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5.1.1. Generacion de lineas con resistencia a 5-Fluorouracilo

Las lineas cdulares con resgencia a 5-FU, HT29-5FUR y LoVo-5FUR, se
generaron en nuestro laboratorio a partir de las correspondientes lineas parentales
inicdamente senghles a 5-FU (HT29 y LoVo) por exposicion continuada a dosis
crecientes del f&rmaco hasta dcanzar unadosis de 2nM y 7V, respectivamente.

La adaptacion de la linea cdular HT29-5FUR e inicia a una dosis de 1nM de 5-
FU. Tras un periodo de devada toxicidad (figura 12) aparece una poblacion estable con
una viabilidad cercana d 80% en presencia del famaco. Se procede entonces a
incrementar la doss de 5FU hasta 2nM. Al igud que en & caso anterior, tras un
periodo de toxicidad elevada, s obtuvo la linea cdular HT29-5FUR (utilizada en
nuestro procedimiento experimental) que presenta una viabilidad cercana d 80% tanto
en presencia como en ausencia de 5-FU 2mM en d medio de cultivo con respecto a la
linea sendble (Sendo la viabilidad cdular para la linea HT29 a esta dosis de 5-FU del
56%). La diferencia en la viabilidad cdular respecto a la linea sengble est& en reacidn
con € tiempo de duplicacion que fue de 30h (comparado con 26 horas para HT29). La
linea HT29-5FUR presenta una morfologia epitdia, agorecidndose  cambios
morfoldgicos (observables d microscopio dptico) respecto a la linea parental HT29 con
un incremento de cdulas de gran tamafio con nucleolos grandes y prominentes, con €
citoplasma vacuolizado, y dteraciones de la membrana citoplasmética (figura 13).

La adaptacion de la linea LoVo-5FUR <e inicia a una dosis de 5-FU 5nM (dosis
inferiores no mogtraron citotoxicidad). Tras un periodo de citotoxicidad eevado (figura
12) gparece una poblacion estable con una viabilidad cercana d 70% en presencia de 5
FU. Se procede a incrementar la doss del famaco hasta concentracion 7nM. Al igud
gque en & caso anterior, tras un periodo de elevada citotoxicidad celular, se obtuvo la
linea LoVo-5FUR que presenta una viabilidad celular proxima d 100% con respecto a
la linea parental sensble LoVo (que presentd una supervivencia del 68% en presencia
de la misma dosis de 5-FU). La linea resstente tiene un tiempo de duplicacion de 34
horas (comparado con 28h para la linea cdular LoVo) y presenta morfologia epitdid,
gprecidndose cambios morfolégicos d microscopio Optico (seleccion de una poblacion

con mayor tamafio ceular) (figura 13).
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Figura 12. Generacién de las lineas HT29-5FUR y LoVo-5FUR por adaptacion de las
correspondientes parejas sensibles (HT29 y LoVo) a dosis crecientes de 5-FU hasta alcanzar la
dosis 2nM y 7 nM, respectivamente. Puede observarse que tras un periodo inicial de elevada
citotoxicidad, emerge una poblacion adaptada al farmaco, que presenta una viabilidad cercana a la
delaslineas parentales.
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Figura 13. Tincion con May-Grinwald-Giemsa y captacién en microscopio (objetivo 100x)
de las pargjas sensibles/resistentes. Obsérvese la presencia de células de gran tamafio y
vacuolizadas en la linea HT29-5FUR (flecha) y el incremento en el tamarfio celular asi como €l
aumento de la proporciéon de células vacuolizadas (indentaciones) en la linea celular LoVo-

5FUR (flecha).
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5.1.2. Analisis por citometria de flujo del patrén de ciclo celular en lineas sensibles

y resistentes a 5-FU.

Una vez inducida la resstencia a 5-FU, se andiz0 € patron de ciclo cdular de
las linees HT29-5FUR y LoVo-5FUR y se compard con € de sus correspondientes
pargas senshles. Ta y como muestra la figura 14, € porcentge de poblacion celular
para la linea HT29 en fase G1, Sy G2/M dd ciclo fue de 42.2 %, 46.7% y 11.2%
respectivamente, y de 42.4%, 47.1%y 10.5% paralalinea HT29-5FUR.

La linea LoVo-5FUR presentd una distribucion de cidlo cdular smilar a la de la
linea parentd sengble. El andisis dd porcentge de poblacion para la linea LoVo en las
digintas fases (G1, S y G2/M) fue de 47.3%, 40.5% y 12.2%, respectivamente y de
49.0%, 38.6% Yy 12.4% paralalineaLoVo-5FUR.

Egtos datos muestran que no exigten diferencias significativas entre la poblacion
senshle y la resstente a 5-FU con respecto a patron de ciclo celular. No se observé una
retencion en la fase S dd ciclo en las lineas resstentes pese a que las lineas cdulares

resgtentes se cultivaron en presencia de la correspondiente dosis de 5-FU (2nmM y 7,
respectivamente).
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Figura 14. Patron de ciclo celular para las parejas sensible/resistente. No
se observaron cambios en la distribucion del ciclo en las pargas
sensible/resistente a 5-FU.




Resultados-1-

5.1.3. Andlisisdd grado deresistencia inducida a 5-FU

Para determinar € grado de resigtencia inducida a 5-FU en las lineas resstentes,
se andizb la citotoxicidad cdular tras la exposicion durante 5 dias a diferentes dosis de
5FU y s cdculaon las fracciones de supervivencia para las pargas
snshleressgente. Una vez cdculadas las doss inhibitorias (DI10%-DI190%) se
comparan los vaores de la linea resstente respecto a la sensble. El grado de resstencia
inducido a5-FU en laslineas HT29-5FUR y LoV o-5FUR se muestraen latabla 4.

La linea HT29-5FUR mostré una resistencia a 5-FU cad 6 veces superior a la
linea sensble HT29 (Dlsp=27.2mM versus 4.8mM). Asmismo, la linea LoVo5FUR
mostré un grado de resistencia 3 veces superior d de la linea LoVo (Dlsg = 41.7mM
versus 13.6rmM para la linea LoVo). Por tanto, estos resultados indican que las dosis de
5-FU requeridas para conseguir @ mismo efecto citotdxico en las lineas resstentes
fueron superiores a las requeridas por sus homdélogas sensibles para todas las fracciones
de inhibicion (figura 15). Sefidar ademas que la dosis 2mM en la linea HT29-5FUR y

7mM en lalinea LoV o-5FUR no resultaron toxicas.

HT29/HT29-5FUR LoVo/LoVo-5FUR
1001 Dl = 4.8 Vvs27mM 100- Dl,= 13.7vs 41.7mM
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Figura 15. Citotoxicidad cdlular del 5-FU administrado durante 5 dias como agente Unico
a diferentes dosis. Los resultados indican un indice de resistencia (Dlso-5FUR/Dlsg-sensible)
cinco veces superior en la linea resistente HT295FUR y tres veces en la linea LoVo5FUR. Los
datos representados corresponden al m+ DS de un minimo de tres experimentos independientes
para cada unade las lineas celulares representadas.
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Dosis
HT29 HT29-5FUR GR? LoVo LoVo-5FUR GR?
inhibitoria
DI90 3394+87.7 1980+ 818 06 5518+ 20 1750+ 53.0 32
DI80 70.7+ 154 982+ 359 13 326+93 10215+ 181 31
DI70 249+ 48 76.8+ 330 31 232+5.05 71.8+69 31
DI60 106+1.8 30.3+131 3.7 1755+ 29 5401+22 31
DI50 48+ 0.7 272+ 86 5.6 1365+ 1.7 417122 31
D140 22+03 189+57 85 105+ 08 3227+33 31
DI30 09004 127+ 36 134 812+ 0.7 2448 + 4.06 30
DI20 033+ 004 78+20 233 6.03+ 0.7 1755+ 4.2 29
DI10 0.07 + 0.006 38108 539 32+08 10.7+ 37 30
2GR: muestra el grado de resistencia para cada una de las dosis inhibitorias (DI) calculadas
como €l ratio entrelaDlI linearesistente/ DI lineasensible
Tabla 4. Célculo del grado de resistencia inducido a 5-FU en las lineas HT29-5FUR y
LoVo-5FUR. Cada una de las dosis inhibitorias se calcula a partir de la Dlsg y la pendiente
m segin la férmula DI= Dlsg- [(1-f)/f]'™. Los datos representan la nmxSD de tres
experimentos independientes.

5.1.4. Andlisis de la citotoxicidad de Oxaliplatino, Topotecan y 5-Fluorouracilo
administrados como agentes Unicos. Estudio dd patron de resistencia cruzada a

drogas.

En ese apatado se cdculaon las doss individudes de cada farmaco
(Oxdliplatino, los inhibidores de Topoisomerasa | (TPT, CPT-11 y SN38) y 5-FU en
todas las lineas cdulares, senshbles (HT29, LoVo, DLD-1 y LS-513) y resigtentes a 5-
FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR). Se andiza también g la induccion de resstencia a 5-
FU en las lineas HT29-5FUR y LoVo-5FUR ha provocado un cambio en la sensibilidad
de edas lineas a otros famacos con mecanismos de accidon diferentes d 5-FU
(Oxdiplatino e inhibidores de Topoisomerasa 1). Los resultados obtenidos en d andiss
de la citotoxicidad se muesiran en latabla 5.
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Cuando == andiza la citotoxicidad inducida por d 5-FU adminisrado de forma
individua durante 24 horas en las pargas sensblelresstente, se observa que la dosis de
5-FU necesaria para conseguir la misma fraccion de inhibicion es superior en las liness
resstentes cuando se comparan con sus correspondientes pargas sensbles (figura 16).
As por gemplo, se observa un indice de resstencia de dos veces en la linea HT29-
5FUR y tres veces en la linea LoVo-5FUR para la Dlsp. Los resultados obtenidos estan

en concordancia con los obtenidos paralainfusion de 5 dias de 5-FU.

La linea HT29-5FUR no muestra un patron de resistencia cruzada a Oxdiplatino
paa ninguna de las fracciones de inhibicion (p=0.25; test t-Student) cuando se
compara con la respectiva linea sensble HT29 (figura 17). Las diferencias de
toxicidad para Topotecan entre HT29 y HT29-5FUR tampoco son estadisticamente
sgnificativas (p=0.33; test t-Student) (figura 17).

La linea LoVo-5FUR tampoco presenta resstencia cruzeada d Oxdiplatino
(p>0.05) cuando se compara con su homologa sensible (figura 18). Se observa ademas
gue las liness LoVo/LoVo-5FUR mostraron una mayor senshilidad a Oxdiplatino
(Dlsp 7.38 y 8.37 mM, respectivamente) que las lineas HT29/HT29-5FUR (Dlso 40 y 52
nmM, respectivamente). Sin embargo, la linea LoVo-5FUR muestra una menor
senshilidad a Topotecan que su  correspondiente parga  sensble,  requiriendo
goroximadamente € doble de la doss de ete famaco para conseguir las mismas
fracciones de inhibicion dd crecimiento por exposicion a 24 horas (300nM en la linea
LoVo frente a 621.14nM en la linea LoVo-5FUR para la Dlsp) (figura 18). Esta ligera
ressencia cruzada a TopotecAn muestra dgnificacion edtadistica (p=<0.0001; test t-
Student) y se repite para otros inhibidores de la Topoisomerasa | como CPT-11
(p=0.009; test t-Student) y su metabolito activo SN38 (p<0.001, test t-Student) (tabla
6).

Atendiendo a objetivo de andizar 9 & estado de p53 o dd fenotipo RER influyen
en la sengbilidad de las lineas colorrectdes a TPT, OXA y 5-FU, se incluyeron en este
andiss las lineas DLD-1 y LS-513, que completan € fenotipo/genctipo RER/pS3. En la

tabla 2, s2 muestran los resultados de citotoxicidad obtenidos por estas lineas. Se
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observa una diferencia marcada en la senshilidad de estas dos liness a los digtintos
famacos. Ad por gemplo, la linea LS-513 es hasta 50 veces més sensble a
Oxdiplatino que las lineas HT29 y HT29-5FUR (Dlsp = 0.94nM versus 39.67nmM y
52.28nM para las lineas HT29 y HT29-5FUR, respectivamente) y entre 10 y 20 veces
més sengbles a 5-FU y TPT que las lineas HT29 y LoVo. Sin embargo, observando la
totalidad de los datos no podemos atribuir las diferencias exigentes a estado de p53
(mutado en d caso de las lineas HT29, HT29-5FUR y DLD-1 y wild-type para LoVo,
LoVo-5FUR y LS513) 0 a deficiencias en d sstema reparador de agpargamientos
incorrectos (las lineas LoVo, LoVo-5FUR y DLD-1 son fenotipo RER+), puesto que no
existe una tendencia clara que asocie una mayor o menor sensibilidad a estos farmacos

con aguna de estas caracteristicas.

Globdmente, s observa que tanto TPT como Oxdiplatino administrados
individuamente mostraron actividad tanto en lineas sensbles como en lineas resistentes
a 5-FU. Ademas edta actividad es independiente ddl estado de p53 o de las deficiencias
end sstemaMMR (fenotipo RER+).
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5-FU HT29 HT29-5FUR LoVo LoVo5FUR | DLD-1 LS513
DI90 | 498.92+2353 | 3687.0+738.8 | 254.16+38.70 | 441.50+67.60 | 51.55+6.85 | 194.12+ 4857
DI80 | 162.07+63.10 | 791.40+89.10 | 126.85+ 1297 | 304.40+3850 | 20.00+0.56 4248 + 7.44
DI70 | 87.20+2490 | 28540+ 18.80 78.40+ 7.55 237.80+ 2590 | 10.77+0.95 1552+ 1.99
DI60 | 50.04+11.50 123.90 + 6.80 53.87 £ 5.60 194.26 + 1840 | 6.43+091 6.83+ 0.67
D150 30.20+ 6.03 57.70 = 4.40 38.98+ 3.30 16140+ 1324 | 4.12+0.89 3.22+0.25
D140 18.30 + 3.80 26.90 + 2.98 27.60+ 2.80 134.07+9.31 2.62+0.73 152+0.15
DI30 | 1070+280 11.70 + 1.80 19.04 + 2.40 109.56 + 6.18 1.60 + 0.55 0.67 + 0.08
D120 5.60 + 2.00 430+ 0.87 12.08 + 1.90 85.68 + 3.58 0.89 + 0.37 0.25+ 0.04
D110 220+ 1.20 0.94+0.25 6.11+1.30 59.20 + 1.57 0.37+£0.19 0.06 + 0.01
TPT HT29 HT29-5FUR LoVo LoVo5FUR | DLD-1 LS513
DI90 | 25385+920.0 | 2755.4+920.0 | 16821+ 3257 | 3321.1+1069.8 | 89.10+ 14.64 | 139.93 + 22.20
DI80 | 1011.40+ 340.0 | 967.80+ 132.00 | 888.26+ 122.60 | 1776.8+ 3740 | 44.93+7.91 65.49 + 7.13
DI70 | 550.00+ 183.00 | 483.40+59.20 | 583.34+ 7220 | 11926+ 1862 | 2851531 3958+ 2.95
DI60 | 334.10+112.90 | 273.84+32.75 | 414.36+55.00 | 842.70+67.15 | 19.65+ 3.86 26.19+ 1.27
DISO | 211.90+7390 | 162.65+20.14 | 303.30+47.20 | 621.14+19.70 | 13.97 + 2.89 17.95+ .48
DI40 | 17320+70.30 | 96.65+12.90 | 22247+41.80 | 45868+ 16.60 | 9.92+222 1232+ 0.31
DI30 | 82.09+32.00 54.84 + 8.20 159.03+ 36.40 | 330.30+28.90 | 6.85+1.58 8.16 + 0.38
DI20 | 45.09+19.20 27.50 + 4.80 10590+ 30.20 | 259.80+3270 | 4.35+1.07 493+ 0.42
DI10 | 1830+890 9.75+ 2.08 57.80+21.60 | 122.74+30.25 | 220 0.60 233+£0.32
OXA HT29 HT29-5FUR LoVo LoVo5FUR | DLD-1 L S513
DI90 | 36560+ 76.99 | 59840+ 188.20 | 68.44+ 222 60.16+9.70 |121.66+ 1355 | 26.98+5.36
DI80 | 160.70+41.50 | 241.88+54.10 29.50 + 5.07 28.97 + 5.09 51.24 + 4.89 7.80+ 1.15
DI70 | 9320+27.10 | 133.00+21.05 17.10+ 211 17.86 + 3.44 28.93+ 3.46 342+ 040
DI60 | 59.70+ 19.00 81.63+ 8.33 11.01 + 1.58 12.03 + 2.50 18.16 + 2.81 1.75+ 0.16
DISO | 39.67+13.70 52.28+ 2.55 7.38+ 1.40 8.37 + 1.90 11.86 + 2.29 0.94+0.08
D140 26.35+ 9.85 3355+ 0.33 4,96+ 1.20 5.80 + 1.40 7.76 + 1.83 0.51+0.04
D130 16.90 + 6.80 20.70 + 1.44 3.25+0.97 3.93+1.04 49+ 1.40 0.26 + 0.02
D120 9.87+4.30 1157 + 1.70 1.94+0.72 242+ 0.70 2.81+0.98 0.12+0.01
DI10 430+ 2.16 4.85+1.30 0.90 + 0.42 1.19+ 0.40 1.34+ 055 0.03+0.01

Tabla 5. Dosisindividuales de cada uno de los farmacos par a las distintas fracciones de

Inhibicién (10%-90%): 5-FU (nM); Topotecan, TPT (nM); Oxaliplatino, OXA (rmM).
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5-FU (mM)
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Figura 16. Citotoxicidad inducida por & 5-FU administrado como agente Unico (24h). Las
Dlsp para cada linea fueron 57.7+4.0mM y 30.2+6.03nM de 5-FU en las lineas HT295-FUR y
HT29 y de 161.4+1324mM y 38.98+330nM en las lineas LoVo-5FUR y LoVo,
respectivamente. Estos resultados indican un indice de resistencia (DIso-5FUR/DIsg-sensible) 2
veces superior en la linea resistente HT295FUR y 4 veces en la linea LoVo-5FUR. Los datos
representados corresponden a la m+ DS de un minimo de tres experimentos independientes
paracada unade las lineas celulares representadas (escala semilogaritmica).
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Figura 17. Citotoxicidad de Oxaliplatino y Topotecan utilizados como agentes Unicos
en las lineas HT29 y HT29-5FUR.No se observa un patrén de resistencia cruzada cuando
se comparan ambas lineas. Los datos representados para cada punto corresponden al m+
DS de tres experimentos independientes para cada una de las lineas celul ares representadas.
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Figura 18. Citotoxicidad de Oxaliplatino y Topotecan utilizados como agentes Unicos
en las lineas LoVo y LoVo-5FUR. Notese el patron de resistencia cruzada cuando se
comparan ambas lineas para €l caso del TPT (p<0.005) (figura 5). En cambio, no existen
diferencias significativas para el Oxaliplatino. Los datos representados para cada punto
(DI10-DI90) corresponden a m+ DS de un minimo de tres experimentos independientes

para cada unade las lineas celulares representadas.

Dl (mx SD)

Drogas LoVo

LoVo-5FUR GR*

TPT 3033+ 47.2

CPT-11

SN38

3452+ 14

104.07 £ 32.2

62114+ 197  2.05°
89.3+ 156 258

399.3+54.9 3.84°

3p< 0.005 y °p<0.001 (test t-Student); TPT: Topotecan; CPT-11:
Irinotecan.; “Grado de resistencia calculado como Dlgg-resistente/Dl5o-

Tabla 6. Sensibilidad de las lineas celulares LoVo y LoVo-5FUR a diferentes
inhibidores de Topoisomerasa |. El tiempo de exposicién a estos agentes fue de 24h.
La viabilidad celular se determiné por ensayo colorimétrico con MTT. La linea celular
LoVo-5FUR muestra un patrén de resistencia cruzada a los diferentes inhibidores de la
Topoisomerasa | (p<0.005 para TPT y p<0.001 para CPT-11y SN38) cuando se compara

con la correspondiente linea parental.
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5.15. Andliss de la expresén de Timidilato Sintasa en las pargas

sensible/resistente a 5-Fluorouracilo

Con objeto de explicar @ fenotipo de resstencia a 5-FU observado en las liness
ceulares HT29-5FUR y LoVo-5FUR cuando se comparan con sus homologas sensibles
(HT29 y LoVo), nos propusmos andizar los cambios en la diana tergpéutica dd 5-FU,
la Timidilato Sntasa, ya que estudios previos in vitro e in vivo demuestran que los

niveles de TS estén directamente rel acionados con larespuestaa 5-FU.

5.1.5.1. Andlisisdela amplificacion génica de Timidilato Sintasa mediante técnica de
Southern Blot
En primer lugar se andizd 9 € fenotipo de resstencia observada se asociaba
a un proceso de amplificacion génica en estas lineas resgtentes, ya que @ incremento
en d nimero de copias del gen se ha asociado in vitro con una mayor expresion del

geny un aumento de los niveles de laenzima.

Td y como s muestra en la figura 19, después dd andisis denstométrico y una
vez normdizadas las bandas, no se observé amplificacion génica de TS cuando se
compararon las lineas resistentes con las correspondientes lineas sensbles. Estos datos
correlacionan con los observados por técnica de CGH, que tampoco identificO ganancias
en la zona dd cromosoma 18p (donde s locdiza la TS) td y como veremos mas
addlante.

A) B)
[ 3 il
9026 pb / - T - -
: FR SN «TRFE
1883 pb b ae - - -
1 2 & ¢ B € 7 € 1 z = 4 B € 1 €

Figura 19. Analisis por Southern Blot del ADN de células sensibles y resistentes a 5
FU. A) Hibridacién con la sonda de TS cADN; B) Hibridacion con la sonda de p53. Carril
1y 5 HT29 caril 2 y 6: HT29-5FUR, cartil 3y 7: LoVo, caril 4 y 8 LoVo-5FUR.
Fragmento largo de 9026 pb (digestion del ADN con EcoR1/BamH1) y fragmento corto de
1883 pb (digestion con BamHL/Hindl11).
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5.1.5.2. Anélisisde la expresion de Timidilato Sintasa a nivel de ARNm mediante

técnica de Northern Blot.

En este gpatado = andiz6 s € fenotipo de resstencia a 5-FU observado en las
linees HT29-5FUR y LoV o-5FUR, se explica por una sobreexpresion de TS (ARNm).

El andliss por Northern Blot se llevd a cabo en las pargas sensblefresstente en
presencia 0 ausencia de 5-FU adminigtrado durante 5 dias a las doss inhibitorias a las

que se indujo la resstencia d famaco (2mMM y 7mM para HT29-5FUR y LoVo-5FUR,
respectivamente).

En ausencia de 5-FU, se obsavé que la linea HT29-5FUR expresaba
goroximadamente € doble de cantidad de TS que la linea parentd HT29 (figura 21).
Esta sobreexpresion correlaciona con los datos de citotoxicidad a 5-FU obtenidos para
la exposicion de 5 dias y explica la diferente sengbilidad que presenta edta linea d 5-FU
(las doss inhibitorias para cudquier fraccion de inhibicion - DIy - dempre fueron

superiores en lalineaHT29-5FUR en relacion alalinea HT29).

La linea cdular LoVo-5FUR también expresd una mayor canitidad de TS
(aproximadamente 1,5 veces) que su homdloga senshle LoVo en ausencia de 5-FU
(figura 21). Edta sobreexpresidon correlaciona con la citotoxicidad del  farmaco
administrado como agente Unico (las dods inhibitorias para cudquier fraccion de
inhibicion - DIt - sempre fueron superiores en la linea LoVo-5FUR en relacion a la
linea LoVo) y explica d fenotipo de resstencia a 5-FU observado en edta linea cuando

Se compara con su homaologa sensible LoVo.

Por otro lado, tal y como muestra la figura 21, se observo que a nivel basd (en
ausencia de 5-FU) la linea LoVo expresdba gproximadamente € doble de TS que la
linea HT29. Este dato correlaciona con: &) la diferencia de doss requerida para inducir
la resgtencia a 5-FU (recordar que dosis inferiores a 5mM no inducian citotoxicidad
cdular en la linea LoVo, apartado 5.11); y b) con la diferencia en la dosis de 5-FU
requerida como agente Unico (5-dias de exposicion) en estas lineas (superior para

cudquier fraccién de inhibicion en la linea LoVo respecto a la linea HT29). Por otro
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lado, la mayor expresén de TS en la linea LoVo podria edtar relacionada con los
defectos de esta linea en d sistema reparador dd ADN (fenotipo RER+), ya que
edudios previos en la literatura sugieren que las lineas con fenotipo RER+ expresan
mayor cantidad de TS. Td y como se observa en € figura 21, los niveles de expreson
de TS en ausencia de 5-FU en las lineas LoVo/LoVo-5FUR (RER+) fueron superiores a
los niveles de expresion de las lineas HT29/HT29-5FUR (RER-). Este incremento en
los niveles de TS corrdaciona con una menor sengbilidad de las linees RER+ d 5-FU
(Dlsp 13.65 y 41.71mM para LoVo y LoVo-5FUR respectivamente, versus 4.8 y
27.2mM paraHT29y HT29-5FUR paralaexposicion a5 dias de 5-FU).

En presencia de 5-FU también s= observd un incremento en los nivees de
expreson de TS en todes las lineas cdulares utilizadas (sensibles y resgtentes). Esta
sobreexpresion se explica como la respuesta celular para evadir la preson gercida por
e 5-FU.

Globamente, se observa un incremento en los niveles de expreson de ARNm de TS
en las lineas cdulares resstentes (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) cuando se comparan con
las correspondientes lineas sensibles (HT29 y LoVo). Esta sobreexpresion es por tanto,
una caracteristica estable de edtas lineas cdulares HT29-5FUR y LoVo-5FUR producto
de la sdeccion de clones resigtentes tras la exposicion continuada a 5-FU. El incremento
en los nivees de expresion correlaciona con las diferencias en la sensibilidad de ambas
linees (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) d féarmaco. La sobreexpresion de TS no puede
aribuirse a una amplificacion génica ta y como se deduce de los resultados obtenidos
por Southern Blat.
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Figura 20. Ejemplo de Northern Blot de Timidilato sintasa (TS) en lineas
sensibles y resistentes a 5-FU cultivadas en ausencia (-) o en presencia (+)
de 5-FU. Todas las muestras corresponden a 10mg de ARN total. Cada sefial
se estandarizd con respecto a ARN ribosdmico 28S. En ausencia de 5-FU:
Carriles 1 (HT29), 2 (HT29-5FUR), 3 (LoVo) y 4(LoVo-5FUR). En presencia
de 5-FU: Carriles 5 (HT29), 6 (HT29-5FUR), 7 (LoVo) y 8 (LoVo-5FUR). Ce

(control externo)
2.
1- l
0 T T T
) 0
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Figura 21 . Niveles de expresion de Timidilato Sintasa en lineas sensiblesy resistentes
a 5-FU, cultivadas en medio libre de droga. Nétese el incremento de expresion cuando se
comparan las paregjas sensibles/resistentes. La linea celular LoVo (RER+) muestra el doble
deexpresiébn de TSenrelacion alalineaHT29.

TS

5.1.5.3. Analisisdelos niveles de la proteina Timidilato Sintasa mediantetécnica de
Western Blot

Después de andizar la expreson dd ARNmM, se andizaron los nivees de TS
(proteing) con objeto de determinar: @ d exidia una corrdacion entre los niveles
proteicos y d fenotipo de resstencia a 5-FU observado en las lineas HT29-5FUR y
LoVo-5FUR vy, b) § € incremento observado a nivd de ARNm se traducia en un
incremento en los niveles enziméticos.
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En ausencia de 5-FU, (figura 22: carriles -) las liness resstentes (HT29-5FUR
y LoVo-5FUR) presentaban niveles proteicos inferiores (carriles 3 y 7) a sus homdlogas
senshles (carriles 1 y 5). Este patron de expresidon proteica no correlaciond con la
sobreexpresion observada a nivel de ARNm en edas lineas en ausencia de 5-FU
(apartado anterior). Esta discordancia entre los niveles proteicos y de expresion podria
edar relacionada con caracteristicas propias de las lineas resistentes como: @ una menor
tasa de crecimiento en comparacion a la de sus homdlogas senshbles (tiempos de
duplicaciéon de 22-24h en HT29 frente a 30-32h para HT29-5FUR y 26-28h en la linea
LoVo versus 32-34h en la linea LoV0o-5FUR); o bien, b) una mayor capacidad de TS en
edas lineas para regular su traduccion. Estas discordancias sugieren ademas, la
exisencia de otros mecanismos de resigencia a 5-FU en las lineas resgtentes, td y
como veremos pogteriormente en d anadisis por CGH.

La linea LoVo presentd a nivel basd (en ausencia de 5-FU) mayor cantidad de
proteina TS que la linea HT29 (s tenemos en cuenta que la cantidad tota de proteina
cargada en los carriles es de 30 ng en LoVo/LoVo-5FUR y de 40 ng en HT29/HT29-
5FUR), dato que estd en concordancia con los niveles de expreson ded ARNm que
observédbamos en @ apatado anterior y con la diferencia en la sensbilidad de estas
linees cdulares a 5-FU (la dosis requerida dd farmaco administrado como agente Unico
-5 dias de exposicion- sempre fue superior para cudquier fraccién de inhibicion en la
lineaLoVo respecto alalinea HT29).

En presencia de 5-FU (figura 22, carriles +) se observé tanto en las lineas
sensbles como en las resstentes, la gparicion de una segunda banda de peso molecular
38,5 KDa que corresponde a la enzima TS ligada formando & complgo ternario de
inhibicion (ligadaa FAUMP'y @ donador de grupos metilo).

La linea HT29-5FUR presentd niveles superiores a los de su homdloga sensible
HT29, mientras que los nivdes enziméicos en la linea LoVo-5FUR sempre s
mantuvieron inferiores a los de la linea LoVo, tanto en presencia como en ausencia de
5-FU. La cantidad de TS en edta linea celular no corrdlaciond con la sobreexpresion de
ARNmM observada (mayor expreson en LoVo-5FUR en relacion a LoVo) ni con la
sengbilidad de la linea d 5FU (las dods inhibitorias en la linea LoVo-5FUR sempre

fueron superiores alas delalinea LoV o).
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Figura 22. Western Blot de Timidilato Sintasa de lineas sensibles y resistentes a 5-FU
en ausencia (carriles 1, 3, 5y 7) y en presencia de 5-FU (carriles 2, 4, 6 y 8) adosis 2nivi
para la parga HT29/HT29-5FUR y 7nM para la pareja LoVo/LoVo-5FUR. Nétese €
incremento en los niveles de TS durante la exposicion a la infusion de 5-FU en todas las
lineas celulares estudiadas.

S andizamos € incremento de TS expresado como € cociente entre los niveles
de TS en presencia de 5-FU (+) respecto a los niveles de TS en ausencia de 5-FU (-)
para cada una de las lineas celulares estudiadas (Tabla 7) se observa:

1. Un incremento en los niveles proteicos totales de TS en presencia de 5-FU en todas
las lineas cdulares, sengbles y resgtentes que correlaciona con la sobreexpresion

del ARNm y que se explicacomo larespuestacelular a 5-FU.

2. El incremento de TS (ver tabla 7) en las lineas ressentes es mayor
(aproximadamente 1,7 veces) que € observado en sus homologas senshles y
corrdaciona con un aumento en la cantidad de TS libre en las lineas resigtentes

(efecto muy notorio parael caso de lalineaLoVo-5FUR).
3. Estos resultados indican que cuando en @ medio se hala presente € 5FU, estas

linees cdulares resgentes (HT29-5FUR y LoVo-5FUR) soportan una mayor
traduccidn, contrarrestando asi € efecto del farmaco.
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HT29+5-FU HT29-5FURt+5-FU LoVot+5-FU LoVo-5SFURH5-FU
HT29 HT29-5FUR LoVo LoVo-5FUR

Incremento

TStotal 2.56+0.7 4.50£15 427+16 6.90+2.0

Tabla 7. Valores del incremento de proteina total TS (libre y ligada formando €
complego ternario de inhibicion) calculado como €l ratio de la cantidad total de proteina
TS en presencia de 5-FU (a ala dosis correspondiente 2nivi en HT29/HT29-5FUR y 7niM
en LoVo/LoVo-5FUR) respecto a la cantidad total de proteina TS en ausencia de este
agente. L os datos corresponden ala mtDS de dos experimentos independientes. Nétese que
el incremento de TS en las lineas resistentes es superior al observado en sus homélogas
sensibles.

5.1.6. Andlisisde Hibridacion Gendmica Comparativo (CGH)*

En € presente estudio experimentd, también hemos intentado caracterizar los
cambios inducidos en d genotipo de las lineas resigentes que pueden edtar
contribuyendo d fenotipo de resistencia observado en las mismeas

Para dlo andizamos mediante técnica de Hibridacion, Gendmica Comparativa*
(CGH; ver Material y métodos) las variaciones por gananciagpérdidas de materid
genético entre las liness sendbles y resstentes a 5-FU, que detallamos a continuacion
(en las figuras anexas 23 y 24, se muedtra un gemplo de cada andids para las pargas
sensbleresgente).

En estos andids, § bien se han detectado algunas otras pérdidas/ganancias de
regiones cromosdmicas concretas a parte de las que aparecen en la tabla 8, solo se han
contabilizado como pérdidas 0 ganancias, aguellas que coinciden después de enfrentar
el ADN de cada una de las lineas (sensble y resstente) marcado con las dos
fluorescencias, la roja y la verde. Asi por gemplo, se enfrentan primero é ADN-HT29
marcado con fluorescencia roja versus ADN-HT29-5FUR marcado con fluorescencia
verde, v s repite € andids enfrentando ahora @ ADN-HT29 marcado con

fluorescencia verde ver sus ADN-HT29-5FUR marcado con fluorescenciaroja,

"Este andlisis se llevd a cabo en colaboracion con € laboratorio del Dr. HL. McLeod
(Department of Medicine, Division of Oncol ogy of Washington University School of Medicine,
. Louis, USA) y € Dr. PH Rooney (Department of Medicine and Therapeutics of I nstitute of
Medical Sciences University of Aberdeen, UK).
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contabilizandose como positivas las ganancias/pérdidas coincidentes en ambos andlisis.

El andids por CGH (td y como muedtra la tabla 8) identificd nuevas regiones de
ganancias (5p, 6, 7p, 7q, 8q Y 12q) y pédidas (3q) cromosdmicas en las lineas
resstentes, que podrian estar potencidmente implicadas en la resstencia a 5-FU de
edtas lineas. Se observa que la linea deficiente en d sistema reparador (LoVo-5FUR)
acumulé un mayor nimero de ganancias que podria indicar un incremento en d ratio
de dteraciones (debido precisamente a un defecto en la reparacion) que podrian estar
confiriendo a estas cdulas resgentes a 5-FU una ventga sdectiva en @ crecimiento

permitiendo su predominio dentro de la poblacidn tumorad refractaria

En la tabla 9 se muestran adgunos de los genes que mapan sobre las regiones de
gananciagdpérdidas detectadas en edtas lineas resistentes (tras redizar una blsgueda en
las bases de datos del genoma humano) y que podrian estar directamente relacionadas

con laresgtenciaa 5-FU.

Entre las regiones de ganancia cabe sefidar la dteracidn que presentan ambas
lineas resstentes, HT29-5FUR y LoVo-5FUR, en d cromosoma 5p, lo que sugiere la
exigencia de uno o vaios genes directamente implicados en la adaptacion de estas
lineas a 5-FU. Entre los diferentes loci que mapan en este cromosoma se hdlan entre
otros € gen NHE3 (Sodium/H+ Exchanger 3) locdizado en € cromosoma 5pl15.3 que
esd implicado en d mantenimiento de la homeodass cdular, los factores TRF4 y
TRF5 (Topoisomerase related factors) involucrados en la reparacion de los errores de
las Topoisomerasas y cuya sobreexpresion parece estar relacionada con la resistencia a
inhibidores de la Topoisomerasa | como la camptotecina y  CPT-11, la Uracil-DNA-
Glicoslasa 4 (UDGesa 4) encargada de diminar d Uracilo dd ADN y cuya
sobreexpresion igud que otros miembros de la familia UDG, podria estar relacionada

directamente con laresisenciaa 5-FU.
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GANANCIAS PERDIDAS
5p15.3
HT29-5FUR 6 (brazo entero) 3qL2-gter
13g14.1-centrémero
Sp
7p15.2
LoVo-5FUR 7981335 |
8922-24.2
12g14-24.1
Tabla 8. Andliss por hibridacion genémica comparativa (CGH). Se muestra un
resumen de |as ganancias y/o pérdidas de material cromosdmico observadas después de
enfrentar el ADN de las lineas resistentes con el ADN de las correspondientes lineas
sensibles. No se observé ninguna pérdidaen lalinea LoV o-5FUR.

Referente a las pérdidas de materid genético solo se observo una pérdida en la
linea HT29-5FUR en la zona g3gl2-qter. Entre los diferentes loci que mapan en esta
zona cromosomica s hdla € gen MRP2 (también denominado c¢c-MOAT) que
pertenece a la familia de transportadores de membrana dependientes de ATP (ABC-
transporters) y cuya sobreexpresén se ha relacionado con fendmenos de resstencia a
inhibidores de Topoisomerasa |. A priori se desconoce la relevancia de la pérdida de
este trangportador de membrana.

En d andiss por CGH también se observd que las liness resigtentes a 5-FU
(HT29-5FUR y LoVo-5FUR) no presentaron una ganancia en la zona del cromosoma
18p11.32, donde se locdiza & gen de la TS, cuando se compararon con Sus
correspondientes lineas parentales HT29 y LoVo, resultado que coincide con €
observado ya por Southern Blot. Tampoco se observaron ganancias en otras zonas
como, por gemplo, & cromosoma 18 donde se locdiza € gen de la Topoisomerasa |
(enzima diana de los inhibidores de Topoisomerasa |, utilizados también en nuestro
disefio experimenta) o € cromosoma 17q donde se locadiza € gen p53. Sin embargo,
el estudio de los genes implicados en estas zonas de ganancias pueden dar una idea de

los mecanismos involucrados en laressenciaa 5-FU en nuestras liness cdlulares.
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Cromosoma
5p NHE3, TRF4y TRF5, UDG4
6 MRP7
7p15.2 Sp4, AHR, GPNMB
7031.3-35 IRF5, GCSIL
8022-24.2 c-Myc,ENPP2, TRC8
12g14-24.1 NUP10, MDM1, GPR49
13g14.1-centrbmero Rb, DNAJprotein
3q12-gter c-MOAT, MRC-OX2

Tabla 9. Algunos de | os genes que mapan en las distintas zonas de ganancias o pérdidas
detectadas en las lineas resistentesHT29-5FUR y LoVo-5FUR.

NHE3: sodiunyH+ exchanger 3; TRF: Topoisomerase-related factors, UDG: uracil-DNA-
glicosylase;, MRP7: multidrug-resistance protein 7; AHR: aryl-hidrocarbon receptor; Rb:
retinoblastoma; Sp4: SP-family transcription factor 4; IRF5: interferon receptor 5; ENPP2:
Endonuclectide phosphodiesterase 2; NUP-10: nucleo-citoplasmic protein 10; GPR49:Gprotein-
coupled receptor; Rb: Retinoblastoma; c-Moat: Organic Anionic Transporter.

Globamente, s observa que la adaptecion de las lineas resgtentes a 5-FU

utilizadas en ede edudio esta mediada por la acumulacion de aberraciones

cromosdmicas (mayoritariamente ganancias, ya que s0lo se detectd una pérdida) que

pueden estar contribuyendo ala gparicion de laresstenciaa 5-FU.

5.1.7. Estado dd fenotipo de errores dereplicacion (RER+)

Atendiendo d objetivo de andizar S la actividad del Oxdiplatino, Topotecan y

5-FU administrados como agentes unicos o en combinacion es independiente del estado

de los genes reparadores o DNA-mismatch repair genes responsables dd fenotipo de

erores de replicacion, RER+, hemos corroborado experimentadmente que tras la

induccién de resstencia a 5-FU no se habia sdleccionado ninguna poblacion RER+ en €

ca0 de las cdulas HT29 (iniciamente RER-), y que no habian variado los patrones de

inestabilided paralalineaLoVo (RER+).

Para dlo, se andiz6 € patron de inedtabilidad de microsatdites, ya que la

variacion en la longitud de estas secuencias no codificantes de genoma (microsatdites)

esun indicador del fenotipo RER+.
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En ete andiss s obsavé que la linea HT29-5FUR, d igud que la
correspondiente  linea parenta, no presentaba  inestabilidad en ninguno de los
marcadores andizados, y que la linea LoVo-5FUR presentaba € mismo patrén que la
linea parental LoVo (RER+) en los distintos marcadores. Td y como puede observarse
en la figura 25 adjunta, en las lineas LoVo/LoVo-5FUR no se obtuvo la sefid dd
marcador BAT-26 que mapa sobre la zona intrénica dd exén 5 dd gen hMSH2, ya que
la linea cdlular LoVo presenta una deleccion dd exon 5 d 8 de este gen (Liu B y cal,
1995).

5.1.8. Analisis mutacional del gen p53 por secuenciacién automéatica

Con d mismo objetivo que en € gpartado anterior, se secuencié € gen p53 para
comprobar que no se seleccionaban variantes cdulares LoVo pb53 mutadas en la
induccion de la resgencia, y en segundo término, demostrar § HT29 mantenia d
mismo genotipo (ya que edta linea celular presenta una mutacion descrita en € codon
273 del ex6n 8, un cambio de una G® A (cambio de Arginina® Hididing), tal y como

puede observarse en lafigura 26) y no acumulaba otras mutaciones.

Se andizaron las secuencias de los exones 5, 6, 7 y 8 del gen p53 en las pargas
senshbleresigente ya que en edas zonas se locdizan mas dd 80% de las mutaciones
descritas para este gen. Las secuencias obtenidas por este método confirmaron que no
exigen cambios entre las lineas sensbles y resistentes a 5-FU. Las lineas resgtentes ta
y como s muesdra en la figura 26, mantuvieeon € mismo genotipo que las
correspondientes lineas parentales (HT29 y LoVo), sadvae para € caso de LoVo-5FUR
y mutado en e exon 8 parad caso de HT29-5FUR.
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HT29

HT29-5FUR

v

LoVo-5FUR

GI G T GI C G T G T T T
Figura 26. Ejemplo de la secuencia ded exén 8 dd gen p53. El producto de PCR
amplificado (del exén 8) se secuencia utilizando el equipo AlfExpress 'y se analiza con €l
software AIfWin Obsérvese la mutacion en HT29/HT29-5FUR (indicada con una flecha,

cambio de G®A en e codon 273) cuando se comparan con la secuencia de
LoVo/LoVO5FUR (p53 savae).
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5.2.1. Asociaciones secuenciales por combinacién de Oxaliplatino, 5-Fluorouracilo

y Topotecan

En este apatado se andiza € €fecto citotdxico in vitro de las combinaciones
secuenciaes de Oxdliplatino, Topotecan (TPT) y 5-FU en lineas de colon sensibles
(HT29, LoVo, DLD-1y LS-513) y resistentes a5-FU (HT29-5FUR y LoVo-5FUR).

Las combinaciones secuencides anaizadas fueron las sguientes:

- OXA (4h)> 5FU (24h)
- 5FU (24h)> OXA (4h)
- OXA (4h)> TPT (24h)
- TPT (24h)> OXA (4h)

Para dlo, s2 combinaron diferentes proporciones dd ratio fijado de las Dlsg
individudes de cada famaco (ver tabla 10) y d andiss de snergismo/antagonismo se
redlizd segin e método descrito por Chou y Talalay (ver Material y Métodos).

Dlso HT29 HT29-5FUR Lovo LoVo-5FUR DLD-1 LS513

>-FU 30.2+6.03 57.7+4.40 38.98+3.30 | 161.40+13.24 | 4.12+0.89 | 3.22+0.25
OXA | 3967+13.70 | 52.28+2.55 7.38+1.40 8.37+1.90 | 11.86+2.29 | 0.94+0.08
TPT | 211.90+73.90 | 162.65+20.14 | 303.30+47.20 | 621.14+19.70 | 13.97+2.89 | 17.95+0.48

Tabla 10. Dosis inhibitorias del 50% (Dl sg) para cada uno de los farmacos en todas las lineas
celulares utilizadas en el estudio de la citotoxicidad de las combinaciones entre OXA, 5-FU y
TPT. Los datos representan lamtDS de un minimo de tres experimentos independi entes.

Globadmente, td y como puede observarse en las figuras 26 y 27 que se
adjuntan, se obtuvieron combinaciones snérgicas (vaores dd indice de combinacion,
Cl<l) para todos los esquemas de combinacion en todas las liness cdulares
Unicamente se obsarvé aditivided y no sinergia en la linea cdular LoVo-5FUR en d
esgquema secuencid 5-FU->OXA para cudquier fraccion de inhibicion, la linea LS-513

donde se observOé antagonismo en la misma asociacion cuando se combinaban dosis
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medias/bgjas de ambos farmacos (OXA y 5-FU), aunque a la doss inhibitoria del 50%
(ta y como puede observarse en la tabla 10) d esguema resultd sinérgico (Cl =
0.75+£0.08) y la linea DLD-1 que mosiré aditivided y no sinergia en d esguema
secuencia TPT® OXA adosis mediag/dtas de ambos farmacos.

Estos resultados confirman por tanto nuestra hipétesis de trabgo inicid, es decir
gue se pueden obtener esquemas sinérgicos por combinacidon de estos farmacos, incluso
en las liness resgentes a 5-FU y pese a las diferencias existentes entre las dittintas
lineas celulares de dosis y toxicidad de los tres famacos cuando son administrados
como agentes Unicos, indicando la potencididad de las secuencias andizades. Egte

fendmeno es ademas independiente dd esquema secuencid utilizedo.

En d caso de la parga HT29/HT29-5FUR (figura 28) se observo que la adicidon
de Oxdiplaino en d esguema de asociacion OXA® 5-FU, permitia disminuir la doss
de 5-FU en la linea resgente hagta niveles idénticos a los requeridos por la linea
sensible HT29 (p.e, Dlsy's 5-FU en la combinacion de 7,7nM y 7,1mM para HT29-

5FUR y HT29, respectivamente) revirtiendo por tanto, € fenotipo de resstencia a 5-FU
observado en lalinea HT29-5FUR.

El presente estudio in vitro también propone € andids de la efectividad de la
aociacion de Oxdiplatino y Topotecan en lineas cdlulares con resstencia a 5-FU
compardndola con la combinacion Oxdiplatino/5-FU. S bien, € Topotecan ha
mostrado bga efectividad en d tratamiento del cancer de colon in vivo, por sus
caracteridicas (no necesita metabolizacion y tampoco muestra toxicidad clinica cruzada
con 5-FU ni Oxdiplatino) pensamos que puede convertirse en una nueva dternativa s
s utiliza en d esguema adecuado y en combinacion. Los datos obtenidos (tabla 11)
muedtran la sinergia de las asociaciones de Oxdiplatino y Topotecan con independencia
de fenotipo de resstencia a 5-FU, puesto que la sinergia se observo tanto en lineas
sensbles como resgentes a 5-FU. Cabe sefidar ademés la efectividad de edtas

combinaciones en la linea LoVo-5FUR (un indice de combinacion para la fraccion de
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inhibicidon de 50% de 066 para la combinacion TPT® OXA y 056 paa la
combinacion OXA® TPT) (figura 26) a pesar de que esta linea mostraba resistencia

cruzada a Topotecan cuando se administraba como agente Unico. La adicion de
Oxdiplatiino en d esguema OXA® TPT en eda linea LoVo-5FUR, permitié disminuir
las dosis de Topotecdn en la combinacion hasta niveles smilares a los requeridos por la
linea parentd sengble (Dlsg’s TPT = 1745nM y 102.4nM para LoVo-5FUR y LoVo
respectivamente, en la combinacion).

Por tanto, la asociacion in vitro de TopotecavVOxdiplaino resulta d menos tan
efectiva como la combinacion Oxdiplaino/5-FU (tabla 11) tanto en lineas sendbles
como resistentes a 5-FU.

Otro de los objetivos del presente estudio experimental es demosrar § la
actividad de las combinaciones entre Oxdiplatino y 5-FU o TPT es independiente del
estado de p53 (mutada o wild-type) o de los estados de los genes reparadores de
gpargamientos erroneos (sstema MMR). En generd, se observa que todas las
combinaciones resultaron efectivas con independencia dd fenotipo RER (recordemos
gue las lineas LoVo, LoVo-5FUR y DLD-1 presentaban deficiencias en los genes de
sstema reparador de ADN, fenotipo RER+) y/o del estado de p53 (mutada en las liness
HT29, HT29-5FUR y DLD-1 y wild-type en las lineas LoVo, LoVo-5FUR y LS-513).
Egtos resultados son relevantes en la clinica S tenemos en cuenta que existe un eevado
porcentgje de tumores colorrectades con inestabilidad de microsatélites y/o mutaciones

en d gen supresor tumora p53.

5.2.2.Andlisisde papel del Oxaliplatino en lareversion delaresistencia a 5-FU

En ede apatado s determind S la expodcion previa a Oxdiplatino
(adminigtrado a diferentes dosis) se asocia a un incremento en la sensbilidad a 5-FU de

las liness res gentes. Para dlo, andizamos la citotoxicided de:

OXA (0-200mM; 4 h) ® 5-FU (2nmM* x 5 dias) en HT29/HT29-5FUR
OXA (0-50mM; 4h) ® 5FU (7nM* x 5 dias) en LoVo/LoVo-5FUR

*2nM y 7nM representan las dosis de 5-FU a las que = indujo la resgencia en
HT29/HT29-5FURYy LoVa/LoVo-5FUR)
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En lafigura 29 se observé como las curvas de citotoxicidad de las linees HT29 y
HT29-5FUR s solgparon para doss de Oxdiplatino iguaes o superiores a 25nM. En
cambio, las curvas de toxicidad para la parga LoVo/LoVo-5FUR no llegaon a
solaparse, aunque d esgquema resultd s citotdxico (la viabilidad cdular de la
asociacion OXA® 5-FU en ambas lineas LoVo y LoVo-5FUR sempre fue muy inferior

a de sus respectivos controles tratados Unicamente con 5-FU).

Por tanto, la exposicion previa a Oxaliplatino en estos esquemas secuencides e
asocia a un incremento en la sensbilidad a 5-FU de las lineas resistentes, llegando
incluso a revertir € fenotipo de resstencia a 5-FU en la linea HT29-5FUR. Este hecho
coincide con € resultado observado en € agpartado anterior para la asociacion de
OXA(4h)® 5-FU(24h).
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Figura 26. Curvas del Combination Index (Cl) en las pargas sensible / resistente paralas
diferentes fracciones de inhibicién en todos los esquemas propuestos. (Cl<1 indica sinergismo,
Cl=1 aditividad y CI>1 antagonismo).
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Figura 27. Curvas dd Combination Index (Cl) para las diferentes fracciones de
inhibicion en las lineas celulares DLD-1 y LS-513. (Cl<1 indica sinergismo, Cl=1
aditividad y CI>1 antagonismo).

OXA->5FU 5FU->0OXA OXA->TPT TPT->0OXA

HT29 058+ 0.07 040+ 0.04 0.77+0.03 0.78+0.07
HT29-5FUR 0.24 + 0.005 047+0.02 0.65+0.02 055+ 0.01
LoVo 0.88+0.05 079+ 012 0.68+ 0.16 0.70+0.10
LoVo-5FUR 0.68 + 0.004 108+ 0.06 056+ 0.14 0.66+ 0.03
DLD-1 0.65+0.02 085+ 013 025+ 0.05 107+0.17
LS513 0.60 + 0.08 0.75+0.08 0.77+0.15 037+ 004

Tabla 11. Valores d€

indice de Combinacion (Cl) para una fraccion de

supervivencia del 50% para todas las combinaciones y lineas celulares. (Cl<1 indica
sinergismo, Cl=1 aditividad y CI>1 antagonismo).
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HT29 vs HT29-5FUR

Esquema OXA (4h) ® 5-FU (24h)
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Figura 28. Esguema de asociacion Oxaliplatino@&-FU en la parga HT29/HT29-
5FUR. La toxicidad de Oxaliplatino como agente Unico no variaba entre ambas lineas,
mientras que 5-FU tenia una toxicidad muy distinta. La concentracién de 5-FU se redujo
en HT29-5FUR a la misma concentracion que HT29 cuando se introdujo el Oxaliplatino
en lacombinacion.
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Figura 29. Esguema Oxaliplatino (4 horas)@-FU (5-dias exposicion) en las lineas
sensibles/ resistentes a 5-FU. Las dosis de 5-FU utilizadas son 2nM en el caso de la pareja
HT29/HT29-5FUR y 7niM en la pargja LoVo/LoVo-5FUR. Obsérvese que la exposicién
previa a Oxaliplatino en la linea HT29-5FUR permitio revertir €l fenotipo de resistencia a 5-
FU, alcanzandose niveles de toxicidad idénticos en este esquema de asociacion a los
obtenidos en la linea sensible (HT29). En cambio, la toxicidad celular en lalinea LoVo fue
siempre superior ala citotoxicidad en la correspondiente pareja resistente.
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