
trans-membrana; entre las que predominan las pertenecientes a la familia ABC, del inglés ATP-binding cassette.
Considerada una superfamilia, se pueden encontrar representantes de la misma tanto en organismos
unicelulares como en organismos superiores; ademas es una de las mas antiguas encontradas en la naturaleza.
El término ABC pone de manifiesto que estas glicoproteinas dependen del ATP como fuente de energia, son
capaces de llevar a cabo el transporte de sustancias en ambos sentidos con respecto a la membrana
citoplasmatica, tanto productos endogenos derivados del metabolismo como lipidos y esteroles, asi como
sustancias exdgenas como los farmacos[1, 2].

A pesar de los multiples desempefios y beneficios que prestan estas glicoproteinas para el correcto
funcionamiento celular, son a su vez responsables de uno de los mecanismos de resistencia mas comunes
desarrollados por las células neoplésicas. La sobre-expresion de la glicoproteina P (gp-P), también llamada
MDRP (del inglés Multi-Drug Resistance Protein), tiene el efecto de disminuir la concentracion terapéutica del
farmaco en el citoplasma al transportarlo al exterior apenas ingrese en la célula. Se impide entonces que el
farmaco ejerza su accion con la efectividad deseada. Esto redunda en la necesidad de incrementar la dosis
administrada al paciente para lograr el mismo efecto terapéutico. Ademas del fendmeno de resistencia a
farmacos, esta familia proteica también se ve involucrada en diversos procesos, como la fibrosis quistica y la
resistencia a drogas por parte de muchos microorganismos, asi como en diversas afecciones hereditarias [3-6].

1.2 Vincristina

Vinca rosae Linn es una planta originaria de Madagascar, perteneciente a la familia Apocinaceas, conocida
como "Teresitas" en la Republica Mexicana. Es un pequefio arbusto de hoja perenne y denso follaje.
Contiene alcaloides de gran interés en la quimioterapia anti-neoplasica, entre los que destacan: vincristina
(VC) y vinblastina (VB). Estos farmacos estan indicados en el tratamiento de diversas enfermedades como
son: leucemias, enfermedad de Hodgkin, linfomas no Hodgkin, neuroblastoma, tumor de Wilms, cancer
testicular, sarcoma de Kaposi relacionado con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y micosis
fungoides entre otras, principalmente enfermedades provocadas por células con alta tasa de reproduccion.
Las similitudes entre VC y VB son muchas y son debidas principalmente a su semejanza estructural, sin
embargo,
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su toxicidad y espectro de accidn difieren considerablemente. La VC presenta mayor tasa de acumulacion

intracelular, lo que podria explicar su potencia cuando se administra en bolo, mientras que ambos farmacos
muestran la misma citotoxicidad cuando las células son expuestas durante periodos prolongados. El mecanismo
de accidon de los alcaloides de la vinca, consiste en la union a las subunidades y de la tubulina, impidiendo su
polimerizacion para la formacion de los microtubulos que intervienen en varias funciones celulares de suma
importancia, entre las que destacan la formacién del huso mitético, y el desplazamiento y liberacion de
neurotransmisores a nivel de los axones. El punto de maxima sensibilidad celular es durante la metafase, teniendo
como principales efectos la dispersion y desorganizacion del material cromosomico, que desencadenara
finalmente la muerte celular. La resistencia a estos firmacos puede deberse tanto a su baja capacidad para ingresar
a la célula debido a la sobre-expresion de la gp-P, como a la disminucion en su capacidad de fijacion a tubulina
debido a alteraciones en sus subunidades sin embargo, este ultimo mecanismo de resistencia puede
contrarrestarse empleando taxanos, que inhiben la desagregacion de los microtubulos, ya que los sitios de accion
de los alcaloides de la vinca son distintos a los de los taxanos y la colchicina [ 7-16].

En el desarrollo de nuevas terapias anti-neoplasicas, tanto en el descubrimiento de moléculas activas como en
laimplementacion de estrategias eficaces, debe considerarse conveniente contar con modelos celulares de estudio
representativos, y el modelo de una linea celular resistente a farmacos resulta ideal. Debido a que las células de
neoplasias desarrollan mecanismos de resistencia a diversos farmacos, se requiere desarrollar lineas celulares con
esta caracteristica de manera previa a la evaluacion de la efectividad de la terapia experimental propuesta.

1. Material y métodos

Para el desarrollo de una linea celular resistente a VC se utilizaron células HeLa provenientes de la coleccion
de la American Type Culture Collection (ATCC No. CCL-2). Las condiciones de cultivo de la linea celular fueron
las indicadas por el proveedor: incubacion a 37 °C en atmoésfera con 5% de CO,y humedad, ademas se cumplio
con todas las condiciones y recomendaciones para su 6ptimo mantenimiento. Para ello se empled una incubadora
con inyector de CO, (Shel Lab) y Campana de bio-seguridad (LABCONCO) Tipo II [17]. Se empled medio de
cultivo MEM (GIBCO) adicionado con 10% v/v de suero bovino fetal (GIBCO) y la amplificacion de la linea
celular se llevo a cabo con tripsina (GIBCO 0.25%). Los lavados requeridos durante los pases de mantenimiento
de lalinea celular y la preparacion de las placas de cultivo para los ensayos se llevaron a cabo con solucién tampon
de fosfatos (PBS) estérilapH="7.4.

Se prepararon placas de cultivo de 24 pozos (CORNING) con una densidad celular de 2 x 10° células/pozo.
Transcurridas 24 horas y permitiendo que el cultivo estuviera cerca de la monocapa se administro la primera dosis
de VC como Sulfato de Vincristina (MP Biomedicals) a una concentracion final de 5 nM. Se permiti6 el contacto
células/farmaco durante 24 horas.

Posteriormente, el medio de cultivo fue retirado y las células fueron lavadas dos veces con PBS. El medio de
cultivo fue sustituido por medio fresco. Este procedimiento se repitio a las 72 horas aplicando sucesivamente las
siguientes dosis de manera gradual: 5, 10, 20 nM para cada una de las preparaciones. El esquema del programa de
aplicacion de VC se presenta en resumen en la tabla 1. Cada determinacion se realizo por triplicado en dos eventos
sucesivos, y se llevaron a cabo los controles de crecimiento celular correspondientes. A fin de comprobar la
resistencia adquirida, los cultivos se expusieron nuevamente a los farmacos a concentraciones dentro del rango
que abarca el tratamiento previamente descrito. La viabilidad celular se determindé mediante el método de

exclusion con azul de tripano.

Para analizar los cambios en la morfologia celular provocados en el desarrollo de resistencia a VC se
prepararon camaras de cultivo sobre cubreobjetos de 16 pozos (Nunc) con 5 x 10’y 1 x 10° células/pozo. Cada
una de las preparaciones fue sometida al mismo programa de tratamientos con VC antes descrito y se llevaron
a cabo los controles de crecimiento celular correspondientes. Al término del tiempo de incubacion para cada
na de las dosis del programa de tratamiento las células se fijaron con paraformaldehido 4% en PBS por 30
inutos y fueron lavadas 2 veces con PBS, finalmente se lavaron una vez con agua destilada para evitar la
presencia de sales cristalizadas y se cubrieron para su posterior analisis. Los cambios en la morfologia celular
se registraron mediante captacion de imagenes con un microscopio Olympus BX 60.
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Tabla 1. Esquema del programa de aplicacion de las dosis de Vincristina.

Dosis VC* Horas Recuperacion
Dosis Dia (nV)**
1 1 5 72
2 5 10 72
3 9 20 72

* Wincristina
** Concentracion Nano-molar

3. Resultadosy discusion

La susceptibilidad de la linea celular HeLa después de la primera dosis de VC provoc6 la disminucion de la
poblacién viable del cultivo hasta un 52 %. Se observaron abundantes células redondeadas y refringentes, no
adheridas al fondo de la placa de cultivo y que responden de manera positiva a la captacion del azul de tripano.
Tras la administracién de las siguientes dosis se observé el mismo efecto sobre la viabilidad celular pero a
diferencia de lo observado en la primera aplicacion. Los porcentajes de células muertas disminuyeron de manera
considerable conforme al avance del programa de exposicion a las dosis progresivas de VC, obteniéndose un 58
% de viabilidad con la segunda dosis (10 nM) y 62 % con la tercera (20 nM). La figura 1 muestra de manera
gréafica los resultados obtenidos. Al administrar dosis inferiores una vez alcanzada la concentracion maxima, se
comprobd la disminucion del efecto citotoxico de los farmacos sobre la poblacion celular al comparar con los
resultados obtenidos después de la primera exposicion.
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Figura 1. Representacion grafica de los porcentajes de viabilidad de la linea celular HeLa expuesta a dosis graduales de Vincristina.

Existen reportes de experimentos in vitro que, administrando concentraciones de VC a 100 nM durante 3
horas, o bien, 10 nM durante 6-12 horas se logra la muerte del 50 % de las células. Ademas, en una gran parte de
los tratamientos in vivo en los que se administra VC o VB en bolo se alcanzan concentraciones plasmaticas entre
200 y 400 nM, estas concentraciones se mantienen por un tiempo inferior a 2 horas, y se recomienda incluir un
periodo de receso de tres a cuatro semanas, en algunos casos se incrementa la frecuencia de administracion a ma
de una vez por semana por periodos cortos [12]. A diferencia de esto, nuestros resultados muestran claramente
que empleando dosis menores y mayores tiempos de exposicion, e incluyendo periodos de recuperacion después
de cada exposicion a VC; se logra mantener una poblacion de células mayor al 50 %.
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El analisis microscopico de las células tratadas con VC revel6 claramente cambios en la morfologia celular.
Es evidente el efecto citotoxico del farmaco sobre la poblacion de células que sucumbe a su accién, mismas que
adquieren progresivamente una forma redondeada, se tornan refringentes y paulatinamente pierden viabilidad y
se van desprendiendo del fondo de la placa. En contraste, las células que toleran la presencia de VC y que
sobreviven, presentan claros cambios en su forma de distribucién en monocapa sobre la superficie de cultivo. Los
cambios morfoldgicos observados son miltiples y se detectan como afecciones celulares.

Figura 2. Iméagenes de microscopia de los cambios morfologicos de células HeLa resistentes a VC. A) Células control en
monocapa (10x). B-D) Células HeLa expuestas a 5, 10 y 20 nM de VC, respectivamente (40x). La posicion del nucleo celular (n) y el
citoplasma (c) se indican con flechas.

4. Conclusiones

En base a los resultado obtenidos se concluye que la linea celular de origen tumoral empleada en este estudio
desarrolla resistencia mediante exposicion a dosis graduales del alcaloide vincristina de Vinca rosae Linn. Las
células resistentes presentan alteraciones morfologicas con respecto de las células no tratadas. La poblacion de
células resistentes obtenida por este método provee de un modelo celular util para estudios moleculares,
farmacéuticos o de citologia.
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