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Introduccion
I- INTRODUCCION

1. CICLOSPORINA A (CsA).

[-1.1.- GENERALIDADES.

A pringipios de 1970, en el departamento de Microbiologia de Sandoz S.A. , Basilea, se
aislaron dos nuevas cepas de hongos imperfectos tras el analisis de varias muestras de tierra
procedentes de Wisconsin (U.S.A.) y Hardamger Vidda (Noruega). Una de ellas, el
Cylindrocarpon lucidum Booth, solo crece en cultivos de superficie por lo que se abandond su
estudio. La otra cepa fue clasificada originalmente como Trichode-ma polisporum Rifai, pero su
nombre taxonémico correcto es Tolypocladium inflatum Gams. Ambos hongos sintetizan CsA,
pero solamenic esta uitima cepa crece en cultivos sumergidos, siendo apropiada para la

produccién a gran escala de CsA por fermentacion (Stdhelin, 1986).

En 1976, Jean Borel descubri6 que la CsA tenia una gran actividad inmuiiosupresor? in

vitro e in vivo (Kahen & Grevel, 1988).

1 a introduccion de !la CsA proporciona un enfoque completamente nuevo uentro del
4mbito de la inmunosupresion, por su alta capacidad selectiva para inhibir la activacién de las
células T (Rorel et al, 1976) (Borel, 1983) (Shevach, 1985) (Kahan & Bach, 1988), sobre todo
helper 6 coadyuvantes, que €s generalmente atribuida a la inhibicién de la sintesis de varias
linfocinas, especialmente interleucina-2 (IL-2), una molécuia clave en e desarrollo de la

inmunorespuesta.

A diferencia de los farmacos usados previamente en el trasplante de 6rganos, la CsA a

dosis \erapéuticas no es citotoxica ni produce mielosupresion (Helin & Edgington, 1984).

En virtud de lo anteriormente expuesto ¥ desde 1978 (Calne et al, 1978), la CsA se ha
a prevencion del rechazo de Organos trasplantados, en particular en
et al, 1985), hepaticos (Wonigeit et al, 1984), cardiacos (Cooley €.
1984), inédula dsea (Hows et al, 1982)

hecho imprescind’ble en
injertos renales ( Helderman
al, 1983) (Oyer et al, 1983), de pancreas (Traeger et al,

e intestino delgado (Deitz et al, 1984).

vidad biologica de la CsA es mas amplio, reconociéndose
(Borel & Ryffel, 1985)¥ antiproliferativo sobre
e lineas celulares de estirpe epitelial

gin embargo, el espectro de acti

efecto antiparasita 10, antifungico, antiinflamatorio

quératinocitos (C Cs) en cultivos de distintas zonas ¥ sobr




Introduccion
cuando se emplea a

e dosis altas (Borel, 1988). Este fenomeno es el que sustenta el uso clinico de
la CsA en el tratamiento del psoriasis (Ellis et al, 1986) y otras dermatosis como la ictiosit Vulg,at

pa . . ‘ ) o l ;
(Velthuis & Jesserun, 1985). Paradodjicamente, posee una accion estimulante sobre los QC
localizados en los foliculos pilosos, ocasionande una hipertricosis “ e

Se puede decir que con la CsA comienz i la fase de la inmunofarmacologia, caracterizada
por la inmunorregulacion selectiva mediante el empleo de sustancias 6 metodos que
especificamente, modulan subpoblaciones definidas de células inmunoccempetentes Desd;.
entonces. la ina.unofarmacologia ha desarrollado naeves vias con la aparicion de agentes con
accidn selectiva sobre la adquisicion de respuesta inmunologica, reconocimiento de estimulos
inmunoldgicos por células receptoras, induccion de diferenciacién y maduracion de linfocitos,
interacciones celulares v modulacion de funciones efectoras. Sin embargo, la CsA continla sienao
ia primera droga en importancia que cumple totalmente estos requerimi¢ntos en alguna cxtension
(Borel, 1983).

i-1.2.- DESCRIPCION QUIMICA.

Al examinar la estroctura quimica de ia CsA, se observa que se trata de un endecapéptido
ciclico de peso molecular 1202 (CﬁH“Oﬂ), peutro y lipofilico, por lo e solamente es soluble
en lipidos y algunos disoiventes organicos. De los 11 residuos de aminoéacidos que constituyen
su molécula (fig 1). 7 son N-metilados, 10 son aminoécidos alifaticos conocidos (Calne et al.,
1973) y uno es un nuevo aminoacido de 9 carbonos muy especial (Kahan et al., 1983), ubicado
en posicion 1. Este aminoacido, desconocido hasta el aislamiento de CsA, es un derivado de la

treonina, 4-butenil-4-metu-treonina, abreviadamente Bmt 0 puesto que €8 N-metilado, MeBmt

(Wenger, 1986) (Wenger, 1950;.

Estudios quimicos de modificaciones realizadas sobre 1a molécula de CsA sugirieron que
la zona activa del farmaco se {ocaliza en la region hidrofilica, conteniendo los aminoacidos 1, 2,
3y 11 (Wenger, 1983). Tras el analisis de muchos derivados naturales y sinteticos de la CsA, e

ha llegado a la conclusion de que la porcidn activa de esta molécula contiene también el residuo

en posicion 1¢ (Wenger, 1990).

A partir del analisis mediante rayos X, quedo establecido que 1a molécula de CsA

presenta una conformacion en Jamina plegada B antiparalela, de residuos 1 a 6 y otra <nl bucle

abierto de residuos 7 al 11 (Wenger, 1982).

CsA ha sido determinada expeﬁmenta]meme

Mas r2ci€ itemente, |a conformacion de la

~
Fa




Introduccién
en estado sélido por medios de difraccion de rayos X y por resonancia nuclear magneticz (RNM)

en solucion no acuosa (Wenger, 1990). Estas conformaciones difieren de forma importante en
la proyeccion de la cadena MeBmt. En el cristal, esta cadena est4 duoiada por debajn del pliegue

Ge la lanmina B, mientras que en solventes apréticos sale fuera del cuerpo de la molécula. Esta
diferencia esta originada por una simple rotacién de 1202 sobre el enlace C-G-

R. M. Wenger (1990) estudia cuai de las dos conformaciones experimentalmente
determinadas es la micjor en orden a su relevancia para la actividad bic!dgica, y Hlez2 a la
conclusior de que la conformacion deducida por difraccién de rayos X es una buena vase para
la comprensién de la relacién entre la estructura de la CsA y su actividad biolgica.

T.a CsA tiene un solo residuo D-aminoacido en posicion 8 y el residuo metil—qmido entre
los residuos 9 y 10 esté en la configuracion cis, en tanto que todos los demaés residuos metil-
amido estan en la forma trans (Handschumacher, 1991).

CH,

L+ " 1 ]
MeLau—MeVali—MeBmt-— Abu— Sar
|

MeLeu

t = {4R)-4-[(E)-2-putenil|-4- — Ala——MeLesu——Val—Meleu
e (mﬂ Ll-monma D'f:" 7 8 5 4

FIGURA 1.- FORMULA ESTRUCTURAL DE LA CsA




I-1.3.- FARMACOCINETICA.

Aunque a este respecto existen numerosos trabajos en relacion con humanos y animales
de experimentacion, los conocimientos sobre el comportamiento de la droga a nivel subcelular
son mucho menos completos. Por ello, inicialmente s realiza una revision de la farmacocinética

clinica para ulteriormente, desarrollar algunos aspectos de' comportamiento intracelular de)
farmaco (ver apartado I-1.4.)

I-1.3.1.- Absorcion.

Parece ser que la absorcién oral de CsA se produce solamente en la parte superior del
‘ntestino delgado (Atkinson et al, 1983) (Grevel et al, 1986) (Kahan, 1989a) (Morales & Andres,
1991), en ccntra de lo que expresan aiguncs autores (Le Bigot et al, 1987) Ge que el papel
. fundamental lo juegan los vasos linfdticos del ileén distal.

La absorcion es lenta e incompleta, aproximadamente de! 306% (Kahan, 1989a), ~cn un
pico en plasma observado 2-4 horas después de la administraci_...

Los hallazgos obtenidos por Reymond (1986) en un modelo de rata in situ y el anélisis
de la farmacocinética obtenida en sujetos sanos (Crevel et al, 1986), evidencian que la CsA se
absorbe desde el tracto intestinal con una tasa constante (absorcién de orden cero). Esta cinética :
de orden cero, en s6lo algunas partes del intestino delgado, podria dar también como resultado
un aumento de 1a biodisponibilidad con pequefias dosis de CsA.

La solucién oral y las capsulas de gelatina han mostrado una absorcion y bioactividad
equivalente de ambas formulaciones (Nashan et al, 1988).

La equivalencia de la dosis oral e intravenosa es 1=3 (Morales y Andrés, 1991).

La absorei6n tras la inyeccién subcuténea e intramuscular es insignificante (Beveridge et
al, 1981\

La variabilidad es observadaalavezenla proporcion y extensién de la absorcién. Debido
a la gran variabilidad en la absorcion de cada paciente durante el tratamiento crénico con CsA ,
oral, deben medirse los niveles de CsA en sangre, con ¢l fin de mantener los niveles terapéuticos
y minimizar los efectos secundarios (Kahan, 1984). Este rango terapéutico es muy estrechv, de
100-250 ng/mi con los modernos test de RIA empleando AcMo Y solo el 50% de los pacientes




que mantienen estos niveles estan exentos de complicaciones (Kahan, 1989a).

Existen grandes variaciones en los datos de la hiodisponibilidad, segin los autores y el
tipo de trasplante. La biodisponibilidad absoluta en pacientes con trasplante renal varia de un 5-
60% con una media del 30% (Kahan, 1984), siendo menor que en los trasplantes de médula Osea
y similar & los hepiticos (Chamorro y cols., 1987). A este respecto, parece que la
biodisponibilidad aumenta durante el tratamiento (Kahan et al, 1983), de forma que aumentos

de -5 veces en la biodisponibili<ad han sido observados después de un periodo de 3 semanas
de administracion del farmaco (Kahan, 1984).

Aungue existen multiples factores que pueden modificar la absorcion de CsA, no todos
los autores coinciden en ellos. Al parecer, el tratamiento con colesteramina, la presencia de
colestasis (Venkataramanan et al, 1985), el aumento de la movilidad gastrointestinal (Wadhwa et
al, 1987), la esteatorrea, la dis:ninucién de la secrecién exocrina pancreética y el drenaje externo
de 1a bilis (Burckart et al, 1986), disminuyen la absorcion de la Cs:A. Sin embargo, la presencia
de niveles normales de lipoproteinas de baja densidad y el tratamiento prolongado promueven
la absorcién del farmaco (Kahan, 1989a). No esta clara la influencia de la ingecta de alimentos
en la absorcidn de CsA. Algunos estudios demuestrap que lz presencia de alimentos en el
estémago disminuye la absorcion aproximadamente un 25% (Keown & Stiller, 1988), mientras que
otros consideran que no existe influencia alguna (Wood & Lemaire, 1985) 6 incluso, que la
administracién de CsA con la comida favorece la absorcion (Ptachcinski et al, 1985) (Kahan,
1989a).

1-1.3.2.- Distribucion.

Una vez absorbido el farmaco en el tracto gastrointestinal, pasa al compartimento vascular
donde la fraccién mayor de CsA va uaida a las células. Los eritrocitos contienen entre el 60%
y 70% del farmaco presente en sangre y 1os linfocitos entre el 10 al 20% de la CsA circulante

(Handschumach_er, 1991). Otros trabajos revisados consideran qne los granulocitos contienen el
5% _ los linfocitos otro 5% (Niederberger et al, 1983). Cuaado las concentraciones de CsA en
d s 100 ng/ml, la capacidad de unidn se satura (Foxwell et al, 1988). El
ajre et al, 1982) de alta, baja 6 muy
respectivamente) y a los quilomicrones (Gurecki et al, 1985)
én circula libre en el plasma y no sé correlaciona con los

plasma superan lo
remanente de fArmaco circula unido a las lipoprv,teinas (Lem
baja densidad (34%, 34% Y 10%

(Ryfell et al, 1988). Una pequefia fracci
niveles de CsA en sangre total ni con los efecios secundarios.

Si los niveles de colesterol son menores de 120 mg/dl, los posibles efectos toxicos de la




CsA en el sistema nervioso central pueden aumentar (De Groen et al, 1987)

| La CsA tambien ¢s secuestrada por los tejidos (Atkinson et al, 1983) (Kahan et al, 1983)
(Ried et al, 1983) (Ptachcinski et al, 1986) y aunque la extension del depésito histico varia ,mucho
ue un' paciente a otro, el volumen de distribucion es de 4,8 1/Kg de peso corporal (Morales y
Andrés, 1991). El higado es 2l 6rgano de mayor depésito del farmaco (Bowers & Canafax, 1984)

seguido por pancreas, grasa, sangre, corazon, pulmon, rifién, tejido nervioso y musculo (Morales
& Andrés, 1991).

1-1.3.3.- Metabolismo.

La CsA se metaboliza en el higado a través del sistema enzimatico citccromo P-450
(Maurer, 1985) (BurcKart et al, 1986) (M:rer & LeMaire, 1986), que muestra distinta actividad
enzimatica segin la edad del sujeto (Grevel, 1988).

Estudios hechos con cromatografia liquida han medido hasta un total de 18 metabolitoz
en sangre, higado, corazon, rifién, médula, bilis y orina, siendo identificada claramente la
estructura de 11 de ellos (Maurer & Lemaire, 1986) (Christians et al, 1988) (Wang et al, 1988).

Los metabolitos de la CsA se originan por oxidacién extensa de las cadenas laterales
mediada por el citocromo P-450 (Aoyama et al, 1989).

Hstudios mas recientes realizados por Wenger (1990), hacen referencia a cinco puntos
fundamentales de ataque oxidativo, localizados en la cara opuesta de la parte activa de la
molécula de CsA. Por incubacién de la CsA con microsomas de higado, se demuestra que los
primeros productos de oxidacién scn los metabolitos M17, M1 y M21, oxidados en posicion 1,
9y 4 (N) respectivamente. Una mayor oxidacién de éstos podria dar lugar a M8 (oxidado en 1
y 9), M10 (oxidado en 4y 9) ¥ M13 (oxidado en 4 (N) ¥ 9). En orina humana se han aislado
2 metabolitos © ~ mentales mas, MS y M16, ambos oxidados en posicién 6, los cuales podrian
ser considerados como productos del M13 ¥y M1 respectivamente. Realizando todas las

Wenger considera que existen 21 metabolitos monoc ¥ dioxidados
e tiempo y un razonamiento

combinaciones posibles,

producto de la CsA, de los cuales 11 han sido aislados desde haz
gimilar le conduce a un total de 41 metabolitos de CsA, mono, di y trioxidados, que espera aislar

en u totalidad en breve tiempo.

Los metabolitos recirculan en la sangre, vuelven al higado, posteriormente 5¢ introducen
en el arbol biliar y se dirigen al intestinC donde pueden ser reabsorbidos (Le Bigot et al, 1987)
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(Keown & Stiller, 1988).

Algunos metabolitos parecen tener un poder de inmunosupresién mayor que el farmaco
de origen, puesto de manifiesto en estudios de cultivos mixtos de linfocitos (Zeevi et al, 1988),
aunque la contribucion de los metabolitos en 2l efecto inmunosupresivo global es probablemente
menor que el de la CsA nativa (Ryffel et al, 1988). Sin embargo, ain queda por establecer cuai

es el papel de estos metabolitos en los efectos terapéuticos 6 toxicos del farmaco (Freed et al,
1987) (Rytfel et al, 1988).

La administracién conconaus.nte de otros farmacos que interactian con el sistema P-450
pued atectar al metabolismo de la CsA. Asi, inhibidores del sistema enzimético citocromo P-450
que pueden aumentar los niveles de CsA incluyen: Algunos antagonistas del calcio, como el
diltiazem, verapamil (Kohlhaw et al, 1988) (Wagner et al, 1988) y nicardipina (Bourbigot et al,
1986), contruconceptives orales (Deray et al, 1987), ketoconazol (Dieperink & Moller, 1982),
eritromicina (Hamett et al, 1987) (Morales et al, 1987), androgenos y metilprednisolona
(Klintmalon et al, 1984). Por otra parte, los agentes que producen induccion enzimética del
sistema P-450 originan disminucion de los niveles de CsA, tal es el caso dela rifampicina (Daniel
et al, 1984), fenobarbital, fenitoina (Patcheinski et al, 1985), carbamacepina (Lele et al, 1983) y
valproato.

I-1.3.4.- Eliminacion.

La cantidad de CsA 6 de sus metabolitos que aparece en la orina et escaca (Wood et al,
1983), representando aproximadamente ol 6% de la dosis (Morales & Andrés, 1991). La
excreccion fundamental es a través de las heces, procedente de la bilis (Maurer, 1985) (Burckart
et al, 1986) (Maurer & LeMaire, 1986) (Chamorro et al, 1987). La vida media de depuracién en
sangre es de 6,4-8,7 horas, aunque s€ han observado vadaciones muy amplias para todos los
pardmetros farmacocinéticos (Kahan & Grevel, 1988) (Vine & Bowers, 1988)_.

Fl aclaramiento, de bajo a intermedio, es muy variable y estd influenciado por el tipo de

1a enfermedad, edad del paciente ¥ medicacion asociada (Kahan, 1989a).

trasplante, estado de
Asimismo, existen diferencias diurnas en ol aclaramiento de CsA, de forma que parece ser mayor

durante 1a ultima parte de 1a noche y por la mafiana temprano que durante el dia. Esto indica

la necesidad de monitorizar los niveles a la misma hora cada dia en un paciente individual.

Fl 73% de la variabilidad en el aclaramiento podria ser explicado haciendo una regresion

gilcéridos y 1a de LDL-colesterol (Lithell et

lineal multiple usando dos parametros, la tasa de tri




al, 1986).

El estado funcional del higado influenciaré la eliminacion del farmaco. Se ha demostrado
que cuando los niveles de bilirrubina estan elevauos, se reduce el aclaramiento para la CsA. Esto
mismo ocurre cuando aumenta la actividad enzimatica de la alanino aminotransferasa (Grevel

1988), por lo que en estos casos son necesarios intervalos mas dilatados enire las dosis de CsA
(Kahan, 1989a).

Por ¢l bajo nivel de excreccion urinaria, la insuficiencia renal no altera la eliminacion de
CsA por esta via, por lo que no serd necesaric modificar la dosis en pacientes con fallo renal.

La CsA no se elimina del organismo mediante hemodialisis (Venkataramanan et al, 1985) (Kahan,
1989a).

I-1.4.- MECANISMOS DE ACCION DE LA CsA.

A pesar del nimero creciente de estudios realizados, el mecanismo de accion preciso de
la CsA a nivel molecular permanece sin aclarar. Existen muchos dawos relativos a los mecanismos
de accién de la CsA como inmunosupresor (Borel & Ryffel, 1985) (Drugge & Handschumacher,
1988) (Hess et al, 1988) y muchos menos concernientes a 1a actividad antiproliferativa de la CsA.
Se puede  ular que al menos parte de los mecanismos moleculares respousables de la
actividad inmunosupresora y de 1a antiproliferativa de la CsA pueden ser compartidos. De hecho,
un efecto antiproliferativo sobre células inmunocompetentes (tales como CD4+) conducird
indefectiblemente a una inmunosupresion (Kanitakis & Thivolet, 1990).

1-1.4.1.- Mecanismos de accion de la ciclosporina como jEMUNOSUPresor.

La CsA altera selectivamente la respuesta inmune interfiriendo directamente con la
funcién de los linfocitos T (Lillehoff et al, 1984) (Bennett & Norman, 1986) (Kahan, 1989). La
acciéon predominante de 1a CsA va dirigida contra las poblaciones de células T colaboradoras
(Helper) (Kayy Benzie, 1984), (Lillehojf et al, 1984). Este efecto en las células T-helper previene
la produccion de varias linfoquinas, tales como IL-2, IL-3, IL-4 y gamma interferon (Morris,

1991), sicndo la IL-2. (Borel, 1976), la mas estudiada hasta ¢l momento. La inhibicién en 1a

formacién de linfoquinas, especialmente 1L-2, impide por tanto la liberacion de las segunc
B, suprimiendo la proliferacion ¥

sefiales necesarias para la maduracién de las células T ¥
generacién de los linfocitos T citotdxicos.

La sintesis de TL-2 estd disminuida, in vitro, (Hess et al, 1982) mediante una unica
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exposicion de CsA e, in vivo, en receptores de trasplante de méaula 6sea (Azogui et al, 1983)
y de rifién que reciben cronicamente CsA (Yoshimura & Kahan, 1985).

En orden a testificar la hipotesis de que la inhibicion de la produccion de IL-2 es un
efecto critico inmunosupresor de la CsA, se hizo reaccionar una sonda de c-ADN construida
contra m-ARN IL-2, con extractos citoplasmaticos de linfocitos de pacientes tratados con CsA,
mediante un ensayo de Northerm-blot. Se demostr6 que el com ponente m-ARN IL-2 actia
como un potente depresor en pacientes tratades con CsA (Yoshimura et al, 1987).

Aunque la CsA inhibe la formacién de IL-2, tiene peco efecto sobre la expresion del
receptor de superficie de membrana de baja afinidad para IL-2, -CD25- (Miyawaki et al, 1983)
(Kermani-Arab et al, 1985). Este receptor, después de la union con IL-2, se elimina en el suerc
6 alternativamente se interioriza. Los niveles en suero del receptor de IL-2 en voluntarios
normales, en candidatos pretrasplantados con enfermedad renal en estadio terminal y con funcién
del injerto renal estable postrasplante y en individuos que padecen nefrotoxicidad inducida por
la droga, estan alrededor de 3004200 U/ml. En contraste, pacientes sufriendo activacién inmune
causada por rechazo agudo 6 en respuesta a agentes infecciosos, muestran niveles del receptor
de TL-2 mayores de 1000 U/ml (Smith et al, 1989). Por tanto, el receptor de IL-2 libre en suero,
6 incluso mas sensiblemente, el indice de este nivel con el nivel de CsA en suero, proporciona
un dato util para diagnosticar 1a activacién inmune en pacientes trasplantados. Ademas, estos
hallazgos confirman observaciones previas de que, pacientes recibiendo dosis terapetticas de CsA,
muestran niveles normales del receptor de baja afinidad para IL-2 (Kahan, 1989b).

Sin embargo, otros autores consideran que la CsA puede adicionalmente involucrar un
efecto sobre la formacion del receptor de IL-2 (Granelii-Piperno et al, 1987) ¢ inhibir su
expresion (Herold et al, 1986), sobre todo en lo referente a su cadena B 6 receptor de alta

afinidad para la IL-2.

In vivo, la terapia con CsA inhibi6 la capacidad de las célu'as de los pacientes para

generar gamma interferon (Kahan et al, 1987). En este sentido, Jos linfoci.os de pacientes con

enal en estadio terminal bajo estimulacion con fitohemaglutinina (PHA), produjeron

enfermedad r ]
1100 U/ml de gamma interferon. Por el contrario, y tras una semana de postrasplante, 108

linfocitos activados con PHA derivados de pacientes bajo terapia de CsA-prednisona, secretaron
menos de 50 U/ml de gamma interferon. La capacidad para produci; gamna interferon

permanecio6 deprimida durante 12 semanas
creciendo después 2 600 U/mil a las 14 semanas de postrasplante

de postrasplante en aproxiinadamente 100 U/ml,
y al valor de pretrasplante entre

las 16 y 20 semanas.
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La CsA inhibe indirectamente la funci¢én monocitica al suprimir la produccién de

linfoquinas, tales como a-interferon por parte de linfocitos T4 (Reem et al, 1983), el factor

inhibidor de los macréfagos (Helin & Edgington, 1984), el factor quimiotactico de los macréfagos

(Granelli-Pipemno et al, 1984) v la actividad procoagulante macrofagica (Keown & Stiller, 1988).

Asimismo, la produccion de IL-1 por los monocitos esta inhibida (Palacios, 1982), sin que se
conozcea si es debido a un efecto directo concomitante sobre el macréfago.

Se ha descrito que la CsA inhibe la generacion de los factores de crecimiento de los
linfocitns B (IL-5 y IL-A) (O’Garra et al, 1986), y también se ha observado que este farmaco
inhibe "in vitro” la actvacién de los linfocitos B por anticuerpos antiinmunoglobulinas
(Muraguchi et al, 1983) (Klaus & Harwrylowicz, 1984). Es probable que la CsA impida el primer
paso en la activacion de las células B via receptores de Ig sobre la superficie de la célula.

Fl mecanismo molecular de la accién de la CsA, inhibiendo a la vez la produccién de IL-
2 y sintesis de enzimas capaces de uiediar la funcién citotoxica, no esta claro. La CsA no afecta
a la unién inicial del antigeno de membrana a los receptores de las células T, 6 a su transduccién
a través del complejo receptor CD3 a proteina G, con activacion de fosfolipasa C y catélisis de
difosfato fosfoinositol a trifosfato fosfoinositol y 1,2 diacilglicerol. Ademds, la activacién de la
proteinquinasa C y la liberacion de las reservas internas de Cal' no son deprimidas por la CsA.
Aunque puede haber efectos posteriores sobre la permeabilidad de! canal de Caz*, no hay
evidencia de efectos tempranos (Kahan, 1989b). Mas recientemente, se ha observado que la CsA
inhibe la formacién de la sefial de activacién citoplasmica, lo cual provoca frenaje de la
incorporacién de timidina tritiada en el nucleo. Un efecto variable de la droga previene a los
nicleos de las célular tratadas con CsA de responder como responde un citoplasma normal
activado. El nivel de esta inhibicion refleja 1as concentraciones intranucleares de CsA ya que
nicleos conteniendo 4343 ng/ml de CsA, usando el radioinmunoensayo policlonal no selectivo
de oveja, mostraron poca inhibicién, y sin embargo nticleos con 126+49 ng/ml presentaron un
359% de reduccion, (Citterio & Kahan, 1989). Puesto que estas diferencias interindividuales en el
componente nuclear de CsA fueron observadas tras incubaci6én con una dosis de 1000 ng/ml de
CsA, la respuesta nuclear inhibida reflej6 probablemente diferencias de avidez por el receptor

(Kahan, 1989b).

ﬁna vez que la CsA penetra en la célula, prcbablemente contacta con algunas proteinas

citos6licas, de las cuzies las mas conocidas son la Calmodulina (CaM) ¥ la Ciclofilina (CYP).

colaboradores (1985), quienes describieron por primera VveZ la

Fueron Colombani y
delaCsAyla unién de esta droga a la CaM,

posible relacién entre ¢l efecto inmunosupresor
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la consecuente interferencia con el Cal. Algunos estudios posteriores que investigaron el

posible efecto e interaccion entre antagonistas y bloqueantes de la CaM y la CsA (Colombani
et al, 1987), reafirmaron la idea de que una alteracion del contenido intracitoplasmatico de Caz"
por alteracion de la CaM al unirse con la CsA, conducen a un defecto en los primeros pasos de
la activacién de los linfocitos quiescentes sometidos a inmunoestirnulacién. Sin embargo, no
todos los trabajos llegaron a esias conclusiones, minimizando e incluso negando que esta unién

tuviera relevancia en dicho mecanismo (Le Grue et al, 1986) (Foxwell et al, 1988) (Quesniaux
et al, 1988).

La CYP (Fokwel] et al, 1988) (Harding & Handschumacher, 1988) (Quesniaux et al,
1988) es una proteina de peso moiecular 17.737, con estructura terciaria globulosa y un
contenido hidrofobo a manera de core (Dalgamo et al. 1986) #n su interior y que ha sido
descrita como la principal molécuia a la que la CsA se une a nivel citoplasmético
(Handschumacher et al, 1984) (Harding & Handschumacher, 1988) de manera estereoespecifica.
Respecto a su estructura secundaria, se observa una alternancia del patron de hélice alfa y de
estructura de beta plegada (Harding & Handschumacher, 1988). La CYP contacta con los
residuos de la CsA numeros 1, 2, 10y 11 que, junto con el 3, son los necesarios para que esta
droga tenga accién inmunosupresora (Quesniaux et al, 1988) (Hsu et al,1990). Los estudios de
NMR 1H sugieren que dicha unién provoca cambios en la estructura de la CYP, sobre todo en
los restos metilicos y aromaticos (Dalgamo et al, 1986) (Hsu et al, 1990), con una fuerte
correlacién entre dicha accién inmunosupresora y el nivel de union de la CsA con la CYP, hecho
que no se ha encontrado para la CaM (Quesniaux et al, 1988). '

La CYP también se ha descrito en células no inmunes de mamiferos como los murinos
(Merker et ai, 1983), sobre todo a nivel de rifién, gang'ios linfaticos y cerebro, detectandose
también en QCs. Kolestsky y colaboradores (1986), han aumentado ei espectro de tejidos
normales a tejidos tumorales, entre los que s€ incluyen lineas de carcinomas epidermoides y otras
neoplasias de estirpe epitelial, asi como en otras especies filogenéticamente disiintas, creyéndose
que los genes que ]a codifican pertenecen a una familia muitigenética. Todos estos datos indican
que la CYP e: una molécula filogenéticamente primitiva y por ello pudiera estar implicada en

procesos celulares muy primarios, con una amplia repercusion fisiologica.

Entre los efectos que la CYP tienen en la bioquimica celular caben destacar los siguientes:

a) Actividad proteinquinasa (Hannink & Donoghue, 1985), ¥ autores como Harding ¥

Handschumacher (1988) sugieren qué 1a CYP podria actuar como una fosfotransferasa, pudimd:
ejercer esta actividad sobrs otias proteinas, entré las que se citan las histonas; b) Activ!r\lal
peptidil-propil—cis—trans jsomerasa, interviniendo en la jsomerizacion de la prolina durante i2
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sintesis de proteinas {Takahashi et al, 1989) (Moore et al, 1991) (Steinmann et al, 1991a)
(Steinmann ei al, 1991b) y ¢) Accién inhibitoria del activador de replicacion del ADN (Wong

et al, 1987) (Kimball et al, 1991). La union CsA-CY'P parece alterar todas estas funciones
aunque se desconoce su efecto final.

E! hecho de gue la accion inmunosupresora de la CsA puede ejercerse merced a su union

especifica con CYP, que como se ha mencionado contribuye al plegamiento de otras proteinas

por su actividad isomerasa (Harding & Handschumacher, 1988) (Takahashi et al, 1989), retardaria
le formacion de la estructura terciaria de numercsos mediadores proteicos fundamentales, en los
estadios iniciales de la activacion de los linfocitos T cooperadores (Steinmann et al, 1991a)

(Ringe, 1991). No obstante, existe gran controversia en esta teoria y muchos de sus puntos
permanecen 0SCuros.

La r¢ ciente descripeion de que ei gamma intesferén tiene un papel regulador de la sintesis
colagena actuando a nivel transcripcional como inhibidor de la expresioén genética de dichas
proteinas, apoya la hipotesis anterior y abre nuevas perspe~*'vas acerca de la cuestién, ya que el
gamma interferén podria actuar como una sefial de par~4a en el proceso de fibrogénesis (Kovacs,
1991). En este sentido, s¢ ha sefialado que disminuye la actividad mitogénica del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) sobre los fibroblastos. Por todo ello, cabe la
posibilidad de que 1a fibrosis incrementada, gue acontece en el curso de Ia toxicidad cronica por
CsA, sea mediada por un deficit crénico de gamma interferén, dependiente del efecto
inmunosupresor provocado por la CsA. Este efecto supondria una demostracién indirecta de los
miltiples mecanismos de regulaci6n celular en los que es cﬁpaz de interferir la CsA.

Otros mecanismos de ia inmunosupresion dependientes de CsA pueden operar al nivel
del timo y/6 de la formacién de células supresoras. En este sentido, la terapia con CsA inhibe
la médula timica, interfiriendo por tanto coD el proceso por el cual los linfocitos aprenden a
reconocer lo propio (Hess et al, 1985). Ademds, la CsA fomenta la produccién por células
timicac de hormonas humorales supresoras, qué pueden regular a la baja la respuesta sistémica
inmune (Dardenne et al, 1987). Por ello, existe un gradual crecimiento en la actividad
postrasplante de las células supresoras, posiblemente fomentado en parte por ¢l aumento de la
produccion de hormonas timicas ¥ el desequilibrio timico medular, favoreciendo la maduracién

de linfocitos timico-derivados hacia el camino supresor y/6 por produccion creciente de

prostaglandinas por células adherentes (Whisler et al, 1984). La produccion creciente de

prostaglandina E-2 puede disminuir la sintesis de IL-1 yla exprccion de los antigenos de
superficie HLA-Dr, asi como aumentar la formacion de AMP ciclico, inhibiendo por tanto la

necesaria actividad de la ornitina decarboxilasa (ODC) para la formacion de poliamina (PA) Y
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sintesis de i
esis de ADN. Ademas, la CsA prescinde de la generacion de células supresoras tanto in vitro

(Hess & Tutschka, 1980), como in vivo (Van Buren et al, 1982), permitiendo la aparicion de

elementos que regulan a la baja la activacion de ia células T-Helper, via produccion de
receptores antiidiotipo 0 antiantigeno.

I-1.4.2.- Mecanismos de accién de la CsA como agente antiproliferativo.

Numerosos datos experimentales proponen como principales mecanismos de accion de
la CsA como agente antiproliferativo a: 1) Detencién de las células sensitivas en fase Gu/ G del
ciclo celular; 2) inhibicion de la ODC y sintesis de PA; 3) al sistema calcio-calmodulina; 4)
aumento del adenilato ~iclasa B-adrenérgico; 5) inhibicién del receptor de prolactina, disminucién
en la expresion de trans.. rina y receptores del factor de crecimiento epidermial (EGF); 6)
inhibicién del "factor de elongacién 2" de bioisintesis de proteinas; 7) interferencia con
fosfolipasa A, actividad y metabolismo eicosanoide y 8) inhibicién de la transcripcioén de los
oncogenes (Kanitakis & Thivolet, 1990).

Acerca de todo ello, se ha demostrado que la CsA detiene las lineas sensibles de células
T en la fase G, 6 G, del ciclo celular (Koponen et al, 1982). Aunque evidencia directa del mismo
efecto sobre queratinocitos de epidermis (QCESs) no s2 conoce nasta el momento, el hallazgo de
un ntmero reducido de QCEs en fase S tanto in vivo (Urabe et al, 1989), como in vitro
(Ramirez-Bosca et al, 1990a), bajo tratamiento con CsA, sugiere que los QCs son retrasados 6
detenidos en una primera fase (Gﬂ/Gl) del ciclo celular. Esto podria justificar el efecto
beneficioso en QCEs psoriaticos, en los que el ciclo celular es acortado en longitud (Weinstein
et al, 1985).

Varias sefiales mitogénicas inducen la actividad de_ la ODC y creciente sintesis de PA,
putrescina, espermina y espermidina. Esta etapa s€ piensa que es un requisito previo para el
subsiguiente aumento de la sintesis de proteinas, ADN y ARN que ocurren durante la

prcliferacion celular (Pegg & Cann, 1982). La CsA inhibe la inuccién de la ODC en los

linfocitos provocada por los mitégenos, los antigenos, las Jinfoquinas (IL-1y 1L-2) (Fioeius et

al, 1984) y la prolactina (Russel et al, 1984), asi como la inducida por ésteres del forbol

(Gschwendt et al, 1985) y la expresion mARN de la ODC en la epidermis del raton (Elder et al,
1988). In vitro, la CsA disminuye la sintesis de P~ en lineas celulares de sdenocarcinoma de

cinomas de péancreas de havaster (Kanitakis & Thivolet, 1950). La actividad

colon de ratén y car
antiproliferativa de la CsA en estos casos, §€ intensifico notablemente por inhibidores clasicos
(Saydjari et al, 1986b). La

de 1a ODC, ti! rumo el a-difluorometilornitina (Saydjari et al, 19862),

induccién de 1a ODC'Y el incremento de la gintesis de PA son hechos que ocurren en los QCs
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psoriaticos (Lowe et al, 1982) (Boucli. r et al, 1986), por lo que inhibidores de 1a ODC, aplicados

tépicamente, se ha probado que son efectivos, aunque moderadamente, en ol tratamiento del
psoriasis (Grosshans et al, 1980).

El aumento brusco de la concentracién de Ca" intracitoplasmatico provoca la activacion
alostérica de Ja CaM y la puesta en marcha de una cascada de reacciones de activacion
enzimatica, que incluye a los sistemas dependientes de adenilato y guanilato ciclasa, adenosin-
monofosfato fosfodiesterasa, ODC y diversas fosfoquinasas, involucrados en respuestas celulares
proliferativas (Kanitakis & Thivolet, 1990). A nivel de los linfocitos T se ha demostrado que la
CsA se une a la CaM, previniendo esta union la activacion de los enzimas que se requieren para
una efectiva proliferacion celular (Colombani et al, 1985). La sensibilidad cspecifica de una céluia
dada a 1a accior de la CsA, esti probablemente vinculada a la conceniracion intracelular de otras
proteinas susceptibles de fljar dicho farmaco, tales como la CYP (Handschumacher et al, 1984)
(Harding & Handschumacher, 1988). De acuerdo con esta atractiva hipétesis, la CYP ¥y
presumiblemente otras proteinas citosolicas (Foxwell et al, 1988) que se unen a Jla CsA,
prevendrian la capacidad de esta droga para inhibir la CaM (Hess & Colombani, 1988).

1's aumento en la actividad intracelular de la CaM se ha detectado en QCEs del psoriasis
(Van Erp & Van de Kerkhof, 1987), por lo que inhibidores de la CaM (clorpromacina).
administrados localmente (Humbert et al, 1986) ¢ de forma sistémica (Fandeev et al, 1961), se
ha probado que son beneficiosos en €l tratamiento del psoriasis. Sin embargo, 1a hip6tesis basada
en el equilibrio entre CaM y otras proteinas que se unen a la CsA, aunque suficiente para
explicar la o istencia de subpoblaciones de células T sensibles ¥ resistentes a la CsA (células T-
ayudantes y T-supresoras respectivamente), no s totalmente & tisfactoria para explicar los
efectos opuestos (proliferativo versus antiproliferativo) sobre QCEs de los foliculos pilosos y de
la epidermis interfolicular. La CsA, a pesar de disminuir in vitro el nimero de QCEs, no influye
ni en la bioactividad ni en 1a reaccién inmunolégica de la CaM en los QCEs (Fairley et al, 1989).

El siguiente dato a considerar es el efecto inmediato que la CsA tiene sobre el ca" al
aumertiario en las mitocondrias (Richter et al, 1990) y en el citoplasma celular (Nicchitta et al,
1985) (Meyer—Lehnert & Schier, 1988); de igual manera, Ja CsA reduce el flujo a traves de la
Ca"/Na' ATPasa (Kimball & Sell, 1989), con lo que el ca" intracelular aumenta mucho mas,
provocando un reclutamiento de la bomba Ca''/ Na', que tiene dificuitada su funci:fm ?or el tercer
efecto de la CsA gobre bombas i6nicas, como es la inhibicion de la bomba Na'/H (Rosoff &
Terres, 1986) (Daniel & Ives, 1987), incrementando el Na' intracelular. Todos estos desequilibrios
conducen a unas concentraciones i6nicas no permisivas de los primeros pasos de la activacion

yall et al, 1988) posiblemente
celular, inhibiendo el pasc de Uy a G, (Gelfand et al, 1987) (Kim
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a través de un bloqueo de la sintesis de PAs y de la actividad ODC. Todas estas oscuras fases

terminan por interferir con la carga genética, la cual dependiendo del tipo de célula, sea ésta
normal o tumoral, se expresard con diferentes productos ya intermediarios o finales, como
factores de crecimiento y proliferacion, ¢ factores de diferenciacion, que serian la contrapartida
a los primeros. Por ejemplo, a nivel de QCs, un aumento del Ca" intracelular (Suter et al, 1991)
estimula la diferenciacién con la produccién de sustancias precursoras de la capa comnea
(integrinas, involucrinas, queratinas, etc) (Marchisio et al, 1991) (Rorke & Eckert, 1991)
(Rosenthal et al, 1991), f.oronectina (Nichulson & Watt, 1991), interleuquinas como la IL-1, IL-
6, IL-8, y otrag que tienen verdadero efecto inductor y regulador de fibroblastos (Kristensen et
al, 1991), colageno de tipo IV y VII (Konig & Bruckner-Tudenuan, 1991), etc.. Todos estos
fenémenos de induccién podrian explicar algunos de los hechos fisio- atologicos, principalmente
fibrosis incrementada, encontrados en nefrotoxicidad y en la hiperplasia gingival inducida por la
CsA (Wysocky <t al, 1983).

De todo lo anterior puede deducirse que, la interaccion y posibles efectos sinérgicos o
antagénicos entre la CsA y los antagonistas del calcio, de cara a prevenir o acentuar la
nefrotoxicidad 6 el desarrollo de hiperplasia gingival, asi como el posible control que ambos tipos
de drogas realizan sobre el crecimiento y activacion de diversas poblacioncs celulares normales
y neopldsicas, estd completamente abierto a discusion, puesto que los irabajos experimentales

y clinicos discrepan profundamente.

La ciclosporina H no inmunosupresora, que puede no obstante inhibir el desarrollo de
QCEs, no bloquea el aumento inducido por fitohemaglutinina en la concentracién intracelular
de Ca" de los linfocitos T. Este hallazgo, si se probara su validez para QCEs, implicaria que la
accién antiproliferativa de las ciclosporinas sobre QCEs probablemente no depende del aflujo de
Ca" (Kanitakis & Thivolet, 1990).

La CsA también ha demostrado accion blogueante sobre los receptores celulares de
prolactina e inhibe l1a actividad ODC estimulada por prolactina en ¢l rifién, higado, bazo, timo,

corazon, glandula adrenal y aorta (Russel et al, 1984). De aqui que el bloqueo especifico del

receptor de prelactina Jel linfocito, se ha postulado como un posible mecanismo de la actividad

ijnmunosupresora de la CsA. No se conocen receptores. de prolactina en los QCEs ni en la
mayoria de las células tumorales

de la CsA, le hace posible entrar en

(Russel et al, 1984); sin embargo, 1a elevada naturaleza hpidica
la célula por difusién a través de la bicapa lipidica de la

membrana plasmatica.

En los linfocitos T, la CsA puede prevenir la aparicion de antigenos activados de
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superficie celular, tal como receptores de transferrina (Leapman et al, 1982) (Miyawaki et al

1983). Se ha estudiado la expresion de varios antigenos asociados a proliferacion 6 activacion de
QCEs (incluyendo el factor de crecimiento epidérmico, receptores de transferrina y antigenos
HLA-DR) 0 piel humana que ha sido xenotrasplantada sobre ratones desnudos tratados con

CsA; y no se han observado diferencias significativas entre especimenes tratados con CsA y
contro} (Kanitakis et al, 1989).

Kato y colaboradores (1988) comprobaron que la CsA aumenta el componente
intracelular adenosin monofosfato ciclico después de la estimulacion con epinefrina; mientras que
la actividad del adenosin monofosfato fosfodiesterasa ciclico no se vio afectada. Ellos concluyeron
con que, a la dosis usaJa (de 1 a 0,4)(10'3 g/1), la CsA aumenta la respuesta del adenilato ciclasa
B-adrenérgico en la epidermis. Este estudio fué sugerido por el hecho de que en una epidermis
psoriatica, ia respuesta del adenilato ciclasa 8- adrenérgico se encuentra disminuida y que agentes

capaces de aumentar esta respuesta (como la hidrocortisona) son efectivos en el tratamiento del
psoriasis.

Mas recientemente, Mitra y colaboradores (1989) estudian la modulaciéu uel factor de
crecimiento epidérmico marcado con iodo 125 unido a QCEs humanos normales en cultivo,
observando que la CsA (en el rango de concentraciones de 2,5 2 10 x10? /1) reduce el nimero
de lugares de union del factor de crecimiento transformado B y gamma interferon,
aproximadamente del 40% al 50% en comparacion con células no tratadas. Esto sugiere un efecto
antiproliferativo unificado de estas moléculas sobre QCEs y podria explicar también el efecto de
la CsA en el psoriasis, ya que se produce una sobreexpresion de los receptores del factor de
crecimiento epidérmico en la epidermis lesionada por esta enfermedad (Nanney et al, 1986).
Ademas, la CsA puede inhibir in vitro el factor de crec'miento bésico de fibroblastos dirigido a
QCEs y celulas endoteliales (Sharpe et al, 1989). Puesto que la sefial mitogénica del factor bésico
de crecimiento de fibroblasto se iricia a través de un receptor de membra.a, que es diferente del
factor de crecimiento del receptor epidérmico, 12 posibilidad de que la CsA pueda interactuar con

mas de un tipo de moléculas de 1a membrana no puede ser excluida.

La CsA puede inhibir algunos efectos biologicos originados por ésteres del forbol que son

promotores tumorales ( 12~tetradecanoi]—forbol-13 acetato, TPA), no solamente sobre células

linfoides sino también sobre células epiteliales. Aplicada tépicamente sobre piel de raton, la CsA

e ADN inducida por TPA, la activacion de ODC, la produccion de écido 8-

suprime la sintesis d :
hidroxieicosatetraenoico, la actividad alcalino fosfatasa (Gschwendt et al, 1985) asi como 1a

produccion de mARN IL-1a (Elder et al, 1988). Estos e
forilacion dependiente de la CaM, de una

fectos estan relacionacof probablemente

con la inhibicién producida po? 13 CsA de la fos
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o
: ' :Eroteina dtosolica (Gschwendt et al, 1987) que ha sido ideni t.cada recientemente como "factor
? elongacion 2" de biosintesis de proteinas (Gschwendt et al, 1988). En todc caso, el hallazgo
k: que la CsA no inhibe la actividad de la protein-Kinasa C soluble, que es el receptor
fn-acelular de ésteres del forbol, sugiere que el paso en la via de activacién celular inhibida se
neuentra distante de la estimulacion de la protein-Kinasa (Elder et al, 1988). A este respecto,
1 18 isdmeros inmunolégicamente inactivos, ciclosporinas H y D, parecen capaces sin embargo de

* 1 thibir los efectos biologicos antes mencionados sobre piel de ratén inducidos por TPA (Elder .

e 'al, 1988) (Gschwendt et al, 1988).

La CsA inhibe la actividad fosfolipasa A2 de membrana (Fan & Lewis, 1985) provocando
ds pleccion de algunas prostaglandinas (Stahl & Kudelka, 1986), y elevaciéon de los niveles
in gmticiales y séricos de tromboxano A2 (Brown et al, 1990).

Estos resultados sugieren que la CsA parece ser capaz de interferir con el metabolismo
eic 3sanoide en ciertos tipos de células. Sin embargo. el impacto de esta .aterferencia sobre la

pr liferacion de QCEs aguarda una mayor clarificzcion.

En linfocitos de sangre periférica estimulados por fitohemaglutinina, dosis relativamente
baj s de CsA (lO'jg/I) suprimieron la expresion del mARN de los oncogenes c-mye, N-ras y en
—fos (Reed et al, 1985). Similarmente, en los timocitos, la CsA suprime la
exj resion mARN de c-myc estimulando con concanavalin A y concanavalin A mas TPA.
Bv dencia de una accién similar sobre células epiteliales no existe actualmente. Sin embargo es
int eresante hacer notar que en las lesiones psoriaticas existe una sobreexpresion de los oncogenes

K iras, myc, fos y abl (Mordovisev et al, 1988).

me tor grado ¢

| I-1.5.- EFECTO ANT [PROLIFERATIVO DE LA CsA

1-1.5.1.- Esudio in vitro.

'gieren que la CsA es capaz de ejercer una accion
eliales

foides, tales como fibroblastos ¥ células epit ,.
uede ser directo 4

I
Datos experimentaies recientes

intiproliferativa sobre lineas celulares no lin

CsA sobre células no linfoides p

to de la
ez-Bosca et al, 1990b).

j cndoteliales, ¥ muestran que el efec ‘
) interaccién con linfocitos (Rami:

y no relacionado con una (especulativa

a CsA sobre la proliferacion de QCs,

¢ estudios que conciernen al efecto de
ntaje del nimero total de

ada tanto por co
) (Sharpe et al, 1989), como por medio

{.a mayoria de lo

iham demostrado una inhibicién del crecimiento evalu
al, 1988

ables al final del cultivo (Nickoloff et

i

células vi
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S v -t i R 50 i ) .
1 (Sharpe et al, 1989). La inhibicién del

crecimiento se produce en torno a dosis de 0.1 x 107 g/l. En estos experimentos, la CsA
disminuy6 el nimero total de QCEs después de 48 a 96 horas de cultivo, asi como la sintasis de
ADN y el porcentaje QCEs en fase S. Células epiteliales que han mostrado ser sensibles a la ("sA,
aparte de los QCEs normales humanos (Nickoloff et al, 1988) y murinos (Furue et al, 1988), son
los carcinomas de células escamosas (lineas A431 y SK Mel-1) (Lucia et al, 1986) (Furue et al,
1988) (Sharpe et al, 1989), el carcinoma de células pequefias de pulmén (linea NCIH69)
(Twentyman, 1988a)), lineas celulares de ratén transformadas espontianeamente (Pam 212) (Furue
et al, 1988), células de islotes pancredticos de raton y hamste: (linea H2T) (Andersson et al,
1984) (Saydjari et al, 1986a) y células de adenocarcinoma de coion (linea MC) (SAyJjari et al,
1986b). En estas lineas celulares, el efecto de la CsA se traduce cn la aparicion de distintos
marcadores de diferenciacion celular: Queratinas tipo Iy I, filagrinas, integrinas, selectinas y otra
moléculas de adherencia celular ”*° shisio et al, 1990) (Steven et al, 1990) (Marchisio et al,
1991) (Nicholson & Watt, 1991). :

Ademas del efecto descrito sobre células epiteliales, la CsA ejerce in vitro una detencién
del crecimiento de varias lineas celulares no linfoides (Kanitakis & Thivolet, 1990).

Este efecto semejante frente a un gran namero de lineas celulares de distintos origenes,

todas ellas exentas de componente linfoide asociado, sugiere que la actividad de la Cs «a mas
alla de la mera accion mediada por linfoquinas (Dykes et al, 1989).

1-1.5.2.~ Estudio in vivo.

Con el fin de valorar in vivo fa posible actividad antiproliferativa directa de la CsA,
Ramirez-Bosca ¥ colaboradores (1990b) evaluaron la proporcién de células epiteliales de piel,
lengua y esofago en fase S mediante la incorporacién de BrdU, en ratones con_génitame- .
atimicos (Urabe et al, 1989) soportando trasplante de piel humana y recibiendo una inyecciou
subcutanea diaria de 50 mg/Kg de C* Jurante tres semanas. Comparados con los animales
controles, los ratones tratados mostraron un mdice de marcaje (RrdU) disminuido en todos los
tejidcs epiteliales ostudiados, lo cual fué ¢« tadisticamente signifi Ltivo €0 el caso de la epidermis,
tanto humana curmo de ratén (Kanitakis et al, 1990), y la lengua. Estos resultados sugieren que
la CsA tambiéu gyerce una actividad antiproliferativa, inmunologicamente rindependiente, sobre
s epiteliales in Vivo. La duracién del estudio (3 semanas} fué determinada sobre lt_a
desarrollé una hipertricosis generalizada sobre
ba que la CsA habia alcanzado efectivamente

las céhula
observacion de que en este periodo de tiempo §€
el cuerpo de animales tratados, un hecho que prue
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la piel y producido su mejor conocido y macroscopicamente visible efecto farmacol6gico
(Kapitakis et al, 1988) (Urabe et al, 1988). El efecto antiproliferativo de la CsA sobre tejidos
epiteliales normales in vivo, sugiere que un efecto similar podria darse en células
hiperproliferativas, neoplasias benignas ¢ malignas. Como se mencioné anteriormente, esta
actividad ha_ sido ya demostrada in vitro para lineas celulares neoplasicas. In vivo, a pesar dela
inmunosupresion que generalmence favorece el crecimiento tumoral, se ha observado que ratones
inoculados con la linea EO-771 de adenocarcinoma, mostraron en comparacién con animales

control, mejor supervivencia cuando se trataron con 50 a 100 mg/Kg de CsA (Kreis & Soricelli,
1979).

Por otra parte, estudios sobre los efectos antiproliferativos de la CsA in vivo, han
descrito la efectividad del farmaco en el control del psoriasis (Weinstein & Frost, 1968) (Ellis et
al, 1986 (Khandks et al, 1991) e ictiosis vulgar (Velthuis & Jesserun, 1985) y, aunque el
seguimientc de los pacientes inmunodeprimidos es corto, existen datos muy sugerentes, cuando
se compara la inmunosupresién convencional (azatioprina + prednisona) frente a los pacientes
tratados con CsA, acerca de una menor incidencia de carcinoma de piel, cervix uterino, vulva y
peritoneo (Penn & First, 1986) (Penn, 1987).

La modulacién que ejerce la CsA sobre quimioterapicos de uso clinico, en particular los

del grupo de la antraciclina {Twentyman, 19884), adriamicina, vincristina (Kanitakis & Thivolet,

1990) y doxorubicina, devolvienido 1a sensibilidad de las células neoplésicas a dichas drogas,

abre vn campo de experimentacién para los tumores solidos resistentes a la quimioterapia

convencional.

I-1.5.3 - Anélogos de la CsA.

Hasta ahora, al menos 46 anélogos naturales 0 semisintéticos de la CsA han sido descrito_s
(Von Wartburg & Traber, 1986). Estudios farmacologicos han demostrado que cambios en la

molécula nativa (tales como desmetilacion), hacen disminuir 6 desaparecer la acﬁvldad

inmunosupresora (Wenger, 1986).

N+ existen datos qué relacionen la estructura mo

citostatica sobre células epiteliales. Sin embargo, s
almente la actividad inmunosupresora, todavia retiensn

de 1a CsA que han perdido total 0 parci ' ' 7
un efecto citostatico, tal es el caso de la ciclosporina H (Nickaloff et a, 1988) (Ramirez-Bosca

et al, 1989) isomero inactivo, que ejerce un efecto antiproliferativo sobre el crecimiento de QCEs

i rtan cOmo
normazies en cultivo. Por otra parte, isomeros inmunol6gicamente inactivos, se comportan
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moduladores de la quimioresistencia al igual que la CsA o incluso mejor que ella {Twentyman
1987) (Twentyman, 1988a). ; ‘ :

Por todo lo anteriormente exp!uest'o, este campo de investigacion es prometedor puesto que
en un futuro, el uso clinico como agentes antiproliferativos de ciclosporinas no inmunosuprésom
asociadas 0 no a- otros agentes farmacoldgicos, podré estar indicado para el tratamiento de

enferm_edpdes en que se encuentre incrementada la tasa de proliferacién celular, como es el caso
de las neoplasias (Twentyman, 1988b).

1-1.6.- METODOS PARA LA DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CIAY SUS
METABOLITOS. : e

La monitorizacién de la CsA estd justificada por la gran veiiabilidad en los niveles del -

farmaco entre pacientés v en mismo pacicnte en la absorcién oral y porque es convéniente

mantener niveles de CsA en rango terapéutico, para evitar el rechazo y minimizar los posibies

efectos adversos (Morales y Andrés, 1991). Fundamentalmente los niveles de CsA pueden ser de
gran ayuda para distinguir el rechazo de la nefrotoxicidad por CsA. Asi, en caso de deterioro de
la funcién renal, la presencia de niveles elevados de CsA apoyaria mas la existencia de
nefrotoxicidad y los niveles bajos sustentarian la presencia de rechazo agudo. El proble:ﬁa esque
no existe una total correlacion entre estos diagnosticos y los niveles de CsA, porlo cual, siempre
se deben de interpretar los niveles de CsA como un dato méas dentro del contexto clinico junto
con otros datos bioquimicos e histolégicos del paciente, mas quc como un dato absolutamente
fundamental (Morales ¥ Andrés, 1991).

El uso de diferentes sistemas de ensayo para medir niveles en sangre de CsA es un temt :
muy discutido (Shaw et al, 1937). Los métodos de laboratorio hoy dia mas eficaces para medlr
CsA son: La cromatografia liquida de alta resolcién (HPLC) '(Maurer. 1985) (Rosano et al,
1986) y el radioinmunoanélisis (RIA) (Donatsch et al, 1981) (Shaw, 1989). Mientras que el HPLC
permite la determinacién de la CsA, el RIA mide a la vez CsA Y metabolitos, puesto que el

antisuero de oveja contra CsA también reconoce algunos metabolitos. Como las reacciones son
s usando diferentes anticuerpos policlonales dan diferentes resultados (Shaw,
a CsA, ha sido posible seleccionar dos

anticuerpos, uno que reconoce casi exclusivamente CsA y otro que no distingue entre CsA y la

mayor parte de Jos metabolitos (Quesniaux et al, 1987b). No obstante, la cuantificacién de los
hecha mediante la técnica de HPLC (Ryffel et al, 1988).

muy variables, ensayo
1989). Con el hallazgo de anticuerpos monoclonales frente

diferentes metabolitos tiene que ser

No esta claro cual es el método de ensayo ¥ fluido biol6gico mas apropiado para
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monitorizar CsA (Yee et al, 198R8). La concentracién de CsA puede ser medida en suero (Keown

& Stiller, 19‘88), plasma 6 sangre total , prefiriendo la mayoria de los autores la determinacién

en este ultimo fluido (Wenk et al, 1983) (Faynor et al, 1984) (Burc'le, 1985). La mayoria de los

partici>antes al Congreso Internacional de CsA (1988) monitorizaron la terapia con CsA
mediante uno de los tres métodos siguientes: 12) concentraciones de CsA en plasma medidas por
RIA, 2°) concentraciones de CsA en sangre total medidas por HPLC y 32) concentraciones de
CsA en sangre total medidas por RIA. Lus proponentes de plasma argumentaron que, éste
transporta la CsA y sus metabolitos al tejido periférico y proporciona por tanto el indice mas
preciso de la concentracién de la droga y sus me: abolitos en tejidos periféricos. Los proponentes
de sangre total (Faynor et al, 1984) argumentaron que, puesto que la distribucién de CsA entre
los hematies y plasma varia con la temperatura, las mediciones en sangre no dependen de las

condiciones de procesar la muestra tales como la temperatura y que, la CsA y sus metabolitos,
tienen una afinidad mayor para la fraccién celular de la sangre. Cambios en las coacentraciones
de CsA y de sus metabolitos en sangre, reflejarian por tanto cambios en las concentraciones de

tefidos diana (Yee et al, 1988).

Huang y colaboradores (1987) han analizado y comparado las concentraciones de CsA,
en especimenes de sangre total de pacientes pediatricos con trasplante renal, usando tres métodos
diferentes: HPLC, H RIA y By RIA. Ellos observaron que las curvas estandar de CsA por los _\:;.i
métodos By R1A y H RIA, eran paralelas. Estos resvltados coincidieron con los obtenidos en
piasma (Ryffel et al, 1983). Por otro lado, encontraron una relativamente pobre correlacion entre

los métodos ’H RIA y HPLC y entre los métodos 1 RIA y HPLC. Ambos resultados RIA

fueron mas elevados que los resultados HPLC, siendo las concentraciones de CsA generalmente

mas altas por el método By rIA que por el método 'H RIA.

dividual deberia establecer sus propios
do se usa como patron 1ty
o método I RIA
uang &t al, 1987).

Es importante recordar que cada laboratorio in
sA de monitorizados. Asi, cuan

éutico deberia ser mas alto porque
cién de CsA que el 'H RIA (H

rangos terapéuticos para niveles de C

en lugar del patron 3I-I, el rango terap
conduce a un valor mas elevado de concentra

El uso de 1 RIA proporciona un método mas fécil y rapido, con :ficiencia de contaje
: 3
mayor, asi como mas sensible y menos background que .. método “H RIA (Mahoney & Orf,

y 4
1985). Esto, junto a la alta recuperacion y reproductib:lidad del “1 RIA para Cs}A y la buena
correlacién (r=0 95) entre 3H. RIA Y Iy RIA, indicé que el RIA marcado con H puede ser

1 v de CsA.
reemplazado por el RIA marcado con 1 para deteimin? iones

para la monitorizacién clinica

Keown y Stiller (1988) utilizan la medicion con RIA
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rutinaria y !a vécnica de HPLC la aplican a pacientes con alteraciones en la funcion hepética. Si
la funciém hepatica es normal, el cociente farmaco original/ccrpuesto inmunorreactivo total es
de aproximadamente el 70% en el pico de concentracion -de! farmaco y del 30 al 40% para

conceniracionus medias. En los casos de disfuncién hepatica, este cociente puede disminuir a
menos de) 10%, por lo que es necesario monitorizar, utilizando HPLC, para determinar si el nivel
del comnpuesto original es lo suficienternente elevado para poder conseguir vn nivel adecuado de
inmunosupresion (Keowr:. & Stiller, 1988). % :

Por otro lade se ha visto que el desarrollo de nefrotoxicidad esta correlacionado con la
dosis de CsA y niveles en plasma medidos por RIA (3ihatsch et al, 1982) (Holt et al, 1988),

pero no con niveles en plasma determinacios por HPLC (Yee et al, 1986) (Yee et al, 1988). Es_té o

y otros descithritnientos sugieren que los metabolitos, mejor que el componente madre, podiian
ser responsables de la refrotoxicidad (Rydfel et al, 1988). Por tanto, ha sido sugérido que el RIA
es el método de eleccidn para monitorizar CsA si o que queremcs evaluar ez toxicidad.

Los valores en 1ango terapéutico de CsA determinados por HPLC oscilan entre 100 y 450
ng/ml (Ptachcinski et al, 1585). Los valores en sangre total con el RIA monoclonal especifico
oscilan entre 150 y 400 ng/mi (Keown, 1988). Ambos métodos producen resultados cuantitativos
y reproducibles de la croga sobre sangre total (Abbot & Pippenger, 1985).

1-2.- ENSAYOS PRECLINICOS CON QUIMIOTERAPICOS ANTINEOPLASICOS.

I-2.1.- MODELOS EXPERIMENTALES IN VITRO.

Una de las aproximaciones al desarrollo de nuevos farmacos antineoplésicos estd basada
en parte, en el screening inicial de compuestos quimicos sobre célpias tumnrales humanas,
murinas 6 de otras especies animales in vitro.

La evolucién y difusién de los sistemas experimentales para la testificacion de diferentes

sustancias, guarda por tanto, una estrecha rela~ién con el advenimiento ¥ sistematizacion de las

técnicas de cultivo de tejidos, sobre todo, tras demostrarse que los tumores humanos podian

dar origen a lineas celulares permanentes (Gey et al, 1952).

Las técnicas de cultivos celulares tienen multiples aplicaciones tanto en el 4rea de las

ras areas cientificas relacionadas con la Biologia, siendo un ejemplo

ciencias médicas como en ot '
tipico de reduccionismo aplicado a los estudios de qulnﬁosensibihdad. La imposibilidad de
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obtener respuestas Ultimas de causalidad con la wtilizacion de modelos animales, dirigié a los
investigadores a la parcelacién de las preguntas usando la propiedad de ciertas células de cracer

in vitro”, cuando son mantenidas en un arbitrario conjunto de nutrientes (Ol2a y. cols., 1991).

Las ventajas fundamentales de los cultivos celulares sobre la utilizacion de animales de
experimentacién (Hsu, 1977) (Freshney, 1983), en la determinaciéon expeilnental de
quimiosensibilidad son:

1) Los cultivos celulares proveen una fuente inagotable de material, de forma que las células
pueden ser almacenadas en condiciones especiales, sin que al recuperarlas hayan
cambiado ni sus cualidades proliferativas ni su composicién genética. Asimismo, su
caracteristica principal es la homogeneidad, lo cual posibilita la caracterizacién de la
muestra celular empleada.

2) Las células "in vitro” pueden manipularse como no s posible hacer con poblaciones "in
vivo”, pues permite el control fisico-quimico del medio de cultivo y de las sustancias cuya
accion se investiga. _

3) Facilitan la reproductibilidad de los experimentos.

4) Suponen una gran economia en tiempo y dinero.

5) En un momento en donde la conservacion de la vida es algo trascendente, la utilizacién
de los cultivos celulares ahorra muchas vidas animales.

Sin embargo, junto a estas ventajas objeiivas existen ciertos inconvenientes o dificultades.

Asi, es obvio el hecho de que las técnicas de cultivos celulares son complejas y exigentes, °n ;
cuanto a que requieren unas condiciones estrictas de manipulacion para evitar tanto
contaminaciones intracultivo (contaminaciones microbianas), como intercultivos. En segundo
lugar, hay que destacar la natural inestabilidad de los subcultivos. En este sentido, se sabe que
los subcultivos tempranos de células mantienen sus caracteristicas genoy fenotipicas en equilibrio
de continuidad inestable. Este estado de equilibrio puede cambiar en pases tardios, ocasionando
la consiguiente alteracion de la homogeneidad y perturbando la reproductibilidad del andlisis.

Finalmente, es conocido que no es posible predecir jprimero la cantidad de material procedente

de un tumor necesaria para cultivar sus células, e investigar despues, Sus caractericticas de

quimiosensibilidad (Gorgojo ¥ cols., 1991).

El desarrollo de pruebas pradictivas "in vitro” capaces de ofrecer elementos para la

el cancer, se inicia en la década de los cincuenta, cuando

individualizacion de la quimioterapia d
Black y Speer (1954), estudiando sobre cortes de tejido tumoral, la inhibicién de 1a actividad total

elulares producidas por agentes alquilantes, encontraron la existencia

de 1as deshidrogenasas intrac
ta clinica del paciente a

de cierto nivel de relacion entre este parametro bioquimico y la respues
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la terapia farmacolégica. A partir de ese momento, se han descrito multiples ensayos

encaminados a predecir la respuesta "in vivo” del tumor, tras el ensayo "in vitro” de actividad(es)
de farmacos sobre células exfraidas previamente de la propia neoplasia.

La evaluacion de los ensayos de quimiosensibilidad debe cubrir los sigl entes objetivos:
~-La prediccion de la respuesta clinica al tratamiento farmacologic = en los tumores
humanos (Bertoncello et al, 1982) (Durie et al, 1983) (Jones et al, 1984) (Alley & Lieber,
1985).

La investigacién de la actividad antineoplasica dc nuevas drogas (Isell et al, 1984)
(Ludwing et &l, 1964) (Shoemaker et al, 1984).

~Fl empleo de criterios farmacoldgicos para la fijacion y el caleulo de la dosis de farmaco
que deben ser utilizadas en los ensayos "in vitro”.

-Fl estudio de los mecanismos de dependencia de la accién antitumoral de la droga,
respecto a la pauta seguida en su utilizacion. h

_La identificacién de aquellas combinaciones de farmacos cuyos efectos antitnmorales
resultan aditivos (o sinérgicos). =
_La estandarizaci6n de los sistemas enziméaticos necesarios, para aquellas sustanem que
precisan de transformaciones metabolicas en su proceso de bioactivacién (Alberts et al,
1981).

No obstante, con pocas excepciones notabies, la respuesta de los tumores solidos
humanos frente a drogas, no se correlaciona del todo con el efecto in vitro. En consecuencia,
las técnicas ensayadas no han sido sistematicamente aceptadas como tests predictivos,
generandose un considerable escepticismo frente a tales modelos y existiendo una clara
heterogeneidad entre las observaciones publicadas por los distintos autores (Alberts et al, 1980)
(Von Hoff et al, 1931) (Maan et al, 1982) (Benard et al, 1983). Este hecho parece deberse por
una parte a los numerosos problemas asociados con n la biologia de los tumores s6lidos "in vivo"
(p.e., barreras a la penetracion de la droga, gradientes de proliferacién, y condiciones

medioambientales), ¥ por otra a la desventaja intrinseca que suponé la incapacidad para

reconocer los componentes qué requieren activacién metabolica sistémica, asi como a la

modificacién desigual de algunas de las propiedades bisicas de las células tumorales al ser
estudiadas "in vitro” (Hamburger, 1981) (Chabner, 1990) (Philips et al, 1990).

Las tres propiedades celulares que sufren mayores modificaciones ¥ que estan sujetas a

mas amplia variabilidad, dependientes, quizas, del cultivo ¥ del método, son (Gorgojo ¥ cols,

1991):




3) La eficacia dei clonaje.

Estas tendencias de modificacion de parAmetros no son generales v suelen mantener
constantes "in vitro”, gran numero de las caracteristicas celulares que puedt;n ser definidas "in
viva” (Alberts et al, 1980) (Von Hoff et al, 1981}. Asi, es destacable la estabilidad de variables
como la morfologia celular, la tumorogenicidad, la histologia & la expresion de biomarcadores
y su equivalencia "in vivo" e "in vitro” (Gaznard et al, 1980) (Tveit et al, 1981). ’

Los ensayos y test in vitro disefiados por los diferentes grupos de investigadores pueden
ser agrupados en sejs categorias (Camney & Winkler, 1985) : 1.- Fvaluacién morfolégica del dafto
de la monocapa celular 6 en cultivo de organos (Wheefer et al, 1974). 2.~ Medida de la
inhibicion del metabolismo celular (DiPaclo & Dowd, 1961). 3.- Medicién in vitro de la
inhibicion de la incorporacion de precursores radiactivos (Block et al, 1984) (Daidone et al, 1985)
(Sondak et al, 1985). 4.~ Estimacion de la fraccion clonogénica en el seno de la poblacién
tumoral (Von Hoff et al, 1983) (Alley & Lieber, 1985). 5.- Estimaci6n bioquimica de la captacion
del farmaco 6 de los metabolitos genarados tras su biotransformacién. 6.-Deteccién del fenotipo
celular de multirresistencia a farmacos (Gerlach et al, 1987) (Goldstein et al, 1989) (Chabner &
Gottesman, 1990).

1-2.1.5.- Evaluacion morfologica del dafio celular inducido por farmacos en monocapa
6 cultivo de 6rganos. |

El trabajo dc Wright y colaboradores en la década de los cincuenta (Wright et al, 1957)
trazo las lineas maestras de actuacién, que posteriormente han seguido otros investigadores, para
la evaluacion de agentes quimioterapicos en cultivo de tejidos, establecida simplemente bajo
visién microscopica. Las primeras informaciones comunicadas por dicho grupo, fueron bastante
alentadoras, ya que demostraron una correlacion significativa, entre la sensibilidad del tumor
en 26 de 40 pacientes testificados. Este hecho di6 motivos
cion del agente terapéutico
actividad

in vitro y el subsiguiente curso clinico
para considerarlo como un método valorable no s6lo para la selec

mas efectivo, sino también como método de laboratorio para screening de agentes con

antitumoral (Wright et al, 1957).
No obstante, posteriores resultados del mismc grupo fueron menos alentadores

(Plummer-Cobb et al, 1961) (Wright et al, 1962), observandose diferente respuesta en distintas
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- : :
uestras del mismo tumor y discrepancias entre el efecto in vitro e in vivo en 45 de los casos

Con posterioridad, la evaluacion morfologica ha sido empleada como forma basica de
aproximacidn al estudio del efecto de numerosos farmacos, bien sobre explantes de tejidos
(McDonald et al, 1963) (Hurley & Yount, 1965) 6 sobre cultivos de 6rganos (Yamell et al,
1964) en cortos periodos de tiempo. Mas recientemente, este método evaluador ha sido

empleado por otros autores demostrando correlacién clinica positiva (Holmes & Littie, 1974)
(Lickiss et al, 1974). ' :

El desarrollo de esta modalidad de ensayos tambien ha sido activamente propuesto por
Dendy y colaboradores sobre cultivos en monocapa para un amplio espectro de quimioterapicos
(Wheeler et al, 1974), que reconociendo la aleatoriedad que supone una medicién tan subjetiva,
incorporan métodos cuantitativos (incorporacion de timidina, autorradiografia o el contaje
celular). De sus experiencias se concluye que los pacientes tratados de acuerdo con los resultados
de los test in vitro, consiguieron supervivencias mas prolongadas que los tratados con protocolos
estandar.

Entre las objeciones que se aducen con relacién a esta técnica se encuentran 1a dificuitad
de establecer la concentracion adecuada del farmaco y un tiempo de exposicién que se ajuste
a la realidad, asi como la imposibilidad de cuantificar los resultados. Respondiendo a estas
objeciones, puede decirse que la mayor parte de los quimioterapicos utilizados en Oncologia
Clinica, alcanzan su maxima concentracién tisular en el curso de la primera hora, tras su
administracion (Alberts et al, 1981) {Calabresi & Chabner, 1991). Este hecho ha llevado a la
mayor parte de los autores a fijar el tiempo de exposicion. Algunos datos referentes a la
evaluacién "in vitro” de las drogas, indican que: 12) La magnitud de sensibilidad a la droga
medida en una linea celular dada, depende primariamente de 1a duracion del cultivo ¥, 29) que
un rango de siembra de células causa un crecimiento 6ptimo 6 cefca del optimo para cada linea
celular dada y similares perfiles de sensibilidad a drogas. El concepto que permite fijar "in vitro”

el nivel de concentracion de droga adecuado al ensayo, deriva de la maxima concentracion

plasmética que €8 posible alcanzar "in vivo”. En este sentido, Alberts ¥ colaboradores (1981) han

propuesto que el rango de concentracion del agente quimioterapéutico ensayado se establezca
el 5-10% del pico de maxima concentracion plasmatica

en torno a un valor situado entre
alcanzada. Para solventar el ultimo nconveniente, sé han introuacido las tinciones con colorantes

vitales (azu! tripan, eosina, etc.), para cuantificar el nimero de células (Durkin et al, 1979).
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1-2.1.2.- Test in vitro para la medicién de la inhibicion d-. .netabolismo celular

Este test consiste en la medicion del dafio inducido por fArmacos mediante la inhibicion
del metabolismo celular, en particular la inhibicion de la actividad deshidrogenasa basada en

que las sales de tetrazolio (E0'= ~-110mV) y entre ellas el MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5
difeniltetrazolium bromida) (SIGMA) son facilmente reducidas por algunos coenzimas tales como
NADH y NADPH (E'= -317mV ) y también por otros sustratos reductores entre los que se
incluyen diversas deshidrogenasas, originando productos coloreados MTT formazan derivados,
y que esta reaccion puede ser cuantificada espectrofotométricamente.

Estudios iniclales (Slater et al, 1963 ) con el sistema succinato deshidrogenasa en
homogeneizados de higado de rata indicaban que el MTT es reducido por la ubiquinona,
citocromo-b v en los lugares ¢ de la cadena transportadcra de electrones por la adhesién de sus
2nillos a la membrana interna mitocondrial. Sin embargo, ésta no es una evidencia sustancial para
aseverar que la reduccion del MTT esté exclusivamente confinada a la mitocondria activa. El
hecho de que las sales de tetrazolio son ampliamente utilizadas en histoquimica para la
demostracién de enzimas especificos no-mitocondriales, sugiere que la reduccién del MTT puede
ocurrir en multiples sitios de la célula. (Vistica et al, 1991).

Las sales de tetrazolio se encuentran entre las ultimas generaciones de colorantes
empleados para facilitar la deteccion de colorias y para discriminar entre los grupos de células
viables-no viables en cultivos celulares tratados con farmacos. Desde los primeros ensayos de
-nedida de la viabili¢~d celular se dejo bien establecido que las sales de tetrazolio son adheridas
y reducidas por todas las células metabélicamente activas, pero no por células muertas 0
eritrocitos (Mosinann,1983), asi como que la cantidad de formazin generado es directamente
proporcionai a la cantidad de sales de tetrazolio afiadidas y al numero de células viabies sobre
un amplio rango usando poblaciones celulares homogéneas (Mosmann, 1983) (Vistica et al,

1991).

Como parte de los esfuerzos encaminados a optimizar la eficacia del laboratorio, se han

investigadc ensayos alternativos a las sales de tetrazolio, entre los que se encuentran una serie

de marcadores de proteinas y macromoléculas. Los marcadores incluyen siete reactivos ani6nicos

aminoAcidos basicos residuales de las proteinas y, trece reactivos cationicos que

que se unen a
*jolbgicas. De todos los reactivos

se unen a las cargas negativas fijadas de las macromoléculas

probados, la sulfo-rodamina B (SRB) da la mayor combinacién de intensidad de marcaje, razén

sefial-ruido, ¥ linealidad con el nimero celular. La SRB es un reactivo aniénico que, en acido
acético diluido, se une electrostaticamente a jos aminoacidos basicos de las células fijadas con

4cido tetracético. (Boyd, 1989). El ensayo con SRB ofrece mayores vel..ajas practicas sobre el
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ensayo con MTT y otros ensayos con tetrazolio. Estos lltimos incluy<n una etapa dependiente

del tiempo en las que las células son incubadas con tetrazolio, y el niimero de células viables se

estima en base a la cantidad de formazan producido. Cuando se manejan en el laboraterio
muchos miles de placas de 96 pocillos por dia, la programacion de este paso y la lectura

subsiguiente de lag placas llega a ser engorroso. En los ensavos con la SRB, las células en los

pocilios son fijadas quimicamente al final del ensayo, p«  .endo tincicnes simultineas y un

procesado mayor de baterias de placas sin pasos donde el factor tiempo es critico.
1-2.1.3.- T'est para la medicién de la incorporacién de precursores radiactivos.

¥l desarrollo de test predictivos que miden la incorporacién de brecursores radiactivos,
permanece aln en continua investigacion. En este caso, el trabajo de Bickis y colaboradores
(1966) proporciona el modelo para el mencionado tipo de estudio (Bickis et al, 1966). El efecto
de los farmacos se estima por los cambios sufridos en la incorporacion de precursores
radiactivos en el ADN, ARN y proteinas. Se ha conseguido una aceptable correlacion clinica,
empleando suspensiones celulares incubadas 1 hora con el radiotrazador, tras someterias al
influjo de las drogas (‘/olm et al, 1979). No obstante numerosos estudios indican, que la
medicion de parametros bioquimicos i~ Jividuales en cortos periodos de tiempo tras la exposicion
con un determinado firmaco, puede no proporcionar la medida exacta de la supervivencia
celular (Roper & Drewinko, 1976). Por el contrario, para Daidone y colaboradores (1985) el
grado de especificidad en cuanto, a la sensibilidad 6 resistencia al quimioterpico es alta, 75%
y 81% respectivamente.

1-2.1.4.— Test evaluador de la poblacion celular clonogénica.

A diferencia de los test anteriormente mencionados, que miden el efecto de la droga en
el total de la poblacion celular, los ensayos clonogénicos petenden valorar la fraccién de células
madre -stem cells-, que hoy se conoce, son las responsables de la progresién del tumor® 10
de aquellas celvlas de crecimiento lento 0 sepescentes postmitéticas & terminales (Hamburger,

1981).

T término de stem cells fué introducido por Till'y McCulloch (1961), y s€ aplica a toda

célula con capacidad de dar origen en st progresion natural, por sucesivas divisiones, a un gran

numero de células hijas.

ulas formudoras de clonas bajo condiciones artificiales puede ser

La capacidad de las cel : i
medida y es aceptado, desp 165 de realizar numerosos ensayos con tumores umanos y
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animales asi oyéti :
s asi como con celulas hematopoyéticas clonc genicas, que aquellas células con capacidad
*de forme i ici '

ar colonias en condiciones experimentales se vorresponden con las células madres in vivo
(Hamburger, 1981).

: Fl disefio experimental s¢ debe a Harburger y Salmon (1977 é

una excelente correlacion en la prediccion de :a resiste‘ncia a qui(nﬁot:r:ps:zsr::uletldng;e::zr;
casos y en menor medida (70%), en la sensibilidad a los mismos, comparado con la respuesta
clinica de los pacientes (Salmon et al, 1978). En una revision posterior sobre 1582 ensayos con
258 correlaciones clinicas, establecieron que la seguridad con ia que se puer.: predecir la
sensibilidad in vivo del quimioterdpico es de! 57% y la resistencia en el 92% (Bertelsen et al,
1984), atilizando como criterio, la inhibicion de >50% de colonias formadas con respecto al

control, para Jefinir la sepsibilidad ¢ resistencia al agente testificado.

1-2.1.5.- Estimacién bioquimica de la captacién del farmaco 6 de sus metabolitos
generados tras su biotransformacion.

Las células recientemente aisladas 6 en cultivo primario, asi como los cultivos de lineas

inmortales, son utensilios valiosos a la hora de conocer ¢l efecto de agonisia 6 antagonista de

una sustancia a nivel de receptores (Freshney, 1986).

Las técnicas binquimicas para cuantificar la respuesta de los fairmacos mediante diverras

sefiales originadas a través de receptores, como las asociadas a canales i6nicos, a proteinas G,

a tirosina-quinasas, ¢ a receptores citosolicos/nucleares, son eficaces y faciles de realizar en un
a medida Je potencial de membrana, conductividad 6 calcio
la Gnica. La medida de activacién de

G es también ura prictica rutinaria

laboratorio medianamente dotado. L
intracelular pueden, hoy dia, efectuarse incluso en celu

protein-quinasas 2 través de receptores asociados a proteina
en la evaluacion de la accion dz una sustancia.

Las acciones de una misma sustancia pueden ser diferentes segun li.« células, dependiendo

de los receptores que expresen. Esto hace necesario la eleccion de la célula adecuada 6 bien un

sondeo en los tipos fundamentales de células (Hollenberg, 1990).

descuidarse es €l metabolismo de la sustancia exogena 0
de sus transformaciones en las células hepaticas
para transformar las sustap-ias

Un aspecto que no debe
rtante el estudio

én tiene gran capacidad
uidado, pues puede condicionar una

xenobiotico y para ello es impo
aisladas, 6 en células de pulmoén que tambi

exogenas. Este {ltimo aspecto requiere ser estudiado con €

etapa imporiante en los mecanismos de toxicidad (Miras, 1992).
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I-2.1.6.- Deteccion del fenotipo celular de multirresistencia a farmacos.

Uno de los principales problemas del tratamiento quimioterapico del cancer es la
resistencia que las células tumosales presentan frente a los firmacos utilizados, ya sea antes,
durante ¢ después de la terapéutica. Este fendmeno, que en prinzipio aparece frente a un
determinado farmaco, en muchas ocasiones se desa.rolla de manera cruzada con otros
compuestos diferentes, como ya se describi6é en los afios 70 por Biedler y Riehm (1970) en
células de hamster que selecionadas por su resistencia a actinomicina-D, desarrollaron
simultAneamente resistencia frente a vincristina, vinblastina y daunomicina; fenémeno que se
denomind "Multidrug Resistance” (MDR). (Casals & Cordon, 1989) (Benard et al, 1990).

1-2.1.6.1.- Giicoproteina P-170.

Las primeras descripciones de esta glicoproteina, y de su implicacién en la resistencia
multiple a drogas, fueron realizadas por J uliano y Ling (1976) en estudios "in vitro” sobre células
mutantes de carcinoma de ovario de hamster (CHO), que presentaban resistencia no sélo a
colch! -ina sino también a actinomicina D. Ya en estos primeros estudios se consideraba que la
P-170 actuaba como una bomba = reflujo, para diversos citotoxicos, en las células cancerosas

que se habian hecho resistentes.

FEstudios sobre la genética dg la GP-170.

Los estudios de biologia molecular han demostrado que la MDR se relaciona con la
sobreexpresion de algunos genes cenominados "mdr” en raton y en humanos, y "pgp” en
hamster. Con las técnicas de clonacior, «e!l ADN se ha llegado 2 la conclusién de que los genes
de la P-170 se amplifican en las células con MDR, y que esio se aconpafia de un aumento en
la expresién del mARN especifico. La existenci? de diferentes tizos de amplificacia y de

secuencias sugiri6 que los mdr constituyen una familia multigenética (Scotto et al, 1986).

En roedores se han descrito tres tipos de genes relacionados con la MDR. En ratén el
mdr-1 (también {lamado mdrlb) (Gross et al, 1986), mdr-2 (Gross et al, 1988) y el mdr-3

"(también llamado mdrla) (Croop et al, 1989), teniendo los dos primerJs, pero no el ultimo,

capacidad de transferir 1a MDR a células que previamente no lo son. En hamster, Jongsma y

colaboradores (1987) estudi

se encontraban amplificados en estas células con expresi
prescindibles, aunque exclusivamente se produce una verdaadv
cién de los otror dos se produce de

aron la secuencia genica y describieron cinco grupos de gener que
6n de NiDR, de los que tan solo tres (los

‘ .a MDR por
grupos 2, 4y 5) son im

la sobreexpresion del grupo 2, mientras que la amplifica ‘
ambién observaron que el grupo 4 codifica

man ra fortuita sin conferir expresion de GP-170. g
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una proteina citosolic a Sorcin (V19, '
o' p ina citosolica lamada Sorcin (V19), que se sobreexpresa en Jas células MDR positivas
(van der Bliek et al, 1986).

Fn células humanas se han caracterizado principalmente dos genes denominados mdr-1
mdr-2 (van der Bliek et al, 1986) (Nooter & Herweijer, 1991) que se localizan en la banda q21-
+ del cromosoma 7 (Callen et al, 1987) unidos por un fragmento de ADN de 330 kb. Ambos
?(:diﬁcax1 un mARN de 4,5 kb y 4,1 kb respectivamente, y su transcripcion en proteinas ofrece
; z{‘na estructura primaria y una orientacion de las estructuras secundaria y terciaria en la
pembrana muy similar. La funcién que estas proteinas tienen en la células parece diferente pues
lo ¢l gen mdr- | confiere un fenotipo MDR(+) (Roninson et al, 1990), a diferencia del mdr-2,
e no lo induce. Esto se ha podido comprobar cuando células fenotipicamente MDR(-) a las
(e se les transfirio el mdr-1 insertandolo en su genoma, se transformaron en células MDR(+),
1 ientras que igual manipulacion con el mdr-2 no consigui6 tal efecto (Sugimoto & Tsuruo, 1987)
(Lincke et al, 1990).
{ :
Un gen relacionado con los anteriores es el mdr-3 (también llamado PGY3), déscri_to por
v i der Bliek y coleboradores (1987), del que existen tres variantes: A, B y C (van der Bﬁek et
a  1988). FEste gen ticne una se~uencia de ADNc homologable a la del mdr-1 en un 80%. La
a: pelacion de ambos ha sido estudiado recientemente en varios tipos de leucemias. Herweljer y
et iaboradores (1990) demuestran que el mdr-1 se expresa en todos los tipos de leucemi=s /
e i:epm en 'a 3-PLL, y que el del mds-3 lo hace exclusivamente en 1.8 jeucemias de origen B
(1{ooter et al, 1990). La transfeccion de la variante A del mdr-3 origina un fenotipo hacia
MDR(+) (van der Blieck et al, 1988). Sin embargo Noower y colaboradores (1290) compmbmn,
cue de manera analoga a lo que ocurTe con el mdr-1y su expresion en P-170 cuando las células
(jue 1o contienen son expuestas a moduladores de 1a MDR (calcioantagonistas ¥ ciclosporina A},
'g¢ células MDR-3(+) expuestas a 108 mismos moduladores experimentaban una inhibicién del

fenémeno MDR, aumentando el quiminterapico en estudio en el interior celular; por lo que este

estudio considera la posibilidad de que el mdr-3 y su expresion proteica tengan alguna funcion

desconocida que intervenga €n ol fenomenc de MDR (Nooter et al, 1990).

La capacidad de una célula tumoral de sobreexpresar los genes relacionados con ia MDR

antes de someterla a la accién de drcgas (adquisicion "per se”) o desarrollarla
La adquisicion "per ge" podria explicarse

dujera la expresion y sobreexpresion de

puede adquiriria
durnnte el tratamiento 6 la exposicion a los farmacos.

considerando la posible activacion de un oncogen que in
o se ha podido demostirar en modelos experimentales de hepato-

los genes mdr, com .
ocarcinoma aumentaban la expresion

carcinogen :sis en ratas, jas cuales al desarrollar un hepat

P-170 a nivel del hepatocito s€ mostraba varias veces superior al control

de genes 'ndr y 1a G
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( mrgeltrsson et al, 1987). La relacién que pueda existir entre la proliferacién tumoral de
neoplasias MDR(+) (estudiada por el anticuerpo Ki-67) y su expresion de P-170 ha sido

recientemente estudiada. En un trabajo sobre lineas celulares de tumores renales se advierte una
correlacion positiva en la expresién de ambos antigenos, aunque el valor prondstico de las células
Ki-67(+) y su fenotipo MDR(+) no queda aclarado (Efferth et al, 1990). Sin embargo, otros

estudios realizados sobre neoplasias malignas hematolégicas estudiande la expresion de dichas ‘
molécx_llas, niegan tal correlacién (Musto et al, 1990). '

Estudios sobre la funcion bioquimica y fisiologia de la GP-170.

La parte proteica de la glicoproteina P-170 es un polipéptido de 1280 aminoééidos.que
esta compuesto por dos partes aproximadamente igliales que son homoélogas entre si: El segmento
N-terminal {re- .aos 1-637) y el fragmento C-terminal (residuos 638-1280) (Fig’uia 2).,Hay
muchas semejanzas v sectores cumpletamente idénticos en una y otra parte. Cada una contieﬁe
un dominio hidiofébico y otro hidrofilico. El domi.do hidrofébico contiene seis séémentbs
situados en el espesor de la membrana. El dominio hidrofilico cuenta con fragmentos tanto en

‘_el exterior como en el interior celular. La secuencia seria la sigulént'e: N-terminal (1-48), -r_egibn 5
hidrofébica 1 (4'9~350), region hidrofilica ! (351-637), fragmento de unién (638-708), f;iién
*hidrofobica 2 (709-993) y regién hidrofilica 2 (994-1280) en el C-terminal. Segin el andlisis del
algoritmo de Eisenberg y colaboradores (1989), la proteina tiene seis fragmentos hidrofébicos
transmembrana de 21 aminodcidos cada uno, que se designan del 1-6 y del 1a-6a. Respecto a
la parte no prof<ica, se han localizado 8 posibles puntos de glicosilacion en las posiciones 14,
73, 91, 96, 103, 702, 87 y 988. Otro importante hecho a destacar en la estructura cuaternaria de
esta proteina es la existencia de dos pares de fragmentos (NB1: 426-433/541-551 y NB2: 1068-
1075/1184-1196) que pueden ligarse a los nucle6tidos del ATP lo que sugiere un Jugar de unién

de ATPasa, y por tanto una funcion energia dependiente.

Todas estas caracteristicas bioquimicas y enzimaticas se han relacionado y estudiado
comparativamente con enzimas bacterianas pericitoplasmicas (que se situan en el interior de la
pared bacteriana). Se ha encontrado que existe una alta similitud entre la secuencia de los

gmentos NB1y NB2 con la de aminoécidos de enzimas como la hisP, malK y oppD que se
como de productos de sintesis bacteriana

da fuera de estos fragmentos. Estos

fra
encargan de transportes activos de aminoAcidos, asi
como hemolisit.as y otras enzimas; pero la similitud no se

hallazgos apoyan la concepcion de una GP-170 que vierte al exterior sustancias intracelulares

a modo de bomba ATP-dependiente; asi también estos datos situan a la P-170 en un lugar

filogeneticamente muy antiguo al presentarse €n seres vivos tan primitivos como los procariotas

(Gross et al, 1986) (Gottesman & Pastan, 1990).
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Presentacion en tejidos normales y tumores. Valoracion inmunohistoquimica y por
citometria de flujo.

Hay que tener presente, que en la actualidad se estan realizando estudios para conocer
la verdadera distribucion histica y celular de la P-170 en tejidos sanos.

Se ha demostrado expresion de P-170, mediante hibridacion in situ e inmunohistoquimica,
en células epiteliales principalmente con funciones secretoras y excretoras: En la superficie de

los hepatocitos, en el polo biliar y conductillos biliares; en el borde en cepillo de las células de
revestimiento epitelial de los tiibulos contorneados proximales; en la superficie luminal de las
mucosas de yeyuno y colon. Otras células especializadas que expresar. P-170 son el epitelio de
las glandulas sudoriparas de la piel, e! epitelio de revestimiento bronquial, células del epitelio
glanduiar prostatico, mamario, endometrial y tiroideo, células acinares pancreéticas, células
trofoblasticas placentarias, en las células adrenales tanto corticales como medulares y células
endoteliales de los capilares del SNC. Esta peculiar distribucion permite especular que la P-170
representa, en la fisivlogia histica normal, un papel de bomba detoxicante de sustancias
xenobitticas (Sugawara et al, 1988) (Casals & Cordon-Cardo, 1989).

Para la contrapartida neoplasica, numerosos autores han evaluado la expresién de mdr-1
sobre biopsias de casi todos los tipos tumorales v ha sido detectada virtualmente, con menor 0
mayor nivel de intensidad, en casi todos ellos: Carcinomas, sarcomas, linfornas y leucemias

(Goldstein et al, 1989).

En cultivo ha sido igualmente demostrada entre otras, en las lineas permanentes linfoides
(CEM/VLB ) de mieloma humano (822( 6/DOX,, 8226/DOXy) (Dalton et al, 1989a),
de neuroblastoma (SK-N-SH) (Bates et al, .Ji), de carcinoma epidermoide, de carcinomas de
mama (MCF-7/ADR) (Gervasoni et al, 19391) ¥ renales (Eiferth et al, 1990) etc. En general, son

lineas procedentes de células progenitoras sensibles. que han adquirido el fenotipo mdr tras su

‘exposicién a quimioterépicos como la doxorubicina 6 adriamicina. En concreto, para las lineas

testificadas en este trabajo no aparecen en la literatura cotejada, resefias sobre la expresion ¢ no

de P-170, salvo para el caso particular de la linea MCF-7 (Gervasoni et al, 1991).

Tanto en tejidos normales como en tejidos turaorales la deteccion de 1a P-170 se realiza

i i diant
mediante anticuerpos monoclonales (AcMo) (Grogan et al, 1990); de igual forma, medianté

de flujo es posible cuantificar la expresion de manera mas
obtener suspensiones celulares individualizadas.

exacta, sobre todo si se
citometria

realiza sobre cuitivos celulares, donde es facil
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Los principales anticuerpos monoclonales son:

A) AcMo JSB-1:

Caracterizado por Sheper y colaboradores (1988), se obtuvo de celulas ovaricas de
hamster chino (CHO) que eran resistentes a la colchicina. Para que el AcMo se una a ia P-170
es necesario que la membrana de la célula esté permeabilizada, lo que hace pensar que el epitopo
que reconoce es de localizacion intracitoplasmica, mas concretamente, muy cerca y unido al
epitopo que identifica el AcMo C219 (Sheper et al, 1988) (Dalton et al, 1989b). También se
especula, que el lugar donde se une el AcMo es la membrana plasmética y las membranas del
aparato de Jolgi. El JBS-1 ofrece, segin las experiencias originales de Sheper y colaboradores
(1988), excelentes tinciones en preparaciones citologicas, siendo preferible secar al aire sin fijar
6 una fijacién ligera con acetona (10 minutos, 20°C).

B) AcMo C-219:

Caracterizado por Kartner y colaboradores (1985) que detecta un epitopo
intracitoplasmético en la vertiente citoplasmica de la membrana celular. En el andlisis de la
proteina de hamster, este AcMo detecta ur segmento de 6 aminoacidos que se situan cerca de
los dominios ATP-dependientes mas cercancs al N-terminal (Sheper et al, 1988). El isotipo de
este AcMo es 1gG,. Weinstein y colaboradorzs (1990) han descrito lo que ellos llaman inesperada
expresion de una proteina reactiva frente al C-219 que se situa en el aparato de Colgi (G-C219-
RP), y han descrito dos tipo de pair6n de tincion en epitelio normal de colon y de ureter (difuso
y perinuclear). Ademas estudiaron la relacion existente entre la expresion G-C219-RP y los
grupos sanguineos de los tejidos utilizados, llegando a la conclusion de que el grupo A se asocia

a dicha expresion en los tejidos normales y patologicos estudiados.

C) AcMo C-4%4
Este AcMo es el unico que detecta la expresion de P-170 especificamente codificada por
los genes mdr-1 en el humano y pgp! para el hamster; més concretamente se une a un pequefin

fragmento cercano a los dominios ATP-dependientes que s¢ hailan en la mitad C-terminal. La

feccitn de mdr-1 a células mdr(-) provoco la positividad de este AcMo en dichas células,
lacionados con el mdr-1, que como

trans

Jo que prueba que reconoce unos péptidos directamente re

mas arriba se sefialo, es el portador del genotipo MDR(+) (Georges et al, 1990).

D) AcMo C-32: ;
Se ha caracterizado solamente frente a pP-170 de hamster (Georges et al, 1990).

Reconoce una secuencia de 13 aminoacidos situados entre los dos dominios ATP dependientes
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de la mitad C-terminal. No es util para tejidos humanos ni de ratén

E) 265/F4:

| Caracterizado por Lanthan y colaboradores (1985). Poco usado, sobre todo mediante
técnica de inmunofluorescencia (Effert et al, 1990).

F) MRK-16:

Obtenido por Hamada y Tsuruo (1986), detecta especificamente una P-170 s6lo humana
ya que no lo hace frente a raton 6 mono. El epitopo al que se une se encuentra en la superficie
externa de la membrana celular e incluye un péptido humano que expresaban las células de raton
iransfectadas con mds-1. Este epitopo es resistente a los aldehidos y a las proteasas (Willingham
et al, 1987). La tincion del MRK 15 detectable en la membrana plarmitica y en la luz del aparato
de Golgi, con muy debil tinci6.i en el reticulo plasmatico, sugiers que este AcMo podria detectar
los cambios experimentados por el péptido en el aparato de Golgi, como puede ser la
glicosilacion (Axiotis et al, 1991). Hay trabajos que estudian la expresion del C-219 a nivel del
aparato de Golgi y lo denominan G-C219-RP (Goigi-C219-Reactive Protein).

Se ha demostrado la expresion de P-170 usando el MRK16 en tejidos nmormales
(Suguwara et al, 1988) ¥ tumorales; tumores renales (Efferth et al, 1990), sarcomas (Gearlach et
al, 1987), linfomas (Pileri et al, 1991), mieloma (Dalton et al, 1989b), adenocarcinoma de esofago
y de estomago (Robey-Cafferty et al, 1990), adenocarcinomas de endometrio (Axiotis et al,
1991), luecemias (Musto et al, 1951), etc.

Hemos encontrado, tras el exhaustivo rastreo bibliografico reclizado, escasas referencias
acerca de la cuantificacién de la glicoproteina P-170 por citometria de flujo, tan solo se limitan
a detectar su presencia 0 ausencia. Entre ellas destaca el estudio de Toffoli ¥ colaboradores
(1991) sobre lineas celulares de carcinoma de colon (HCC) y la sublinea resistente a drogas de

la misma (SW948/HCC), cuantificando la expresion d2 P-170 mediante el AcMo MRK-16 .

Modulacion farmacolégica de la MDR.

Desde las primeras dsscripciones de la P-170 y £u base genética, se han estudiado otros

farmacos (Tsuruo et al, 1981), sobre todo calcioantagonistas ¥ actualmente la CsA, que

interfieren en la expresién y funcionalismn de esta glicoproteina.
Los compuestos que tienen una accion inhibitoria sobre la funcion de expulsion de la P-
170 se dividen en cinco clases:

a) Bloqueantes de los canales del calcio: como el verapamil, nifedipina, nicardipina

36




Introduccion

(Mickisch et al, 1990) y derivados de éstos que han perdido su funcién bloqueante
irreversible pero si la manifiestan de manera reversible.

b) Reserpina, Quinidina (Tsuruo et al, 1984), Lidocaina.

¢) renotiacinas. s

d) Derivados de los alcaloides de la Vinca y antraciclinas que ha' perdido su caricter
citotoxico.

¢) Ciclosporina y sus derivados (Slater ¢t al, 1986).

Las sustancias que han demostrado un importante efecto en cuanto a la modulacion son
los que a continuaciéon mencionamos:

-~ Blogueantes de los canales del calcio (BCC).

Todos los trabajos hasta ahora desz:rollados apuntan hacia una unién competitiva de los
BCC (el mas estudiado ha sido el verapamil) con la estructura de la P-170 de igual manera a
como lo hacen las drogas quimioterdpicas. Esa union competitiva inutiliza a la P-170 para
expulsar los farmacos a los que se ve sometida la célula en estudio. Es importante sefialar que
esta unién BCC+P-170 no se da en células normales (Safa et al, 1987). Por todo ello los BCC
han .ci.do efecto como sensibilizadores en 1quellas células MDR(+) (Hu et al, 1990), aunque
ensayos clinicos efectuados sobre pacientes de céncer de ovario con expresion MDR(+) han sido
poco alentadores ya que las dosis requeridas para tener efecto sensibilizador eran cardiotéxicas
(Figueredo et al, 1990).

- Influencia de la ciclosporina y sus derivados en la modulacion de la P-170.
Una cuestion por analizar es el posible papel que la CsA juega sobre el control de la
expresion de la glicoproteina P-170 inductora de la multirresistencia de los tumores a las drogas

quimioterapicas, sobre todo adriamicina, vincristina, doxorubicina y vinblastina (Gottesman &

pastan, 1988b) (Twentyman, 1988b) (Hait et al, 1989).

En tejidos normales. .
La GP-170 se considera, con general aceptacion, que comc funcion principal interviene

en la detoxicacion celular de sustancias exogenas. Se ha detectado P-170 en aquellas células que

tienen gran capacidad secretora (Sugawara et al, 1988), aunque apenas existen trabajos que

relacicnen los niveles intracelulares de P-170 con la capacidad detoxicante de cada Organo. A

este respecto, nuestro grupo de trabajo ha realizado algun

pestransplante (G* del Moral et al, 1991).

as apoitaciones en biopsias renales

En tejidos tumorales.
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La CsA y sus derivados tienen una accion inhibidora de la P-170 en tumores de Ehrlich

(Meador et al, 1987), tumor testicular humano (Scheuler & Osieka, 1987), en lineas celulares de

carcinoma de células pequefias de pulmén (Twentyman et al, 1987), en celulas de leucemia
murina (Nooter et al, 1990) y sobre células de ovario de hamster resistentes a la dauncrubicina
(Silvermann et al, 1989). La regulacion de la CsA sobre la expresion de ios genes mdr en lineas
tumoraies estd demostrada (Nooter et al, 1990) (Herweijer et al, 1990) dandose una clara
correlacion positiva entre el nivel previo de genes mdr y el grado de acumulacién de farmacos
que las células MDR(+) experimentan tras la exposicion a CsA. En este sentido, desde 1988
numercsos grupos de trabajo estan aportando continuas experiencias sobre la modulacion que
realiza la CsA sobre la P-170, independientemente 6 en conjuncion con los BCC (Meador et al,
1987) (Herweijer et al, 1990) (Handschumacher, 1991).

[-2.1.6.2.- Otros mecanismos de resistencia.

Los mecanismos bioquimicos y celulares conocidos que se creen implicados en la MDR
son muy variados, podemos citar:

a) Alteracién de niveles enzimaticos:

a.1.- Complejo Glutation, entre éstos podemos citar ¢l Glutation-S-transferasa
perteneciente a la fase 11 del citocromo P-450 (Volm et al, 1991), que 8¢ conjugan con
sustratos electrofilicos haciéndolos de ese modo menos toxicos y més facilmente
excretables. Previenen fenomenos de oxidacion celular, y se ligan a sustancias
intracelulares imposibilitando su accién toxica. Otro enzima es el Glutation peroxidasa
que cataliza la reduccion de toxicos peroxidos a alcoholes a expehsas de 1a oxidacién de
un grupo sulfhidrilo. Fl aumento de estos enzimas en algunas lineas tumorales ( por
ejemplo MCF-7) aumenta el poder de detoxicacion de las celulas ante ciertas drogas.
(Redmond et al, 1991).

a2.- Aril hidrocarbén hidroxilasa, qué pertenece a la fase 1 del citocromo P-450,

convierte muchas drogas en su forma activa mediante la adicién de grupos hidroxilos ¥

de moléculas de oxigeno, de esa manera la reduccion en su cantidad 0 en su actividad

hace que algunos farmacos no puedan activarse y por lo tanto pierden su efectc

antiproliferativo. (Toffoli et al, 1991).
uida como en el caso de algunas

2.3~ Proteinquinasa C, pudiendo presentarse dismin

lineac de leucemia linfoblasticas, © aumentada en la linea MCF-7 resistente a la

doxorubicina, no pudiéndose correlacionarse adecuadamente con los niveles de MDR de

las lineas estudiadas (Schwartz et al, 1991).

i i6 i s que
a.4.—H’—AT Pasa vacuolar, que tiene jmportancia en la expulsion de toxicos celulares q
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utiliz .
tiliza ATP generado por este enzima. El mecanismo exacto no se conoce, pero parece
relacionarse con la actividad ATPasa que se le atribuye.

b) Sustancias que aumentan los factores reparadores dei ADN alterado por efecto de
quimioterapicos (Roberts et al, 1989). Como caso contrario a dichas sustancias tenemos la
estrepmzotocina que inhibe una serie de enzimas reparadoras, incrementando con ello la
capacidad terapéutie= de algunas nitrosoureas (Marx, 1986).

¢) Alteraciones de enzimas diana para ciertos farmacos, como es el caso de los cambios
de la dihidrofolato-reductasa que es el enzima sustrato del metotrexate (Rodenhuis et al, 1986),
6 la topoisomerasa 11 que lo es de la doxorubicina (Zwelling et al, 1990).

I-2.2.- MODELOS EXPERIMENTALES IN VIVO.

Desde su inicio en 1955 hasta 1975, el caballo de batalla del programa de screening del
Instituto Nacional del Cancer fue la leucemia L1210 de los roedores. Posteriormente, se
consiguié que la seleccion de productos quimicos fuera maés racional al emplear un panel de
tumores murinos, disefiado para cuestionar la validez clinica y la especificidad organica de los
modelos. La criba inicial se efertua utilizando la leucemia murina P388, y los agentes que
demuestran actividad sobre esta neoplasia pasan a ser testificados frente al panel de tumores que
incluye: La leucemia L1210, el melanoma B-16, el sarcoma M5076 y tumores humanos

heterotrasplantados a ratones atimicos (Devita, 1988).

Constituye un dogma inherente a todos los sistemas de scicening 1a necesidad de que el

farmaco demuestre su actividad en las fases preclinicas antes de ser probadc én humanos.

A pesar de la dificultad que entrafia el extrapolar los resultados obtenidos in vitro a in
vivo, en la actualidad se tiende a sustituir los modelos en animales por modelos in vitro validados.

i 15 iod
‘Con este fin se vienen realizando joradas para tratar ¥ poner a punto Pucvos modelos de

validacion in vitro (Castell, 1992) (Walum, 1992).

1-3.- CARACT ERISTICAS DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVOS
CELULARES Y CURVAS DE CRECIMIENTO IN VITRO.

El crecimiento de las células en cultivo s€ ajusta a una curva trifasica de morfolcgia

sigmoidea segan el modelo Gonpertziano, diferente para cada linea celular. El conocimiento de
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las caracteristi i
eristicas de cada curva nos permite comprender el comportamiento bioldgico y disefiar
las distintas experiencias con mayor fiabilidad. Los diferentes periodos son los siguientes:

- Fase de retraso 0 "lag”.

Es el tiempo que . igue a la siembra o subcultivo celular durante el cual las células, en su
mayor parte, permanecen en reposo sin evidencia de un incremento celular franco. Es un periodo
de adaptacion en el que reaparecen elementos como el glicocalix, perdido durante la
tripsinizacién, se produce la adhesion al sustrato y su expansion, aumenta la produccién de

enzimas como la ADN polimerasa, incremento que va seguido de la sintesis de nuevo ADN y
proteinas estructurales.

La duracion de esta fase es posible determinarla mediante la curva de crecimiento, de
forma que estaria definida por el punto de interseccién obtenido con la extrapolacion de una
linea que continuara hacia abajo la direccién de la trazada en la fase exponencial y la linea
horizontal que parte del punto que sefiala el valoi del inoculo celular inicial.

- Fase logaritmica o "log".

Es el periodo de incremento exponencial del nimero de células, sigue a la fase "lag" y
termina después de una 6 dos duplicaciones celulares, una vez alcanzada la confluencia en los

cultivos. La duracion de la fase logaritmica depende de la densidad celular de la que partimos.

Fn esta fase la fraccion de crecimiento (Mendelsohn, 1963) es elevada, habitualmente
mayor del 90%, 1a poblacion es mas uniforme y la viaoilidad alta (Freshney, 1983), por todo ello
es el periodo elegido par” desarrollar las experiencias. Hay que tener presente que las células se

encuentran distribuidas al azar en las diferentes fases del ciclo celular.

De este periodo se puede extraer un nuevo parametio que es el tiempo de duplicacion

(Td), definido como el tiempo que necesita el cultivo para incrementar al doble su poblacién

celular er mitad de la fase exponencial.

- Fase de meseta O plateau”.
Este periodo no lleva implicito el cese completo del crecimiento y division celular sino
mas bien el equilibrio en el seno del cultivo de la fraccion de células proliferantes ¥ el numero

ueren. Es el sector de la curva de crecimiento que p

de células que m lantea mayores dificultades
e células g
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en su cé epende : i '
I calculo, pues depende en gran medida no sélo del tipo de células sino de la frecuencia

de recambio del medio de cultivo y de las dimensiones del scporte solido donde crecen

1-4.- 5STIMACION DE LA FRACCION DE CRECIMIENTO CELULAR.

Se debe a Mendelsohn la definicion del concepto teérico "Fraccion de crecimiento (FC)”,
comc la relacién existente entre el numero de célvlas proliferantes y el nimero total,

proliferantes y quiescentes, en un cultivo de elementos normales o tumorales (Mendelsohn,
1963).

T-4.1- METODOS DE EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR.

1-4.1.1.- Contaje de mitosis.

Es clasico su empleo, por ser la Gnica fase reconocible por simple examen morfologico
y mantiene su vigencia pues proporciona informacion de caracter predictivo sobre muchos
tumores, tales como linfomas (Ellison et al, 1987) (Ackerman et al, 1987), melanomas (Ronan
y Das Gupta, 1988) ¥ especialmente én los tumores de musculo liso (Silverberg, 1976).

Fn el caso concreto del melanoma, se han estatlecido incluso, formulas matematicas con
el proposito de calcular con mayor exactitud el curso pronostico del tumor en estadio clinico I
(Schmoeckel & Braun- Falco, 1978) (Kopf et 4, 1987). Esta férmula denrminada Indice
Pronéstico (IP). relaciona el método de Breslow (profundidad en milimetros del melanoma) con

el namero de mitosis por milimetro cuadrado, sobre preparaciones histologicas convencionales.

1-4.1.2.- Contenido en ADN.

La sintesis de ADN durante ia fase S del ciclo celular, puede ser medida mediante el uso

de precussores tritiados (timidina H}). analogos de dichos precursores (incorporacion de

bromodeoxiuridina, BrdUrd), por citometria de flujo 6 mediante analisis de imagen.

e timidina tritiada y su lectura, bien autorradiografica 6 con contador de

La captacién d
del tejido con el precursor

centelleo, tiene el inconveniente de necesitar la incubacion previa

¢l caso de biopsias & de cultivos celulares no constituye problema alguno.

radiactivo, que en

La BrdUrd, es también incorporada al ADN y su evaluacion se establece con anticuerpos
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especificos frente a dicha molécula (G
Gratzner 1982) ¢ " ¥
1983). ) G por citometria de.flujo (Dolbeare et al,

En la actualidad las técnicas de citometria de flujo y de andlisis de imagen son las que

gozan de mas predicamento. La citometria de flujo es mas sensible'para determinacién de ADN,

ero el ana de i ) j i
p el analisis de imagen, aunque trabaja con densidades Opticas y 8in que exista relacion
estequiometrica, permite visualizar lo que va a cuantificarse. :

1-4.1.3.- Métodos histoquimicos.

En los tltimos afios los marcadores histoquimicos de progresién tumoral han sido
ampliamente estudizdos con fines diagndsticos y pronosticos por parte del patologo. Quizas el
mas difundido es el anticuerpo Ki-67, obtenido por Gerdes y colab_oradores (1983) (1984), que
reconoce un antigeno nuclear expresado exclusivamente por las células proliferantes (G1, S, G2,
M) y ausente en las celulas quiescentes (Go).

Recientes publicaciones demuestran una estrecha relacion entre la inmunotincién frente
al Ki-67 v otras pruebas que valoran la proliferacién celular, como es la la incorporacién de
t{midina tritiada 6 BrdUrd (Kamel et al, i989). Aunque no se debe olvidar, que fenomenos como
la deprivacién de factores nutricios pueden modificar la mencionada relacién (Dierendonck et
al, 1989). Experiencias realizadas con la linea celular HeLa, encuentran que la reduccion se
establece de forma paralela (Sasaki et al, 1989). '

El antigeno reconocido por el anticuerpo monoclonal Ki-67 atn no ha sido por comnieto
caracterizado. Se sabe que corresponde a una proteina no histona ensamblada por cadenas
polipeptidicas, de un peso molecular aparente u. 345 y 395 Kd, codificado por una secuencia
génica hasta el momento desconociGa (Gerdes et i1, 1991). Tampoco se conoce su contribucion
exacta en la actividad proliferativa. No ohstante, se ha observado que Ja expresion méaxima se
consigue en la fase G2M de las células en crecimiento exponencial (Sasaki et al, 1987a) y queda
ampliamente dilucidado, sobre lineas celulares experimentales, que las variaciones de expresion

del antigeno son causa ¥ consecuencia de modificaciones en la proliferacion celular y no un

mero fenomeno asociado (Sasaki et al, 1989). A tenor de los datos que se disponen, ha sido

posible distinguir el Ag Ki-67 de ctras estructuras asociadas a proliferacion como el caso de la

siclina, p53, c-myc y otros oncogenes (Gerdes et ¢, 1991).
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1-5.- EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS DISOLVENT:S UTILIZADOS EN LA
PREPARACION DEL FARMACO (CsA,).

I-5.1.- ETANOL.

Este alcohol es utilizado como disolvente en aouellos casos que es necesario su
incorporacion para mejorar la solubilidad de las drogas.

Ha sido estudiado el efecto del etanol sobre cultivos celulares y no s han observado
modificaciones de las células tratadas frente a los controles a bajas concentraciones. En la linea
C-6 de glioma de rata, el efecto citotoxico el etanol se produjo a concentraciones de 200 y 100
mM, mientras gue a 50 mM no se evidenci6 efecto citotoxico algano y el patrén de crecimiento
fué similar ai del control. Los cambios morfologicos observados fueron, una disposicién mas

ordenada de las células y un tamafio celular claramente o "or que €n el control (Alvaro, 1989).

Tras realizar tinc'ones convencionales sobre lineas celulares expueste” a etanol 50 .nM,
el crecimiento sobre el sustrato de cristai fué el habitualmeqte mostrado por la linea, con la
particularidad de que se observaron los elementos celulares con un c.(cplasma eosinofilo ¢xtenso

y manteniendo su moifologia habitual {Alvaro, 1989).

1-5.2.- ACEITE DE RICINO POLIOXIETILADO {(CREMOPHOR).

El Cremaphor es utilizado como vehiculo en la preparacién de inyectables de CsA via

intravenosa (Gievel et al, 1988).

Se ha publicado que el Crem~>hor causa efe~tos adversos sobre la funcioén renal tales

como una reduccion aguda en el flujo de sangre renal de aproximadamente el 50% (Thiel et al,

1986).

Estudios realizados sobre la linea epitelial renal de cerdo LLC-PK; Jemostraron que €l

Cremophor es citotoxico cuando se utiliza a concentraciones altas, asi como que altera la

morfologia de estas células a baijas concentraciones (Nissuerger et al, 1991). Cuando las células

fueron incubadas con 10'2—104% de Cremophor duran '
CsA en algunas células, miericras que no s€ aprecio

te | dia, e progaujeron alterc.ziones

similares a las observadas a bajas dosis de

i - 10%% de C phor Gurante 4 dias.
ningun cambic respueés de la incubacién con 107% de Cremop

i jdades g vehiculo
Considerando las relativamente grandes cantidades de Cre. phor usadas como
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a (O v N 1A » i i
para Ia CsA, mcluso en conexion con nosis bajas de mani>nimienic dadas a pacier s, es posible

que este disolvente sea el resnonsable de una parte de los efectos nefrotoxicos asociados con el
tratamiento de CsA (Nisgherger et al, 1991),

Por otra parte se ha demosirado que el Crcmophor a la concentracion administrada en

clinica (Sandimmun®, SANDOQZ) s n potente modulador de la MDR en células de mieloma

humanas (Dalton el al, 198G) (Dalton et al, 1989a), a concentraciones de proteina que de forma
estrecha se asemejan a la situacién in vivo, siendo sus efrctos comparables a los resultado.

obienidos usando CsA v verapamil (Schuurhuis et al, 1990).

Estudio: clinicos en mieloma ntilizando el Cremophor como modificador de la resistencia
confirman los resultados in vitro. Ademes, el Crerzophor puede pasar a ser util en el tratamiento
de tumores conwmendu GP-70 ademas del mieloma, puesto que se ha visto que in vitro el
aceite de ricino polin=ietilado es activo sobre otras células cancerigenas MDR conteniendo GP-
170, como las célula escamosas de cancer de pulmén (Broxterman et al, 1989) (Keizer et al,
i95.,, células de cancer de ovano, asi como en células humanas de céncer de colon

intrinsecamente resistentes (Schrurhuis #* al. 1990)

I-6.- FUNDAMENTOS TECNOLOGICOS DE LA CITOMETRIA DE FLUI?D.

De forma genérica, un citometro de flujo se co..pone de tres sistemas instrumertales
1iegr dos: Un sistema de inyeccion y manejo de 1a muestra, un detector fisico y optico de Ik
parametros citu. 'cos a medir y un sistema digita!'zado para el proceso e los datos.
Fl sistema de inyeccion y manejo de 1a muestra consiste en un mecanismo hidranlico presurizado
donde se incorpora la suspension de célunlac a analizar, que €8 vehiculizada nacia un conducto
capilar estrachado por una corriente coaxial de liquido sobre el que inciue un estrechc haz de
fv  La inyeccién se realiza hab‘tualmente por un sistema volumétrico compuesto de bomba y
jeringa capaz de inyectar un volumen eracte de la suspension celular (Crosland-Taylor, 1953)
(Kache: & Menke, 1979) (Pinkel & Storel, 1983).

Segin el caracter ¢al hae explorados 2 disiinguen dos tipos de citometros de flujo: a)

de luz laser. Los primeros han sido progresivamente sustituidos por

De lampara de mercurio y b)
portan estos altimos (Hiebert, 1979) (Wheeles

los de iipo laser por jas grandes ventajas g€ T¢

& Kay, 1985).

85):a) Un
Fl sistema le deteccion consia de (Steinkamp €t al, 1982) (Wheeles & Kay, 1985) : a)
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conté métrico de tipo C
ado.  olumétrico de tipo Coulter para el recuento de las unidades celulares que tuyen por

e

| capilar, istema opti
capilar; b) sistema oOptico, formado por un detector de la luz dispersada en sentido

longitudinal, un filtro espacial de seleccion, diversas lentes de enfoque del rayo laser sobre el haz

dc}luin celular y ciertos filtros y espejos que permiten seleccionar determinadas longitudes de

onda en la radiacion reflejada por la columna celular en estudio y ¢) los tubos multiplicadores

\"’,". anoo o ~ iy ~ B » - ® ¥ .
paces de recoger v transformar ia luz reflejada en una débil corriente electrica.

Fl sistema electronico digitai y de analisis de datos consta de diversos amplificadores de
sefial. un transformador analogico-digital para convertir los pulsos electronices en informacion
.‘ digital y un ordenador que almacena y analiza los datos, proporcionando estudios estadisticos y

| represerntacion grafica de los mismos (Wheeles, 1991) (G* de! Moral y O'Valle, 1992).

La calidad de un sistema de ¢"‘ometria de flujo se mide actualmente por sus prestaciones
expresadas en sensibilidad, reproducibilidad v velocidad de analisis del instrumento en cuestion
(G* del Moral y O'Vaile, 1992). La sensibilidad depende de multiples factores (intensidad y
caracter del laser, velocidad del flujo celular en la camui2, tipo de optica y sensibilidad de!
detector, tipo de fluorocromos utilizados, etc.), es propia para cada instrumento y, en la mayoria

de los sistemes, se cifra en un minimo de 1000 moléculas de fluorocromo por célula analizada.

La reproducibilidaad © posibilidad de obtener un mismo resultado para muesiras
equivalentes, depende de la estabilidad de la radiacion luminosa y del flujo de la muestre, asi
como de la eliminacion de toda reflexion luminosa no debida a ia estimulacion de la columna
celular ("ruido del sistema”). Se considera como minimo aceptable en tomo al 1%. La velocidad
lde proceso 0 capacidad de discriminacion de ¢ s independientes, debe estar entre cuatro y

,} sinco mi! cébias por sequndo (Wheeles, 1921) (G? del Moral y 0'Valle, 1992).

wdios de citometria de flujo sobre poblaciones celulares en saspension
1990): 1) Analizar la cinética

Actuzlmenie, los
pret. nden cubrir dos objetivos ;undamentales (Carter & Meyer,

ce'ular v corten:do medio er ADN de la poblacion problema ¥y 2) Conocer ¥ cuantificar su

fenotipo in~unologico a través de la union intermedia con anticuerpos especiticos marcados con

fluorocromos.

Los estudios de cinética celular y cuantificacion del ADN se basan en la det.sminacion

ado de plnidja-celular y del porcentaje de células en fase S (de sintesis 0 duplicacion del

ADN) en una poblacion celular problema. Para ello la técnica 4e cuaniificacion mas empleada
io general,

| ADN nuclear con una sustancia fluorescente (por
ometidas a la accioin del

del gr

habitualmente, consiste en tefiir €

bromuro de etidio 6 yoduro de isopropidio 0 naranja de acridina) qQue o
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aser , Ci é escenci ' anj
laser pruporcionan fluorescencia roja o anaranjada, de forma que el conteniflo de ADN en la

suspension celular y la intensidad de la fluorescencia emitida son proy orcionales.

A partir de estos datos puede extrapolarse. conociendo el nimerc total de células que
discurren por el rapilar, el porcentaje de elementos dipioides o aneuploides existente en la
muestra (Utsinzer et al, 1977) (Darzynkiewicz et al, 1986).

Las caracteristicas del ciclo mitdtico de una poblacién celular pueden analizarse de forma
méas completa, mediante marcaje complementario con bromodesoxiuridina (BrdU), que es
atrapada exclusivamente por las células en fase S. Cor oosterioridad, se colorea con joduro de
isopropidio el ADN de la poblacion y se utiliza como marcador especifico de las células en fase
3, un anticuerpo anti- BrdU conjugado cou fluoresceina, para practicar una doble determinacion
de fluorescencia roja y verde por métodos semejantes al antes descrito (Dolbeare 2t al, 1983)
(Clevenger et al, 1985) (Sasaki et al, 1957},

Los estudios de receptores y fenotipo celular sé fundamentan en el marcajé' previo de la
poblacién problema con ano 6 dos anticuerpcs monoclonales conjugados con fluorocromos
(fluoresceina-FITC y/o ficozritrina-B), sobre los cuales se hace incidir célula a célula, el rayo
lase-. La luz dispe sada al incidir el rayo sobre cada célula es recogida por el detector frontal que
define el tamafio celular. La uz dispersada en sentido perpendicular es re cogida por el cetector
en angulo recto que analiza las células en funcion de su densidad 6 granularidad. El analisis
conjuntc de la intensidad de la fluorescencia para toda la poblacion y su representacion
estadistica, permitira conocer la proporcei6n relativa de elementos marcados por cada anticuerpo

asi como el tamafio de Jos 1nismos y su homogenexd~d citoplasmatica (Braylan et al, 1982) (Coon

& Weinstein, 1991).

~

1-7.- INTRODUCCION GENERAI AL AMALISIS DIGITAL DE INAGENEE.
ANALISIS DE IMAGENES DIGITALLTADAS, FUNDAMENTOS BASICOS
SOBRE DIGITALIZACION Y TRATAMIENTO DE iMAGENES.

. sk ;
Aungue la aproximacion conceptual al analisis de imagenes Ppor ordenador &

Hgi int ati [y son tanto.
relativamente simple, los fundamentos l0gicos € intormaticos del procest ya no lo son

i image: de los
De forma general. todo sistena de tratamiento de image.es por o1 denador consta

siguientes eciementos (G? del wioral v O'Valle, 1992):
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-~ Dispositivc de captacion de la imagen.
Procesador digital que la transforma para hacer asequible su manejo por un sistema
informatico A/D.
Dispositivo de presentacion de la imagen.
- 3istema de almacenamiento y/¢ de transmision de imagenes.

Ordenador que se encarga de ejecutar los programas de analisis y manipular ias
imagenes hasta obtener los resultados previstcs.

1-7.1.- ADQUISICION DE LAS IMAGENES.

En el campo de la morfologia microscopica, la captacion de las imégenes se realiza
mediante una camara de television, el microdensitémetro 6 un scanner. Todos estos instrumentos
tienen en comun la propiedad de medir con una fotocélula & dispositivo similar, la cantidad de
luz que porta uc haz elemental transmitido por la imagen a muestrear. Fl resultado punto a
punto de la exploracion es recogido por el sensor y enviado a la tarjeta digitalizadora (3acus &
Grace, 1987).

En otras ocasiones, la luz reflejada es recogida por una camara de television funcionando
mediante sensores situados en celdillas independientes (sistema CCD) (Smeulders & Kate, 1987)

(Ferrer-Roca, 1990).
1-7.2.- DIGITALIZACION DE LA IMAGEN.

La imagen digital, se obtiene a iravés de la cuantificacién de Ja amplitud de una imagen

discretz. El numero de valores posibles para definir 1a amplitud depende del nimero de bits

empleados en la codificacion.

Esta tltima circunstancia no s constante para todos los sistemas de andlisis ya que

el tipo de imagen a digitalizar. En el caso de imagenes complejas con amplia gama de

depende d .
grises como es ol caso de las histologicas o las estudiadas en meorfologia, se estan utilizando por
jva a la {luminosidad de cada punto del

. para almacenar la informacion relat
alor maximo codificado serd igu

convencion, 8 bi ; .
objeto, por lo cual el v al a 2°=256. Por convencion, una

intensidad 0 es igual al negro mientras que el valor 255 equiv
(en conjunto 256 niveles 0 tonos

ale al blanco (Smeulders & Kate,

1987). Los restantes valores constituyen la escala de grises
e ser convertica ia luminosidad de cualquier punto de
(Ferrer-Roca, 1990).

la imagen. A este
distintos), en que had

proceso de conversion se denomina transformacion digital
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1-7.3.- PROCESAMIENTO Y PRESENTACION DE LAS IMAGENES

' La primera intervencién que puede realizarse sobre una imagen a trave” de un sistema
de analisis autoinatico, es la aplicacion de determinados operadores que contribuyen a mejorar
6 incdificar algunos aspectos de la imagen inicial. Atendiendo al nimero de elementos de la
imagen inicial que intervienen en el calculo de cada elemento de la imagen final puede;l
distinguirse (Gonzalez & Wintz, 1987). ’

- Operadores puntuales.
- Operadores locales.
- Operadores globales.

1-7.3.1.- Técnicas do analisis de imagen mediante opera _..s puntuaies.

Los operadores puntuales pueden modificar pixel a pixel tanto la luminosidad (amplitud)
como sus coordenadas geomeétricas.

Las modificaciones en la amplitud de la imagen se realizan para cumplir dos objetivos
fundamentales: 1) Provocar su realce y mejorar su representacién visual, por lo general
aumentando el contraste; 2) Corregir alteraciones radiomeéiricas fundamentalmente eliminando

las zonas con iluminacion deficiente.

Fl primer paso para realzar una imagen es realizar el histograma de grises de la imagen
inicial. En esta representacion grifica el ordenador muestra el nimero de pixeles de la imagen
asociados a cada uno de los 256 niveles posibles de gris, lo cnal es una informacién sumamente
atil sobre la composicion digital de la imagen. Comunmente, en el histograma aparecen picos
bien definidos de los tonos de gris que predominan en la imagen, de forma que &s posible

seleccionar aquellos que corresponden a las estructuras de objeto de analisis.

Fl subsiguiente aumento del contraste se obtiene al expandir el histograma de la banda

seleccionada hasta ocupar de nuevo todo el espectro posible en fa imagen final, a través de un

proceso denominado ecualizacion.

La eliminacion de las sombras y artefactos producidos por una jluminacion deficiente del

objeto, es otra operacion relativamente sencilla que estd w alcar.ce de los sistemas autcmaticos

de analisis de¢ imagen. Se realiza por un procedimiento anilogo al anterior, de forma que primero

se realiza una captura de 1a luminosidad del fondo y, el histograma obtenido se resta pixel a pixel

a la imagen de trabajo a través de un operador puntual (Ferrer-Roca, 1990).
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1-7.3.2.- Técnicas de analisis de imagen mediante operadores locales.

Este tipo de operaciones sobre las imégenes se realizan con dos objeiivos fundamentales:
1) Producir un filtrado de las mismas eliminando determinadas frecuencias contaminantes
(conocidas comc ruidos) y 2) Prevocar un realce especifico de los bordes de la imag. con
objeto 1e obtener un resultado final que sea subjetivamente mas agradable.

Ambos tipos de operaciones se realizan mediante la aplicacion a la imagen inicial « -
filtros digitales que la suavizan eliminando ruido y corrigiendo errores de transmision (Gonzalez
& Wintz, 1987) (Pratt, 1978).

1-7.3.3. - Técnicas de anilisis de imagen mediante operadores globales.

Se realizan basicamente a través de la aplicacién de transformaciones bidimensionales por
las que se establece una relacion biunivoca entre dos espacios distintos (p.e., la proyeccion de
una imagen tridimensional en un eje de coordenadas trigonométricas 0, viceversa, la
reconstruccion tridimensional de un objeto a partir del muestreo de una imagen plana (Freeman,

1961). Ademas con estos operadores conseguimos:

1) Extraceion de informacion de la imagen mediante analisis matematico.

2) Reduccién de la redundancia o solapamiento de bandas superpuestas en imégenes
mulifbanda.

3) Elimiracion de degradaciones de la imagen ( desenfoque, defectos de curvatura..).

1-7.4.- SEGMENTACION Y CLASIF _ACION DE LA IMAGEN.

El concepto de segmentacién de una imagen hace referencia a la seleccion del
componente de la misma que va a SeT objeto de anélisis. En la practica, este procedimiento
consiste en aplicar a la imagen un umbral de discriminacion por o] cual todos los pixeles situados
deniro de dicho umbral son considerados como paite del objeto y el resio s tratados como
ruido. Fn el fondo, todo se reduce a colocar ios pixeles seleccicuados en blanco y los rechazados
en negro, por lo cual el resultado final es una im.:gen binaria en dos tonos (Abmayr et al, 1987).

La segmentacion de vna imagen puede realizarse de tres formas distintas: Interactiva,

semiau‘omatica y automatica.

49




‘ Introduccion
1-7.5.- PROCESAMIENTO DE LA IMAGEN BINARIA.

Sobre una imagen segmeniada pueden aplicarse, aparte de todos los operadores de

imagen antes mencionados, métodos de morfologia matematica cuales son (Harris et al, 1982)
(Harms et al, 1986):

1) Técnicas de erosion-dilatacion.

2) Esqueletizacion.

En la erosion de un objeto, se realiza la eliminacion de la capa de pixeles situada
superficialmente sobre el inismo, de forina equivalente a lo que supondria pelar un cebolla .
Mediante esta manipulacion, inicialmcite se hace desaparecer las irregularidades mas sutiles de

la superficie de los objetos, por lo que la erosidn se considera util para individualizar objetos que
se encuentran en contacto.

La dilataci6n es la funcion inversa a la erosion, de forma que mediante ella, se afiade al
objeto una capa superficial de pixeles agrandando su tamafio, con ello unim2. objetos

independientes 6 rellenamos pequefias oquedades de la imagen primaria.

La esqueletizacion de w 1 imagen binaria consiste en reducir toda la informacién
contenida en ella a unos ejes principales de referencia a través gel adelgazamiento progresivo de
J]a estructura a esqueletizar hasta alcanzar la configuracién de una lina de un solo pixel de
espesor. De esta forma un esqueleto simple y sin ;amificaciones informa de una imagen de

morfologia secilla, y lo contrario si tenemos un esqueleto ramificade ¥ arborescente.
1-7.6.- INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS ANALITICOS.

En lo que respecta a la presentacién y andlisis de los resultados obtenidos mediante el
estudio de imagenes digitalizadas, cualquiera de los modernos sistemas puede utilizarse pari.
1) Practicar estudios ce morfometria clasica sobre las imagenes segisentadas ¥ obtener
informacion sobre la longitud,
orientacién y  centro de masd

1983).

perimetro, area, numero de particulas existentes,

de los objetos problema (granulometria) (Giaretti et al,

" . . :
2) Establecer criterios gobre la forma y grado de complejidad de la superficie de lo
ologl atic jonan i cidn

objetos incluyendo operaciones de morfologia matematica que proporcionén informa
, istribucic ial. € e ef 0, €8

sobre sus relaciones, periodicidad, distribucion 2spacial. etc. Dentro de este camp
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posible realizar reconstrucciones volumétricas tridimensionales a partir de cortes seriados
de las estructuras a valorar (estereolcgia) (Ferrer-Roca, 1986).

Realizar estudios sobre la densidad Optica integrada de estructuras histolégicas, como
es el caso de los nucleos celulares (densitometria), en cuya base se encuentra el futuro
desarrollo de sistemas para el diagnostico citolégico automatico de las neoplasias
malignas. En este sentido, es posible analizar la textura de la cromatina nuclear y la
cantidad relativa que existe de ia misma, coloreando el ADN nuclear a través de una
tincion estequiométrica como es el caso de la reaccion de Feulgen. De esta manera, es
posible construir un histograma donde se recogen la proporcion de células diploides 0

aneuploides existente en una muestra problema (McCready & Papadimitriov, 1983)
(Ferrer-Roca et al, 1983b).

Por analogia con la tincion de Feulgen es posible realizar estudios sobre
preparaciones citologicas coloreadas con otros métodos (caso de la hematoxilina-eosina)
¢ incluso, aplicando los correspondientes factores de rorreccion, sobre secciones
histopatologicas. Asimismo, mediante densitometria puede realizarse cuantificacién de
receptores celulares medidos por técnicas de coloracién inmunohistoquimica (Pressman,
1976) (Sklarew & Pertschuk, 1987) (Feirer-Roca et al, 1988a) (por ejemplo, receptores
estrogénicos en cancer de mama, antigeno Ki-67 de proliferacion celular en neoplasias
malignas, receptores de superficie linfocitaria, etc.) siempre y cuando el meétodo
utilizado sea estequiométrico respecto al receptor (6 lo que es igual que por cada
molécula existente de receptor tan solo se produzca la fijacion inmunogquimica de una

molécula de cromdgeno), como es el caso de la inmunoperoxidasa indirccta con puente

{wico (Sternbenger & Sternberg °T. 1986).

Valorar mediante colorimetria directa la tincion estructural y citologica de los tejidos, uno
de cuyos ejemplos més clasicos podria ser la cuantificacion de cianofilia 6 eosinofilia por

parte de las células superficiales e los frotis vaginales 0 la valoraciéon de tinciones

hematologicas en meédula 6sea (Kunze et al, 1980) (Ferrer-Roca et al, 1988a) (G* del

Moral y O'Valle, 1992).
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PLAN DE TRABAJO

Nuestro trabajo ha pretendi i lugs
j pretendido, en primer lugar, establecer y valorar la acciéon "in vitro”

A id
o

simultaneamente, estudiar de forma cuantitativa las posibles modificaciones producidas por la
CsA sobre la expresion de la GP-170 en estas lineas celulares.

de la CsA sobre lineas de carcinoma y melanoma en cultivo. En segundo lugar,

De esta manera v con el fin de disefiar un modelo que permita la testificacion de drogas que
puedan estar involucradas en los mecanismos detoxicantes de donde forma parte activa la GP-
170, hemos planteado los siguientes objetivos especificos:

1.- Estudiar el comportamiento de las lineas celulares HeLa, MCF-7, SK Mel-5 v B-16 en
nuestras condiciones de cultivo, mediante la evaluacion de curvas de crecimiento y
fraccion proliferativa, valorando por andlisis de imagen las densidades Gpticas integradas

de sus nucleos.

Establecer los efectos producidos por la CsA, en el rango de concentraciones
correspondierite a los niveles terapéuticos y proximas a ellas, sobre dichas lineas celu.ares,
cuantificando mediante el método colorimétrico del MTT (sal de tetrazolio) el efecto

antiproliferativo y/0 citotoxico.

Cuantificar mediante citometria de flujo las posibles modificaciones en la expresién de
la GP-170 en )i 1eas celulares expuestas y no expuestas al efecto influjo de la CsA y a

distintos intervalos de liempo.

Analizar la incorporacién de CsA por la célula por valoracion de forma indirecta

mediante radioinmunoanalisis (RIA) de los sobreradantes tras un periodo fijo de

incubacion.

Estudiar el efecto inducido por la CsA sobre los elementos celulares en cultivo mediante
itométricos de analisis de imagen.

la valoracion de pardmetros morfométricos y dens
nde hacer el disefio de un método global de estudio para la

que, como la CsA, modifican la expresion de moléculas
encia a drogas (MDR), cuantificando de

En general se Ppreie
testificacion de sustancias

involucradas en log fendmenos de multirresist

forma integrada todos aquellos parametros qué puedan completar el estudio.
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I1I. MATERIAL Y METODOS.
1I-1.- MATERIAL BIOLOGICO.
IT-1.1.- LINEAS CELULARES.

Se han utilizado para este estudio dos lineas celulares de carcinoma, HeLa y MCF-7 y
otras dos lineas celulares @2 melanoma, las lineas SK Mel-5 y B-16 . La seleccion se ha

realizado en base a tres puntos fundamentiales:
a) Pertenecer a lineas estandarizadas en cuitives desde hace afios.

b) Poseer una alta refractariedad frente a la quimioterapia convencional.

o) Tratarse de lineas de carcinoma, células de estirpe epitelial sobre las que se ha

comentado efecto antiproliferativo y lineas de melancma sobre las que se han ensayado

quimioterapicos y se ha evidenciado alta resistencia a los mismos.
1I-1.1.1.- Linea Hela.

Fue la primera linea celular aneuploide, epitelial, derivada de tejidos humanos ¥ mantenida

indefinidamente por pases seriados.

Aislada por G.O. Gey, W.D. Coffman y M.T. Kubicek en 1951 de un carcinoma de cervix
de una mujer de raza negra de 31 afios. Mas recientemente fueron analizadas las muestras

originales por Jones ¥ colaboradores (1971) diagnosticando el tumor como un adenocarcincma

pobremente diferenciado.

Desde su origen, ha sido una de las lineas celulares mas ampliamente estudiadas. Un

cultivo sobre plasma coagulado fue enviado a W.F. Scherer en 1952 r anteniéndola seriadamente

tente en 40% de suero humano, 2% de extracto de

en cultivos en monocapa en un medio consis
i . &
a equilibrada de tank. En 1958 la linea iuz

emulsion de poliv ¥ 5a% de solucion salin
nada hasta 1959, siendo cultivada y congelada de nuevo hasta 1960.

criopreservada ¥y almace
Estados

i Wl o i ; " e
Después de otro cultivo y congelacion fué suministrada al banco de células de 1
' : “ollection ~ATCC-, kville, Maryland) en noviembre de
Unidos (American Type Culture Collection ATCC-; Rockvill Iy .
196, aproximadamente €n el pase 76-88, comprobéandose que la mayoria de las caracteristicas
de la linea en estos momentos eran gemejantes a las céluias descritas en 108 estudios clasicos
L=} Ee - 0
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Scherer, Syverton y Gey en 1953,

Suninisirada a nuestroc laberatorio por el Dr. A. Osuia del Dpto. de Paras.tologia

Molecular de la Facultaa de Ciencias (irana 1 N
e Itac de Ciencias de Granada, en un nimero de pase desconocido debido

a la gran difusion de la linea e intercambios entre centros de invéstigacion.

Pos. como caracteristicas en cultivo (Ilustracion 1), su rapida pivsiferacion con un alto
i tice mitdtico; su morfologia poligonal sin desarrollar sistemas de uniones especificos entre los

elementos celulares. En condiciones normales no se observan signos de citopatogenicidad.

I1-1.1.2.- Linea MCF-7.
Esta linea celular fué establecida por H.D. Soule y colaboradores en 1973 a partir del
derrame pleural maligno de una mujer postmenopél....a con infiltracion metasiasica de carcinoma

ductal infiltrante de mama.

Su gran difusion como modelo experimental de cancer de mama puede ser a..:buido a
que se trata ce la primesa linea celular documentada que posee receptor estrogénico positivo
(Broocks et al, 1973) y responde a cambios metabdlicos y estructurales mediadns por la accion

de los estrogenos (Bonney et al, 198%).

La linea celular MCF-7 posee, ademas, receptores especificos para otros agentes
hormenales, entre ellos: androgenos progestagenos, glucocor ‘icoides, vitamina Dy, hormonas
tiroideas, »rolactina, insulina y calcitonina, asi como factores estimuladores del crecimiento
celular (Engel & Young, 1978) (Horwitz et al, 197¥). Esta linea celular ha mantenido también

otras caracteristicas del epitelio mamario diferenciado como e Su capacidad para formar

estructuras organoides (esferoides).

Un cultivo en el pase 138 se dono a la ATCC por C.M. Me Grath en 4982 y al analizar

: R ey : i :
la linea comunicaron que puede contener informacion virica (virus Upo B 6 C)y que al ser

manejada, puede ser un agente potencialmeni contaminante.

i ) inl 1 .
Fué cedida a nuestro laboratorio por €l Dr. Olea del Departamento de Radiologia de la

Facultad de Medicina de Granada en el pase 540.

4 > - n a 1118 Tar Q T a
Fl adenocarcinoma que dio origen a esta linea correspoiidia a una mujer ae 69 afios, raz

blanca y grupo sang .uco D, ~h+
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["S)\ () caractariett T o e WG s
ysee como caractensticas en cultive (Tlustracion 2), crecer en gnonocapa formando

clonas orto | i
jonas intimamente adhcnidas de mortologia poligonal, sin llegar a desarrollar estructurales
tumorales -

I1-1.1.3.- “inea SK Mel-5.

la linea SK Mel-5, pertenece a una extensa ser ; de lineas de melanomas. Aislada en

974 por T. Takahashi y colaboradores, del Memorial Sloar. Kettering Cancer Center (Carey el

al, 1976), fué suministrada ala ATCC en el decimosegundo subcultive, siendo remitida a nucstro
laboratorio en el pase 26.

El melanuma que 4io origen a esta linea, correspondia a una mujer de 24 afios, raza blanca

y grupo sanguineo O, Rh

Posee como caracteristicas en cultivo (Ilustracion 3), el ser pigmentada, adop’ar

‘morfologia estrellada y desarrcllar melanoma maligno en ratones atimicos.
[1-1.1.4.- Linea B-16.

Fné estavlecida por 1.J. Fidler (1962) del NCI - Frederick Cancer Research Center, 2

partir de un melanoma murino de origen espontaneo.

Cedida a nuestro centro en 1986 por el Dr. G. Barry Pierce del Health Sciences Center,

gchool of Medicine. Universidad de Colorado (E.EU.U.).

Poxse como caracteristicas el ser pigmentada, adquirir morfologia variable, con células
[ TP | 1
estrelladas y fusiformes de pequefio tamafio (Ilustracion 4), y Sev facilmente transplantable a

ratones singénicos de la cepa C57BL/6.

Se desconoce el niumero de subcuitivos realizados en esta linea, quizas debic - a su amplia

difusion mundial.
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NG o e
Oimaaiid 5 dap gl 268 2

Linea celular HeLa en la fase de crecimiento logaritmico. Notese su morfologia
poligonal sin desarrollar sisiemas de uniones especificos entre lor elementos

celulares.

Tlusiracion 1.

cimiento logaritmico. Obsérvese las cionas

jhe “das de morfologia poligonal.

Tlustracién 2 Lirea ce,alar MCF-7 en la fase de cre

intimamente a
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Tustracién 3. Linea celular SK Mel-5 en la fase de crecimiento logaritmico. Nétese 1a menor
tasa de células en division, que justificz. sa mayor tiempo de duplicacion.

> AV SAV)
. . & " ; _‘,.J'.‘.‘ A
' l_ O *rr 4 ‘|-
= n

i to logaritmico. .5 evidente el alto

metracion 4. Linea celular B-16 en la fase de crecimien

stmenn indice de células en proliferacién que adoptan 1a caracteristica redondeada y con
un halo birreiringente.
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11-2.- FARMACO ENSAYADO.

Hemos empleado en este trabajo el farmaco CsA, sustancia base cedida por los

laboratorios SANDOZ S.A.E. y ciclosporina en estado de clorhidrato (CsA DCL) (Sandin'lmu.nR

2

SANDOZ) de idéntica procedencia y preparado para uso ch.ico intravenoso.

Las disoluciones de CsA en polvo han sido preparadas mediante pesa. 1 en balanza de

precisién haciendo una predilucion en otanol de 962 a concentracion 10 mg/ml de etanol y
almacenada a ~30°C. A partir de ésta, se realizan disoluciones sucesivas en medio de cultivo
MEM (Minimum Esential Medium) suplementado con 5% de suero bovino fetal inactivado
(SBFI) v#v, hasta obtener las concentraciones de 5, 1, 0,5, 0,1y 0,01 pg/ml, rango que se adecua

a las concentraciones referidas en la literatura.

Igualmente, las disoluciones de CsA Sandirnrm.unR han sido realizadas con medic MEM
(5% SBFI, v/v) y en el mismo rango de concentraciones.

La preparacion de las disoluciones de trabajo de CsA se efectud en el momento de su
incorporacidn a los cultivos y fueron esterilizadas por filtracion a través de filtros Sterivex-Gs
(MILLIPORE) de 0,22 ym de poro.

1-3.- MANTENIMIENTO DE 10S CULTIVOS DE LINEAS CELULARES EN
NUESTRO LABORATORIO.

El procedimiento general para mantener jos cultivos celulares, €8 bien la criopreservacion

a -70°C 0 los subcultivos sucesivos.

11-3.1.- CULTIVO CONTINUO DE CELULAS.

Fl medio utilizado para el cultivo de las células es el medio MEM suplementado con

SBFI al 5% v/v, al que se afiade 100 U.1./ml de Penicilina G sodica, ¥ 100 pg/ml de sulfato
n objeto de evitar las posibles cortaminaciones bacterianas. El medio de

de estreptomicina ¢O
cultivo se esteriliza por filtracion a través de filtros Sterivex-0s (MILLIPORE) de 0,22 ym de

0. 2
poro. Los frascos que contienen el medio de cultivo, s¢ almacenan a 4°C y se prueba su

esterilidad mediante siembra de placas de agar sangre.
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El cultivo de células se inicia inoculando en frascos Roux, 1 ml de suspension de 10

células/ml, en medio de cultivo. A estos frascos que contienen dicko inoculo inicial, se les

adiciona 5 m! de medio de cultivo, renovandolo periédicamente cada dos dias y se dejan incubar

en una estufa termorregulada (FORMA SCIENCE) a 372 C, enriquecida con 5% de COz.

Una vez  mpletada la monocapa en la base de los frascos de cultivo, se procede a la

disgregacion de la misma con EDTA (lineas celulares HeLa, SK Mel-5 y B-16) 6 EDTA-
Tripsina (linea celular MCF-T7).

- Preparacién de la solucion EDTA.

Para la separacion de las células en monocapa se prepara una sclucion de EDTA
constituida por: Sal sodica EDTA (MERCK) - 200 mg, GLUCOSA - 1000 mg, Cloruro Poiésico
- 400 mg, Cloruro Sédico - 8000 mg, bicarbonato - 380 mg, agua desionizada - 1000 ml.
Ajustado a pH 7,2.

Una vez disueltos los componentes con ayuda de un agitador magnético, se esteriliza I
solucién por filtracién. La solucion filtrada se pasa mediante pipeteo estéril a frascos de tap&n
de rosca estériles, y se almacena a _70°C. Cuando se va a utilizar se descongela al bafio maria

termorregulado a 37°C, afiadiéndose a la monocapa celular.
- Preparacion de la solucién EDTA-Tripsina.

Para la separacion de las células en monocapa se prepara una solucion de EDTA-tripsina
constituida por los mismos componentes indicados en la solucién de EDTA mas 1.25 g de

tripsina, procediendo para su preparacion de la misma manera.

- Separacion de 1a monocapa celular.

Cuando las células han formado una monocapa, €8 preciso proceder a su separacion.
dio de cultivo celular, se afiaden 5 ml aproximadamente de

tripsina, dejandose en contacto con las células 1 minuto a
los fraseac se llevan a un

Para ello, una veZ retirado el me
Ja solucién EDTA 6 bien EDTA-
temperatura ambiente. Posteriormente 8€ retira esta solucion ¥
incubador automatico de CO, a 379C durante 5 minutos.

La pequefia cantidad de EDTA O EDTA-tripsina retenida por la mono
Al final de este periodo, sé comprueba por

te de fase, si las células se han despegado de la superficie

capa celular actua

sobre estas durante el tiempo de incubacion.

observacion al microscopio de contras
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del fras e est i )

frasco en el que estaban adheridas. En caso de ser asi, se afladen 5 ml de medio de cultivo
se agi / bien I i¢

y gita muy bien la suspension, para que de esta forma, las células se repartan

unifosicmente en la misma.

A continuacion, tras contar el nimero de células/ml y calcular la viabilidad (Mediante
tincién con el colorante vital Azul Tripan al 0.1%), se ajusta a 105 células/m! inoculandose 1 ml

de esta suspension en cada frasco, completando el volumen (hasta 5 ml) con medio de cultivo
fresco.

11-3.2.- CRIOPRESERVACION.

Este método de mantenimiento parte de los cuiltivos en menocapa que son separados
estérilmente (técnica ya descrita en el epigrafe anterior), con el fin de que las células se
despeguen del sustrato sobre ¢l que estan adheridas. Una vez despegadas las células, se aflade
medio MEM con un 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) hasta formar una suspensién ceular
cuya conceutracion sea finalmente de 10’ - 10° células/ml.

Esta suspension celvlar es pasada a viales de plastico (NUNC) de cierre hermético de
1,8 ml de capacidad. Los viales son sometidos a continuacién a un enfriamiento progresivo: 2
horas a 4°C, seguidos de 2 horas a ~20°C, 24 horas introducidos en un arcén congelador
FORMA SCIENCE regulado a -70°C y finalmente llevados a nitrogeno liquido en un
contenedor DX36A (Air liquide France).

Cuando se necesita utilizar estas células de nuevo, basta con descongelarlas rapidamente,

para evitar recristalizaciones intracelulares que dafiarian las céiulas, sumergiendo los viales en

bafio maria termorregulado a 37°C.

Tras la descongelacién de ios viales, y en un ambiente estéril, la suspension contenida
en los mismcé se pasa a tubos #Steriline” de fondo cénico, centrifugando 2 636 g durante 10

. minutos, después de haberles afiadido el doble de su volumen de medio MEM enriquecido con

un 20% v/v SBFI.

Fl sobrenadante obtenido, después de esta centrifugacion, es desechado, volviéndose a
racion final sea de 105

pender el botén celular en medio MEM, hasta que la concent

resus 1
células/ml. Esta nueva suspension celular se vierte sobre frascos de cultivo Roux de 25 cm de

superficie, que §€ introducen para su incubacion en una estufa a la temperatura ¥ atmosfera de

CO, antes mencionada.
&
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Aproximadamente a las 4-6 horas de cultivo, las células comienzan a adherirse al frasco
y multiplicarse hasta formar una monocapa.

1-3.3.- CULTIVO DE CELULAS EN PLACAS DE MICROTITULACION.

Las células procedentes de cultivos mantenidos en el laboraterio se tripsinizan y se
adicicnan homogéneamente a los microreceptaculos de placas de microtitulacion (NUNCLON).
Se inoculan 100 pl de una suspension de células en el medio de cultivo cont® o
aproximadamente 2.500 celulas/100 ul,con la ayuda de un dosificador pipettman (GL.. .)a

cada microreceptdculo. Las placas se incuban durante 24 horas en estufa termorregulada a 37°C

con atmésfera himeda enriquecida con un 5% de CO, sellando con una banda de plastico

(PARAFILM) el perimetro de la placa. Transcurrido el periudo de incubacion, se comprueba
la adherencia de las células al sustrato y sus condiciones de esterilidad con ayuda de un
microscopio invertido y se completan los pocillos afiadiendo 100 pl de medio MEM 5% SBFI v/v
a cada uno de ellos. .

[1-4.- ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR EN CULTIVO.

Para establecer la capacidad de crecimiento de las lineas estudiadas, HeLa, MCF-7, SK
Mel-5 y B-16 se procedio a partir de los cultivos celulares mantenidos en condiciones estandar, .
sembrando en piacas de 96 pocillos a una densidad celular de 2500 células/pocillo (10 réplicas
por linea y dia). El primer cambio de medio se realizo al séptimo dia de la siembra y a partir
de aqui se realizaron cambios periédicos cada dos dias. La testificacion se realizé en todos los

casos mediantie la tecnica colorimétrica de MTT (como sé especifica en el apartado 11.5.2).

I1-5.- SCREENING DEL EFECTO ANTIPROLIFERATIVO SOBRE
MICROCULTIVOS MEDIANTE TECNICA COLORIMETRICA (MTT).

En los ensayos encaminados a determinar el efecto antiproliferativo de la CsA a distintas

utilizado una técnica colorimeétrica basada en la reduccion del MTT

do en el apartado [-2.1. de la Introduccion).

concentraciones, hemos

(cuyo fundamento quedo explicita

Se sigue el protocolo establecido por el Laboratorio de Oncologia experimental del

Departamento de Radiologia ¥ Medicina Fisica de la Facultad de Medicina de Granada.
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I1-5.1.- REACTIVOS.

3-{4,5- dimetiltiazol- 2-il}-2,5difenilteirazolium bromida, MTT (REF. M2128, SIGMA)
Disoluciones de MTT:
~Disolucion stock de MTT: 10 mg MTT/iml de PBS.
Preparar en el momento de s.. uso 0 aimacenar en oscuridad a -20°C ¢ a 42C pero nunca
mas de un mes.
Disolucién de trabajo de MTT: Diluir a 5/6 la solucion stock en medio de cuitivo M.ZM

sin suero, (1 ml de soluci6n stock + 0,2 ml de MEM sin suero) con una concentracion final de
8,3 mg MTT/ml de disolucion.

11-5.2.- DESCRIPCION DE LA TECNICA.

Sembrar sobre placas de microtitulacion (.WUNC) de 96 pocillos con fondo plano, 2500
células/pocillo de las lineas HeLa, MCF-7, 8K Mel-5 y B-16.

Dejarlas adherir al sustrato, manteniéndolas durante 24 horas a 379C en estufa de CO,.
Afiadir a los pocillcs correspondientes, 100 ul de las disoluciones de CsA a doble
concentracion de las deseadas para queé las concentraciones finales sean 5, 1, 0,5, 0,1,
0,01 pg/ml de CsA en medio MM (SBFI, 5% v/v). Incubar durante 6 dias en estufa
termorreguladora a 37°C.

Sustraer el medio y afiadir 200 ul de medio MEM fresco (sin suero ni antibioticos) y 30
nl de la disolucion de tyabajo de MTT en cada pocillo.

Incubar durante 4 hores a 372C en estufa de CO,.

Extraer el medio y e MTT no reducido con la micropipeta multicanal Titertek Plus
(FLOW)

Afiadir en cada pocillo 100 pl de dimetilsulféxido (DMS0O) puro.

Mantener en agitacicn durante 15-30 mim' os a temperatura ambiente.

Proceder a su lectura colorimétrica a 492 nm con un espectrofotometro Muitiskan PLUS

MK 11 (TITTERTEK), preparado para el registro simultaneo de los 96 pocillos en pocos

segundos.
Ii-5.3.- CONTROLES.

Se han establecido los siguientes controles:
-10 pocillos con células en medio MEM (SBFI, 5 % y/v) y etanol a la maxima

las disoluciones de CsA en medio de cultivo.

concentracion empleada en
o valor de referencia.

-10 pecillos con células no expuestas a |a droga, tomados com
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Al realizar el paso 8° de la técnica se afiade DMSO a una serie de pocillos vacios, con
]

el - = - . . . . ¥ ]
fin de conocer la absorbancia debida a dicho reactivo, estos valores son tomados como

blanco por lo que se sustraen a todos los valores de absorbancias.
-En los ensayos realizados con CsA Sandimmum se ponen pocillos con células en medic
MEM (SBFI, 5% v/v) y aceite de ricino polioxietilado {Cremophor) a la mayor

concentracién que se encuentra incorporado en las disoluciones de CsA.

II-5.4.- ELABORACION DE LA CURVA PATRON.

Para poder traducir los valores de absorbancias a un namero concreto de células y

conocer el grado de reduccion particular del MTT para las lineas celulares ensayadas, se elaberd

una curva patré: ~are cada una de las experiencias realizadas procediéndose de la siguiente

manera.

|

Preparar una suspension celular que contenga 160.000 células en 200 pl de medio MEM
(SBFI, 5 % v/v) para cada una de las lineas celulares, mediante contaje en la chmara de
Neubauer.

Previamente, afiadir en una placa de microtitulacion (NUNC) de 96 pocillos con fondo
plano, 100 pl de medio de cultivo en todos los pocillos excepto en los primeros y ultimos
de cada una de las columnas que quedaran con 100 ul de volumen final segun el sistema
de diluciones adoptadas.

Incorporar en los primeros pocillos de jas diferentes filas, 200 pl de medio MEM con 5
% de SBFI conteniendo 160.000 células de las distintas lineas celulares. Se toman 100 pl
de este primer pocillo y se afiaden al siguiente, del cual se toman 100 uly se vierten en
el siguiente y asi sucesivamente hasta completar la serie de pocillos. De esta forma el
namero de células del primer al séptimo pocillo de cada fila sera 80.000, 40.000, 20.000,
10.000, 5.000, 2.500 ¥ 1,250 para cada una de las lineas celulares.

Esperar 4 horas para que se sedimenten y adhieran las células al sustrato, incubando a

379C en estufa de COy.
Cuantificar mediante ensayo con MTT segun el método propuesto (puntos del 49 al 9¢

de la técnica descrita en el apartado II-5.2).
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[1-6.- DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LA GLICOPROTEINA DE
MEMBRANA (GP-170) MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO (CF).

[1-6.1.- MUESTRAS.

Se ha estudiado la expresion de la glicoproteina de membrana P-170 sobre lineas
celulares de origen humano, HeLa, MCF-7 y SK Mel-5 y de origen murino B-16, tratadas y

no tratadas con CsA a concentraciones de 0.5y 1 pg/ml de CsA en medio MEM (5% SBFIL, v/v)
a 7y 30 dias de exposicion.

[1-6.2.- TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA.

11-6.2.1.- Reactivos.

_Se utilizé un Kit comercial, P-Glycochek C-219 FITC (CENTOCOR) que contiene un
AcMo de ratén C-219 (1gG) marcado con Isotiocianato de fluoresceina especifico para
uno de los epitopos de la GP-170 y como control un AcMo de raton para un epitopo
de tamafio equivalen.e (IgGi) marcado con isotiocinato de fluoresceina que no se une al
determinante antigénico detectado por el AcMo C-219.

_Suero normal de ratén (DAKO) para minimizar la fijacion inespecifica del anticuerpo.
_Albtimina bovina (BSA) (SIGMA).

11-6.2.2.- Descripcion de la técnica.

Sembrar 62.50G células por frasco de cultivo Roux de 25 cm1 de superficie. Preparar tres
frascos por linea celular a ensayar. Afiadir medio MEM (SBFI, 5% v/v) hasta completar

5 ml. Mantener en camara termorregulada a 37°C ¥ 5% de CO;.
Retirar el medio de cultivo a las 24 horas. Etiquetar los frascos que van a ser tratados con
CsA (0,5 y ; ng/ml) del control celular que no sera tratado. Afiadir 5 ml de medio MEM

(SBFI, 5% v/v) a est2 tltimo y la misma canticad de las disoluciones de CsA 05y 1

ng/ml en m-.dio MEM con 5% v/v SBFI en los frascos corresponuieites. Incubar en la

estufa a la temperatura ¥ atmosfera de CO, antes mencionadas.

Mantene: el ensayo con CsA durante los dias de la experiencia cambiando cada 48 horas

los medios de cultivo, segin se indica en el apartado anterior.
cién de EDTA (lineas celulares Hela, SK Mel-5, B-16) 0

4o Despegar las células con solu
MCEF-T). Centrifugar 2 1500 r.p.m. durante 5 minutos.

EDTA-Tripsina (linea celular
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Do e e s lac o o Y o ™
Para cada una de las concentraciones de CsA ensayadas y controles de las diferentes

lineas celulares, ajustar el boton celular a 10" células/ml mediante contaje en fa camara
de Neubauer. Trabajar inicialmente con 2 ml de suspension celular. Centrifugar.
Resuspender las células en 2 ml de metanol frio al 70% e incubar durante 5 minutos a -
20°C para permeabilizar las membranas celulares. Centrifugar.

Lavar las células con 2 ml de PES, dos veces centrifugando a 1500 r.p.m. y 42C durante
5 minutos cada vez.

Comprobar la eficacia, de !a fijacion por tincion de una alicuota celular con azul tripan
0,1% p/v. Si todas las celulas no estén tefiidas Ja permeabilizacion se debe considerar
incorrecta.

Ajustar la densidad celular 2 10" células/ml. Trabajar con 1 ml.

Resuspender en PBS corteniendo proteinas bioqueantes (BSA 1% p/v y suero de ratén
10% v/v). Incubar durante 60 minutos 2 4°C en camara hliimeda

Afiadir a0 ui de cada una de las suspensiones celulares, 10 ul de AcMo P-Glycochek
C-219 FITC (CENTOCOR). Incubar durante 60 minutos a 4°C y en oscuridad agitando
suavemente los wabos cada 15-20 minutos. Centrifugar a 1500 r.p.m. durante 5 minutos.
Lavar las células 2 veces con I ml de PBS conteniendn proteinas bloqueantes (PBS-
EDTA 0.05% p/v + BSA 1% p/v) centritugando a 1500 r.p.m. duranie 5 minios y
temperatura ambiente.

Resuspender los botones celulares en 1 ml de PBS.

Analizar las suspensiones celulares en el citometro de flujo dentro de las 18 horas

siguientes. Si no fuese asi, almacenar en oscuridad a 49C.

[1--6.2.3.- Controles de la técnica.

_Controles negativos: Constituidos por suspensiones celulares tratadas y no tratadas con
CsA, para cada Jinea celular y dosis, incubadas exclusivamente con PBS.
_Controles internos. Suspensiones celulares tratadas y no tratadas con CsA para cada

linea celular y dosis, incubadas con el AcMo primario p-Glycochek FITC dirigido frente

al epitopo no reactivo.

11-6.2.4.- Lectura de resultados.

rminada mediante un citometro de flujo Cytoron

La emision de fluorescencia fué dete
s 18 horas siguientes) contabilizando durante 50

(OKTHO) tras finalizar la téenica (dentro de la

. segundos el numero de células que interrumpen el haz del Jaser de argon.
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Las reacciones e o . )
iones positivas son medidas por la intensidad de fluorescencia y/6 el nimero

d

e L‘Oll as reaciivas th l{l h 1 Uh:idrh C "‘\L ] -(l.Y(.\)Clltl( ‘..,1 ) qut paba”. p()l El.
ﬂ I ea :\’ h serie mc 5 COn l hf1
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La fluorescencia resultante del AcMo control se considera comeo tincion de fondo
La lectura de resultados se establecio los dias 7 y 30 de la experiencia
11-6.3.- TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

11-6.3.1.—- Reactivos.

| ~ Antisuero primario: Se emple6 el AcMo JSB-1 (P-170 Glycoprotein MDR SANBYO)
" 6 bien el AcMo C- 219 P-Glycochek (CENTOCOR).

_ Antisvero secundario: algG de cabra conjugada con FITC (ORTHO) frente a raton.
- Ig G isotipica de raton {ORTHO).
_ AcMo frente a queratinas de alto y bajo peso molecular ~coctel panqueratinico-
(Antikeratin Primmary Mouse MAb (INMUNOSTAIN)).
_ Suero normal de cabra (DAKOPATTS).
- BSA (SIGMA)

[1-6.3.2.- Descripcion de la técmca.

12 a] 92 pasos de la tecnica de inmunofluorescencia directa.

10¢.- Resuspender en PBS conteniendo proteinas blogueantes (BSA 1% p/v y suero normal de
cabra 10% v/v) incub durante 60 minutos a 42C en camara humeda.

112.~ Afadir a 200 ul d. cada una de las suspensiones celulares, 200 ul del AcMo JSB-1
(SANBYO) dilucion 1/26 6 bien 200 pi de’ AcMo C-219 (CENTOCOR) dilucién 1/20.

Incubar 60 minutos a 49C en camara humeda.
i2¢ Lavar las células dos veces con 1 m! de PBS conteniendo proteinas bloquea.tes (PBS- \ .

EDTA 0,05 % p/v + BSA 1 % p/v) mediante centrifugacion a 1500 r.p.m. durante 5

minutos y temperatura ambiente.

129.- Afiadir directamente sobre los botones celulares 100 ul de algG-FITC (ORTHO)

agitando pesteriormente € incubar durante 30 minutos a 42C y en oscuridad.

142~ Lavar las células con 1 ml de PBS, centrifugando a 1500 r.p.m. durante 5 minutos.

152.- Resuspender los botones celulares en 1 ml de PBS.

{6°.- Analizar las suspensiones celulares en el citometro de flujo dentro de las 18 horas

{ 1 & o
siguientes. Si no fuese asi, almacenar en oscuridad a 4°C.
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11-6.3.3.- Controles de la técnica.

Como controles negativos se utilizan las suspensiones celulares tratadas y no tratadas
con CsA incubadas con PBS para cada linea celular y dosis ensayada.

_Como conirol intemno se utilizan suspensiones celulares tratadas y no tratadas con CsA
incubadas con AcMo frente a queratina diluciéon 1/10 v como control negativo AcMo

isotipico de raton dilucion 1740, para cada una de las lineas celulare® y dosis.

[1-6.3.4.- Lectura de resultados.

La emisién de fluorescencia fué determinada mediante un citémetro de flujo Cytoron
(ORTHO), dentro de las {& horas siguientes de finalizada ia técnica, contabilizando durante 60

segundos el numero de células que interrumpen el haz del laser de argén.
T.as reacciones positivas pueden ser medidas por Ja intensidad de fluorescencia y/6 el
nmero o células reactivas de la serie incubadas con el AcMo JSB-1 6 bien el AcMo C-219en

el canal de fluorescencia verde.

La lectura de resultados se estableci a los 7y 30 dias de la experiencia.

-7~ DETERMINACION DE CsA EN LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Fl método utilizado para determinar las concentraciones reales de CsA en los medios de
cultivo, ha sido él suministrado por la casa INCSTAR, denominado CYCLO _TRAC NS RIA, que

mide cuantitativamente CsA y metabolitos por radioinmunoensayo (RIA), que brevemente

describimos.

n-7.1.- REACTIVOS.

diluyente: Es un tampon fosfato que contiene estabilizadores ¥ surfactantes. Para

e diluye el contenido de un vial con 280 ml de agua destilada y desionizada,

Solucion
prepararlo,

mezciandola bien.
Inmunosep (azul): Mezcla 1:1 de suer® de asno
e contiene azida s6dica y surfactantes. Se le

4 antirraton y Suero
Cyclo-trac NSB

normal de raton, diluido en fosfato salino qu

afiade color azul. s e
Cyclo-trac NS sangre total. Estandar O: suero humano sin ciclosporina, con azida sO

i i . titucion.
y otros estabilizadores. No es necesaria su recons
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Cyclo-trac NS sangre istandar 2Y: Ci i

gre total. Estandar (A-E): Cinco concentraciones estandar de CsA con
rango entre 60-3000 ng/ml son prediluidas en suero humano que contiene 4zida sodica
y otros cstabilizadores. .
Anti-Cyclo-trac NS Inmuno3ep: El suero moucAonal de ratén anticiclosporina y mezcela
1:1 de suero de asno antirraton con suero normal de raton, son primeramente diluidos
er tampoOn fosfato salino que contiene-azida sodica y surfactantes. No es necesaria su
reconstitucion.
1-125 Cyclo-trac NS (verde): Ciclosporina marc ada con 1-125 (el material radioactive no
sobrepasa los 10 microcurios) y diluidos en tampdn fosfato. salino que contiene azida
sodica y surfactantes. Se le afiade color verde.
Cyclo-trac NS sangre total. Control. (Nivel 1 y 2): suero humano con una cantidad
conocida de ciclosporina para obtener una concentracion con un rango espcciﬂ'co. Lleva

4zida sodica y otros estabilizadores.
[1-7.2.- DESCRIPCION DE LA TECNICA.

Sembrar sobre placas de microtitulacion (NUNC) de 96 pocillos con fondo plano, 2500
células/100 pl de las lineas HeLa, MCF-7, 8K Mel-5 y B-16.

Dejarlas adherir al sustrato plastico manteniéndolas durante 24 horas a 37 2C en estufa
de COy.

Afiadir 100 pl de medio MEM (SBFI 5% v/v) a los pocillos con células sin tratar y la
misma cantidad de las disoluciones de CsA 0,5y 1 pg/ml en el mismo medio, a los
pocillos correspondientes. Mantener durante 6 dias en estufa termorreguladora a 37 eC.
Sustraer los medios de cada uno de los pocillos (200 pl) mediante dosificadcr automatico
pipettman (GILSON) y verter en tubos Eppendorf.

Almacenar las muestras de sobrenadantes comC minimo durante dos horas en un

congelador a _40°C, hasta el momento de su determinacion.

Descongelar cada muestra y esperar que alcancen la temperatura ambiente (18-20°C).

Tomar 50 ul de cada estandar, control y muestras problema, cclocandolas en 108 tubos

previamente etiquetadas (de 12x75 mm.).
Afiadir 2,5 ml de la solucion diluyente de muestra en cada tubo.

ar las muestras mediante agitador manua! (GRISEL).

Homogeneiz '
do y afiadir los reactivos y 1a cantidad de ellos

Poner cada tubo de vidrio por duplica

segun la tabla siguiente
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N
Coenta | WSB Csh s al 1 ]
! total| r | (sh estandar ng/ul ; Control y wuestras |
| | - B i
|| |0 | A \' B | C 11 i %t 1 Vo ‘ |
| . [ I § +
'n“ fe tubos L -2 1 34§ 1.4 ] 1 | 5 1 1
R |l 4| q_l_el‘ 11—1J| 13- H]i H-]bl\ m;l 13-10 \2' 1
lBstindar 0 diluido] | 90 TN t = ‘
ke s Sl ol =2 R
v L Z : T 1 ' .
EE standar diluito N TR B '1 w1 0| 0| %] | ‘ |
| | v |
‘\ i T ! T + ‘ | L ‘ |
bu diluyente [ e i l ¥ Cer 1 “ipe )
) ‘ ! | 1 { i l 50 l 5 | 80 1
i ..._.‘..._. — . | 1 i 1 l
{CYCLO-Trac K5 1
1‘ | : HJD ul ‘;
. (iCL0- Trac s i 1000 ul l
INSB InmamoSep | J
[hati-CoCI-Trac K| 1000 31
|Tngunodep
|5 |
{1.- Homogeneizar las muestras mediante agitador manual e incubar 2 horas a 20-25°C.
12.-  Centrifugar durante 20 minutos a 300 r.p.m. a temperatura ambiefite.
13.- Con la trompa de vacio, aspirar el sobrenadante y dejar el Foton.
14~ Proceder a su lectura.

[1-7.3.- CONTROLES.

Se utilizan 2omo controles de las dosis de CsA adicionadas a los pocillos, alicuotas de las
disoluciones 1y 0.5 1 g/ml de CsA en medio MEM (5% SBFL, v/v) preparadas el primer dia de

la expe;‘iencia y almacenadas a _402C en un arcon congelador Forma (SCIENCE).

11-7.4.- LECTURA DE RESULTADOS.

Fue registrada por el contador gamma (BECKMAM) con un tiempo de lectura por

muestra de 1 minuto. Con las disoluciones estandar de CsA s€ obtiene una curva patrén que

inistrada por 1a caca comercial.

comparamos con la curva control sumi Fl programa del contador
problema extrapolandolos de la curva patron.

gamma calcula los valores de las muestras
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1I-8.- ANALISIS DE IMAGEN
I1-8.1.- REACTIVOS.

Hematoxilina acida de Mayer.
Hematoxilina....... ; l g
Agua destilada ..................... e ; 1000 ml

Disolver y afadii:
02¢g

50,0 g
Hidrato de clors : 50,0

g
Acido eitrico (2 H,O) i 1,0 g

La solucién se puede usar inmediatamente.
[1-8.2.- MATERIAL.

-Imagen Real: A partir de células corrsspondientes a todas las lineas celulares
testificadas, asi como células no neoplésicas procedentes de un primocultivo en el 5°-6°
pase, extandidas sobre portas y coloreadas con colorante nuclear (Hematoxilina de
Mayer), tras ser mantenidas en cultivo 7 dias en contacto con CsA a las concentraciones
de 0.5y 1 ng/ml.
_Qjstema dn captacion de imagen: Mediante camara de video tipo CCD mod lo BCD-
700 (VIDAMAX), adaptada a un microscopio Olimpus BH2 dotado de lampara halogena
de 50 w.
_Sistema de almacenamiento informatico: Discos de 371/5 de 2 Mb.
-Soporte fisico del sistema de analisic digital:
. Ordenador COMPAQ ( DESKPRO 386/25¢) con microprocesador 80386, disco
duro de 80 Mby magnetoCptico incorporado de 650 Mb de memoria masiva por
disco.

_ 2 Monitores color de alta resolucion VGA (COMPAQ) y EGA (IDEK Liyama).
. Impresora PINWRITER P30 (NEC)

~Sonaite LOgICO:

. Programa informatico de analisis de imagen TEXCAN version TC-3.1P

(MICROPTIC).
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I1-8.3.- PROCEDIMIENTO TECNICO.

Despegar las células del sustrato plistico como se ha especificado en el apartado I1-3.1
de Material y Métodos, y centrifugar a 2000 r.p.m. 10 minutos.

Fijar en metanol, durante 5 minutos.

Extender en portaobjetos previamente adicionados con gelatina-alumbre de cromo para
favorecer la adhesion celular.

Tefiir exclusivamente el nicleo mediante hematoxilina de Maver, dvrante 5 minutos
(tifiendo simultaneamente todas las preparaciones a evaluar). Deshidratar y montar.
Captar la imagen real mediante microscopio con el objetivo de 40x y lente intermedia
de 3.3x conectada a una camara de video CCD.

Adquisicion, medianie ventana interactiva, de 25 iméagenes independientes por archivo,
con el programa informético de analisis de imagen TEXCAN, contabilizando un total de
100 nuicleos por extendido citologico.

Transformar ¢n imagen digital (255 niveles de gris) (DOI: Densidad o tica integrada)
Almacenar en discos 6pticos con una extension por imagen de 20000 bytes de memoria.
(Archivos con extension DAT)

Segmentar y umbralizar las imagenes captadas.

Almacenar en el subdirectorio del programa informatico de analisis de imagen.
Recuperar la imagen captada (imagen digitalizada) y visualizar con el programa de andlisis
de imagen TEXCAN.

Cuantificar los pardmetros deseados: MORFOMETRICOS, DENSITOMETRICOS,

GRANULOMETRICOS.
Exportacion de resultados al programa informético de estadistica SIGMA IL

[1-2 .- CONTROLES.

_Células de cada una de las lineas celulares mantenidas en las mismas condiciones de

cultivo, perv sin exposicion a la droga.
_Células obtenidas de tejido no neoplasico, en el pase 52-6° (células RSO1).
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11-9.- MEDIOS EMPLEADOS.

Solucion PBS

a0 S Al e

% BICL cive cor ouvingh Be sbiibes has ass
i Nalpo‘. 7 H?’O. sea Gas seE wes @&

- KHIPCM... ol TR R R G TR

- HEO desionizada ... ..

- pH final de la solucién = 7,2.

Solucién EDTA

~ EDTA disOdico ... ... oo woe wee o

- Glucosa ... ..oos eee

- NaCl

e B

~ NaHCOj coie oo oo oie oo

- H0 desionizada ... ... «e oo -
- pH final de la solucién = 7,2.

" Solucién EDTA-Tripsina

_ EDTA disodico ...

- Tripsina ... ... eos vee ver e

— GIICOSA ... wov wen vev ver o0

- NaCl .

o EOL i e e

- NaHCOj . »ue e ooe

- H,0 desionizada ... .- -

- pH final de la solucion = 7.2.
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Medio MEM (Minimun Essential Medium,Eagle. GIBCO)

e NS o i et B ot 8 6800,00 mg
SRl L e 400,00 mg

- NaH?0p HpO o oo v v oo oo 140,00 mg

- MSO, 7 HyO e v e e 200,00 mg

- CaCly (anhidro). .. .. v e wo o o 200,00 mg
= GIUCOSA 1evv v wv ee wes son one son s 106,00 mg
— L-ATgInINg., ... e or wse coe sor ee o 105,00 mg
— L-Cisteina.. ... ..o s vee ere se wne ot 24,00 mg

— L-Glutamina. .. ... ..o cor eer vo ooe oo 292,00 mg
~ L-Histidina. ... oo e ore see s 0 31,00 mg

~ L-I80l8UCING ... e sne cee woe we vee oo 52,50 mg

- L-Leuting . ... .. v s see sen wre o 52,40 mg

S 1 SRR R TS 58,00 mg

— L-Metioning. .. . weo v cor wee s e 15,00 mg

- L-Femilalanina. ... .. e cco e o oo 32,00 mg

— L-TreONMNA . ..\ woo cos res aee ven coe 88 ‘ 48,00 mg

- L-Triptofang ... ... e coe cor sor oo o 10,00 mg

- L-THORE . soi oo cor wes vee donecn o 36,00 mg

LR L i ke s e g 46,00 mg

_ Coling CL. . o eee ses vue woe e o 1,00 mg

— Acido FOHCO ... o cow ver ver coe oo o 1,00 mg

~ TIROBItOL « 1o sae ees seiaem vz 2,00 mg

_ Nicotinamida ... «.. - o v ver o 1,00 mg

_ D-Pantotenato Ca .. .. coe oo ooe e 1,00 mg

_ Piridoxal H Cl . o coowesee oo e 0 1,00 mg

_ RIbOMlAVING .ov wan e see 2er enr 0 0,10 mg

_ Tiamina H Cl ..o oo o0 oo 1,00 mg

_ Rojo Fenol . ... e v weeeee 10,00 mg
- NaHCOy 2200,00 mg
- HO desionizada. ... e e 1000,00 mi
_ Penicilina G S6dica. wv coe oo 0 Y 56,00 mg
- Sulfato de Fstreptomicina. 100,00 mg
- pH final de la solucion = 7,3.
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I1-10.- OBSERVACIONES DE CARACTER GENERAL.

Todos los medios empleados se prepararon con agua bidestilada y desionizada, mediante
sistema de cartuchos de carbon activo y resinas sintéticas Milli-Q (MILLIPORE), ya que deben

estar exentos de trazas de metales pesados, toxicos para los cultivos "in vitro”, de cualquier
estirpe celular.

Una vez disueltos los compuestos del medio, se procede a su esterilizacion por filtracion,
realizandose a través de filtros Sterivex - Gs (MILLIPORE) de 0,22 micrémetros de poro y bajo

presicn positiva de 1,2 Kg/cmz, presion suministrada por una bomba peristaltica (MILLIPORE,
modelo 7016. 2L).

_ El trasvase del medio de cultivo se lleva a cabo en el interior de una camara de ﬂujo
{arain. - vertical, directamente al interior de matraces con tapén de rosca, esterilizados
pfeviamente en autoclave a 1202 C durante 30 minutos. Los frascos conteniendo el medio estéril |
se almacena a 4°C hasta el momento de su empleo.

Se siembran muestras de los medios en placas de agar-sangre, incubéndose a 372C

durante 72 horas, para comprobar su esterilidad.

Los aparatos de filtracién, asi como los frascos, pipetas y en general tode almateﬂal
empleado para los cultivos, se lavan con detergente Liquinox (ALCONOX INC. NY USA)

especial para cultivos de tejidos, se enjuagan con agua destilada y se esterilizan en autoclave a

120eC durante 30 min.

Todas las manipulaciones expuestas en el apartado de Material y Métodos, en lo que
se reflere a experiencias y s, se realizan con las mas estrictas condiciones de esterilidad,

ya que cualquier contaminacién destruiria los cultivos.

[1-11.- ANALISIS ESTADISTICO.

Para el estudio estadistico se han analizado las siguientes variables:

{.- Linea celular
2.~ Dosis

3.- Tiempo
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4.~ Veoriables de crecimiento:
Absorbancia
~-Numero de celulas

5.- Variables inmunoquimicas:

~Expresion de GP-170

~Expresion de citoqueratina
6.- Variables de andlisis de imagen:
a) Variables morfométricas

_Area celular: Es 1 drea total del objeto encerrado por una curva plana a través

de los puntos de contomo.

- Perimetro: Es calculado como sigue,
P= (),98]*4’;1,&06!\70+0,091Nc , donde N;m'zmem de codigos pares
Freeman, N0=numero de codigos impares Freeman y Nc- numero de
angulos.

_Diametro: Es el didmetro de un circulo con el mismo area que cl objeto trazado.

~Factor de esfericidad (SP): SP = P/YnArea.

—Factor de regularidad (RE): RE= Coef.Variabilidad (Desv. estandar/media) del

radio real
_Factor de elongacién (Ef): Ef = Area/longitv.xd2
_Factor de asimetria (Af):  Af= log [R grande / 1 pequefio]
b) Variables granulometricas

_Numero de granulos por célula

_Numero de granulos por area

-Area granular

_Area total de los granulos

_Area media granular

En relacion al software especifico para medir la granularidad gruesa y fina, el software
Texcan no facilita el método matematico utilizado para su céalculo

Fl analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante los programas SIGMA y SPSS PC+,

realizandose los siguientes test:
~Test de distribucion normal de Kolmogorov-Smimov para distintas variable.
~Comparacion multiple de medias (t de Student).

_Andlisis de la varianza para 1 factor (ANOVA 1)(Test de Scheffé).

-Coeficiente de correlacién simple (r de Pearson), considerando exclusivamente 1as

relaciones con 10,6 y p<0.05.




Material y Métodos

4.- Variables de crecimiento:
-Absorbancia
~Numero de células
5.- Variables inmunoquimicas:
-Expresion de GP-170
~Expresion de citoqueratina
6.- Variables de analisis de imagen:
a) Variables morfométricas
_Area celular: Es el area total del objeto encerrado por una curva plana a través
de los puntos de contomo.
- Perimetro: Es calculado como sigue,
P- 0,98Ne+1,406N0+0,091Nc , donde N;m’nnero de codigos pares
Freeman, N0=nﬁmero de codigos impares Freeman y N~ nimero de
angulos.
-Diametro: Fs el didmetro de un circulo con el mismo 4rea que ¢l objeto trazado.
_Factor de esfericidad (SP): SP = P/YnArea.
_Factor de regularidad (RE): RE = Coef.Variabilidad (Desv. estandar/media) del
' radio real
_Factor de elongacion (Ef): Ef - Area/longh:ud1
_Factor de asimetria (Af): Af = log [R grande / 1 pequeiio]
b) Variables granulometricas
_Numero de granulos por célula
_Numero de granulos por area
~Area granular
_Area total de los granulos
_Area media granular

En relacion al software especifico para medir la granularidad gruesa y fina, el software

Texcan no facilita el método mateniatico utilizado para su c?lculo

Fl analisie estadistico se ha llevado a cabo mediante los programas SIGMA y SPSS PC+,

realizandose los siguiei.(es test:

~Test de distribucion normal de Kolmogorov-Smirnov para cada variable en los distintos

grupos diagnosticos.

_Analisis de la varianza para 1 factor (ANOVA 1).

i d
_Coeficiente de correlacion de Pearson ¥ regresion simple ¥ multiple, considerando

exclusivamente las relaciones con 0,6 y p<0,05.
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II1.- RESUI TADOS.

NI-1.- CURVAS DE CRECIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES HELA, MCF-7
SK MEL-5 Y B-16. ’

El cuadro 1 reproduce la duracién de las diferentes fases del ciclo celular para las lineas
estudiadas. El tiemp . Je duplicacion obtenido de la fase logaritraica fué para las lineas celulares
de carcinoma, 46 horas en la linea HeLa y 43 horas en 12 linea MCF-7, y para las lineas de
melanoma. 96 horas en la linea SK Mel-5 y 31 horas en la linea B-16.

T11-1.1.- INFLUENCIA DE LA LINEA CELULAR.

La cinédea de crecimiento de las lineas celulares HeLa, MCF-7, SK Me-5 y B-16
presenta diferencias, utilizando las mismas condiciones de cultivo para todas ellas.

La linea celular de melanoma murino B-16 demuestra mayor capacidad proliferativa segun
se deduce del estudio realizado sobre su curva de crecimiento (Grifica 1), con una duracién de
la fase "lag” de 16 horas, de la fase "log” de 200 horas y comienzo de la fase de meieta a los
9 dias (Tabla 1). El nimero de duplicaciones que experimentan estas células a los 7 dias, tiempo
en el que se han realzado la mayor parte de los ensayos, €8 de 5,5.

Fl estudio estadistico realizado mediante la t de Student demuestra qué existen diferencias
significativas en los valores medios de absorbancias para las lineas B-16 y Hela (1,71 ¥ 0,85
p<0,01), B-16 y MCF-7 (1,71 y 0,66 p<0,01) ¥ B-16 y SK Mél-5 (1,71 y 0,69 p<0,01) .

La linea HeLa ocupa el segundo lugar en cuanto a capacidad proliferativa respecto a las
lineas ensayadas y en nuestras condiciones de trabajo. Su curva de crecimiento (Gréfica _2) :
presenta una duracién de la fase "lag” de 24 horas, de la fase "og" de 240 horas ¥ comienzo de
la fase e meseta a los 11 "~ (Tabla 1). A lo largo de 7 dias el numero de duylicaciones
realizadas por estas células es de 3,7. En esta linea celular se observan pequefias diferencias en

cuanto a su capacidad de proliferacion con respecto a la linea celular MCF-7, siendo la
e absorbancias casi significativa (0,85 y 0,66 p<0,1). Por

comparacion entre Jos valores medios d
5 las diferencias si alcanzan significacion (0,85 ¥ 0,59

el contrario, frente a la linea SK Mel-
p<0,05).

cimiento de ia linea celular MCF-7 (Grafica 3) presenta una duracion de

La curva de cre .
la fase "lag" de 24 horas, de ia fase "log” de 240 horas y zicanza la fase de meseta a las 11 dias
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(Tabla 1). El nimero de duplicaciones que realiza esta linea al cabo de 7 dias en nuestras

condiciones de cultivo es de 3,5. No existen diferencias significativas en cuanto a la capacidad

proliferativa entre las lineas MCF-7 y SK Mel-5 (0,65 y 0,59) aunque como puede apreciarse en

la observacion de las curvas de crecimiento, la iinea SK Mel-5 posee menor actividad
proliferativa que la linea MCF-7 en nuestras condiciones de cultivo.

La curva de crecimiento de la linea celular SK Mel-5 (Gréafica 4) presenta una duracion
de la fase "lag” de 33 horas, de la fase "log” de 395 horas, y alcanza la fase de maseta a los 18

dias (Tabla 1). A los 7 dias de cultivo el nimero de duplicaciones experimentado por esta linea
es de 1,8,

La comparacion genérica entre los valores de absorbancias de las lineas celulares
ensayadas evaluada po analisis de varianza, demuestra que existen diferencias significativas
(p<0,01, AN OVA 1) a lo largo del tiempo en el cual se ha realizado la experiencia.

De igual forma, al extrapolar los valores de absorbancias a ntimero de células y comparar
individualmente las distintas lineas entre si mediante el test de Student existen diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas HeLa y B-16 (87.917 ¥ 137.357 p<0,001), Hela y
SK Mel-5 (87.917 y 25.324 p<0,001), MCF-Ty SK Mel-5 (82.411 y 25324 p<0,001), MCF-TY
B-16 (82.411 y 137.357 p<0,001) y SK Mel-5 y B-16 (25324 ¥ 137.357 p<0,001) no
encontrandose diferencias significativas entre las lineas HeLa y MCF-7 (87.917 y 82.411).




Tabla 1. VALORES OBTENIDOS DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO DE LAS
LINEAS CELULARES EN CONDICIONES ESTANDAR DE CULTIVO.

FASES DEL CICLO CELULAR

Log. Meseta
(horas) (dias)

11

11
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II1-2.- ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA DE LA CsA SOBRE LAS LINEAS
CELULARES HELA, MCF-7, SK MF™ 5 Y i1-16.

Para poder traducir los valores de absorbancias a numero de células con el fin de estudiar

la ~ctividad antiproliferativa de la CsA en las lineas celulares ensayadas, se ha elaborado una
curva patron para cada una de ellas.

Los valores mayores de absorbancias, siempre referidos al mismo nimero de células,
corresponden a la linea SK Mel-5, seguida de la B-16, Helay MCF-7 a la que le ~orresponden

los valores mas bajos como puede observarse en las tablas 2, 3,4y 5. La comparacién entre 10s

valcres medios de absorbancias para un mismo numero de células de cada una de las lineas
ensayadas respecto a las demas mediante la t de Student, indica que solo existen diferencias
estadisticamente significativas entre las lineas MCF-7 y SK Mel-5, siendo mayor cuando el

numero de células es bajo (2.500 a 20.000 p<0,01) ¥ perdiendo significacion estadistica para. :

mayor numero de células (40.000 a 80.000 p<0,1).

Las curvas patron claboradas para cada una de las lineas celulares se representan en las
graficas 5,6, 7Y 8 y los datos correspondientes a cada una de ellas aparecen en las tablas 2, 3,
4y5.

Para estudiar la actividad antiproliferativa de las lineas celulares ensayadas se ha utilizado
CsA sustancia base y ciclosporina (DCH (Sandimmuna, SANDOZ), como s& indica en ¢l apartado
11-2. de Material ¥ Meétodos, obteniéndose resultados similares con ambos preparados, sin que

existan diferencias estadisticamente significativas en los efectos obtenidus para todas las

concentraciones empleadas.

La CsA ha demostrado un efecto antiproliferativo frente a las lineas celulares ensayadas

de carcinoma ¥ melanoma, si bien solo se ha observado claramente a dosis que superan los

niveles terapéuticos (5 pg/mi).

nI-2.1.- CUGRVAS DOSIS RESPUESTA DE LAS LINEAS CELULARES
ENSAYADAS. ;

i -1, 5K
La representacién de las curvas dosis respuesta de {as lineas celulares HeLa, MCF-7, 3
las graficas 9, 10, 11y 12.

Mel-5 y B-16 corresponden respectivamente a

e




Resuitados

El porcentaje de supervivencia (% S) se deduce de la relacion establecida con respecto
a los valores de los pocillos control, atendiendo a la férmula:

C = N2 de células obtenido de los cultivos control.
P - N° de células obtenido de los cultivos tratados.

Linea celular HeLa.-

Fsta linea de carcinoma .uando se analiza comparativamente en el global de las lineas
estudiadas muestra un crecimiento intermedio con tendencia a alto en nuestras condiciones de
cultivo.

Cuando es incubada con CsA a las concentraciones de 5, 1, 0,5, 0,1, 0,01 pg/ml solo se
observan diferencias estadisticamente significativas (p<0,01) a la concentraciéon de 5 ;'g/iiﬂr,
respecto al control tanto si comparamos valores de absorbancias como nimero de cél'a’ (tablas
6y 7). '

Los % de supervivencia son: 38,3% a 5 ug/ml, 99% a 1pg/ml, 97,8% a 0,5 pg/ml, 11 1,36%
a 0,1 pg/mly 99,1% a 0,01 ug/ml (Grafica 9).

Su 1C50 es 4,03 pg/ml.

Sj se analiza su poder reductor dei MTT en ¢l conjunto de las lineas ensayadas, .

considerarse intermedio con tendencia a bajo.

Linea celular MCF-7.~
La lin-2 celular MCF-7 posee COmo caracteristica en cultivo crecer en monocapa

i i ivi i dia con
formando cc 1S de morfologia poligonal, con una actividad proliferativa interme

tc- J2ncia a baja, con respecto al total de las lineus utilizadas en este trv 4j0.

Fl estudio estadistico mediante 1a t de Student de los valores de absorbancias, asi como

ensayadas, nos indica que existen diferencias

del numero de células respecto a las dosis
/ml como de 0,5ug/ml de CsA respecto al

significativas (p<0,01) tanto a concentracion de Sug

control (tablas 8¥ 9).




Resultados

Los porcentajes de supervivencia son: 41,3% a concentracién de 5 ng/ml, de 89,8% a
1ng/mi, de 79,7% a 0,5 pg/ml, 101% a 0,1 pg/ml y 93,9% a 0,01 pg/ml (Grafica 10).

La IrC50 es de 4,24 pg/ml.

En el global de las lineas analizadas, la linea MCF-7 ¢s la que presenta menores valores

de absorbancia para un mismo nimero de células, es decir, es la linea que reduce menos la sal
de tetrazolio. ; .

Linea celular SK Mel-5.-
En nuestras condiciones de experimentacién, la linea SK Mel-5 es la que presenta menor

proliferacién, siendo esta caracteristica apreciable por la simple observacion microscopica de los
pocillos control.

Incubada con CsA a las concentraciones establecidas, y analizados los datos
absorbancias y nimero de células respecto a las dosis, existen diferencias e:tadhﬁeamm
significativas (p<0,01) a l2 concentracién de 5ug/ml respecto al control (tablas 10 y— 11) sieadt;
¢l % de supervivencia a esta concentracién del 22%, este valor es el mas bajo de los obtenidos
en ias lineas tratadas. A otras concentraciones los porcentajes de supervivencia son: 102%:;_
1pg/ml, 83% a 0,5 pg/ml, 105% a 0,1 ug/ml y 101% a 0,01 ug/mi (Grifica 11).

La IC50 es de 3,21 pg/ml.

Fsta linea melénica es la que presenta mayor reduccion del MTT. en el conjunto de las

lineas estudiadas.

Linea celular B-16.-
En contraste con la otra linea de mclanoma ensayada, la linea celulary B-16 es, con

diferencia, la que posee mayor capacidad proliferativa y en la que el efecto antiproliferativo que

se observa, cuando es incubada con CsA a concentracion de 5 pg/ml, es menos acusado. La

tre los valores medios de absorbancias y numero de células a las dosis

comparacion estadistica en
ensayadas, indica diferencias significativas (p<0,05) a concentracion de 5ug/ml de CsA con

relacion al control (tablas 12y 13).

Los porcentajes de supervivencia de esta linea celular a las dosis ensayadas son: 78% a
5 pg/ml, 102% a 1pg/ml, 82,9% a 0,5 ng/ml, 105,1% a 0,1 ug/miy 101,2% a 0,01 ng/ml (Gréfica
12).

La IC50 es de 7,35 ng/mil.




Resultados

Esta linea celular presenta menor poder reductor del MT1 que la linea SK Mel-5, aunque
mayor que ¢l de las lineas de carcinoma.

El anélisis global de los resultados de las curvas dosis-respuesta demuestra la existencla

de significacion estadistica entre el comportamiento normal de las lineas y las células sometidas
a la accién de la droga (p<0,01 , ANOVA 1).

En resumen, y respecto a la dosis 1C50, el valor de este pardmetro en nuestras lineas de
ensayo por orden creciente es el siguiente: SK Mel-5 (1C50=3,21 ug/ml) < Hela (IC50~4,03
ng/miy < MCF-7 (1C50-4,24 ng/mil) < B-16 (IC50=7,35 ug/mi).




Resultados

Los datos se expresan en base a los parimetros estadisticos de tendencia central y de
dispersion: media, desviacion estandar (™), valores maximos y valores minimos asi como anélisis
de la varianza para uno de los factores correspondientes a los valores de absorbancia en las lineas

celulares adicionadas con las distintas concentraciones ensayadas.




Tabla 2. CURVA PATRCN DE LA LINEA CELULAR DE CARCINOMA DE CUELLO
UTERINO Hela.

Ne célulasﬂlI ABS *+ DS

80.000 0,78+0,19

40.000 0,4410,07

20.000 0,29+0,08
10.000 0,21+0,03

5.000 0,15:0,03

i 2.500 0,1140,02

Los resuitados son la media de 2 experiencias con 3 réplicas en cada una de ellas +

Desviacion tipica

Tabla 3. CURVA PATRON DE LA LINEA CELULAR DE CARCINOMA DE MAMA MCF-7

Ne células | ABS + DS J

80.000 0,6310,15
40.000 0,38+0,01
20.000 0,24+0,05
10.000 0,17+0,03

5.000 ,1340,02

2.500 0,10+0,02

+
Los resultados son la media de 2 experiencias con 3 réplicas en cada una de ellas £

Desviacion tipica.




Tabla 4. CURVA PATRON DE LA LINFA CELULAR DE MELANOMA HUMANO SK
MEL-5.

N¢ células ABS + DS

80.000 1,57+0,60
40.090 0,86+0,38
20.000 0,56+0,16
10.000 0,34+0,13

5.000 0,21+0,06

2.500 0,14+0,05

Los resultados son la media de 2 experiencias con 3 réplicas en cada una de ellas *
Desviacion tipica.

Tabla 5. CURVA PATRON DE LA LINEA CELULAR DE MELANOMA MURINO B-16.

Ne células | ABS % DS

80.000 0,98+0,39
40.000 0,7610,11
20.000 0,4510,17
10.000 0,29+0,10

5.000 0,19+0,06

2.500 0,13+0,03

jas con 3 réplicas €D ~ada una de elias *

Los resultados son la media de 2 experienc

Desviacion tipica.




Tabla 6. EFECTO DE LA CsA SOBRE LA LINEA CELULAR HelLa REFERIDO A VALORES

DE ABSORBANCIAS.

DOSIS ng/ml ABS MINIMO MAXIMO
Control 0,41+0,09 0,21 _Oj;;—_
5 0,22+0,07 0,08 0,36
1 0,4110,08 0,26 0,64
0.5 0,4010,08 0,26 0,58
0,1 0,44+0,11 0,21 0,69
0,01 0,4140,13 0.18 0,69

NIV. SIG.

Los resultados son la media de 4 experienci

Desviacion tipica.
ABS: Valores de absorbancia.
NIV. SIG. : Nivel de significacion

as con 10 réplicas en cada una de ellas +

Tabla 7. EFECTO DE LA CsA SOBRE LA LINEA CELULAR HELA REFERIDO A

NUMERO DE CELULAS.
pOSIS wng/ml N¢ CEL. MINIMO  MAXIMO NIV. SIG.
'—E;ntrol 35.527+10.850 12.439 60.585 et
5 13.604+ 8.238 -2.864 29.626 p<0,01
1 35.183+ 9.616 18.089 62.351 NS *
0,5 34.733+ 9.968 17.854 55.641 NS
0,1 39.563112.460 12.557 68.472 NS
0,01 35,208415.647 8.437 68.943 NS

Los resultados son la media de
Desviacion tipica.

Ne CEL: Numero de células.
NIV. SIG. : Nivel de significacion

90

4 experiencias con 10 réplicas en cada una de ellas £




Tabla 8. EFECTO DE LA CsA SOBRE LA LINEA CELULAR MCF-7 REFERIDO A
VALORES DE ABSORBANCIAS.

DOSIS ug/ml S MINIMO  MAXIMO NIV. SIG.

0,4110,04
0,23+0,11
0,37+0,06
0,3410,06
0,41+0,05
0,39+0,05

Los resultados son la media de 4 experiencias con 10 réplicas en cada una de éllaé t

Desviacion tipica.
ABS: Valores de absorbancia.
NIV. SIG. : Nivel de significacion

vabla 9. EFECTO DE LA CsA SOBRE LA LINEA CELULAR MCF-7 REFERIDO A
NUMERO DE CELULAS.

poOsisS ug/ml Ne CEL. NIV.

Control 45.174% 6.570
18.642+19.930
40.560+ 8.252 . NS
35.980+ 8.152 NS
45.660+ 7.566 . NS
42.409+ 6.684 NS

Los resultados son la media de 4 experiencias con 10 réplicas en cada una de ellas &

Desviacién tipica.
Ne¢ CEL: Nimero de células.

NIV. SIG. : Nivel de significacion




Tabla 10. EFECTO DE LA CsA SOBRE LA LINEA CELULAR SK MEL-5 REFERIDd A
VALORES DE ABSORBANCIAS.

S L

DOSIS ug/ml MINIMO MAXIMO NIV. SIG.

Control 0,421+0,13 0,23

5 0,19+0,05 0,10
1 0,42+0,14 0,24
0.5 0,37+0,11 0,21
0,1 0,43+0,14 0,19
0,vl 0,42+0,14 0,20

smm S

Los resultados son la media de 4 experiencias con 10 réplicas en cada una .de- elhs i
Desviacion tipica.

ABS: Valores de absorbancia.

NIV. SIG. : Nivel de significacion

Tabla 11. EFECTO DE LA CsA SOBRY LA LINEA CELULAR SK Mel-5 REFERIDO A
NUMERO DE CELULAS.

control 15.629+ 6.924
3.447+ 2.739

16.060+ 7.648

.5 12.954+ 5.854

1 16.426% 7.626

.01 15.810%+ 7.947

Los resultados son la media de 4 experiencias con 10 réplicas en cada una de ellas &

Desviacion tipica.
N2 CEL: Numero de células.
NIV. SIG. : Nivel de significacion
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T S
abla 12. EFECTO D% LA CsA SOBRE LA LINEA CELULAR B-16 REFERIDO A VALORES

DE ABSORBANCIAS.

DOSIS ua/ml  ABS MINIMO MAXIMO  NIV. SIG
Congro] 1,37+0,26 0,;; _I#;{_) ———————————
1.0840,30 0,50 1.71
1 1.5340,33 0,84 2,16 e

0.5 1.3240,38 0.65 2.10
0.1 1.4940,37 0.87 2,23
0.01 1.3140,31 0,83 2.07

Los resultados son la media de 4 experiencias con 10 réplicas en cada una de ellas’s
Desviacion tipica. o
ABS: Valores de absorbancia.

NIV. SIG. ; Nivel de significacion

Tabla 13. EFECTO DELA CsA SOBRE LA LINEA CELULAR B-16 REFERIDO A NUMERO

DE CELULAS.
e

pOSIS ug/m? Ne CEL. MINIMO MAXIMO  NIV. S16G.
Control 107.031%£23.272 63.744 54.258 o

5 81.787+26.720 29.879 37.503 p<0,01

1 121.657+29.832 59.666 77.485 NS

0,5 102.712+33.699 43.442 71.988 NS

0.1 118.583+32.569 62.769 83.425 NS

0,01 101.867+27.871 59.311 69.063 NS

Los resultados son la media de 4 experiencias con 10 réplicas en cada una de elias &

Desviacion tipica.
Ne CEL: Namero de células.
NIV. SIG. : Nivel de significacion
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111-3.- VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA DE GP-170 MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO. ’ '

III-3.1.- ANALISIS DESCRIPTIVO DE RESULTADOS.

La expresion de la glicoproteina de membrana P-170 se ha estudiado en las lineas

celulares HeLa, MCF-7, SK Mel-5y B-16 en controles celulares no tratados y células tratadas
con CsA a concentraciones proximas a los niveles terapéuticos, 0,5y 1 ug/ml y que como se ha

visto anteriormente, no tienen efecto antiproliferativo notable sobre las lincas ensayadas.
Los resultados se obtuvieron tras 7 y 30 dias de exposicion a la droga.

El antigeno de membrana, GP-170, se ha testificado mediante los anticuerpos C-219 ¥
JSB-1, con las técnicas de inmunofluc “escencia directa e indirecta para el AcMo C-219 yen el
caso del AcMo JS8-1 mediante inmunofluorescencia indirecta. Los resultados a los que se hace
alusion se refieren a los obtenidos con el AcMo JSB-1, ya que ¢l AcMo de raién C-219, tanto
por la técnica de inmufluorescencia directa como con la indirecta, no ha permitido mostrar
diferencias con la fluorescencia inespecifica presente en los controles negativos. No obstante, en .
las Figuras 3 a la 25, hemos representado en cada una de ellss ios histogramas correspondient2s
a control sin Ac primaric, citcqueratina y a los anticuerpos monoclonales C-219 ¥ JSB-1
respectivamehte, con el fin de poder co~.parat los resultados obtenidos, para cada una de las

lineas, de la expresion de GP-170 er _élulas no tratadas y sratadas con 0.5y 1 ng/ml de CsA,
a7y 30 dias de exposicion a la droga.

Aunque como §¢€ especifica en el apartado 11-6.2.2 de Material y Métodos, el nimero de
células de partida en la realizacion de la tecnica de inmunofluorescencia indirecta fue siempre

el mismo (106 oélulas), debido a los sucesivos lavados realizados existen grandes pérdidas

celulares , por lo que el numero de células de las suspensiones celulares finales de las que el

dosificador del citometro de flujo toma las muestras, oscilaron entre 1.000-50.000, por ello, los

valores de la expresion de (GP-170 hacen referencia al porcentaje de células marcadas con

fluoresceina y no a ntmero absoluto de elementos inmunomarcados.

e GP-170, s¢ observan dos comportamientos distintos de las

Respecto a la expresion d
lineas celulares ensayadas cuando son mantenidas en cultivo durante 30 dias en nuestras

Hela, MCF-7v SK Mel-5 experimentan una disminucion de

condiciones de trabajo. Las lineas ,
' do, siendo mas acusada en la linea de

ja expresion de 1a GP-17C a lo largo de este perio

carcinoma de cuello de utero, HelLa (Grafica 13), seguida de la MCF-7 (Grifica 14) ¥ SK Mel-5
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(Gréfica 15), siendo esta ulume linea donde la expresion antigénica desciende menos a los 30

dias de cultivo. La linea de melanoma murino B-16 no presenta modificacion de la expresion del

ntigeno de membrana tras permanecer durante 1 mes en cultivo (Grafica 16).

El comportamiento de las lineas celulares testificadas respecto a la expresion de GP-170
fué difere

nte para cada una de ellas, en funcion del tiempo y las concentraciones ensayadas de
CsA.

Cuando la linea celular HeLa es tratada con CsA a concentraciones de 0,5 y 1ug/ml, a
los 7 dias de exposicion a la droga, la expresion de la GP-170 no se modula. Tras 30 dias de
tratamiento, las células Hela expuestas a 0,5 pg/mi de CsA mantienen el valor de la expresion
antigénica, mientras que en las células tratadas con 1 pg/ml, disminuye la expresion de GP-170,

pero no de forma tan acusada como en los controles (Grafica 13).

La determinaci6n de citoqueratina en esta linea celular fué positiva tanto en los controles
como en las células expuestas a la CsA, sin que se produjeran modificaciones de este pardmetro

ni en funcién de la concentracion de CsA ni con el tiempo.

Los histogramas obtenidos del citometro de flujo para 1a linea HeLa sin tratamiento ¥
tratada a 0,5y 1 ng/ml de CsA 2 7 y 30 dias de ensayo §€ representan en las figuras 3, 4, 5, 6,
778

En la linea celular HeLa no se modula la expresion del antigeno de membrana én las
células tratadas co.1 0,5 ug/ml de CsA, mientras que se origina una pequefia modificacion de este

valor en las tratadas con 1 ng/ml de CsA (Tabla 14).

La comparacion de las medias de esta expresion antigénica en funcion del tiempo en la

linea cclular HeLa presenta una disminucion considerable de este valor a los 30 dias con relacion

siempre a los 7 dias de la experiencia (Tabla 15 ).

La otra linea de carcinoma, MCF-7 (Grafica 14), iras tratamiento con CsA sufre una

modulacién precoz a la baja que es ya ostensible a 1a semana de exposicion a la droga. A los 30

nde levemente en las muestras

a diferencia de lo que ocurre

dias de tratamiento, la expresion del antigeno de membrana descie

tratadas, jgualandose a los valores obtenidos para 1os controles,

para la linea HelLa.

En la linea celular MCF-7 , al jgual que en la linea Hela, la determinacion de

ié centaje de
citoqueratina fué positiva en todas las muestras celulares, manteniéndose el porcentaj
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positividad a diferentes tiempos y concentraciones ensayadas.

Los histogramas obtenidos del citometro de flujo para la linea MCF-7 sin tratamiento y

tratadas a 0,5 y 1 pg/ml de CsA a 7 y 30 dias de ensayo se representan en las figuras 9, 10, 11,
12, i3y 14.

En cuanto al estudio global de la expresion de la GP-170 en funcion de las
concentraciones utilizadas en la linea celular de carcinoma de mama, MCF-7, se observa una
modulacién a la baja en los valores medios de la expresion del antigeno de membrana en las
células tratadas con la droga, siendo mayor a 0,5 ug/ml que a 1 pg/ml de CsA (Tabla 16). La
comparacion de los valores medios de esta expresion antigénica en la linea celular MCF-7 a los
7 y 30 dias de ensayo muestra una disminucién de la expresion a los 30 dias “le la experiencia
(Tabla 17).

De forma general, en la linea melénica SK Mel-5 (Gréfica 15), puede hablarse de un
descenso con el tiempo de la expresién de GP-170 equiparable para los controles y las células
tratadas, que es ostensible tan solo en la experiencia 2 30 dias. En relacion con la dosis destaca
1a mayor intensidad del efecto a 0,5.

La linea SK Mel-5 de melanoma humanc no contiene filamento intermedio de

citoqueratina reconocido por el coctel panqueratinico de alto y bajo peso molecular.

Los histogramas obtenidos del citometro de flujo para la linea SK Mel-5 sin tratamiento
y tratadas a 0,5 ¥ 1 ng/ml de CsA a 7 y 30 dias de ensayo $€ representan en las figuras 15, 16,

17, 18, 19 y 20.

En la linea de melanoma humano SK Mel-5, se observa un descenso del valor medio de

la expresion de GP-170 en las células tratadas a concentracion de 0,5 ng/ml, no modificandose

este valor a 1 pg/ml de CsA (Tabla 18).

En cuanto al tiempo de exposicion a la droga en relacion con esta glicoproteina, s¢
70 a los 30 dias de

presenta en la linea SK Mel-5 una disminucién de la expresion de GP-1
ensayo (Tabla 19).

En la linea celular B-16 (Grafica 16) a 7 dias de ensayo, se observa un descenso de la

2 A
expresion antigenica a 0,5 pg/ml de CsA, sin que s€ modifique este valor a 1 ng/ml de CsA

. e A il
los 30 dias de exposicién, 1a expresion de GP-170 aparece disminuida en las células expues
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ala a, i ) e P
droga, igualandose para las dos concentraciones de CsA utilizadas, lo cual contrasta con el
hecho de que en esta linea los controles no se modifican

La linea celular B-16 al igual que ocurre con la otra linea melénica estudiada, SK Mel-5
no contiene filamento intermedio de citoqueratina frente al AcMn utilizado.

Los histogramas obtenidos del citometro de flujo para la linea B-16 sin tratamiento y
tratadas a 0,5y 1 pg/ml de CsA a7y 30 dias de ensayo se vepresentan en las figuras 21, 22, 23,
24, 25 y 26.

En la linea celular B-16 no se observan modificaciones de la expresion antigénica entre
las células tratadas con 1 ng/ml de CsAy los controles, disminuyendo la expresion del antigeno
de membrana en las células tratadas con 6,5 ng/ml de CsA (Tabla 20). A 30 dias de la

experiencia, se observa una disminucion del valor medio de la expresion de GP-170 (Tabla 21).

Fl estudio del valor medio de la expresion de GP-170 a diferentes concentraciones de
CsA afiadidas a los cultivos (0.5 y | ng/mi), muestrz una tendencia a la baja en los valores de

dicha expresion, siendo esta disminuciopn mayor en las células tratadas con 0,5 pg/ml de CsA

que a 1 ng/ml de CsA como puede observarse en la Tabla 22.

Fl analisis estadistico de los valores obtenidos de la expresion de GP-170 para el global
de las lineas celulares ensayadas, demnuestra que la expresién del antigeno de membrana se
modifica con el tiempo de ensayo, como puede observarse en la Tabla 23, evidencidndose en
general un descenso progresivo de los valores, aunque mediante el analisis de 1a varianza para

un factor no sea estadisticamente significativo, debido al nimero reducido de determinaciones

realizadas.

La comparacion entre {as medias de los valores de esta expresion antigénica en funcion
del tiempo, indica que existen diferencias s‘.gﬁiﬂcativa.s (p<0,05) entre los resultados obtenidos

a 7 dias respecto a los correspondientes a 30 dias (Tabla 23).

ores medios de los resultados obtenidos enla determinacion
o los valores de las células

Cuando comparamos Jos val

de GP-170a 7Y 30 dias de tratamiento, {eniendo en cuenta sol

expuestas a la droga para cada una de las lineas celulares ensayadas, se observa una disminucion

del valor medio de la expresién de GP-170 en todas las lineas sien
lineas SK Mel-5 (disminuye el 88% respecto al valor de 7 dias), B-16 (69%), Hel.a (27.2%) ¥

MCF-7 (25.5%).

do mucho mas acusada " n las




Tabla 14. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN LA LINEA CELULAR HELA
EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES UTILIZADAS.

CsA ug/ml

GP-170
(JsB-1)

Minimo

Maximo |

Control

1
B

38,13+29,76
33,60+19,37
41,63+10,06

7.0
21,0
30,3

66,3
55,9
49,5

Los resultados son la media de 2 experiencias * Desviacion tipica.

Tabla 15. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN LA LINEA CELULAR HELA
EN FUNCION DEL TIEMPO.

GP-170

(JsB-1) M{nimo

44,50+15,92 23:9
30 24,37+19,27 7.0

Los resultados son la media de 2 gxperiencias & Desviacion tipica.




Tabla 16. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN LA LINEA CELULAR MCF-7
EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES UTILIZADAS.

GP-170

CsA pg/ml (JsSB-1) Maximo

Control 33,40+37,00 76,0
1 20,10+ 4,02 24,5
k5, 5 15,23+11,50 26,9

Los resuliados son la media de 2 experiencias + Desviacion tipica.

Tabla 17. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP- 170 EN LA LINEA CELULAR MCF-7
EN FUNCION DEL TIEMPO.

GP-170 ' G !
(J8B-1) Minimo Maximo

26,62125,76 3,9 76,0
30 15,50+ 0,95 14,9 16,6

i 2 experiencias * viacién tipica.
Los resultados son ]a media de 2 experiencias = Des p




Tabla 18. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN LA LINEA CELULAR.SK

Mel-5 EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES UTILIZADAS.

GP-170
CsA pg/ml (JSB-1) Maximo

Control 42,23+46,2: 92,90
1 42,50+45,86 95,2
0.5 28,13+43,43 . 78,2

Los resultados son la media de 2 experiencias * Desviacion tipica.

Tabla 19. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN LA LINEA CELULAR SK
Mel-5 EN FUNCION DEL TIEMPO.

GP-170 ‘ !
Tiempo (dias) (JsB-1) Minimo Maximo

95,2
34,2

-____________.._..——-—'____.———-—
7 47,20%45,70 0, \

Los resultados son {a media de 2 experiencias * Desviacion Upsca.




Resultados *

Tabla 20. VALOKACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN LA LINEA CELULAR B-16
EN FUNCION DE LAS CONCENTRACIONES UTILIZADAS.

GP-170
CsA pg/ml (JSB-1) Minimo Maximo

Control 48,53+27,02 17.7 68,1
i 48,30431,30 12,6 71,0
0.5 22,43+13,24 19,8 46,2

Los resultados son la media de 2 experiencias + Desviacion tipica.

Tabla 21. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN LA LINEA CELULAR B-16
EN FUNCION DEL TIEMPO.

; | GP-170 l |
Tiempo (dias) (Jsp-1} Maximo

| y ! 47,88+20,23 17:7 71.0

30 33,50430,18 12,6 60,3

Los resultados son la media de 2 experiencias * Derviacion tipl.a.




Resultados

Tabla 22. VALORACION DE LA “XPRESION DE GiP-170 N FUNCION ™" LAS
CONCENTRACIONES UTILIZADAS.

' GP-170

CsA pi/md {JSB-1) Minimo Maximo

Cortrol 40,58+31,08 0,5 92
i 36,13427,47 237 95,2
0,5 29,36+22,71 0,6 78 .

s ==

+ Desviacion tipica.

Los resuliados son la media de 2 experienci’s

Tabla 23.. VALORACION DE LA EXPRESION DE GP-170 EN FUNCION DEL TIEMPO.

Ge-17" : :

Tiempo (dias) (JsB-1) Minimo Maximo
7 8 41,55¢28,66 0,5 95,2
30 22,96i1q,35 0,6 68,1

1 os resultados son 1a media de 2 experiencias * Desviacion tipica.
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR SK Mel-5
INCUBADAS CON CsA [0.5 pg/mi]
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~ VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE

CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR SK Mel-5
INCUBADAS CON CsA [1 ug/ml]
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR SK Mel-5

SIN TRATAMIENTO
1020 : z mgaﬁ
8as i 300,
6@a ; sae% |
4@’* ; 462
; : ”
204 ﬁ } 203 [\
% 53}13-; 50 209 zée % séj 1é§ TR
GR-FL LOG GR=1L LOG
SIN AC PRIMARIO CITOQUERATINA
EXPRESION DE GP-170
30 DIAS
xe%“ 1002
8o 828
607 59@’ R
63 - 428}
AL 5 S R
n;w %3 'j;Ré?; lﬁf;ga 209 250 % %0 3‘.&;"53 z?-aeﬁm
AcMo C-219 i e

FIGURA:18




Resultados

VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR SK Mel-5
INCUBADA CON CsA [0.5 pg/ml]
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VALORACION DE [_A EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR SK Mel-5
INCUBADAS CON CsA [1 pg/ml]
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR B-16
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR B-16
INCUBADA CON CsA [05ug/ml]
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA ¢ :LULAR B-16

\ INCUBADAS CON CsA [1 pg/mi]
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE

CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR B-16
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR B-16
INCUBADAS CON CsA [0.5 nug/ml]
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VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, EN LA LINEA CELULAR B-16
INCUBADAS CON Csa [1 pg/ml)
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Resuitados

III-4.- RESULTADOS DEL ANALISIS DE IMAGEN SOBRE LOS CULTIVOS
CELULARES.

e De forma genérica y tras realizar la captacion interactiva de las iméagenes nucleares, que
l' son presentadas por el sofware TEXCAN en pantallas de 25 imagenes digitales (Ilustracién 5),
=. se procede a su transformacién mediante filtrado e inversion digital en imagen de densidad 6ptica

‘.‘ integrada (Ilusiracion 6), que es umbralizada (segmentada) mediante un procedimiento interactivo

| hasta obtener uia mascara de segmentacion que define nitidamente el perfil nuclear utilizado
para la vzioracion morfométrica y una imagen densitométrica del contenido (en blanco) que

i contrasta con el fondo en negro (imagen binaria) (Ilustracién 7). Con la finalidad de facilitar la
distincion entre las imagenes correspondientes a las diferentes lineas, es posib.. car a cada

i:imag,c—:n digital un loot de color diferente que permite su separacion sencilla (Tlustracién 8).

En el caso del estudio granulométrico, la aplicacion del correspondiente subprograma de
TEXCAN, permite diferenciar entre el contenido nuclear en granos finos (Ilustracion 9) y gruesos

!Ilustracién 10) de heterocromatina.

¥
E

[11-4.1.- RESULTADOS DE CUANTIFICACION MORFOMETRICA.

Los resultados obtenidos de la evaluacién morfemétrica de los nicleos celulares,
correspondientes a-las diferentes lineas testificadas, evidencian una rodificacién de alguno de
los parametros, en particular, los concernientes al rea nuclear y relacionados con ella, como son

€l perimetro y didmetro del mismo, cuando son sometidos los cultivos al efecto de CsA a

_! concentraciéon de 1 pg/ml (tablas 24, 25, 26, 27).

Hemos comprobado varios tipos de respuestas adaptativas tras la incubacion con CeA.
Por un lado una disminucién del tamaifio nuclear estadisticainente significativa (p<0.001, t de
Student) (Gréficas 18a, 20a) en las lineas celulares MCF-7 (2555£905 vs 1638+574) v B-16
(24904617 vs 1669+375), significacion que también comparten el perimetro y el diametro nuclear.

La respuesta evidenciada en la linea celular de melanoma humano SK Mel-5, es por el contrario,

un incremento de los parametros mencionados (Tabla 26) consignivndose también significacion

estadistica para dichos valores (29984590 vs 35704766 p<0.001, t de Student) (Gréfica 19a). De
a, se separa la linea celular de carcinoma Hela, en la que no se ha

esta tendencia observad
24) (30631585 vs

podide demostrar modificacion estadisticamente significativa alguna (Tabla

3247:658) en los parametros evaluados (Gréfica 17a).
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También, ha sido constante la ausencia de modificacion,

en las lineas celulares de todos
parametros de forma como son el factor de esfericidad, regularidad, elongacién y asimetria
(Tablas 24, 25, 26, 27) (Graficas 17b, 18b, 19b, 20b).

los

Establecida la comparacion con células mesenquimales normales (RSO1) (Tabla 28) se
constata que el tamaiio nuclear de las lineas tumorales es mayor, con una significacion estadistica
que oscila entre p<0.01 y p<0.001 con el test de comparacion multiple de medias (grafica 21) y
una vez tratadas las monocapas c~lulares con CsA, las celulas que se mar‘ienen en el cultivo
presentan un drea nuclear menor que la células mesenquimales normales (caso de las lineas

MCF-7 y B-16), incrementan su tamafio (linea SK Mel-5) ¢ se modificar (linea Hela)
(Grafica 21).




Tabia 24. ESTUDIO MORFOMETRICO DE LA LINEA CELULAR DE CARCINOMA HelLa.

PARAMETROS ESTUDIADOS CONTROL CsA [1lug/ml]

=

ARFA CELULAR 31364585 32474658
PERTMETRO 247424 274429
RADTO 31,4 32

FACTOR DE ESFERICIDAD 0,98 0,98
FACTOR DE REGULARIDAD 1,78 2,04
FACTOR DE ELONGACION 0,05 0,04
FACTOR DE ASIMETRIA 0,21 0,21

* Los valores corresponden a la media + desviacion tipica de 100 células.

Tabla 25. ESTUDIO MORFOMETRICO DE LA LINEA CELULAR DE CARCINOMA DE '
MAMA MCF-T.

PARAMETROS ESTUDIADOS CONTROL CsA [1pg/ml]

AREA CELULAR 25551905 16381574

PERIMETRO 232450 206133

RADIO 28,1 22 5

FACTG. DE ESFERICIDAD 0,98 0,99

FACTOR DE REGULABIDAD 1,66 1,54

FACTOR DE ELONGACION 0,05 0,04

0,27 0,32

FACTOR DE ASIMETRIA

* Los valores corresponden a Ja media + desviacion tipica de 100 céiulas.




HUMANO SK Mel-5

Resultados

Tabla 26. ESTUDIO MORFOMETRICO DE LA LINFA CELULAR DE MELANOMA

PARAMETROS ESTUDIADOS

CONTROL

CsA [ipg/ml]

AREA CELULAR

| PERIMETRO

RADIO

FACTOR DE ESFERICIDAD
FACTOR DE REGULARIDAD
FACTOR DE ELONGACION

FACTOR DE ASIMETRIA

2998+590
252126

32

1,62

0,05

35701766
268131
34
0,99
1,7%

0,05

0.23

=

0,24

* 1os valores corresponden a la media + desviacidn tipica de 100 células.

Tabla 27. ESTUDIO MORFOMETRICO DE LA LINEA CELULAR DE MELANOMA
MURINO B-16 .

=

PARAMETROS ESTUD1ADOS

R

CONTROL

CsA ilug/ml]

AREA CELULAR
PERIMETRO

RADIO
FACTOR DE ESFERICIDAD

FACTOR DE REGULARIDAD
FACTOR DE ELONGACION

FACTOR DE ASIMETRIA

24901617
23030
25,9
0,98
1,94
0,05

0,21

1581375
202123
22,3

1

1,83
0,04
0,26

_-_w

N

% Los valores corresponden 2 la media + deswiacién tipica de 100 células.




Tabla 28. ESTJDIO MORFOMETRICO DE LAS CELULAS MESENQUIMALES NORMALES
RSO1.

PARAMETROS ESTUDIADOS CONTROL CsA [1pg/ml]

AREA CELULAR 2072760 N.D.
PERIMETRO 206136 N.D.
RADIO 25,4 N.D.
FACTOR CE ESFERICIDAD 0,99 - N.D.

FACTOR DE REGULARIDAD 2,30 N.D.

FACTOR DE ELONGACION 0,05 : N.D.

FACTOR DE ASIMETRIA 0,22 N.D.

=

* Los valores corresponden a la media + desviacién tipica de 100 células.

~ N.D.: No Aeterminado.
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I11-4.2.- RESULTADOS DE LA CUANTIFICACION DE LA TEXTURA GRANUL-AR

Los valores resultantes de la cuantificacién de la textura granular de los nucleos
seleccionados con los filtros de mediana (5x5) o granularidad nuclear fina y (11x11) o
granularidad nuclear gruesa para cada linea celular se expresan en las tablas 29, 30, 31, 32.

De estos resultados cabe destacar como la CsA a concentracién de 1 pg/ml, no ocasiona

ninguna modificacion para los parametros estudiados sobre la linea celular de carcinoma Hela,
comparada con las células control (Tabla 29).

En relacion con la linea celular de melanoma humano SK Mel-5, hemos comprobado.qne
l1a modifici~idn prgducida en la textura granular por la CsA, es principalmente originada en la
cromatii.. -.;;nueéta en gruesos acumulos, aumentando tanto el nimero de granulos como la
extensiéon ocupada por ellos (p<0,01 , t de Student) (Tabla 31), no siendo significativos los
cambios en la textura granular fina.

La variacion de la textura granular de las células MCF-7 y B-16 después de ser tratadas
con 1 pg/ml es semejante, cor: un incremento del irea media granular de la hetrocromatina de
cardcter estadisticamente significativo, junto con un aumento del area granular gruesa y un
descensc del la granularidad fina, que no alcanza significacion estadistica debido a la gran
varjacién entre células (Tablas 30 y 32). En general como se puede observar en las tablas, la
tendencia es al aumento de la heterocromatina y descenso de la eucromatina con mayor 0 menor
grados de significacion, evaluado por el Test de Student.

Establecida la comparacion entre las celujas mesenquimales control (Tabla33)yla
celular Hel.a, es manifiesto el aumento del 4rea granular fina tras el tratamiento con CsA
(p<0, 01 , t de Student) y la reduccion del drea granular gruesa (Gréfica 22). Por el contrario, el
comportamiento de la linea més sensible SK Mel-5 es inverso, aumentando principalmente la
cromatina dispuesta en gruesos acamulos (p<0,01 , t de Student) (Gréfica 22).




Tabla 29. ESTUDIO DE LA TEXTURA GRANULAR EN LA LINEA DE CARCINOMA Hela,

G. FINOS 60,1+19,9 74,95423,4 p<«0,1

G.GRUESOS 1,9543,3 0,95+1,17 NO SIG.
AREA GRANULAR

G. FINOS

G .GRUESOS

225,3173,4 282,65+128 p<0,1
86,3+189 33,90+69,2 NO SIG.

AREA TOTAL GRANULOS/AREA
G. FINOS
G. GRUESOS

20,616,6 20,818,8 NO SIG.
0,55+4,1 0,35+0,7 NO SIG.

PARAMETROS ESTUDIADOS CONTKOL l CsA [lpg/ml] | NIV. SIG.
N* DE GRANULOS A

N® GRANULOS/CELULA i 4
G. FI]IOS NO SIG- i
G. GRUESOS : - NO SIG.

AREA MEDIA GRANULAR
G. FINOS 1,1540,3 NO SIG.

* Los valores corresponden a la media de 100 células.
*% Nivel de significacién para la t de Student.




Tabla 30. ESTUDIO DE LA TEXTURA GRANULAR EN LA LINEA DE CARCINOMA DE
MAMA MCF-7.

PARAMETROS ESTUDIADOS CONTROL CsA [lug/ml] | NIV. SIG.

N® DE GRANULOS
G. PINOS 27,0422,5 27,0413,1
5.GRUESOS 5,116,0 §,313,8

AREA GRANULAR
G. FINOS 135,4496,3 126,8465
G.GRUESOS 273,8+412 415,61366

AREA TOTAL GRANULOS/AREA
G. FINOS 11,246,4 14,545,8
G. GRUESOS 1,8+1,9 2,3+2,0

N® GRANULOS/CELULA
G. FINOS 7,543,5
G. GRUESOS 23,3418,1

AREA MEDIA GRANULAR
G. FINOS 2,741,1
G.GRUESOS 56,7+104

e

T

* Los valores corresponden a la media de 100 células.
** Nivel de significacién para la t de Student.




Tabla 31. ESTUDIO DE LA TEXTURA GRANULAR EN LA LINEA DE MFLANOMA

HUMANO SK Mel-5.

_mm_ ESTUDIADOS
Ne DE '
G. FINOS
G.GRUESOS

32,9123
0,0+0,0

CsA [ing/ul]

32,7411
2,6+31

RIV. S16. .

bl
pa,00 |

AREA GRANULAR
G. FINOS 123,5483,2
G.GRUESOS 0,0+0,0

129,6180,8

140,4+182,9

NO SIG.
p<0,01

AREA TOTAL GRANULOS/AREA
G. FINOS
G. GRUESOS

N2 GRANULOS/CELULA
6. FINOS
G. GRUESOS

AREA MEDIA GRANULAR
G. FINOS
G.GRUESOS

* Los valores corresponden a la media de 100 célwas.

** Nivel de significacion para la t de Student.
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Tabla 32. ESTUDIO DE LA TEXTURA GRANULAR EN LA LINEA DE MELANOMA

MURINO B-16.

PARAMETROS ESTUDIADOS

CONTROL

CsA [1pg/ml]

N¢ DE GRANULOS
G. FINOS
G.GRUESOS

44,4+15,1
6.114,2

g

33+7,1
5,3£2,8

NIV. SIG.

AREA GRANULAR
G. FINOS
G.GRUESOS

195,4167
427,0+352

134432
3841219

AREA TOTAL GRANULOS/AREA
G. FINOS
G. GRUESOS

16,444
2,411,6

21,9+4.4
3,741,7

N® GRANULOS/CELULA
G. FINOS
G. GRUESOS

7.,4+1,8
17.2+14,4

§,8+1,8
26,0+13,5

AREA MEDIA GRANULAR
G. FINOS
G.GRUESOS

1;710’5
23,9+28,8

2,740,1
46,9+27

e e

el

* Los valores corresponden a la media de 100 células.
** Nivel de significacién para la t de Student.




Tabla 33. ESTU 10 D£ LA TEXTURA GRANULAR EN LAS CELULAS MESENQUIMALES

NORMALES RSO1

PARAMETROS ESTUDIADOS CONTROL

CsA [1pg/ml] NIV. SIG.

N2 DE GRANULOS N.D.
G. FINOS 4],8+21,07 .
G.GRUESOE 3,943,9 i

AREA GRANULAR N.D.
G. FINOS 162,3487,17 .
G.GRUESOS 231,84279,6 .

AREA TOTAL GRANULOS/AREA N.D.
G. FINOS 22,8+11,7 .
G. GRUESOS 2,1+1,9 4

N® GRANULOS/CELULA N.D.
G. FINOS 8,7+4,17 &
G. GRUESOS 12,6415,3

AREA MEDIA GRANULAR N.D.
G. FINOS 1,940,5 5
G.GRUESOS 21,7+24,4

* Los valores corresponden a la media de 10U células.
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COMPARACION DEI AREA CELULAR MEDI
ENTRE CELULAS MESENQUIMALES
NORMALES Y CELULAS TUMORALES.

4000 -~
. ; © e,
3000
2000 -
1000 -
0 o
CONTROL [1 ug/ml] -
RSO1 2072 2072
Hela 3173 * % 3247 «
MCF-7 2555 1638 * *»
B-16 2480 1581 * *»
I8! nel-5 2998 * 3570 *
] RSOt

BE B-16

« p<0.01 ++ p<0.001, t de STUDENT
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reales captadas, tefiidas con hematoxilina,
en la linea Hela.

de
Tlustracién 7. Ejemplos de méscara
segmentacion del perfil nuclear.







Tlustracién 10. Textura granular gruesa de 1a linea MCF-7.
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Resultados

III-5.- DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CsA Y SUS METABOLITOS EN
LOS MEDIOS DE CULTIVOS.

Uno de los fines del trabajo presentado era conocer Ja concentracién de CsA y sus
metabolitos en los medios de cultivos de las lineas HeL.a, MCF-7, SK Mel-5 y B-16 alos 7 dias

de ensayo, 6 dias de tratamiento con CsA, con concentraciones de 5, 1,05, 0,1 y 0,01 pg/ml

de CsA, afiadidas una sola vez a lo largo de la experiencia. También queriamos conocer con
exactitud las concentraciones reales de las disoluciones de CsA que nosotrot preparamos y
afiadimos a los pocillos correspondientes asi como, que ocurria con estas concentraciones de CsA
afladidas a los medios de cultivo sin células, tras ser incubadas en estufa de CO, a 37°C durante
6 dias. Con esta finalidad hemos utilizado el métode CYCLO-TRAC NS RIA, como se _lndica
en el apartado I1-7 de Material y Métodos, realizando numerosas mediciones en los medlos de
cultivos indicados anteriormente, obteniendo unos resultados discordantes puesto que no guardan
ninguna correlacion entre las concentraciones a medir en todas ellas.







IV. DISCUSION GENERAL.

IV-1.- DISCUSION SOBRE LOS ENSAYOS DE QUIMIOSENSIBILIDAD IN VITRO.

Debido a que la finalidad de este trabajo fué establecer y valorar ¢l efecto antiproliferativo
"in vitro” sobre lineas de carcinoma y melanoma en cultivo de la CsA, un firmaco con escasa
actividad citotéxica. los métodos de cuantificacién celular convencionales para este altimo efecto,
fueron poco utiles. Por ello se selecciond el MTT como test mas sensible a las pequefias
modificaciones que cabria esperar por accioén de dicha droga. Esta técnica cuantitativa se enmarca
dentro del grupo de pruebas consistentes en la medicioén del dafio inducido sobre las oélulassen
cultivo, mediante in}ubiclon del metabolismo celular, en particulr ;, la inhibicion de la act!vidad
_,dealﬂdrogmasa, ya que el dimetiltia;ol-difeniltetrazolium, MTT, es fécilmente reducido por
llguncm coenzlmas tales como NADH y NADPH y por otros sustratos reductores entre lm que
- se incluyen diversas deshidrogenasas, originando un derivado coloreado, MTT formazin, qn#
puede ser cuantificado espectrofotométricamente (Vistica et al, 1991).

Con respecto a la evaluacién de la quimiosensibilidad en cultivo mediante las ules de
' tetrazolio, se plantean una serie de puntos relevantes. 12.- Las lines celulares derivadas de una
amplia seleccién de tumores s6lidos humanos por una variedad de técnicas de aislamiento puedeu
ser cultivadas y ensayadas observando la composicion de medios de cultivo celulares; 29.- L:
mayoria de las lines celulares exhiben perfiles colorimétricos aceptables ( absorbandal oontml
> 0.500 unidades), que resultan de la reduccion de las sales de tetrazolio mediada por las o!hlhl
39 _ Las mediciones del crecimiento celular por las sales de tetrazolio tienen una buena
correlacion con los resuitados obtenldos por métodos bioquimicos, como es la cuanﬂﬂcadén de
proteinas totales mediante la técnica colorimétrica de sulfo-rodamina B(SRB) (Rublnxtdn et al,
1990), con métodos radiactivos, como sOn la incorporacién de timidina tritiada (Mosmann, 1983)
y de Cr51 (Heo et al, 1990), con sencillas medidas de la via ‘idad celular, cowo €8 la exc!usibn
Tripan-blue 0.1% (P/V) y con ensayos clonogénicos bajo diferentes condiciones (Alley et al,
1988) y 42.- En condiciones de cultivo especificas ¥ apropiados parametros de ensayo, se observa

que el ensayo con MTT proporciona indices reproductibles de sensibilidad a drogas para lineas

celulares individuales por un tiempo de 10-12 meses, incluyendo células criopreservadas y

recultivadas de un amplo listado de lineas celulares tumorales humanas (Alley et al, 1985).
En el caso de nuestro estudio, sobre el método del MTT utilizado originariamente por

Mosmann (1983), se han introducido diversas modificaciones entre las que destacan, Un nuevo
sistema disolvente, asi como un incremento en la duracién del cultivo y en el tlempo de

incubacién con MTT, lo cual ha resultado en una metodologia de ensdyo que proporciona
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mejores indices de sensibilidad y reproductibilidad de crecimiento, asi como de sensibilidad a la
droga para una gran seléccion de tumores huraanos y lineas fibroblasticas. A este respecto puede
concluirse que las modificaciones realizadzs mejoran y alivian |4 ejecucion del ensayo.

Ademas de las innovacicnes comentadas, el protocolo usado por nosotros incluye Ia
utilizacion de un medio de cultivo (MEM, 5% SBFI) adecuado para e! créciuuento de las lineas
celulares ensayadas, con un porcentaje de SBFI que aporta un minimo de nutrientes. La

limitacién en el emplev de SBFI evita la estimulacién proliferativa de las células en cultivo. La ,
técnica de incorporacion de la droga al cultivo en dosis inica comenzando 24 horas despuésde :

la inoculacién celular a baja densidad y manteniéndola de forma "continua” hasta ﬁnaliza:l"el
ensayo, cuya duracién se fijo en 7 dias, se basd en varias razones: 1%) Muchas lineas celulares
requieren un periodo de tlempo para alcanzar el crecimiento Optimo y- generar M da
formazan indicados para los ensayos de drogas. 2%) La exposicion continua de lulmga asmn
que los agentes con minima actividad inhibitoria del crecimiento debida a su !!mitada s' ‘

en medio de cultiv. y/6 a que requieren un contacto prolongado con laa células _ao m

excluidos prematuramente de subsiguientes ensayos. 32) Debido a que los ensayon a corto phzo
no proporcionan tiempo suficiente para detectar la "muerte diferida”, que se ha demostrado qua

_ ocurre después del tratamiento con algunos agentes quimivterapicos, un ensayo de? dias podﬁa

ser mas idéneo para encontrar tales efectos que un ensayo Ge menor duracion (Alley eta, 1988 i

(Boyd, 1989).

Entre los inconvenientes del MTT destacan : 19) El DMSO como otros disolventes
orgnicos debe ser mezclado y manejado cuidadosamente asi como, almacenado ¥ Mechado
bajo condiciones adecuadas para evitar riesgos; 22) Las sales de tetrazolio pueden ser redum

a formazan directamente por un nimero de componentes estandar y experimentales. Fste hecho

se une a que muchos agentes muestran absorcion en la regién de la luz visible, lo cual requim

que cada placa del microensayo contenga sus correspondientes pocillos blanco (medio sin

células), para determinar la extension en la que estos agentes contribuyen 2 la absorcion de la
prueba; 32) Los puntos extremos de absorcién del microensayo con MTT parecen estar
influenciados en distinto grado por diversos factores medioambientales expeﬂmentales y

pardmetros de cultivo (Alley et al, 1988).

Respecto a la valoracién de los resultados que proporciona el ensayo MTT, existen

observaciones de que la reduccién dei MTT a su producto coloreado, MTT formazén, oscila

significativamente entre lineas celulares tanto por la cinética de su formacién como por el grado

y la edad del cultivo (Vistica et al, 1991). Nosotros hemos comprobado

da,
de saturacion exhibida ntmero de células

en las lineas celulares ensayadas que los valores de absorbancia para un mismo
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son diferentes en cada una de las lineas, siendo las lineas melanicas B-16 y SK *.iel-5 las que '
presentan mayores valores, sobre todo esta ultima. Este resultado podria scr debido a que la o

melanina intervenga en la reduccién del MTT a su producto coloreadc (véase posteriormente).

Entre los factores medioambientales que afectan a la p}oducdén de MTT formazin, se
encuentra la concentracion de D-glucosa presente en el medio de cultivo para un tiempo de
ensayo determinado. Una interpretacion mas estricta indica que para una 6ptima reducci6n del |
MTT, se requiere un transporte y un metabolismo intracelular constante de la D-glucosa (Vistica,
1991). Sabre la influencia del pH, se cree que et variable y dependera de diversos factores que
constituyen las condiciones de cultivo (372C, 5%CO2, tampones, NaHCO,, efe), llegando inclm
a acentuar su aecion (*'istica et al, 1991). Ambos fuctores, aunque importantes para la valoraciéin
absoluia de un ensayo MTT, no han sido evaluados y sen de menor importasicia en este iii'tbajo :
donde los resultados del efecto de la CsA se obtienen principalmente de la comparacién con,_lg#?-
controles, sometidos a idéntico protocolo. o

Otro pardmetro que influye en la cuantificacién de citotoxicidad es el tiempo de
exposicion al MTT. Estas y varias consideraciones adicionales estudiadas recientemente, han
resultado en la adopcién por el NCI de un ensayo "end-point” basado en marcadores de
proteinas como SRB, para reemplazar al MTT y XTT (sales de tetrazolio de 22 generaﬁén) Este
ensayo inclaye la eliminacion de aquellos pasos "tiempo- ~-dependientes”, tales cm el tiempo de
exposicion al tetrazolio, pues proporciona un "end-point” fijo que no depem del tiempo y para
el MTT la necesidad de extraer el formazén con un disolvente orgénico (DMSO) (Vm !991) L

ﬂ“- i

El formazéan del XTT, en contraste al formazinm MTT, es soluble en agua y ui puede ser
cuantificado en el medio de cultivo sin la necesidad de extraceién con disolventes org&nlcos Sin
embargo, €l XTT presenta varios problemas singula;res que incluyen la incapacidad de muchu

lineas celulares para metabolizar este tipo de sales de tetrazolio, lo que requiere la adicion de un

reactivo que transfiera electrones, el metilsulfato de fenazina (PMS), que es un promqtor
adecuado para la reduccién celular del tetrazolio. Parece que la adicién de este reactivo limita
las .ales de tetrazolio. Ademds, la alcalinizacién del medlo de cultivo,
que ocurre durante la manipulacién de las placas de ensayo, resulta en la formacién ocasional

de material cristalino en el ensayo con XTT, que causa mediciones de densidad Opiica erréticas.
entre 7y 9, y puede atribuirse a la reaccién

d, 1989) {Vistica et al, 1991).

la penetracion celular de

La formacién de cristales ocurre en un ran j0 de pH
del PMS (E=+0.08V) con el glutation celular (E'=-0.24V) (Boy

1

oti i id tre ensayos con el MTT y.a
biolégicos que podrian afectar a la eleccion en

e 4 d de las células viables de reducir

SRB. Los ensayos con tetrazolio tienen en cuenta la capacida
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-

elJ tetrazolio a formazan. Esios ensayos tienen un desarrollo muy simple, que se basa en que las
celulas muertas o sus productos no reducen el tetrazolio. Los problemas potenciales que se
] derivan de los ensayos cou totrazolio ya han sido mencionados Yy pueden ser agrupados en: a)

F 2duccién quimica del tetrazolio por los agentes quimioterapicos probados, los cuales dan lugar
. a niveles falsos de formazan; b) Interferencia quimica con la reduccién celular del tetrazolio; y
¢) Una variedad de condiciones metabélicas ( p.e., depleccion de glucosa y variaciones en el pH),
lo cual podria alte;ar la produccion de formazan que proviene del tetrazolio. Probablemente la
gran absorbancia observada en la linea SK Mel-5 sea debida a un efecto de interferencia en la
- reduccion de MTT ocasionada por la melanina. Usando el ensayo con la SRB para determinar
el crecimiento celular o la viabilidad, se asume que las células muertas o ilsadas, son eliminadas
durante el procedimiento, para que no contribuyan al "end-point™ colorimétrico. Por lo tanto,
una preocupacion posible es que este ensayo podria sobreestimar la . accion superviviente de las
.células a causa de la presencia de células muertas por la accién de la droga, pero no lisadas
(Rubinstein et al, 1990). Un analisis pormenorizado indica que, al menos con res_pécto al
parimetro IC50, los ensayos con el MTT y ia SRB generalmente producen resultados similares
en el screening piloto. Sin embargo, el ensayo con la SRB tiene una marcada tendencia a medir
significativamente menos inhivicion de crecimiento (IC) que el ensayo con MTT, para un
pequefic subgrupo (12%) de los casos en los que, 6 el ensayo MTT 6 el ensayo SRB indican muy
altos niveles de inhibicion de crecimiento (>90%) para una linea celular particular con un cierto
componente (Monks et al, 1991). Hay un subconjunto dc agentes quimioterdpicos y lineas
celulares que son particularmente propensos a exhibir este tipo de discrepancia. Para este
subconjunto, el ensayo SRB mide significativamente menos IC (diferencias en las razones tratadas
control >20%). Este fenomeno podia ser un artefacto del ensayo SRB relacionado con la
presencia de proteinas de las células muertas, indistinguibles de las asociadas a las células

supervivientes (Monks et al, 1991).

De manera alternativa y como ya se ha mencionado, e! ensayo MTT puede producir
artefactuaimente béjos niveles de formazén debido a la deplecion de glucosa 6 a interferencias
en los procesos de reduccién celular con los agentes probados. Pese a ello, esta discrepancia
tiene efectos minimos en el calculo de los valores de IC5C, debido a que se restringe a la porcion

o del 10%. Si en el anélisis de los datos del screening se

destaca el uso de valores de IC50 como en nuestro ensayo, ia determinacion de la citotoxicidad

de la curva dosis-respuesta por debaj

diferencial no se afecta significativamente. Por ol contrario, si =n lugar de este indice se usan

te otras mediciones relativas a altos niveles de muerte celular, tales como los valores

exclusivamen
ales discrepancias entre 108 resultados

con los dos ensayos (Rubinstein et
o apicas (Skehan, 1990), hubiese sido de

en los test de citotoxicidad inducida por drogas quimioter
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menor valor que el ensayo del MTT en nuestra experiencia.

Pese a todo lo expuesto, el ensayo con SRB es mas simple, rapido y sensible que el
. ensayo con MTT, asimismo proporciona una mejor linealidad con el ntimero de células, permite
el uso de concentraciones saturadas del colorante, es menos sensible a fluctuaciones ambientales
y es independiente del metabolismo intermediario. Sin embargo, para un screening a gran escala,
el procedimiento es mas laborioso (p.e., requiere multiples pasos de lavado) (Boyd, 1989), por
lo tanto, para el manejo de pequefias muestras no es tan practico como @l ensayo con MTT. Otra
razoén por la que nosotros hemos optado por este Gltimo, es que esta incorporado al laboratorio
de Oncologia bésica del Departamento de Radinlogia y Medicina Fisica, lo cual permite tene

: un buen flujo de rv.ultados y de comparacién con otros grupos de investigacion de la zona que
realizan estudios equivalentes.

De tode lo anterior podemos concluir que la reduccion del MTT se modifica por factores
metabélicos y de otra indole, que pueden afectar sustancialmente la cuantificacién de la viabilidad
celular. Por ello nos parecié prudente establecer unas condiciones de ensayo que minimizaran
estos efectos. Entre estas se incluyeron la utilizacién de densidades celulares de inoculacién
inicial y un tiempo de ensayo que no resultara en la depleccion e nutrientes del medio, asi
como. el establecimiento de concentraciones Optimas y tiempos de exposicién para el MTT al
igual que preconizan Vistica y colaboradores (1991). En este sentido, nosotros hemos trabajado
con unas condiciones estdndar para las 4 lineas celulares, tales como la inoculacién de 2.500
células por pocillo, el mismo medio de cultivo (MEM, 5% SBFI v/v) y la misma concentracion
de MTT por pocillo (8,3 mg/ml) para todas las lineas engayadas, aebido a que queriamos
estudiar el efecto de la CsA sobre lineas de melanoma humano y murino asf como, sobre
distintas lineas epiteliales, de manera que fuese posible establecer una comparacion global entre
fodas. Por otra parte, otra razon a tener en cuenta para aefinir un :.ismo ensayo, €s ia
complejidad del método si para cada una de las lineas se hubiesen establecido unas condiciones
particulares. No obstante, para ajustar en lo posible el meétodo se han realizado miltiples ensayos
preliminares, modificando la densidad de inoculacién celular barajando un rango de 1.000 a 5.000

asi como la cantidad de SBFI a afiadir al medio de cultivo y la concentracion

células por pocillo,
s eran las condiciones mas favorables para él

de MTT por pocillo, antes de establecer cuale
estudio del conjunto de las lineas ensayadas.

En lo que se refiere a la concentracion empleads de MTT po. pocillo, hey que hacer la

salvedad de que la mayor parte de los ensayos estandar de MTT, estin disefiados para la

testificacién de multiples moléculas con posible accién antiproliferativa y farmacologica sobre

distintas lineas celulares, con la finalidad de hacer un screening inicial de las que seran sometidas
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R | est i N as i 08 a i
' udios mas profundos, tal y como se realiza rutinariamente en el NCI de USA (Alley et al

\ 1998). En este ti 10§ ;
). En este tipo de estudios, la concentracién de MTT para la demostracion de efectos

‘ notables no es un punto crucial, de forma que la mayor parte de los test estAndar incluyen

concentraciones de MTT excesivamente bajas, generalmente 0,3 ug/ml por pocillo. En nuestro

+ ensayo, las modificaciones téenicas realizadas nos han llevado a establecer una concentracion de
:\ MTT lo mas idénea posible para el global de las lineas testificadas, debido a que no pretendemos
_:demostr;u un efecto citotoxico directo de la CsA a baja concentracion, por otra parte inexistente
'y no descrito en la literatura, sino que se pretende demostrar los efectos posibles del farmaco
‘a concentraciones dentro del rango a las utilizadas fisiologicamente. Por este motivo es
‘E:nvenieme trabajar con concentraciores altas de MTT, con la idea de que las células produzcan
. a reduccion lo mas completa posible y que las pequefias modificaciones originadas por el
farmaco, puedan ser detectadas por la lectura espectrofotométrica. No obstante y por las razones
gue mas adelante se expondran, en el caso particular de la linea SK Mel-5 no hemos conseguido
poner de manifiesto su poder reductor al 100%.

L

IV-2.- DISCUSION SOBRE EL. COMPORTAMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES
ENSAYADAS EN CULTIVO Y EL EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DE LA
CsA.

La cinética de crecimiento de las lineas celulares HeLa, MCF-7, SK Mel-5 y B-16
sresenta diferencias utilizando para todas ellas las mismas condiciones de cultivo. Entre ellas, la
gnea B-16 ha demostrado una gran capacidad proliferativa tal y como se ha demostrado en
trabajos previos {Fidler, 1962). Las lineas de carcinoma HeLa y MCF-7 presentan un crecimiento
gimilar entre si e inferior a la linea B-16, realizando practicamente el mismo numero de
duplicaciones a lo largo de 7 dias, tiempo en el que hemos realizado la mayoria de nuestras

experiencias. La linea SK Mel-5 presenté menor capacidad proliferativa no llegando a concluir
rma que tardé el doble de tiempo que la otra lina

mana mas que las lineas de carcinoma. Todo

una segunda duplicacion a los 7 dias, de fo

de melanoma en alcanzar la fase de meseta y una se

esto sugiere que para los estudios individuales a realizar sobre esta linea, seria conveniente partir

de una densidad celular mayor a la de 2.500 células empleada en nuestro ensayo.

Fl estudic comparativo de las curvas patron para las diferentes lineas ensayadas, nos ha

valores de absorbancias a numero de células y conocer como metabolizan

permitido traducir los
para un mismo ntimero de células, las

la sal de tetrazolio, MTT, cada una de las iineas. Asi,

. . 5
lineas presentaron distintos valores de absorbancias, es decir, reducen de manera diferente 1

MTT, siendo la linea celular SK Mel-5 €1 la que los datcs de este pardmetro son mayores,
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seguida de la linea B-16, Hel.a y en ultimo lugar MCF-7. Esta distribucion de las curvas patrén |

e, ot e s St i e e T S
de lo observado para la linea SK Mel-5 e S S

, que es la que presenta mayores valores de absorbancias
¥ menor tasa proliferativa. Como se ha comentado anteriormente, el hecho de que las lineas
melanicas origiren mayores valores de absorbancias, nos hizo pensar que la melanina interviene
en el proceso de reduccion del MTT, de aqui que la linea celular SK Mel-5 que contiene més
pigmento melanico (Carey et al, 1976) que ‘a linea B-16 (Fidler, 1962) origine mayor cantidad
del producto coloreado MTT formazén. A pesar de estas diferencias, la comparacién entre los
valores medios de absorbancias para un mismo nimero de células de cada una de las lineas
ensayadas respecto a las .emas, no fué estadisticamente significativa salvo en el caso de las linvas
MCF-7 y SK Mel-5 cuando el nimero de células es bajo y pe liéndose esta significacién para
valores altos de ntimero de células. Esto puede ser debido a que la linea SK Mel-5 necesite
mayor concentracion de dimetiltiazol-difeniltetrazolio por pocilio a la incorporada para que las
células manifiesten su poder reductor al 100%, de aqui que se aprecien diferencias significativas
para un nimero reducido de células y no cuando son muchas las células capaces de reducir este
reactivo (Vistica et al, 1991). Pese a todo lo expuesto para la mayoria de las lineas celulares, e
imprescindible traducir los valores de absorbancias a niimero de células mediante la utiliz o

de la curva patrén correspondiente a cada una de 2as,

Respecto a la demostracién de un efecto antiproliferativo por parte de la CsA frente a
las lineas celulares ensayadas de carcinoma y melanoma, solo se ha observado claramente a dosis
que superan los niveles terapéuticos (5 ng/m! 6 mayores), afiadida esta dosis s6lo el primer dia
de tratamiento. Acerca de este tema, en la literatura hemos encontrado estudios sobre distintas
lineas celulares en cultivo tratadas con concentraciones de CsA que abarcan un rango muy
amplio, desde 0,01 hasta 10 pg/ml 6 mas, obteniéndose resultados diversos segun las lineas
celulares ensayadas y las condiciones de ensayo, ccincidiendo muchos de ellos con los obtenidos
en esta experiencia. Asi, en la linea de carcinosarcoma mamario EMTG/Ca/VJAC de ratén 4 la
linea celular CHRCS de hamster chino MDR+, la inhibicién del crecimiento con CsA se produjo

a 5 pg/ml, no encontrandose efectos sobre la proliferacién de las células a 2,5 pg/ml de CsA

(Twentyman et al, 1990). Otro trabajo realizado sobre la linea de ovario de hamster chino

corrobora al anterior, ya que no obtuvieron efecto antiproliferativo con CsA a concentraciones
inea celular de leucemia

de 1-2 pg/ml (Chambers et al, 1989). Por el contrario, en la |
linfoblastica aguda T-L100 MDR-F, bajas concentraciones de CsA produjer
n & Nygren, 1990). El mismo efecto se observd en la
dosis de CsA fueron inhibitorias del crecimiento, mientras que
e citotoxicas (Larsson & Nygren,

on una muerte celular

linea celuiar parental
significativa (Larsso

LO de la anterior, ya que bajas
concentraciones mas altas (>10 pg/ml) fueron progresivament
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1990). i
0). En este sentido debe destacarse que los mayores efectos descritos de la CsA ocurren en

lineas ias linfoide
de neoplasias linfoides y hematopoyéticas no ensayadas por nosotros. En contraste con los

efectos antiproliferativos de la CsA a dosis no inferiores a 2 ug/ml sobre lineas neoplasicas, se

han descrito efectos a -osis terapéuticas (0,1 png/ml) sobre lineas no tumorales de QCs humanos

(Ramirez-Bosca #t al, 1990b). En nuestro caso no disponemos de datos que puedan corroborar
este hecho. '

En nuestras condiciones de ensayo, la linea donde se aprecia mayor efecto de la CsA
entre las estudiadas es la SK Mel-5, con un porcentaje de supervivencia a concentracion de 5
ng/mi del 22%, siendo la IC50 la mas baja en el conjunto de las lineas ensayadas. En las lineas
de carcinoma, el efecto de la CsA es similar, algo mas acentuado en la linca Hela a
concentracion de 5_ ug/ml, siendo la linea de melanoma murino B-16, la que mvamqmendr ‘ ;
efecto a la accién de la droga, probablemente debido a sa mayor capacidad de proliferacién. En
este sentido, la CsA no es un farmaco antineoplésico en sentido estricto, sino que probablém’ente_._ !

interrumpe la trasmisién de mensajes entre niicleo y citoplasma (Citterio & Kahan, 1989) (Kahan,

1989b) y al no tener efecto antimitético directo, el nimero de células que comparten por una
raisma desis de CsA es mucho mayor para la linea B-16 que para el resto.

A otras concentraciones de CsA distintas a 5 pg/ml, no se obtuvo significacion estadistica

en las células ensayadas salvo en la linea celular MCF-7 a 0,5 pg/ml de CsA. Sin embargo, s ;

observamos los porcentajes de supervivencia en las otras tres lineas, a esta concentracion también
los valores son siempre mencres a los obtenidos en pocillcs tratados con 1 pg/mi de CsA, es
decir, se produce mayor inhibicién del crecimiento en t+odas las lineas a dosis de 0,5 pg/ml. Para
explicar este efecto 1o puede argiiirse un fallo tésnico en el procesamiento del material, porque
se ha controlado la concentracién de CsA en miltiples ocasiones y ademés el hecho se repite
en todas las experiencias y para las distintas lineas celulares ensayadas, aunque se acentud més
en la linea MCF-7. A este respecto, no existe una explicacion clara para los efectos inhibitorios

que producen ciertos farmacos a bajas dosis, mientras que ese efecto a dosis algo mayores no

se produce.

En relacién con los posibles efectos antiproliferativos de las sustancias donde se vehicula
el farmaco, como es &l caso del etanol, disolvente utilizado en la preparacion de CsA a partir de
la sustancia base, no origina modificaciones en los cultivos de las lineas estudiadas a la

concentraciéon mayor (10'5 mM) en la que se encuentra en las disoluciones de CsA incorporada
ntrados en la literatura referentes a que

a los pociilos. Esto coincide con los datos enco
tienen efecto citotoxico alguno sobre

concentraciones ae 50 mM de etanol 6 menores a ésta, no

la linea de glioma de rata C-6 ¥ el patrén de crecimiento fué similar a los controles (Alvaro,
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Al ser comparados los resultados obtenidos en los ensayos de dosis-respuesta mediante

CsA sustancpia base, con los conseguidos cuando se utilizo ciclosporina comercial (DCL)
(Sandimmun®, SANDOZ), no se apreciaron diferencias significativas para ninguna de las

concentraciones ensayadas. Esto sugicre que el Cremophor, a las concentraciones que se
encuentra en las disoluciones de CsA (10'2%) preparadas por nosotros a partir de la solucién
inyectable via venosa Sandimmun, no tiene ningiin efecto atribuible "per se” sobre nuestras lineas
celulares. No obstante, la literatura hace referencia a que el aceite de ricino polioxietilado altera
la morfologia de la linea epitelial renal de cerdo LLC-PK, cuando se utiliza a bajas
concentraciones (10'240'1%), produciendo alteraciones siinilares :':n las observadas a bajas do%is
de CsA en algunas células y observandose efecto citotdxico a mayores concentracioues

(Nissberger et al, 1991).

En resumen, a pesar de que es evidente que la CsA tiene un efecto antiproliferativo sobre
~ células epiteliales y de otra estirpe (Kanitakis & Thivolet, 1990) (Ramirez-Bosca et al, 1990b),
muchas cuestiones han de ser resueltas antes de que el puzzle de los mecanismos de accién de
la CsA pueda completarse. Esta tar 1/ sificultada también por las siguientes razones: 1) Los
resultados obtenidos de estudios in . 0 no son siempre extrapolables a lo que sucede in vivo;
al menos una razon para esto es la posibilidad de que metabolitos generados =n el higado pueden
exhibir propiedades sutilmente diferentes de las de la molécula nativa (Klaus & Chisholm, 1986);
2) La accion de la CsA- puede ser pleitropica, afectzndo algunos sistemas enziméticos
intracelulares, dependiendo de la concentracion de la droga (Borel, 1988). Por ejemplo, mientras
que dosis inmunosupresoras de CsA inhiben la actividad ODC estimulada por la prolactina,
concentraciones subinmunosupresoras potencian la capacidad de la prolactina para inducir
actividad de ODC (Russel et al, 12%4); 3) Distintos tipos de células diana parecen responder a
la CsA de manera diferente. Este es el caso de QCs epidérmicos versus de foliculo pilosc, donde
la CsA evoca efectos opuestos. 4) Finalmente, pero no menos importante, la falta de
cimiento de los mecanismos moleculares que llevan a la activacion y proliferacién celular es

cono

ciertamente un obstaculo para la elucidacion de los mecanismos de accion de la CsA.

Un punto importante a enfatizar es el hecho de que el efecto de la CsA sobre células

epiteliales a dosis farmacol6gicas es citostatico mas que citotoxico,

en dedtruccion permanente de las células madre sensitivas. Ademis, en todos los ensayos in vitro
iva de la CsA se ha probado que

estudiados de células cultivadas, la actividad antiproliterat
revierte con bastante rapidez (Kanitakis & Thivolet, 1990).

puesto gue no parece resultar
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' IV-3.- DISCUSION SOBRE LA VALORACION DE LA EXPRESION ANTIGENICA
DE GP-170 MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO.

Aungue no existan referencias bibliograficas de la expresién de GP-170 2n las lineas
celulares testificadas a excepcion de MCF-7 (Gervasoni et al, 1990) (Volm et al, 1991), las
experiencias realizadas mediante inmunohistoquimica con anterioridad vn nuestro laboratorio,
indican que se trata de lineas en las cuales no se ha inducido MDR, por lo que la expresién de
esta glicoproteina de membrana aunque presente, es baja. Debido a ello, se decidi6 valorar la
expresion de esta glicoproteina mediante citometria de flujo, por ser ésta una técnica de mayor
sensibilidad y capaz de detectar pequefios acimulos de moléculas (Braylan et al, 1982) (Coon
& Weinstein, 1991), que la inmunohistoquimica convencional. Con esta finalidad se realizaron
técnicas de inmunofiuorescencia directa e indirecta para los anticuerpos monoclonales C-219 y
JSB-1. Respecto al primero no se obtuvieron diferencias con los controles negativos mediante
el kit especifico de C-219 para citometria de ﬂujo.. Aunque en la literatura existen algunos
trabajos donde emplean este anticuerpo para testificar los niveles de GP-170 mediante citometria
de flujo (Kartner et al, 1985), en nuestra experiencia este AcMo es escasamente sensible, tanto
en citometria de flujo como para las técnicas inmunohistoquimicas. La aparente contradiccién
entre la negatividad en nuestro estudio y positividad de lo encontrado en la literatura,
probablemente es debida al hecho de que la testificacién de trabajos previos se ha realizado sobre
lineas en las que se ha inducido fenémenos de MDR a drogas (Kartner et 2l, 1985) y en donde
las tasas de GP-170 son mucho mas elevadas que en las lineas testificadas por nosotros. Por este
motivo, se ha realizado el ensayo de inmunofluorescencia indirecta mediante el AcMo JSB-1, que
n del antigeno de membrana en las células en cultivo ensayadas
diar las modificaciones que la CsA & dosis proximas a las
terapéuticas y que no tienen efecto antiproliferativo sobre las lineas analizados, origina sobre
ellas. Sin embargo, la utilizacion de un método indirecto no estequiométrico, dificuita la
cuantificacion de los resultados. En este sentidc, un reciente trabajo realizado sobre células

rormales er: tubulo renal por nuestro grupo de investigacién, demuestra niveles de maxima

AcMo JSB-1 de gran selectividad, frente a los resultados obtenidos
uentra marcado

permite determinar la expresio

por nosostros, asi como estu

intensidad de tincion para el
con C-219, con &l inconveniente de que dicho anticuerpo no se enc
comercialmente. En este trabajo realizado por nuestro grupo, se ha demostrado en
renal postrasplante, que los niveles maximos de expresion detectados por JSB-1 en tubulo renal

n una intensidad media de tincién para el AcMG C-219 y que los
ijvos con el anterior

la biopsia

normal se corresponden co
s de inmunotincion para JSB-1 aparecen negat

niveles irtermedios y 0ajo
v en 2l caso de células

stra que en nuestras condiciones experimentales

anticuerpo, lo cual demue .
219 es de mucha menos especificidad (G*

que no tienen sobreexpresada la GP-170, el AcMo C-

del Moral et al, 1991).
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' Para que el AcMo JSB-1 se una a la GP- 170, es necesario que la membrana de la célula
faste permeabilizada, lo que hace pensar gue el epitopo que reconoce es de localizacion
intracitoplasmica (Sherper et al, 1988) muy cercano y unido al epitopo que identifica el AcMo
C-219 localizado en la vertiente citoplésmica de la membrana celular (Daiton et al, 1989b). El

anticuerpo C-219 detecta un segmento de 6 aminoacidos, que se situan cerca de los dominios
ATP-dependientes mas proximos al N-terminal (3heper et al, 1988).

Hay que aclarar que, una vez puesta a punto la técnica de inmunofluorescencia indirecta
con el AcMo JSB-1 (para lo cual se realizaron varios ensayos), solo hemos podido repetir las
experiencias a 7 y 30 dias para cada una de las lineas czlulares ensayadas 2 veces, debido al coste
tan elevado que supone cada una de las determinaciores, ya que para cada una de las muestras
celulares tratadas y no tratadas con CsA hemos trubajado con controles negativos y controles
internos frente a citoqueratina.

En relacion con nuestros resultados, un objetivo fundamental de este trabajo fué verificar
los posibles fenomenos de induccién 6 blogueo de la GP-170, realizados por la CsA a dosis en
principio no citotoxicas sobre las lineas celulares ensayadas, para lo cuai se hizo el estudio a
concentraciones de 0,5 y 1 pg/ml, obteniéndose efectos sobre la modulacion de la expresion del
antigeno de membrana. En la literatura hemos encontraco, que las concentraciones de CsA
uiilizadas para la modulacién de la GP-170, incluyen un rango muy amplio, dependiendo_ de las

« -

lineas sometidas a tratamiento (Chambers et ai, 1989) (Larsson & Nygren, 1990) (Lincke et al,
1990).

Los resultados obtenidos como se ha expuesto anteriormente, demostraron que las lineas
celulares ensayadas tienen una relativamente baja expresion de GP-170 en cultivo, cosa que era
de esperar puesto que no se han sometido a accion quimioterépica y no se han- inducido
fenémenos de MDR. La GP-170 estd presente, para todas las lineas, en una proporcién

considerable de las células en cultivo (alrededor del 60%), pero la rroporcion de moleculas
rana es muy baja. En relacion con una molécula establecida como es la

existentes en la memb ‘
el del citoplasma y la

citoqueratina, que esta presente en cantidad nias O menos constante a niv
comparando la expresion de esta molécula con la expresion

membrana de las células epiteliales, ‘
el caso de la linea celular MCF-7, tras

de GP-170, ésta ultima es bastante mennt. Asi, en

permanecer 7 dius en cultivo. el pico modal de citoqueratina esta en 160 y su homdlogo para la

00 para el AcMo J SB-1 cuando la negatividad comienza en ¢l pico modal

glicoproteina estd en 1
a escala logaritmica, lo que

60. Aunque las diferencias parecen pequefias, estamos hablando de un

las hace bastante notables.
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El comportamiento de las lineas ensayadas una vez tratadas con CsA. fué distinto en
cuanto a la expresion de GP-170. En el caso de HeLa una linea muy subcultivada que
desconocemos el pase en el que se encuentra y donde la morfologia celular de partida es poco
diferenciada, se observa una disminucion espontanea muy notable de la expresion de GP-170 en
los controles, como si se produjese un agotamiento de la linea. La CsA a 7 dias de tratamiento
a concentracion de 1 pg/ml no induce ninguna modificacion, aunque a 30 dias de exposicién a
la droga, el hecho de que la linea tratada exprese mas GP-170 que los controles, habla a favor

de una posible seleccion clonal de células resistentes.

La adquisicion de MDR durante ¢ después del tratamiento estd perfectamente
documentado, tanto "in vitro” (Herweijer et al, 1990), como en estudios clinicos (Goldstein et
al, 1990).

Con estos antecedentes se han realizado trabajos que estudian gran cantidad de neoplasias

diferentes, para conocer el grado de presencia de los genes mdr, asi como su sobreexpresion
mediante la deteccién de mARN. Goldstein y colaboradores (1989) utilizando esta técnica,
mapearon mas de 400 neoplasias y a tenor de sus resultados, dividieron a los tumores no tratados

en:

a) Neoplasias con altos niveles de mARN del mdr-1 (>50% casos considerados expresan més
de 30 U de mARN): carcinoma de colon, renal, hepéatico, de la corteza adrenal,
feocromocitoma, de islotes pancreaticos, leucemia mieloide crénica en fase de crisis,
tumor carcinoide.

b) Neoplasias con niveles intermedios (<50% de los casos): leucemia linfoide aguda, leucemia
linfoide cronica, linfomas no-Hodgkin ¥ neuroblastomas.

c) Neoplasias con niveles bajos ( £30 U 6 indetectable): carcinoma de mama, carcinoma de
pulmén de célula no pequefia, de vejiga, leucemia mieloide cronica en fase no blastica,
cinceres de cabeza y cuello, de es6fago, de estomago, melanoma, mesotelioma, ovario,
prostata, carcinoma de pulmoén de célula pequefia, timoma, tiroides y tumor de Wilms.

d) Neoplasias con niveles altos tras tratamiento: linfomas no Hodgkin, nzuroblastomas,

feocromocitoma, carcinoma de mama, leucemia mieloide crénica en crisis, leucemia

linfoide y no linfoides agudas del adulto.

Hela se ha producido un inicio de

rroborar que en nuestro ensayo con la linea
dosis de CsA superiores a 1

nn MDR, haria falta repetir estos ensayos 2

Para co

induccion de fendme
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ng/ml y posiblemente en conjuncién con alguna droga de accién citotoxica, tal v como se ha

comprobado en otras lineas equivalentes derivadas de la linea celular HeLa (Gottesman & Pastan
1988b), determinando simultdneamente la secuencia genética mdr para confirmar qu;
efectivamente estamos seleccionando la clona MDR+. En este sentido. un aspecto controvertido
es la secuencia de hechos que ocurre entre el aumento de sobreexpresion de Jos genes mdr y el
aumento de sintesis de los mARN codificados por ellns. Hay publicaciones que indican que
previa a la amplificacion genética (Shen et al, 1988), se produce un awmento del mARN
codificado y por tanto de la transcripcién protéica, convirtiéndose en un marcador precoz de
MDR. Por el contrario otros trabajos que estudiaron casos clinicos (Bemard et al, 1990) y
experiencias "in vitro” (Lemontt et al, 1988) nunca encontraron la supuesta mnpliﬁcacién.. -

En relaciéon con este fenémeno de seleccion clonal de células resistentes, en la literatura
hemos encontrado trabajos que hablan de las células mutantes de carcinoma KB, una subclona
de la linea celular HeLa. Estas células fueron escogidas para el estudio porque eran sensibles a
drogas, crecian rapidamente, clonaban con alta eficiencia y podian ser seleccionadas pcr el
fenotipo MDR con relativa facilidad (Gottesman & Pastan, 1988b). Las células KB fueron
estudiadas en multiples etapas con drogas que se conoce dan lugar a mutantes MDR, tales como
colchicina, doxcrubicina y vinblastina. Las células mutantes mostraron una disminucién de la
acumulacién de droga, que se correlaciona con la extension de su resistencia (Fojo et al, 1985)
(Willingham et al, 1986). Esta acumulacién disminuida resulta de un eflujo de droga aumentado
en oposicion a la disminucion de la captacion (Gottesman & Pastan, 1988b). Todo este fenémeno
de seleccion de MDR esid realizado mediante el empleo de quimioterdpicos y puede ser
comparado con el comportamiento de la linea celular HeLa, cuando es tratada con CsA, aunque
en nuestro caso, no se trata de una induccion MDR, sino de una seleccién de la clona resistente

a las concentraciones ensayadas de CsA.

En relacion con la linea celular MCF-T, no se observan diferencias entre la caida de la
expresion de GP-170 del control y las células tratadas a 30 dias. Sin embargo, es evidente que
la CsA induce una depleccion precoz de los niveles de GP-170, tal y como estd recogido en la

literatura en multiples lineas celulares en cultivo, en donde la CsA induce una disminucién a la

baja de los genes mdr (Twentyman et al, 1987) (Silverman et al, 1983) (Nooter et al, 1990).

Recientes investigaciones han revelado que, tanto la CsA como algunos agentes

calcioantagonistas, interfieren con el funcionalismo de esta glicoproteina (Meador et al, 1987)
(Herweijer et al, 1990). El mecanismo de accion de los antagonistas del calcio sobre la P-17C es
) (Mickisch et al, 1990), de igual manera

i unién competitiva (Figueredo et al, 1990
s : r el cual la CsA interfiere

a como lo hacen las drogas quimioterapicas. Fl mecanismo exacto po
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) - i cli sumi
n la P-170 no esté claro. Presumiblemente, este efecto no esta relacionado con el mecanismo
responsable de la inmunorupresidn, dado que tanto los analogos activos como los inactivos de

la CsA pueden provocarlo (H:ndschumacher, 1991). A este respecto, es necesario considerar los

a’spectos de funcionamiento de proteinas que sz unen a la CsA , sobre todo CaM y CYP. Las
lini=as cfe investigacion actuales tratan de encontrar la relacién_ existente entre la sintesis y -
expresion de la CYP y la glicoproteina P-170 en tumores resistentes. Es posible barajar algin
mecanismo de reacciones en cadena en los que intervienen segundos mensajeros como el .
inositol trifosfato, diacilglicerol y otros (Exton, 1987), que afectan finalmente al material genético
en su expresion, como en cualquier fenémeno celular. Pero ademas, en células tumorales hay que
tener en cuenta que el genotipo estd esencialmente alterado, tanto en su cantidad como en su
calidad. Varios autores sostienen, que algunos oncogenes deben estar implicados directamente
en la expresién 6 inhibicion de la P-170 (Thorgeirsson et al, 1987) (Geoldstein et al, 1989).
Conviene recordar aqui, que la CsA, también tiene efecto inhibitorio sobre algunos oncogenes
(Reed et al, 1985) (Reed et al, 1986). De igual manera es importante considerar la expresion de
la P-170 como un marcador de diferenciacién de células tumorales, tras la exposicion de las
mismas ante algunas sustancias que muchas de ellas afectan directamente al ADN celular, 6 que

tienen por si caracter diferenciador.

El hecho de que un efecto similar al de la CsA sea provocado por los antagonistas del
calclo tipc verapamil, ha supuesto el aprovechamiento de la accion sinergica de ambos farmacos
para disminuir la elevada toxicidad de esta sustancia. En el caso del verapamil, a las dosis
necesarias para que las neoplasias recuperen su quimiosensibilidad en ensayos in vivo, existe alto

riesgo ae inducir aritmias e hipotension severa (Daiton et al, 1989a).

La disminucién observada en la expresion de GP-170 en la linea celular MCF-7 a 7 dias

de tratamiento con CsA, posiblemente no se produciria de forma tan acusada en la sublir.ca

MCE-7 MDR+, debido a que no todos los tumores resistentes sobreexpresan la GP-170 y la

. refractariedad a la quimioterapia puede solamente ser explicado parcialmente por los mecanismos

de P-170 (Volm et al, 1991). Batist y colaboradores (1986) describieron una elevada expresion

de glutation g-transferasa-n (GST-m) en células MCF-7 inducidas por doxorubicina. Se ha

comprobado que el aumento de los enzimas del complejo glutation en algunas lineas tumorales,

como ocurre con las lineas MCF-7 MDR+, aumenta el poder de detoxicacion de las células ante
ciertas drogas (Redmond et al, 1991). Alteraciones del contenido de topoisomerasa I1, han sido

as en celulas P388 MDR por doxorubicina (Deffie et al, 1989). De forma

también anunciad
presion simultdnea de GP-170

hild v colaboradores { 1987) observan una sobreex .
inducidas por doxorubicina. Esto plantea la cuestion de si la
control de regulacién comin (Volm et al,

interesante, Fairc
y GST-n en células MCF-7
expresion de ambas proteinas puede estar bajo un
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1991). Por tanto, y como ya se ha dicho en el apartado 1-2.1.6.2 de la Introduccion, los

mecanismos bioquimicos y celulares conocidos que se creen implicados en la MDR son muy

variados (Zwelling et al, 1990) (Redmond et al, 1991) (Schwartz et al, 1991) (Toffolli et al, 1991),
no pudiéndosele atribuir a la GP-170 mas que una parte de ellos {Volm et al, 1991).

En relacion con las lineas melénicas, en la linea celular B-16 a los 7 dias, tan sélo se
experimenta un fenémeno de induccion a la baja de la expresion de GP-170 a 0,5 pg/m! de CsA,
de tal manera que, en esta linea altamente proliferativa, la GP-170 pudiera tener una respuesta
a baja dosis del firmaco, exactamente igual a lo que ocurre con algunos receptores de superficie
celular (Kermani-Arab et al, 1985) (Herold et al, 1980) (Granelli-Pipemo et al, 1987).
Ahondando en este tema, el trabajo de Lincke y colaboradores (1990) acerca de una linea de
melanoma humano, BRO, de comportamiento similar a la linea B-16, a ia que se le ha
transfectado el gen mdr-1 para estudiar la resistencia a drogas, comunica un efecto similar de
la CsA equivalente al descrito por nosotros en la linea B-16. Como en otras lineas celulares
MDR+, en la linea BRO se comprobo, que Ja resistencia a la vincristina puede ser revertida por
verapamil y mas efectivamente por CsA (Lincke et al, 1990).

Aunque la linea celular B-16 es muy blastica y proliferativa (Fidler & Hart, 1962), se
comporta de manera equivalente a las lineas leucémicas, donde la expresién de GP-170 es
disminuida por la CsA acompaiiindose de una induccién a la baja de los genes mdr (Larsson &

Nygren, 1530).

La linea SK Mel-5, es la menos proliferativa de las lineas ensayadas y en donde cabe
esperar un efecto mas retardado de la droga, por lo que a 7 dias no hay modulacion de la
expresion de GP-170 pero a jos 30 dias de exposicion a la droga, aparece una modulacién muy
intensa semejante a la de las lineas MCF-7 y B-16, auncue mas acentuada y con el hecho muy
llamativo, de que la modulacién también es mayor en las células tratadas a 0,5 que a 1 ug/ml
de CsA, con lo que se obtiene un dato equivalente a la otra linea melanica, B-16.

IV-4.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE EL ANALISIS
DE IMAGEN.

En los clasicos trabajos de las lineas celulares en cultivos la valoracién de Ja cantidad de

i i i ipicos. En el
material genético presente én las células, se ha venido haciendo por estudios cariotipicos En

caso de nuestras lineas, los hallazgos cariotipicos
(Jones et al, 1971) (Soule et al, 1973) (Carey et al, 1976).

han sido repetidamente descritos (Fidler, 1962)
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A panir de 1960, la introduccion de los equipos de analisis digital por computador para
realizar citologia estatica y separacion celular (Atkin, 1971) (Bohm & Sanddritter, 1975), abrieron

amplias perspectivas en cuanto a la posibilidad de cuantificar la cantidad de ADN existente en

cada nucleo celular, tanto en lineas de cultivo como en neoplasias humanas. Posteriormente, el

advenimiento de la citometria de flujo abrié camino al andlisis del estado del ciclo celular en los
distintos elementos normales y neoplasicos (Dolbeare et al, 1983) (Clevenger et al, 1983) (Sasaki
et al, 1987b). Fué a partir de la década de lo. 80, cuando el perfeccionamiento de los softwares
de andlisis digital con automatizacion de densidad Optica integrada de las estructuras a medir,
y del calculo de la segmentacién de la imagen, han hecho posible la realizacién de técnicas de
analisis simultaneo de morfometria nuclear y de cuantificacion del ADN por métodos distintos
al de la citometria de flujo, que si bien tiene la gran ventaja de realizar un andlisis exahustivo del
¢.clo celular, posee el inconveniente de que no es posible seleccionar de forma interactiva los
elementos a cuantificar, evitando la mezcla con elementos normales 6 en degeneracion a nivel
de los cultivos (Carter & Meyer, 1990). En este sentido, las ventajas e inconvenientes de ambos
métodos han sido perfectamente sistematizados (Tablas 34 y 35).

En el caso de nuestro trabajo, uno de los objetivos definidos fu¢ ensayar un software de
andlisis de patente espafiola elaborado por el grupo Texcan (Bacus & Grace, 1987) (Ferrer-Roca,
1986) (Ferrer- Roca, 1990) para comprobar si los resultados obtenidos acerca del crecimiento
celular de las lineas y la expresion de glicoproteina tenian alguna repercusion a nivel de la

morfometria y densidad Optica integrada de los nucleos celulares.

No se realizé un estudio simultineo de analisis por citometria de flujo del ADN, porque
el citometro en el que hemos trabajado carece del software necesario para realizar dicho estudio,
al tratarse de un citémetro de primera generacion dedicado al andlisis de marcadores de

subpoblaciones leucocitarias en un servicio de Inmunologia.




Tabla 34.- Ventajas e inconvenientes de la citometria estatica.

Ventajas :

1. Relativa velocidad.
2. Arquitectura de los tejidos mantenida; analisis de las posibles
caracteristicas de los tejidcs.

3. Inspeccion visual durante 6 después de la medida.

4. Eliminacion de artefactos por programas de orderador.

5. Deteccién de células anormales raras por debajo de una frecuencia 1:10.000
6. Datos sobre la presencia de macromoléculas ADN, ARN y modelo de cromatina,
forma nuciear, tamaiic, superficie.

Inconvenientes:

1. Mas lenta que la citometria de flujo (ICM < 5000 cel/minuto, FCM > 1000

cel/minuto).

2. Requiere una extrema estandarizacion de la preparacion de la celula, fijacion y
tincion.

3. Precision de los picos de ploidia (especialmente los valores baios de ploidia) no

6ptimos (1 cremosoma de diferencia es la dificultad a detectar).
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Tabla 35.- Ventajas e inconvenientes de la citemetria de flujo.

Ventajas:

1. Muy rapido y facil de realizar,

2. Bajo CV de pico diploide, muy precisa det tminacion de ADN (clase ploidia);
diferencia entre cromosomas X e Y detectables bajo condiciunes optimas.

3. Tincion de células en fluidos simples y muy reproducibles.

4, Separacion de celulas vivas.

5. Grandes numeros de células medidas, fehaciente estadistica.
Inconvenientes:

. La preparacion celular tiene que ser optima (dificultad en detectar atefactos).

_ Insensibilidad para frecuencias bajas de células (por ejemplo menos de 1 en 100).

. No pueden ser analizados datos del modelo de crouaatina.

. No permite examen e secciones histologicas intactas {pero después de un tratamiento

digestivo con enzimas individuales las células nueden ser ~nalizadas).

Tomado de Baak y colaboradores (19%.a).
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Un irconveniente de la ci tria estati
1veniente de la citometria estatica que merece la pena comentar es que, es posible

la existencia de acabalgamiento de unos nicleos sobre otros, fundamentalmente mas en el estudio
sobre ¢ >cciones hisiologicas que en  citologias En nuestro easo, al ser muestras preparadas
especificamente en el laboratorio para civmetria estatica, se procird que no ocurriera este
artefacto v ademas en la seleccion interactiva se eliminaron los posibles solapamientos. De
cualquier manera, el software Texcan tiene la posibilidad de rechazar y separar posibles fusiones
entre nuc” s vecinos. Utilizando este método de evitar los niicleos solapados, Fu y colaboradores

{1957) obtienen resultados muy buenos en el analisis citologico de las neoplasias.

En relacion con las ventajas que presenta la citometria estatica automatizada, hay que
decir que es escncial en el caso del estudio de tumores solidos, porque en ellos la arquitectura
tisular conservada es uno d= los par‘metros fundamentales a evaluar (G* del Moral y O'Valle,
1992). Sir ~~bargo en el caso de nuestro estudio, hecho sobre células en cultivo, este dato es
de menour importancia. No obstante en el ~resente trabajo, un factor fundamental es la
eliminacion de los artefactos de form: nteractiva por el obseivados, de forma que es factible
desechar todas las posibles céluias en degeneracion que, sin embargo, el citémetro contabiliza
en el eswudio. Tn hecho importante en nuestro trabajo y que no podria obtenerse p. itometria
de flujo es que, el patrén de cromatina fina 6 gruesa que se ha revelado como un pardmetro
esencial para diferenciar unas lineas de ctras y sobre todo para ~~alizar el influjo de la CsA sobre
cada linea d« erminada, no puede ser analizado. En este sentido, existen numerosos estudios que
han demostrado que incluso cuandc la frecuen..a de células tumorales es muy baja, 1 enire
10.000. se obtienen resultados estadisticamente significativos -ucdiante citon.etria estatica

(Verwoerd et al, 1987} [Lze et al, 1989).

En relacién con el método de analisis, hay que mencionar que el software utilizado
TEXCAN, es un software automatizado en el que la interaccién entre el observador y el
programa es minimo, de forma que solo se realiza interactivamente la segmentacion (Abmayr et
al, 1987 ). Ademas es un programa que estd especialmente definido para la realizacién de estudios

sopre citologias v no sohre seccioues histolégicas (Ferrer-Roca et al, 1988).

Un hecho a resaltar es que €n todos (0s casos, la segmentacion se realizé sobre imagenes

¢ pix : ; ion suficiente para el
digitalizadac a 256x256 pixeles, que £ ua demostrado como una resolucic P

analisis practicado

En relacion con el meétodo de tine’ *n de ADN, en nuestro trabajo hemos optado por la

iva de Mayer por S€T considerade un métedo mas sutil que

realizaci ' de hematoxilina progres
s (Ferrer-Roca, 1989a).

1a claoica tincién de Feulgen para 14 coloracién homogénea de los nucle
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En el caso de la tincion de Feulgen, como ha sido recogido en repetidas ocasiones

(Feulgen & Rossenbeck, 1924) (Stevens & Bancroft, 1990). el puntc crucial es la hidrolisis previa
; Lged Ja geion, que aunque esté estandarizada e abor: igina pr
} 72 ‘% d W jLs que este estandarizada en un laboratorio, siempre origina problemas en la

» ) : Sinaaids T PAPe P . x 1 vy {
hh intensidad de coloracion entre muestras tefiidas en diferentes tiempos. En condiciones muy

*

exactas Je fijacion y con un control muy estricto de hidrolisis, se obtienen con el Feulgen muy
" suenos resultados (Thunnissen et al, 1981). En el caso de la hematoxilina progresiva de Mayer

no existe el problema de la hidroiisis siempre y cuando la solucion de hematoxilina no esté

diluida ni envejecida

En relaci on el numero de celulas medidas, para nuestro estudio hemos analizado 100
nucleos celulares sipuiendo fa sistematica de otros autores que analizan tambien céjulas tumorales
en cultivo (Auer <t al, 1980). Aunque en el estudio ¢ 2 neoplasias muy diferenciadas, como ocurre

con el carcinoma folicular del tiroides donde la similitud con las células normales es muy grande,

se recomienda tomar para el estudio entre 200 a 300 nucleos (Ferrer-Roca, 1990).

Fn el caso de lineas tumorales fuertemente anaplasicas, Thunnissen y colaboradores
(1988b) refieren que la medicion de tar » 25 nucleos fué suficiente para diferenciar entre
carcinoma de pulmén y elementos cchiares de otra naturaleza. A ecte respecto, pensamos que
para nuestras lineas celuiares que son fuertemente anaplasicas, el haber escogido 100 células hace
imposible un error ¢ muestreo. La medicion siempre se hizo al azar como en otros trabajos

encontrados en la ..ciatura (Auer et al, 1980).

En relacion con la morfometria, los estudios clasicos de Pahlplatz y colaberadores (1986)

| v Thunnissen v colaboradores (1988a) definen 5 categorias posibles de analisis a practicar:

Estudios geométricos relativos a la forma v tamafio de los nucleos.

otri iativos a la densidad optica integrada del material
E: 1dios densitometricos relativos A la densidad optica integre 1

cromatinico

analis.* textural donde se analiza la distribucién espacial de las distintas densidades
P Aaiiol ~ ai. L

N id le s or ‘oung et al, 1986).
de ADN medidas por niveles de gnis (Young et 1

o luminaucia de color de la imagen
Alisi iatren debido a la saturacion y luminaucia de colar
Analisis colorimetrico debido a la saturaci

nucleacitoplasmica

que tienen las diferentes estructuras
\lisi Jfico derivado de las relaciones que tienen las diferentes ¢
Analisis topografico denvado ¢

entre si

~ {101t : I o lar > (
ha utilizado un soltware que funciona con una tarjeta digital en blarico
Debido a que se ha utilizado un S01ER e
| De i i forma. al t.atarse de un
. 1CO! igua' 10IMa. 4 t,atarse <
ha sido posible realizal estudios colorimétricos. De igus’ 10TMa. &
y negro, no ha sido pos ;

¥
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analisis sobre preparaciones citologicas no se han hecho estudios topograficos. Por ello realinente

los datos de morfometria referidos son relativos a estudios geométricos, densitométricos y

texturales de los nucleos celulares. En el primer caso, se han valorado pardmetros de forma y
tamano nuclear. En el segundo, se ha hecho densitometria de ADN y en el tercer caso se ha

analizado la granulometria fina y gruesa dentro de los niicleos como analisis textural.

Hay que tener en cuenta que el nivel de umbralizacion seleccionado fué el mismo para
todas las lineas celulares, al ser tefiidas las preparaciones simultineamente y captadas las
imagenes en las mismas condiciones, sin intentar adecuar los niveles de grises a las
particularidades texturales nucleares de cada linea. En general, el parametro granulométrico que
creemos de mavor valor dertro de los evaluados, es el que se refiere al drea media granular
ocupada por los distintos tipos de cromatina, eu y heterocromatina, porque independientemente
del nimero de granulos presentes en cada célula, es el que verdaderamente indica la superficie
total ocupadada por la cromatina.

En los nucleos existen dos tipos de cromatina, eucromatina, cromatina no granular
desespirilizada donde se esta realizando la traascripciéon genética 'y haeterocromatina granular,

cuanto mayor es la cantidad de esta Gltima menor <5 ia actividad nuclear (Fawcett, 1987).

Fn el estudio morfométrico de los controles, las diferencias observadas no hacen mas que
resaltar el distinto cardcter de cada una de las lineas celulares. En el caso de nuestro trabajo no
hemos encontrado referencias acerca de analisis mediante estudio computarizado de las lineas

cel ilares ensayadas, sin embargo si hay nunerosas descripciones en homologos humancs.

En el cancer de mama, el dato de mayor imporfancia clasicamente ha sido la

cuantificacién de los receptores de estrogenos en las células tumoraies mediante

inmunocitoquimica (Guazzi et al. 1985). Sin embargo, los datos morfométricns de analisis

citométrico de ADN, no se han demostrado absolutamente concluyentes, si bien pueden ser de

ayuda adicional Naak et al, 1991b). En el caso de la linea celular MCF-7, se trata de una linea

3 ; positiva cc se ha de ¢ : iltiples estudios (Broocks et al
receptor de estrOgenos positiva como se ha demostrado en multiples € ( ;

1973) (Bonney et al, 1985), sin embargo no exister: dates de citometria estatica sobre la misma.

- , A A6 g | d-o
En nuestro trabajo, un dato importante a tener en cuenta, es que los resultacos del estudi
: ' ' 7 significativos, e - a linea MCF-7
morfométrico mediante analisis de imagen son muy significativos, ep el caso de la linea
trataca con 1 yug/ml de CsA Fn esta linea se observa una disminucion estadisticamente
arace >0n i 8A. L

P 2 - i - C

finos v gruesos.
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D / globaimente «i i F i
Por ello y globaiment= si en la linea MCF -7 disminuye el tamafo del nucleo y aumenta

A Or; ] 1 ~ y " 4 - -} "

la granularidad, este hecho apoya la existencia de nucleos mas inactivos, probablemente porque
se i - - q 11/ = YIC a1 5 ¥ i

¢ interrumpe la transmision de mensajes al nicleo / NO existe una buena transcripcién genética

tal y como ha sido descrito repetidamente que actla la CsA (Citterio & Kahan, 1989) (Kimball

et al, 1991). Esto requiere ulteriores testificaciones de este efecto mediante citometria de flujo

En la otra linea epitelial que ha sido muy subcultivada, la linea HeLa, no se observan

modificaciones cstadisticamente significativas en la morfometria, lo cue' confirma que la CsA a
I pg/ml no tiene efecto sobre dichas células.

En relacion con el grado de anaplasia mostrado por la linea Hel.a, existen multiples
trabajos donde se ha relacionado el grado de aneuploidia con la agresividad del tumer clinico en
el carcinoma epidermoide de cuello de utero (Fu et al, 1981) (Goppinger 2t al, 1986), aunque
también se han publicado patrones diploides en carcinomas de células escamosas de cuello de
utero (Oud et al, 1987). En nuestra linea, posiblemente la realizacion de gran numero de

subcultivos influye en este fenémeno.

En el caso de las lineas melanicas, existen multiples estudios clinicos de morfometria para
discriminar entre las lesiones nevoides benignas y el melanoma maligno (Smolle et al, 1988). En
algunos casos incluso se han realizado técnicas de impregnacion argéntica complementarias en
morfometria, para diferenciar estas lesiones (Leond & Gilham, 1989). En lineas celulares, no

hemos encontrado referencias bibliograficas donde se practique cste analisis.

En la linea celular SK Mel-5 tratada con CsA, se observa un aumento de todos los
parametros geomeétricos asi como de la granulometria gruesa, consiguiendo significacion
estadistica para dichos valores. Este hecho podria ser debido a que en la linea SK Mel-5 existen
dos poblacicnes celulares, una de células grandes diferenciadas con alto contenido melanico y
otra de células pequefias que mantienen el crecimiento del cuitivo (Carey et al, 1976). Por ello,

cabria explicar el efecto de la CsA como un fenomeno de eliminacion ¢ de efecto bloqueante

sobre las células madre que mantienen la poblacién, con un escasc efecto sobre las células

diferenciadas de mayor iamafo que son por tanto, mas anaplasicas.

R T ’ -
En la linea B-16 ocurre una disminucion estadisticamente signiicativa del area celular,

i ¢ en la li - indose tambien
el perimetro v el diametro nuclear al igual que ocurre en la linea MCF-7, observandose tam
Este efecto podriu tener una

un incremento tanto en la granulometria gruesa como en la fina.

explicacion equivalente al referido para la linea MCF-7

1\,’1
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Establecida la comparacion de las lineas estudiadas con células mesenqui
se constata que el tamafio nuclear de las lineas tumorales es mayor estadisticaq !males' m?rmal‘es,
mente significativo
y un dato a destacar es que una vez tratadas las monocapas celulares con CsA, las células que
se mantienen en cultivo presentan un Area nuclear menor que las célular mesenquimales
normales, en el caso de las lireas MCF-7 y B-16, que pedria ser debido a una inactivacion
nuclear que haria a los nticleos tumorales mas proximos a los normales. en cuanto a su contenido

en heterocromatina. En la linea HeLa no se produce modificacién, mientras que la linea celular

SK Mel-5 incrementa su tamaiio.

Si realizamos un estudio comparativo entre los resultados del anélisis de imagen,
crecimiento celular y la expresion de GP-170 en las iineas celulares ensayadas, podria concluirse
que, en el caso de la linea celular HeLa, no hay modificaciones estadisticamente significativas,
ni en la morfometria ni en la granuiometria y es la linea en la que menos se modifican los
valores de GP-170 al ser tratada con CsA, de forma que el comportamiento de los controles y

células tratadas es equivalente. Todo ello confirma el nulo efecto de la CsA sobre dicha linea

celular,

Curiosamente, en la linea MCF-7 los valores de GP-170 demuestran una menor presencia
en la membrana de esta proteina. En este sentido los resultados del andlisis de imagen que

revelan un nicleo escasamente activo, sugieren una disminucion de la sintecis de proteinas, entre

ellas GP-170 que disminuiré sobre la superficie celular.

En nuestro trabajo, aun no teniendo estudio genético, la hipotesis de que la CsA, mas que
inactivar directamente a la GP-170 provoca una interrupcién del mensaje nuclear impidiendo
la transcripcion genética con menor significado de los genes mdr y por tanto con menor

glicoproteina en la linea MCF-7, cobra valor (Handschumacher, 1991) (Kimball et al, 1991).

to bloqueante sobre las células madre

En relacién con la linea SK Mel-5, a favor del efec
las células diferenciadas de mayor tamafio,

que mantienen la poblacion y un escaso efecto sobre
10 se modifican los

dos evidencias: 12) Que pese al cambio morfometrico 1

en nuestro estudio hay
que el aumento del nucleo sea debido a una

valores de GP-170, lo cual hace poco probable

Jular ya que si asi fuera, la repercusion que cabria esper
a1 mas en ia superficie celular y 29) También

daptacion ¢ ar de esa adaptacion celular
adap e
seria un aumento en la GP-170 como una protein
n selectiva sobre las células madre mas

a favor de la hipotesis de que se trata de una accio ’
que el IC50 es mas

ste efecto ocurre en la linea SK Mel-5 en la
Por tanto podria deciise que 4 base de
a linea SK Mel-5, la CsA origine

sensibles, es que precisamente e

bajo y por tanto el efecto a baja dosis es mayor.
evidencias indirectas deducidas de la serie, s posible que en |
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un Cit?ﬂ() SHS ¢ i i .V‘ S [~
]

efecto contradictorio de i S '
e ) contradictorio de mayor presencia de nucleos grandes v anaplasicos en las células despues
del cultiv 2 cualqui
Itivo con CsA. De cualquier forma, es probable que el efecto antiproliferativo sea leve y
el e o 0 = MrVive 1
hecho do que el % de supervivencia sea de 103% a 1 ng/ml hay que verlo en el contexto de

u 3 » 1 o e 1
que se trata de la linea menos proliferativa, donde observar fenémenos de crecimiento celular
incluso en los controles no tratados va es dificil.

En la linea B-16 el efecto originado en los parametros morfométricos por la CsA puede
explicarse de forma equivalente a los observados en la linea MCF-7, existiendo ciertas diferencias
entre ellas, ya que la accién antiproliferativa es menor en la linea B-16, la expresién de GP-170
no se modifica a | ng/ml pero si a 5 pg/ml de CsA y las tasas de modificacion del area y
perimetro nuclear de las células no tratadas y tratadas son menoies. Por estos motivos el efecto
de la CsA en general, puede consideraise mas acentuado en la linea de carcinoma de mama que

sobre la linea melanica B-16.
IV-5.—- DISCUSION SOBRE LA DETFRMINACION DE CsA MEDIANTE RIA.

Uno de los objetivos planteados en el presente trabajo, fue valorar la incorporacién de
CsA a las células en cultivo a partir de la medicion de los restos del firmaco en el sobrenadante,
considerando que éste s sustraido del mismo por las células, aparentemente mediante un
mecanismo de incorporacion inactiva por disolucién en los sistemas membranosos celulares. Para
ello se recogieron todos los sobrenadantes y se procesaron por :nsayo de RIA estandar,

disefiado para el control sérico de los niveles de CsA en los pacientes trasplantados.

Sorprendentemente todos los resultados obtenidos mediante este test fueron
absolutamente aiscordantes y no pudieron ser utilizados para la confeccién de los resultados, atn
encontrandose en ¢l rango de lectura del sistema de RIA. Probablemente este hecho sea debido
a ;a calibracion del test de RIA, ya que el método cen el que se analizaron las muestras esta
sangre total previa lisis de los hematies, y on nuesiro caso, 10s
n medio MEM con 5% SBFI v/v. A favor de

preparado para la investigacion en

soorenadantes de los cultivos iban vehiculizados e

esta hipotesis. esté 12 comprobacion que realizamos cuando se testificaron liquidos de control con

concentracicnes conocidas de CsA, previamente preparadas a partir de CsA sustancia base O

. ‘ . R ’
ciclosporina obtenida de la solucion endovenosa comercial Sandinmunn SANDOZ, ya que sé

i jante, es i abi ancia 2 tracion puesta
producia un resultado semejante, es decir, no habia concordancia entre la concentra p

er el control v la testificacion que realizaba el sistema de RIA Probablemente, para confirmar

este hecho seria necesario realizar un estudio simultaneo de HPLC y de RIA calibrado para

medios de cuitivos escasos ¢ pobres en proteinas.

|84
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Nosotros selcecionamos el método RIA porque requiere una pequefia cantidad de muestr
(50 ul) (Huang et al, 1987) y esta estandarizado en la unidad de Ilimunologia del Hospiu; d:
la 3«% Virgen de las Nieves de Granada que colabora con nosotros, A posteriori pensamos‘ que
podiamos haber realizado <l HPLC, ya que es capaz de medir especificamente CsA y niveles de
metabolitos de CsA individuales, aunque no es muy aconsejable para mediciones rutinarias donde

grandes nimeros de muestras son utilizados (Lensmeyer et al, 1987) (Shah & Sawchuk, 1988)

Alternativamente, se ha disefiado un método mas exacto por Kiilinger y colaboradores
(1990), que mide selectivamente CsA y sus metabolitos bioactivos en sangre humana (Steiner et
al, 1988) v que pensamos incorporarlo en el futuro. En este ensayo <l rereptor intracelular de
la CsA (CYP) se usa como una proteina de uni¢n aprovechando su capacidad para unir CsA de
acuerdo con su poder inmunosupresor (Handschumacher et al, 1984) (Quesniaux et al, 1987a).
Por tanto un sistema de ensayo usando CYP cn vez de anticuerpos reaccionando de forma
cruzada es capaz de medir CsA y su unién a CYP, es decir, también mide los metabolitos

inmunosupresores (Durette et al, 1988).

El ensayo union-CYP (CYPBA) (Steiner et al, 1988) fué usado junto un RIA policlonal
y HPLC utilizando como liquidos biiogicos tanto suero como sangre total, y con la finalidad de
estudiar la farmacocinética y el metabolismo de CsA en 19 pacientes con hemodialisis. Los
resultados obtenidos concluveron: 19) existi6 un crecimiento continuc en la razon
metabolitos/CsA (RIA/HPLC), 29) después de haber alcanzado su punto mas alto, la cantidad
relativa de metabolitos bioactivos (unidos a CYP) disminuy6 (CYPBA/HPLC), 39) la razon
metabolitos bioactivos/CsA (CYPBA/HPLC) fué variable a través del periodo de observacidn,
pero incluso después de 12 heras permanecia del mismo orden que en el momento del pico (de
na continua metabolizacion del componente madre

1 & M17 (Ryffel et al, 1986) (Dindzans et

1-5 horas), estc parece ser un indicador de u

en metabolitos primarios inmunosupresores como M

al, 1987) (Steiner et al, 1988).

Siguiendo en la misma linea de trabajo, Paul y colaboradores (1991) han desarrollado un

n conocido como LH-20 para medir la concentracioén de CsA y sus

et al, 1988) (Rosano et al, 1990), en extractos de sangre
Lorber et al, 1990). Las concentraciones medidas
te la teonica de HPLC en sangre total

ensayo corapetitivo de unio
metabolitos que se unen a CYP (Zeevi
total de receptores de 6rganos trasplantados (

o el ensayo LH-20 excedieron a las obtenidas median

usand
1. 1990). El proposito de este estudio fué determinar

en el 57% de los 134 analisis (Lorber et a

s con <l competitivo ensayo de unién & CYP (LH-20), se correlacionan

si los resultados obtenido

abolitos individuales determinados por HPLC en sangre total.

con la suma de CsA y sus met
que la CsA como inmunosupresores,

Aunque la mayoria de los metabolitos son menos potentes
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su contribucion colectiva a la actividad total inmunosupresora parece de

forma probable ser
significativa. La cantidad y proporcién de CsA y algunos de sus metabolitos pueden variar

dependiendo de variables clinicas especificas de pacientes. El metodo LH-20 puede proporcionar

una mas exacta valoracion de inmusupresion y/6 informacion de efectos t6xicos potenciales (Paul
et al, 1991).
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Conclusiones

Las lineas ensayadas en este estudio han mostrado diferente sensibilidad al ser tratadas
con CsA, observandose el mayor efecto antiproliferativo sobre la linea SK Mel-5 de

melanoma y el mimino sobre la linea celular HeLa.

El test del MTT se ha mosirado como un método indirecto de utilidad para valorar el
numero de células existentes en 'os cultivos. Sin embargo, la concentracion de reactivo,
MTT, a utilizar para cada una de las lineas celulares, debe ser adaptada a la distinta

capacidad reductora que posee cada una de ellas.

En relacion con el método para la determinacion de la glicoproteina P-170, en nuestras
condiciones de ensayo, el AcMo C-219 se ha mostrado poco util debido a que so6lo
detecta la presencia de dicha glicoproteina cuando esta presente en un numero elevado
de moléculas por célula. Por el contrario, la expresion de la glicoproteina P-170 ha
podido ser demostrada de manera aceptable, por la técnica de inmunofluorescencia

indirecta, mediante el AcMo JSB-1, alin siendo reducida la expresion de esta

glicoproteina en las lineas testificadas.

La determinacion de la concentracion de CsA y sus metabolitos mediante el test de RIA,
en las condiciones estdndar de calibracion del método, es ineficaz para identificar las

concentraciones de esta droga en los sobrenadantes de los cultivos.

170 ea la linea celular HeLa, la CsA produce un

Sobre la expresion de glicoproteina P
¢ vinculado a una seleccién de la clona

efecto estimulante a largo plazo, probablement

celular resistente a esta droga.

minucién de la expresién

Jobre el resto de las lineas, la CsA en general provoca una dis
de una interrupcién en

idad de glicoproteina P-170, lo cual podria depender
oy el citoplasma celular inducida por el farmaco.

de la cant
la trasmision de mensajes entre el nucle

ros de morfometria y densitometria de las lineas ensayadas en

El analisic de los paramet
caciones sutiles de las células inducidas por la CsA, no

cultivo, permite percibir modifi

apreciables con 10s métodos estandar de evaluacion del crecimiento.



B.-

La determinacion simultanea de la inhibicién del crecimiento celular mediante el test del
MTT y analisis digital de imagen, concentracion de droga en los sobrenadantes de medios
de cultivo por RIA y valoracién de GP-170 mediante citometria de flujo, puede constituir
un modelo de validaciéon "in vitro” para la testificacién de sustancias y farmacos que

interfieren con los fenomencs de multirresistencia a drogas.
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